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Roviditések jegyzéke

ABC: ATP binding cassette

AMP: adenozin monofoszfat

ASL.: airway surface liquid (1éguti felszini folyadékréteg)
AUC: area under the curve

BAL.: bronchoalveolaris lavage (mosofolyadék)
CBAVD: congenital bilateral absence of the vas deferens (velesziiletett ondévezeték hiany)
CF: cisztas fibrozis

CFBE: cisztas fibrozisos bronchoepithelialis sejt
CFTR: Cisztas Fibrozis Transzmembran Regulator
ClI: konfidenciaintervallum

COPD: krénikus obstruktiv tiidobetegségben

CRP: C-reaktiv protein

DMSO: dimetil-szulfoxid

DTT: ditio-threitol

FEV1: forced exspiratory volume in 1 sec

FSK: forskolin

G-CSF: granulocyte colony stimulating factor
HE4: human epididymis protein 4

HMGBL1: high mobility group box 1 protein
IBMX: 3-isobuthyl-1-methylxanthine

ICM: intestinal current measurement

IGF-1: insulin-like growth factor 1

IL-1B: interleukin-1-béta



IL-6: interleukin-6

IL-8: interleukin-8

IVA: ivacaftor

LPS: lipopoliszacharid

LUM: lumacaftor

MAPK: mitogen-activated protein kinase
miR: mikroRNS

MMP: métrix metalloproteinaz
MMP-2: matrix metalloproteinaz-2
MMP-8: matrix metalloproteinaz-8
MMP-9: matrix metalloproteinaz-9
MPO: myeloperoxidaz

mRNS: messenger RNS (hirvivé RNS)
NE: neutrophil elasztaz

NE-APC: neutrophil elasztdz antiprotedz komplex
NF-xB: nuclear factor-kappa B

NO: nitrogén-monoxid

NPD: nasal potential difference

NPV: negativ prediktiv érték

OR: odds ratio (esély hanyados)
PBMC: polimorphonukledris sejt
PPV: pozitiv prediktiv érték

ROC: receiver operator characteristic

RT-gPCR: real-time quantitative PCR (valos idejii kvantitativ PCR)



SAA: serum amyloid A

sCD14: szolubilis CD14

SD: standard deviacio

SLPI: secretory leukocyte protease inhibitor
STREM: soluble triggering receptor expressed on myeloid cells-1
TEZ: tezacaftor

TGF-B1: transforming growth factor 31

TLP: trypsin-like protease

TLR: toll-like receptor (toll-szerii receptor)
TLRA4: toll-like receptor 4 (toll-szerii receptor 4)
TNF-a.: tumor necrosis factor-o

YKL-1: chitinase 3-like 1

WFDC: whey acidic protein four-disulfide-core



1. Bevezetés

A cisztas fibrozis (CF) az élettartamot lerdviditdé autoszomalis recessziv mddon
oroklédo szisztémas megbetegedés, melynek hatterében a Cisztds Fibrézis Transzmembran
Regulator (CFTR) gén tobb, mint 2000 patogén defektusa all. A genetikai mutaciok
eredményeképpen a CFTR klorid/bikarbonat csatorna vagy nem expresszalodik az epithelsejtek
felszinén, vagy Kijut a sejtmembranba, de diszfunkcionalis lesz, ami abnormalis ion- és
viztranszporthoz vezet. A CF klasszikus formaja tobb szervet érintd megbetegedés, melyben a
kiils6 elvalasztasi mirigyek megvaltozott, koros mindségli valadéka olyan patologias
folyamatokhoz vezet, melyek az érintett szervek végleges karosodasat okozzak.
Legsulyosabban a tiido €s a gasztrointesztinalis rendszer érintett. Az utobbi eltérések akar mar
csecsemOkorban kialakuld sulyos felszivodasi zavarban és malnutricidban nyilvanulnak meg.
A CF-es léguti betegség progressziojaban alapvetd szerepet jatszik a 1égutak Ontisztulasanak
karosodasa, az infekciok altal provokalt nagy mértékii neutrophil granulocyta jelenléttel egyiitt
jaro kronikus intrapulmonalis gyulladas, és a CFTR-csatorna diszfunkcié kovetkezményeként

az immunrendszer folyamatainak koros szabalyozasa is.

A CF-es betegek gondozasa egy multidiszciplinaris feladat, amelyben nagyon sokféle
szakember vesz részt, ezért a gondozas csak jol szervezett CF centrumokban folyhat
hatékonyan. Bar a betegek nyomon kovetése sordn - szisztémas megbetegedés lévén -
holisztikus szemléletet kell kovetni, tekintettel arra, hogy az életkilatasokat leginkabb a
tiidobetegség sulyossaga hatdrozza meg, a legnagyobb figyelmet a 1égzdszervek allapotanak
monitorozasa és kezelése kapja. A CF ellatasban bekovetkezd folyamatos és gyors fejlédésnek
koszonhetden a mult szdzad derekan a csecsemdkorban haldlhoz vezetd betegségben ma mar
sokkal jobb életkilatasaik vannak a betegeknek. A legjobb ellatast nyujtd orszagokban a varhatod
¢lettartam elérheti a 40-50 év kozotti életkort iS. Azonban a tiidébetegség progresszioja,
melynek végstddiumaban mar csak a tiidOtranszplantacio segithet, még a mai kezelési
lehetdségekkel is jelentdsen roviditi a betegek élethosszat. A CF-es tiiddbetegség nyomon
kovetése ezért kulcsfontossigi a gondozas soran. Ugyanakkor a 1égati érintettség
detektalasanak lehetéségei, kiilondsen fiatalabb életkorban napjainkban is korlatozottak. A
léguti gyulladast reprezentald kiillonbozé gyulladdsos medidtorok mérése vérbol vagy léguti
mintabol lehetdséget teremthet a tiidé gyulladasos folyamatainak szoros kovetésére. Jelenleg
kevés vérbol meghatarozhato biomarker all rendelkezésiinkre a tiidobetegség kovetésére vagy

a kiilonb6zo terapias lehetdségek hatasossaganak ellendrzésére, ezért sziikségesnek latszik 1j



gyulladasos biomarkerek azonositdsa és azok expresszidjanak, valamint a betegség

patomechanizmusaban bet6ltott szerepének tisztazasa.

A disszertacidban a CF vonatkozasaban egy 0j biomarkernek, a human epididymis
protein 4 (HE4) fehérjének a lehetséges szerepét vizsgaltuk a CF-es tiidobetegség
stlyossaganak megitélésében és kovetésében, valamint a CF mutacio-specifikus
farmakoterapiajanak monitorizalasaban. Emellett célunk volt, hogy részleteiben is
megismerjiik az abnormdlis HE4 fehérje expresszi6 mechanizmusat CF-es 1éguti
epithelsejtekben, amelynek érdekében in vitro koriilmények kozott fenntartott és kezelt

sejtkultarakat vizsgaltunk.

2. Irodalmi attekintés
2.1. A cisztas fibrozis és a betegség genetikai hattere

A CF vagy régies néven mucoviscidosis a leggyakoribb életet lerdviditd, autoszomalis
recessziv 6roklddésmenetet mutatd betegség a kaukazusi populacioban, ahol az incidenciaja kb.
1:2000-1:3000 kozé tehetd. Az eurdpai populacioban a hordozok, vagyis az egészséges
heterozigotak aranya kb. 4% [1]. A betegséget a CFTR gén két koros variansanak egyiittes
jelenléte okozza. A 7-es kromoszoma hosszu karjan talalhaté nagy méretti, kb. 200.000
bazisparbol allé gén az 1480 aminosavbol felépiilo CFTR-csatornat kodolja, mely az ABC
(ATP binding cassette) protein szupercsalad tagja. Ezen fehérjék kozé olyan membran
proteinek tartoznak, melyek a kiilonb6zé molekuldk sejtmembranon keresztiili transzportjaban
vesznek részt. A CFTR funkciojat tekintve egy ciklikus adenozin monofoszfat (AMP) fiiggd
klorid (CI")/bikarbonat (HCOz") ioncsatorna, mely tobbnyire a polarizalt epithelsejtek apikalis
membranjan helyezkedik el. A szervezet kiilonb6z6 szdveteiben expresszalodik, tobbek kozott

a tiidében, a verejtékmirigyekben, a hasnyalmirigyben és az onddvezetékben [2].

A CFTR gént 1989-ben azonositottak [3]. Eddig tobb, mint 2000 mutaciodjat irtak le,
melyek nem mindegyikének ismert a klinikai kovetkezménye, de koziilik legalabb 1500
bizonyitottan patogén [4]. Egyes populaciokra a variansok kiilonb6zo eléfordulasi aranya
jellemz6. A legtobb mutacid igen ritka el6forduldst mutat, vilagszerte csak kb. 20 CFTR
génmutacio éri el a 0,1%-os gyakorisagot, ezen tulmenden az egyes populacidkra
meghatarozhat6 az a 20-30 varians, amely lefedi a betegekben kimutathato eltérések nagy részét

[1]. Az eurodpai, koztiikk a magyarorszagi betegpopulacioban a leggyakoribb CFTR varians a



p.Phe508del (F508del, a régi nomenklatura szerint delta-F508), melyet hazankban a betegek
kb. 80-85%-a hordozza homozigota vagy dsszetett (,,compound”) heterozigéta formaban [4].
Ennek a mutacionak a 1ényege egy 3 bazispart érint6 delécio a gén 11-es exonjaban, amely az
eltéré mértékben okozhatjdk a CFTR mennyiségi €s/vagy mindségi zavarat, ami alapvetden

befolyasolja a klinikai tiinetek spektrumat és a betegség sulyossagat [5].

A CFTR mutaciokat funkcionalis kovetkezményiik mechanizmusa alapjan jelenleg 7

osztalyba soroljuk [6] (1. abra).

a e cr ar I
o A A A
o T

e g Y

Vad tipusu
CFTR

|. osztaly 1I. osztaly 1ll. osztaly IV. osztaly V. osztaly VI. osztaly VII. osztaly

CFTR Nincs fehérje Nincs Karosodott Csokkent Kevesebb Csokkent
defektus transzport csatorna konduktacia fehérje stabilitas
nyitds

Pé'd,é'f Gly542X Phe508del, Gly551Asp, Arg117His, Alad55Glu, 3272- €.120del23, Dele2,3(21kb),
mutaciora Trp1282X Asn1303Lys Ser549Arg, Arg334Tp, 26A—G, rPhe508del 1717-16-A
Ala561Glu Gly1349Asp Ala455Glu 3849+10kg C—T

Korrekcio Szintézis Fehérje Csatorna Csatorna Splicing Stabilitds Nem
helyredllitisa transzport aktivitds aktivitds korrekcioja javitasa korrigdlhato
lehetﬁ%ge helyredllitdsa helyredllitasa helyredllitasa B

1. abra: A CFTR mutaciok kiilonb6z6 tipusai. A CFTR defektus fébb mechanizmusai az alabbiak: a
szintézis hianya (I. osztaly), a fehérjeérés zavara és korai degradacio (II. osztaly), a csatorna karosodott
szabalyozasa, alacsony nyitasi frekvencia (III. osztdly), az ioncsatorna csokkent konduktanciaja (IV.
osztaly), a promoter vagy splicing eltérések miatti csokkent CFTR transzkripcio (V. osztaly), a
sejtfelszini CFTR-csatorna fokozott lebomlésa (VI. osztaly) €s a CFTR mRNS hianya (VII. osztaly). Az
utdbbi osztaly mutacidinak kdvetkezménye ellen jelenleg nincs terapias megoldas (De Boeck 2020-as

kozleményébdl adaptalva [6]).

Egyes mutaciok elsésorban a miik6dé CFTR-csatorna csokkent mennyiségét okozzak,

példaul az 1. és V. osztalyu mutaciok a fehérjeszintézis zavaraval jarnak (pl. korai stop kodon,
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csokkent transzkripcio, stb.). A II. osztalyba tartozd6 mutaciok esetén a CFTR fehérje
poszttranszlaciés modositasa €s a sejtmembranba torténd transzportja karosodott. A III-1V.
osztaly mutéacioi a csatorna nyitasi frekvenciajanak, illetve konduktancidjanak zavarat okozzak
normalis mennyiségii CFTR-csatorna mellett. A VI. tipusba sorolt varidansok esetén a
miikodéképes CFTR instabil, ezért fokozott a lebomlasa a sejtmembranban, mig a VII. osztaly
mutacioi esetén hianyzik maga a CFTR hirvivé RNS-e (mRNS) a sejtbdl, ezért nem tud a CFTR

egyaltalan expresszalddni [6] (1. abra).

A genotipus alapvetden, de nem kizarolagosan befolyasolja a betegség sulyossagat. Az
1., I, 11, VI. és VIL. osztalyt mutaciok a hidnyz6 vagy minimalisan jelenlévé CFTR-csatorna
funkcio miatt rendszerint sulyos klinikai képet okoznak, mig a valtozé mértékd, rezidualis
sejtfelszini CFTR aktivitassal jard 1V-V. osztalyba sorolt defektusok esetén a klinikai lefolyas,
a stlyossag és a szervi érintettség spektruma egyénenként nagy mértékben kiilonbozhet [7, 8]
(2. abra). A Kklasszikus - stulyos CFTR géndefektussal jar6 - CF-ben sokszor mar
csecsemOkorban manifesztalodo tobbszervi érintettség jellemzd, mig mas muticiok esetén
késobbi ¢letkorban megjelend, enyhébb tiinetekkel jaro lefolyassal, vagy csak egy-egy
szervrendszerre korlatozoddo megbetegedéssel talalkozunk, mint példaul bronchiectasia,

kronikus sinusitis vagy rekurrens pancreatitis [5].

Egészséges egyének
% —

200 Obligat

heterozigétak

Tiinetek megjelenése
(pl. krénikus kbhogés)

CFTR-hez kéthetd betegség
Akut rekurrens pancreatitis
CBAVD

krénikus sinusitis
bronchiectasia

CFTR funkcio

Cisztas fibrozis
Megtartott pancreas funkcié

Pancreas elégtelenség

0%
Klinikai fenotipus

2. abra: A CFTR funkcié és klinikai fenotipus kapcsolata. A CFTR funkcié csokkenésének
mértékével fokozodik a tiinetek sulyossaga. A CFTR funkcido mértéke, amely a normalis mikddést
biztositja, fligg az érintett szervtdl is. (Bell és munkatarsainak 2020-as kozleményébdl adaptalva [9]).

Rovidités: CBAVD: Congenital bilateral absence of the vas deferens, velesziiletett ondovezeték hiany.
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2.2. A CF-es tiidobetegség patomechanizmusa

A csokkent vagy abnormalis CFTR funkcidé - a szabalyozéasa alatt allo egyéb
transzporterek révén - a Na*, a Cl" és a HCOgs transzport zavarahoz vezet az epithelsejtekben,
melynek kovetkeztében a kiilso elvalasztasti mirigyek epithelidlis felszinén, igy a 1égutakban,
a gasztrointesztinalis és az urogenitalis traktusban megvaltozik a szekrétumok mindsége, ami
az érintett szervek funkcionalis karosodasahoz vezet. A korabbi elképzelések a Cl” és az
elsédlegesnek a CF patomechanizmusaban [10]. Ujabb megfigyelések azonban a HCO3z
szekrécid zavarat és a szekrétumok csokkend pH-janak savas iranyba torténé eltolodasat is
hangsulyozzak [11]. A légutak Ontisztulasi miikodésében (mucocilidris clearance) kozponti
szerepe van a normal Osszetételli felszini folyadékrétegnek (airway surface liquid, ASL). Az
ASL-ben megtaldlhatd6 mucinok olyan fehérjék, amelyek 0Osszecsomagolt allapotban
szekretalodnak, és normalis pH mellett torténd kicsomagolddasuk biztositja a 1éguti valadék
megfelel6 viszkozitasat. Ugyanakkor a CF-es savas kozegben a 1éguti valadékban 1évé mucinok
Osszecsapzottak maradnak, ami a viztartalomtol fiiggetleniil is nagy mértékben rontja a

mucociliaris clearance-t [11].

A betegség prognozisat, az €életmindséget és a mortalitast leginkabb a tiidébetegség
sulyossaga hatarozza meg, melynek folyamatai mar csecsemOkorban elkezdédnek [12]. A
dehidralt, viszkozus valadék eleinte kisléguti obstrukciohoz vezet, emellett kedvez6
kdrnyezetet teremt kiilonbozd korokozok megtelepedésének. A leggyakoribb korokozo fiatal
korban a Staphylococcus aureus, az életkor eldrehaladtaval pedig a progressziot nagy
mértékben fokozdé Pseudomonas aeruginosa kolonizacié valik egyre gyakoribba [12]. A
bakterialis fertézés gyulladast indukal, amit massziv neutrophil granulocyta bearamlas,
valamint a gyulladasos citokinek, Gigy, mint az interleukin-8 (IL-8), IL-6 és tumor necrosis
factor-o (TNF-a)) fokozott expresszidja jellemez. A Toll-szeri receptorok (TLR) szamos
bakterialis termék, pl. a Gram-negativ baktérium eredetii lipopoliszacharid (LPS) felismerése
révén, részben a nuclear factor-kappa B (NF-«xB) jelatviteli utvonalon keresztiil, kozvetitik a
gyulladasos aktivaciot [13]. A kronikus léguti gyulladas végsGsoron a horgék, majd a
tiidészovet karosodasahoz, és kovetkezményesen 1égzési elégtelenséghez, valamint a

tid6funkcio végleges romlasahoz vezet (3. abra).
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(1) Két defektiv CFTR gén

3. abra: A tiidébetegség f6 koroki folyamatainak sematikus abrazolasa cisztas fibrézisban. A
CFTR defektus a 1éguti hamfelszinen 1év6 folyadékréteg megvaltozott dsszetételének kdszonhetden
karositja a léguti clearance-t, és kedvezd feltételeket teremt a korokozok megtelepedésének, ami
kronikus 1éguti gyulladashoz, végsdsoron szoveti karosodashoz és progressziv funkcidoromlashoz vezet.
A folyamat elején beavatkozo6, molekularis defektus helyreallitasara torekvo (CFTR-specifikus) terapiak
megel6zhetik a végstadiumu tiid6betegségig, a tidéfibrozishoz vezetd progresszidt. (De Boeck és

Amaral 2016-os kozleményébdl adaptalva [14]).

Meggy6z6 adatok utalnak arra, hogy a CF-re jellemz6 fokozott gyulladasos valasz a
légutakban nem kizardlag szekunder médon, tehat infekcidk hatasara alakul ki, hanem szerepet
jatszik a defektiv CFTR-hez kothetd pro-inflammatorikus folyamatok is. A CFTR diszfunkcio
szamos immunologiai funkcio koros regulaciojahoz vezet, mint pl. az alacsonyabb nitrogén-
oxid (NO) szintézis az als6 légutakban, anti-inflammatorikus és antioxidans mechanizmusok
csokkent miikodése, valamint a macrophagok gatolt sejtold aktivitasa [13]. Ezen tilmenden az
epithelsejtekben a mitogen-activated protein kinase (MAPK) fehérje és az NF-kB-dependens
jelatviteli Gtvonalak fokozott aktivitasa is jellemz6 [15]. Hunter és munkacsoportja korabban
kimutatta, hogy a vad tipusit CFTR-csatorna — eddig még nem pontosan ismert mechanizmussal

— gatlo hatast fejt ki a bazalis és a TNF-a altal indukalt NF-kB utvonal aktivitasra 1éguti

epithelsejtekben, mig a CFTR ioncsatorna szelektiv funkcio gatlasa jelentésen novelte az NF-
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kB jelatvitel aktivitasat. Mindezek alapjan a CFTR gyulladascsokkentd hatasanak kifejtéséhez
a fehérje ép csatornafunkcidja latszik sziikségesnek [16]. Bar megsziiletéskor még csak enyhe
gyulladas mutathat6 ki a CF-es 1égutakban, a koros immunoldgia szabéalyozasi folyamatok és a
korokozok elleni nem effektiv védekezés eredményeképpen az igen hamar bekovetkezd
pulmonalis fert6zések hatasara a normalisnal intenzivebb gyulladasos valasz alakul ki, amit a
neutrophil granulocytdk dominanciaja és a tiidokarosodassal Gsszefiiggé fokozott neutrophil

elasztaz (NE) aktivitas jellemez [15, 17].

2.3. A CF jellemz6 klinikai tiinetei

A leggyakoribb léguti tiinetek csecsemdOkorban a szapora 1égzés, epizodikus
nehézlégzés, elhuzodd kohogeéses epizodok, mig késdbbi €letkorban a kronikus kohogés
domindl gennyes kopetiiritéssel, elérehaladott allapotban pedig az emphysemas mellkas, a
dobverdujjak, a csokkent fizikai terhelhetdség és a fokozatosan romlo légzésfunkcios értékek
jelzik a tiidébetegség progressziojat. A folyamatos morfologiai és funkciondlis progressziot a
1éguti infekciok sulyosbodasaval és klinikai allapotromlassal jellemezheté 1éguti akut

exacerbaciok tarkitjak.

A kiils6 elvalasztast pancreas mirigysejtek diszfunkcidjanak kdvetkezményei gyakran
mar kora csecsemdkorban megnyilvanulnak: az 0jsziiléttek meconium ileusa, felszivodasi
zavar jelei (pl. zsiros széklet, haspuffadas, gyarapodasi zavar) lehetnek a CF elsd tiinetei. Az
egyéb extrapulmondlis manifesztaciok koziil a kronikus sinusitis, a cirrhosishoz vezetd
hepatobiliaris betegség, a serdiilékorra kialakulé diabetes mellitus és a férfiak infertilitasa
emlitend6 [18].

2.4. A CF laboratériumi diagnosztikaja

A CF diagnozisanak alappilléreit a klinikai gyanu felismerése (klinikai tiinetek, csaladi
anamnézis és/vagy az ujsziilottkori sziirés pozitiv eredménye alapjan) és a CFTR diszfunkcio
bizonyitasa jelenti. Ez utobbi igazolhatd korosan magas verejtékklorid koncentracio (> 60
mEQ/L) két, egymas utani idépontban tortént mérésével, illetve két, transz-helyzetii patogén
CFTR mutacid azonositasaval [19]. Mara hazankban is rutinszeriien torténik a teljes CFTR gén
szekvenalasa, mely képes > 98%-0s szenzitivitassal detektalni a koros allélpart [20, 21]. A

mutacidanalizis kiemelt szerepet kapott nemcsak a végsé diagnézis felallitasaban és a
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prognozisbecslésben, hanem az 0 mutaciospecifikus gyogyszeres kezelési lehetdségek
kivalasztasaban is [9]. Amennyiben a rutin diagnosztikai vizsgalatok nem konklaziv eredményt
adnak (pl. CF-re jellemz6 klinikai kép ellenére heterozigota genotipus vagy intermedier
verejtékklorid érték), a CFTR fehérje funkcionalis vizsgalatai segithetnek. Ezek koziil az in
vivo végezhetd NPD (nasal potential difference) vagy az ex vivo végzett ICM (intestinal current
measurement) tesztek az elfogadott modszerek, bar a kivitelezés technikai nehézségei miatt

még kevésbé terjedtek el a klinikai gyakorlatban [19].

2.5. A CF-es tiidobetegség kezelési lehetoségei

A CF-es betegek gondozasa multidiszciplinaris megkozelitést igényel. A kezelési
lehetéségek eddig dontéen a betegség kovetkezményeinek elharitasara iranyultak. A terapia
legfobb céljai a tiidobetegség progresszidjanak és a légzésfunkcié romlasanak fékezése,
valamint a megfelelé energetikai allapot elérése €s fenntartasa, igy az ¢letminéség javitasa. A
gyogyszeres beavatkozas alappillérei a komplex léguti terapia, az infekcié kontroll, a
taplalasterapia, a gyulladascsokkenté kezelés és a napjainkban — mar hazankban is egyéni
elbiralas alapjan megigényelhetdé - CFTR mutacio specifikus farmakoterapia. A napi
rendszerességgel alkalmazott inhalacios valadékoldo kezelések (pl. hypertonias sooldat, DNaz
oldat inhalacidja) és a mellkasi fizioterapia a 1éguti valadék hatékony eltavolitasat, az agressziv
¢s hosszu ideig alkalmazott antimikrobas kezelések (szisztémas és inhalativ antibiotikumok)
pedig a léguti fert6zések eldrehaladasanak megel6zését vagy kezelését célozzak [22]. A 1éguti
gyulladds csokkentését célzo kezelési lehetéségek koziil jelenleg a nem szteroid
gyulladascsokkentd ibuprofen és az anti-inflammatorikus hatassal is bird antibiotikum, az
azithromycin hosszatava alkalmazasa elfogadott CF-ben. Ezen terapiak csokkentik a
1égzésteljesitmény romlasanak iitemét és a 1éguti exacerbacido kockazatat [23, 24]. Bar a
szisztémas kortikoszteroidok alkalmazasa soran is javulhat a 1égzésteljesitmény, az eredmény
fenntartasahoz folyamatos addsukra lenne sziikség, ami viszont jelentds mellékhatasokkal jar
(pl. novekedési elmaradas, gliikdz intolerancia). Az inhalativ kortikoszteroidok alkalmazasanak
randomizalt placebokontrollalt vizsgalatokban nem mutatkozott elénye. Igy sem a szisztémas,

sem az inhalativ kortikoszteroidok rutinszer(i hasznalata nem javasolt CF-ben [15].

A betegek taplaltsagi allapota a tulélés fliggetlen rizikofaktora CF-ben, igy a léguti
allapotjavulast célzd kezeléseknél nem kisebb jelentdségli a taplalasterapia. A megfeleld

energetikai allapot a hianyz6 pancreas enzimek potlasaval és magas kaloria tartalmu étrend,
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illetve specialis tapszerek biztositasaval, vagy akar esetenként szondatéplalassal tarthatd fenn
[25].

2.5.1. A mutaciéspecifikus CFTR modulatorok szerepe a CF terapiaban

A kezelési stratégiak az elmult évtizedben olyan gydgyszeres lehetdségek iranyaba
fordultak, amelyek a rezidualis CFTR aktivitassal jaré mutaciok egy részénél képesek fokozni
a mikodé CFTR-csatorna mennyiségét a sejtmembranon (korrektorok), vagy javitani a
sejtfelszinre expresszalt CFTR ioncsatorna funkcigjat (potenciatorok) [26]. A CFTR
potenciator ivacaftor (Kalydeco®) a kloridcsatorna nyitasi frekvencidjat fokozza, igy
eredményesen alkalmazhat6é a III. osztalya Gn. kapumutaciot (pl. G551D, p.Gly551Asp)
hordoz6 CF-es betegekben [27]. A CFTR korrektorok, mint példaul a lumacaftor, tezacaftor
vagy elexacaftor a csatornafehérje intracellularis érési folyamatait és a sejtfelszinre valo
kijutasat fokozzak. A CF-es betegek tobbsége altal hordozott p.Phe508del mutacié esetén a
CFTR defektus molekularis mechanizmusa 6sszetettebb, a fehérje érési folyamatai, abnormalis
csatornanyitas és a fokozott ,.turnover” is szerepet jatszik. Igy nem volt igazdan meglepetés,
hogy sem az ivacaftor, sem a korrektorok 6nmagukban nem voltak kell6en hatasosak ezekben
a betegekben. Ugyanakkor egy korrektor és egy potenciator molekula kombinalt alkalmazasa
mar hatdsosabb kezelési lehetdséget jelentett [28-32]. A lumacaftor/ivacaftor (Orkambi®) [28-
30] vagy a tezacaftor/ivacaftor (Symdeco®, Symkevi®) a p.Phe508del homozigdta betegekben
[31, 32], mig a legajabb harmas kombinacio, a tezacaftor/elexacaftor/ivacaftor (Kaftrio®) mar
a CF-es betegek tobbségét kitevd p.Phe508del Osszetett heterozigdta genotipus esetén is
hatasosnak bizonyult [33, 34]. A CFTR modulatorok korai, még a kifejezett strukturalis horgo-
¢s tiidokarosodas bekovetkezte eldtt torténd bevezetése jelentsen lassitja a tiiddbetegség
progressziojat, csokkenti a 1éguti akut exacerbaciok, a korhazi kezelések és az antibiotikum
kezelések gyakorisagat, raadasul az extrapulmondlis kovetkezményeket is mérsékli, tobbek

kozott javitja a betegek taplaltsagi allapotat [27-34].

2.6. A CF-es tiidobetegség monitorozasanak lehetéségei

A CF-es betegek nyomon kovetésének f6 céljai a beteg altalanos Klinikai és taplaltsagi
allapotanak felmérése, a tiidobetegség progresszidjanak kovetése, az infekciok és a léguti

exacerbaciok korai felismerése, valamint az egyéb extrapulmonalis manifesztaciok kovetése. A
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léguti betegség monitorozasara mikrobioldgiai, radiologiai, 1égzésfunkcios és laboratoriumi
vizsgalatok allnak rendelkezésiinkre. A tiidébetegség elorehaladasat egyik legjobban jelzd,
leggyakrabban hivatkozott paraméter a 1égiti obstrukcié mértékét kifejez6 FEV1 (forced
exspiratory volume in 1 sec, az elvart érték %-aban kifejezve), melyet spirometriaval mérnek.
A FEV1 % csokkenése prediktiv értékkel bir a pulmondlis exacerbacid, a bakteridlis
kolonizacio, és az esetleges elhalalozas elérejelzésében, mig csokkent értéke jol korrelal a
tiidobetegség elére haladasaval [35, 36]. Ugyanakkor fiatal CF-es betegekben, valamint enyhe
tiidoérintettség esetén nem elég érzékenyen kdveti az intrapulmonalis folyamatok valtozasait
€s bizonyos terapias beavatkozasok hatékonysagat, raadasul kisgyermekeknél a spirometria Sok
esetben technikai nehézségekbe is {itkozik [36]. A CFTR modulator kezelések alatt a
verejtékklorid koncentracié gyors csokkenése indirekt modon igazolja a javulo CFTR funkciot
[27, 29]. Elegendé mennyiségii verejtékminta gytljtése csecsemOkorban azonban tjabb
technikai nehézséget jelenthet. A verejtékklorid koncentracié mérés értékelését raadasul
neheziti a nagy mértékli intra- és interindividualis variabilitas [37, 38]. Korabbi CFTR
modulator kezelések hatasossagat vizsgald tanulmanyok post-hoc analizise soran arra jutottak,
hogy a verejtékklorid koncentracid valtozasai populacids szinten ugyan Osszefiiggtek a
1égzésfunkciods valtozasokkal, de egyéni szinten nem josoltak meg a CFTR modulator kezelés

hasznossagat [39].

Tekintettel arra, hogy a CF-es léguti betegség patomechanizmusanak alapvetd
folyamatait jelenti a kronikus 1éguti gyulladas, a betegség kovetésének fontos lehetéségét
adhatja a gyulladasos mediatorok detektalasa vérbol vagy léguti felszinr6l szarmazo6 mintakbol
(kopet és/vagy bronchoalveolaris mosofolyadék, BAL) (4. abra). Az elmult két évtizedben
szamos klinikai tanulmany jelent meg azzal kapcsolatban, hogy a fenti folyamatokra érzékeny
¢s specifikus biomarkerek mennyire alkalmasak a pulmonalis gyulladas korai detektdlasara és
elorejelzésére. Az aldbbiakban kiilonb6z6 mintatipusokbdl analizalt laboratériumi

paraméterekrdl gyujtottiik dssze a legfontosabb ismereteket.
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K opet:
NE
YKL-40
HMGB1
IL-8
SLPI
Elafin
Resistin
miR-17-92

7~ Szérum/plazmax\

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

4. abra: A kopet, BAL és szérum/plazma mintakban mérheté, a CF-es tiidébetegség, illetve a CF-
hez tarsulé gyulladasos folyamatok kovetésére alkalmas biomarkerek. BAL: bronchoalveolaris
lavage, CF: cisztas fibrozis, miR: mikroRNS, NE: neutrophil elasztaz, NE-APC: neutrophil elasztaz
antiprotedz komplex, HMGBL1: high mobility group box 1 protein, SLPI: secretory leukocyte protease
inhibitor, CRP: C-reaktiv protein, HE4: human epididymis protein 4, sCD14: szolubilis CD14, MPO:
myeloperoxidaz, sSTREM-1: soluble triggering receptor expressed on myeloid cells-1, MMP-8,-9: matrix
metalloproteinaz-8,-9, IGF-1: Insulin-like growth factor 1, SAA: serum amyloid A, YKL-1: Chitinase
3-like 1.

2.7. A léguti gyulladassal osszefiiggé biomarkerek cisztas fibrozisban
2.7.1. Biomarkerek a CF-es kopetmintakban

A biomarkerek kopetmintabol torténd kimutatasa esetén szem el6tt kell tartani néhany
fontos technikai szempontot, ami a vizsgalatok kivitelezését és értékelését nehezitheti. A
kopetminta levétele ugyan nem egy invaziv modszer, de Szoros egyiittmiikodést igényel a beteg
részerol, igy kisgyermekkorban nem jon szoba relevans mintavételi lehetéségként. A
kopetmintat raadasul azonnal fel kell dolgozni a begyijtést kdvetéen [40], mivel a nem
megfeleld szallitasi kortilmények preanalitikai hibat okozhatnak [41]. A kopetben szamos pro-
inflammatorikus citokin (pl. IL-8) szintje mérhetd, ugyanakkor nagy intra-individualis

variabilitast mutathat akar stabil allapoti CF-es betegekben is, melynek oka nem teljesen
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tisztazott [42]. A gyulladasos mediatorok koncentracidja egyébként attol is fligghet, hogy a tiidé
milyen stlyosan érintett részébdl szarmazik a minta [40]. Bar az egységes mintavételi
protokollok és mérési eljarasok hianyéaban a rutin klinikai gyakorlatba nem keriilt bevezetésre
a biomarkerek kopetben torténd meghatarozasa [43], egyes gyulladasos mediatorok mérése
alkalmas a légzésfunkciéo romlasanak eldre jelzésére, valamint terapids sémak hatasanak

monitorizalasara.

Neutrophi/ elasztdz

A léguti gyulladas egyik legérzékenyebb biomarkere CF-ben az aktivalt neutrophil
granulocytak altal termelt NE, egy destruktiv szerin proteaz, melynek magas szintje a kopetben
a hosszu tavua 1égzésfunkciod romlas eldrejelzdje volt, bar a tléléssel nem mutatott osszefliggést
[44, 45]. Tizennégy napos antibiotikum kezelés utan a kopet NE aktivitas jelezte a kedvezd
klinikai valaszt, mig a perzisztal6 magas szintje tovabbi exacerbaciok fokozott kockazataval
jart [46]. Hat honapos oralis azithromycin kezelés kronikus P. aeruginosa fertézott betegekben
javulo FEV1 %-os értékkel parhuzamosan csokkent NE aktivitassal jart a kopetben a placebot
kapott kontrollokhoz viszonyitva [47]. Ivacaftorral kezelt G551D-CFTR (p.Gly551Asp)
mutaciot hordozo CF-es betegekben a kopet NE aktivitas jelentdsen nem valtozott [27], mig
mas vizsgalatban a kopet NE szint - az IL-1p és IL-8 koncentraciokkal egyiitt - a csokkend
baktérium kolonizacidval parhuzamosan szignifikansan csékkent mar az ivacaftor kezelés els
hetében [48]. Raadasul a kronikus P. aeruginosa fert6zott betegekben ezen biomarkerek akar 2
éven keresztiil tapasztalt alacsonyabb szintje jol jelezte a gyulladas tartés csokkentését az

ivacaftor terapia altal [48].

Egyéb szerin protedzok és antiprotedzok

A neutrophil granulocytak erdteljes jelenléte miatt a kiilonb6z6 neutrophil eredetti
protedzok nagy mennyiségben vannak jelen a légutakban, és feliilmtljak az antiprotedzok
hatasat. A proteaz/antiproteaz egyensuly felboruldsa a légutak abnormalis Ontisztulasahoz,
fokozott gyulladashoz és karosodott immunvalaszhoz vezet [49]. Az epithelialis eredetii TLP
(trypsin-like protease) aktivitas forditottan aranyos volt a FEV1 %-kal és azoknal mértek
magasabb értékeket, akik a méréstol szamitott 5 éven beliil nem élték til a betegséget [50]. Az

antiproteaz tulajdonsaggal biré un. whey acidic protein four-disulfide-core (WFDC) fehérjék
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koziil a kopetben az SLPI (secretory leukocyte protease inhibitor) fehérje nem mutatott
kiilonbséget a CF-es €s az egészséges egyének kozott, viszont a FEV1 %-0s értékekkel pozitiv
korrelaciot mutatott [44]. Mas szerzok csokkent kopet SLPI szintet talaltak a nem kezelt CF-es
betegekben a kontrollhoz képest, ami novekedett antibiotikum kezelést kovetéen [51]. Végiil
az Elafin, ami szintén a WFDC fehérjecsalad tagja és hasitja a NE-t, alacsonyabb szintet
mutatott P. aeruginosa fert6zott CF-es betegekben [52]. Ugyanakkor a korabbiakban ezen

proteinek kozé tartozd6 HE4-et masok még nem vizsgaltak.

Citokinek

A CF-es léguti betegséget rekurrens infekciok és kronikus gyulladas jellemez, mely
neutrophil granulocyta aktivacioval és pro-inflammatorikus citokinek (pl. IL-6, IL-8, TNF-a,
IL-1B) fokozott termelédésével jar egyiitt [53, 54]. Ezek a mediatorok nem csak a
patomechanizmusban tdltenek be funkcionalis szerepet, de potencialis biomarkerként is
tekinthetiink rajuk CF-ben [40]. A kopet IL-8 szintje szignifikansan csokkent pulmonalis
exacerbacid intravénas antibiotikum kezelését kovetoen, és a FEV1 %-0s értékkel forditottan
korrelalt [55]. Hasonlé eredmények sziilettek késébb az IL-1B vonatkozasaban is, amely a
szérum C-reaktiv proteinnel (CRP) is er6s 0sszefiiggést mutatott [56]. Egy korai vizsgalatban
a kopet IL-6 tartalma szintén magasabb volt a CF-es betegekben a kontrollokhoz képest, és akut
exacerbacio alatt a FEV1 %-kal forditott iranyban korrelalt [57]. Masok azt talaltak, hogy az
IL-6 volt az egyetlen a kopetben, mely nagy mértékben csdkkent 4 hetes ibuprofen kezelést
kovetéen [42]. Ebben a vizsgalatban azonban a kopet gyulladasos paraméterei igen nagy
egyének kozotti és egyénen beliili variabilitast is mutattak. Ezért mindenképpen figyelembe
kell venni ezt olyan klinikai vizsgalatok tervezésekor, ahol a kopet gyulladasos biomarkereit

végpontként alkalmazzak [42].

A HMGBL1 (high mobility group box 1 protein) fehérje kromatinkoté nuklearis
faktorként és szekretalt citokinként is mikodik [58]. A HMGB1-et az aktivalt monocytak és
makrophagok szekretaljak, de nagy mennyiségben kiszabadulnak az elhalt sejtekbdl is [58].
Ennek a fehérjének antitesttel torténé semlegesitése jelentOsen csokkentette a neutrophil
bearamlast és kemotaxist, ami arra utal, hogy a HMGB1 hozzdjarul a CF-es léguti gyulladashoz
szérum mintaiban egyarant Szemben az egészséges személyektdl szarmazo mintakkal [58, 59].

Fontos kiemelni, hogy a kopetben mért szintje viszont szorosabb dsszefiiggést mutatott a
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légzésfunkcid romlasdval, mint a szérumszintje [58]. Osszeségében a HMGB1 fehérje egy
hasznos biomarkernek mutatkozott az elsé pulmonalis exacerbacid elérejelzésében és hasonld
jovObeni  torténések, tovabba a felmerild tiidétranszplantacid — sziikségességének

elérevetitésében egy kovetkezo 5 éves periddusban [60].

A neutrophil granulocytak aktivacidja soran egy masik fehérje, a YKL-40 (chinitase-3-
like protein) is termelddik, mely a CF-es kopetben magas szintet mutatott, és a 1éguti obstrukcid
sulyossagaval hatékonyan korrelalt [61]. A monocytak és neutrophilek altal termelt Resistin
fehérje a TLR4 receptorhoz kotddve fejti ki a hatdsat, igy az NF-xB utvonal egyik induktora.
A CF-es kopetben nemrégiben emelkedett szintjét mérték, mely negativan korrelalt a

1égzésfunkcioval és szorosan osszefiiggott a CF-hez tarsul6 diabetesszel [62].

2.7.2. Biomarkerek a bronchoalveolaris mosofolyadékban

A bronchoalveolaris mosas soran nyert BAL folyadék szintén egy alkalmas mintatipus
a léguti gyulladast kozvetleniil reprezentald mediatorok mérésére. A BAL hatranyat viszont a
mintavétel invazivitasa jelenti. A tiidének azt az adott anatomiai régiojat reprezentalja, ahonnan
a minta szarmazik, ezen beliil a kislégutak ¢és alveolusok allapotat tiikrozi, igy flexibilis
bronchoscoppal szelektiven vizsgalhato a tiid6 egy-egy része [63]. Legf6bb elénye, hogy korali
¢és enyhe lefolyasi CF-es tiidébetegség esetén is alkalmazhatd [64]. A BAL gyulladasos és
infekcié asszocialt biomarkereinek alkalmazhatosagat igy els6sorban a csecsemé- és
kisgyermekkor jelenti, amikor a 1égiti gyulladas az ezidaig tiinetmentes és intakt
1égzésfunkcioval bird betegekben is érzékenyen koveti a légutak allapotaban bekdvetkezd
valtozast [63]. Ugyanakkor a BAL eredeti mediatorok hasznossdga nem bizonyitott a CF-es
tiidobetegség longitudinalis kovetésében [65], de alkalmasak lehetnek a CF-es és nem CF-es
egyének elkiilonitésére [66, 67], tovabba a kiilonb6z6 fenotipust mutatdé CF-es betegek

megkiilonboztetésére [68-71], valamint a terapias eljarasok monitorizalasara [66, 72].

Citokinek és neutrophil granulocyta eredetii egyéb markerek

A CF-es betegekbdl szarmazoé BAL mintak magas citokin tartalmtiak. Ezen citokinek
(pl. IL-8, IL-6, stb.) expresszidjat maguk a baktériumok és produktumaik, illetve a pro-
inflammatorikus citokinek altal aktivalt NF-kB utvonal indukalja kiilonb6z6 sejttipusokban

[64]. Erre tipikus példa a BAL IL-8 és a NE szintek szoros osszefliggése az infekcids statusszal
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[66]. Tovabba, a fibrotikus folyamatokat eldsegitd transforming growth factor 1 (TGF-B1) a
CF-es BAL-ban szintén emelkedett a nem CF-es allapothoz képest, és szintje Osszefiiggott a
légzésfunkcios romlas mértékével és a korhazi kezelés sziikségességével [73]. Magas NE,
matrix metalloproteinaz-2 (MMP-2) és MMP-9 aktivitas szinteket mértek CF-es
bronchiectasiaban a nem CF eredetli bronchiectasias esetekhez képest [67]. Ugyanakkor a
BAL-ban mért IL-1a mutatta a legerdsebb Osszefiiggést a strukturalis tiidokarosodassal egy
nagy CF-es gyermekkohorszban [71]. A tiidobetegség korai stadiumaban a citokinek
felszabadulasa és a cellularis folyamatok megvaltozasa a BAL-ban tehat érzékenyen jelzik a
léguti gyulladasos folyamatok beinduldsat a még tiinetmentes gyermekekben. A CF betegséggel
diagnosztizalt csecsemdk jelentés hanyadat aktiv pulmonalis gyulladas jellemzi: az esetek
30%-aban emelkedett NE aktivitas mérhet6, 20%-ban l1éguti infekcid van jelen, mig 80%-ban
CT vizsgalattal kimutathatd a strukturalis tiidékarosodas jelei mar 3 honapos korban [69].
Fontos hangsulyozni, hogy kora csecsemdékorban a CT vizsgalattal kimutatott bronchiectasia
az esetek egy részében még reverzibilis. A BAL-ban 3 hoénapos korban mért szabad NE
aktivitas a perzisztalo bronchiectasia prediktiv biomarkere (odds ratio, OR: 3,02), mely 12
honapos korra hétszeres, 3 éves korra négyszeres kockazatot jelent [70]. Kiilondsen igaz ez
azokra a CF-es kisgyermekekre, akiknél a felso és also 1égutakbdl egyarant kitenyészik a P.
aeruginosa, magasabb NE és IL-8 szintek, valamint emelkedett neutrophil sejtszam mutathato
ki szemben azokkal, akiknek csak a felsé 1égutja kolonizalt [68]. Raadasul a S. aureus és a P.
aeruginosa egyiittes jelenléte additiv hatasti ezen biomarkerek szintjére [68]. Végiil a BAL
Y KL-40 koncentracioja szintén jol tiikrozte a korai pulmonalis gyulladdsos és infekcid statuszt

[74].

A jelenleg ismert biomarkerek limitalt hasznalhatosaga miatt probalkozasok torténtek
uj proteinek BAL-bol torténd identifikdlasdra a CF-es tiidobetegség kovetése céljabol.
Iskolaskor el6tti  gyermekek BAL mintaiban a kiilonboz6é analitok  komplex
tomegspektrometrias analizise soran 6sszesen 93 metabolitot talaltak a neutrophilekhez kothet6
gyulladassal 6sszefliggésben, és koziilikk szamos molekula prediktiv értékkel birt a strukturalis

kéarosodas szempontjabol [75].

2.7.3. Biomarkerek szérumban és plazmaban

A 1éguti gyulladas monitorizalasanak talan legkézenfekvobb és analitikailag leginkabb

standardizalhat6 és reprodukalhaté modjat a biomarkerek vérmintabol - plazmabdl vagy
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szérumbdl - torténd meghatarozasa jelenti. A vérmintdk levétele altalanossagban konnyl és
kevéssé invaziv eljaras barmely életkorban és betegségcsoportban [76, 77]. A kiilonbozo
véralap biomarkerek a CF-es tiidobetegség eltérd aspektusaiban a klinikum szamara hasznos

informaciot hordoznak:

1. megbizhatdéan megkiilonboztetik a CF-es beteget a nem CF-es személytdl [61, 78],

2. kovetik a CF-es tiidobetegség stilyossagat [79],

3. elore jelzik az akut pulmonalis exacerbacio kialakulasat [80-82],

4. jelentés koncentracid valtozast mutatnak a pulmonalis exacerbacio lezajlasa alatt [83,
84], és

5. kovetik a gyulladas mértékének csokkenését antibiotikum vagy CFTR-specifikus
kezelés alatt és utan [83, 85-88].

Ugyanakkor a gyullad4dsos biomarkerek szintjét a massziv nem léguti gyulladas
befolyasolhatja, ami csokkentheti ezen biomarkerek specificitasat a CF-es tlidobetegség
kovetése szempontjabol [40]. Ennek ellenére szamos altalanos gyulladas specifikus biomarker
keriilt letesztelésre CF-ben, hogy a fentickben Osszefoglalt legfontosabb diagnosztikai

szempontokbol alkalmazzék dket (1. tablazat).
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Egészséges és CF- | Osszefiiggés a Osszefiiggés P. —— —_— —— x
Biomarker Bs;ﬁ:‘k Korcsoport es egyének tiidobetegség {I(ﬂf:;ﬁ)m Jel;'::se;:‘l;ims PEx elorejelzése Kezelis mo?;r::?‘l;;“ (regimen, Referencia
elkiilonitése _|sulvessagaval (FEV1) fertozéssel ‘

CRP 26 13-45év + + ciprofoloxacin. 14 nap 89
CRP 63 39.8+6.3 év + 90
CRP 55 1-16¢év s ks 91
CRP 51 33+ 13.6év s =+ 92
CRP 88 14=18¢év + 79
CRP 67 6-18 év + 82
CRP 53 32.8+18év + iv. ab. 21 nap 93
CRP 260 6-18 év 23 azithromycin. 28 / 128 nap 94
CRP 43 33.7=126¢év + iv. ab. 5 nap 81
CRP T 9-42¢év IVA. 6 hénap 87
IL-6 22 348=129¢év + iv. ab. 14 nap 84
IL-6 12 20-26¢év + iv. ab. 14 nap 57
IL-6 103 23.5+£99év + iv. ab, 28 nap 85
IL-8 53 32.8+1.8év + iv. ab, 21 nap 93
IL-8 103 23.5+£99¢év + iv. ab, 28 nap 85
IL-1p 21 23-50 év IVA/LUM vagy IVA/TEZ. 1-3 hénap 88
IL-18 21 23-50 év IVA/LUM vagy IVA/TEZ. 1-3 honap 88
TINF-o 21 23-50 év IVA/LUM vagy IVA/TEZ. 1-3 honap 88
TGEF-pl1 40 122+0.7 év + % iv. ab. 14 nap 83
NE-APC 60 17 - 46 év + 3+ 78
NE-APC 88 14=18¢év 55 79
NE-APC 26 13-45 év + 25 cip . 14 nap 89
NE-APC 22 NA £ iv. ab, 15 nap 95
MPO 55 1-16év + + 91
MPO 260 6-18 év + ithy in. 28 / 128 nap 94
MPO 27 122+406év + iv.ab. 1év 96
MPO 67 6-18¢év + 82
MM\PS 54 31=88¢év E =+ 97
MMPS 54 31.6x6.7¢év 5 + 98
MMPO 54 31=£88¢év + + 97
MM\IPO 54 31.6£6.7 év + & 98
Calprotectin 260 6-18év azithromycin. 28 / 128 nap 94
Calprotectin 40 9.8=3.1¢év + azithromycin. 28 nap 86
Calprotectin 27 23.9£7.6év + L TOBR + CEFT/MRP. 28 nap 99
Calprotectin 57 264+7.7év 5.3 + 100
Calprotectin 88 14=18¢év + 79
YKL-40 59 2+15¢év + 23 61
YKL-40 54 31=88¢év + + 97
HE4 77 1-17év ¥ * + 101
HE4 60 20.6=122¢év + IVA. 1-6 honap 102
sCD14 30 20-37 év =+ 80
SAA 260 6-18¢év + iv. ab, 28 /128 nap 94
SAA 88 14=18¢év & 79
SAA 67 6-18 év + 82

1. tablazat: Vérmintabol lemért biomarkerek legfontosabb klinikai tulajdonsagai kiilonb6z6 CF-

es betegcsoportokban. Roviditések: CF: cisztas fibrozis, FEVi: erdltetett kilégzési térfogat 1

masodperc alatt, PEx: pulmonaris exacerbacié, CRP: C-reaktiv protein, IL-8: interleukin-8, IL-6:

interleukin-6, TNF-o: tumor necrosis factor-a, TGF-B1: transforming growth factor 1, NE-APC:

neutrophil elastase a-1 antitrypsin complex, MPO: myeloperoxidase, MMP8: matrix metalloproteinase

8, MMP9: matrix metalloproteinase 9, HE4: human epididymis protein 4, sCD14: szolubilis CD14,

SAA: szérum amyloid A. A “+” jeloli az adott biomarker korabban igazolt diagnosztikai szerepét, NA:

nem elérhetd informacio. Az életkor atlag + SD vagy tartomany (range) formaban van kifejezve. IVA:

ivacaftor, LUM: lumacaftor, TEZ: tezacaftor, i.v. ab: intravénas antibiotikum (olyan esetekben van a

terapia igy megjeldlve, ahol pontosan nem ismert az antibiotikum tipusa). [103].
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C-reaktiv protein (CRP)

Egy régi klinikai vizsgalatban a plazma CRP-t mar emelkedettnek talaltak CF-es
betegekben, ugyanakkor egy kéthetes ciprofloxacin kezelést kovetden szignifikansan csékkent
a szintje, ami lehet6vé tette a terapias eljarasok hatasossaganak kovetését [89]. Azdta a
szérumban mért CRP szint is megbizhatoan korrelalt a FEV1 %-0s értékkel, magas értékét pedig
Osszefliggésbe hoztak a P. aeruginosa kolonizacioval és az allergias bronchopulmonalis
aspergillosissal [90, 91, 104]. Az emelkedett CRP koncentracio (>5,2 mg/L) a felnétt CF-es
betegekben sulyosabb tiidobetegséggel és a pulmonalis exacerbacié magasabb kockazataval jart
egyiitt [92]. A tiidébetegség sulyossagaval a CF-es gyermekekben is megfeleléen korrelalt az
értéke [79]. Egyhonapos azithromycin kezelést kdvetden a szérum CRP szintje jelentdsen
csokkent a myeloperoxidaz (MPO) és a szérum amyloid A (SAA) szintekkel egyiitt, tovabba
ezen biomarkerek forditott korrelaciot mutattak a FEV1 %-kal és a testsuly valtozasaval [94].
Pulmonalis exacerbacio kezelése alatt a perzisztalé magas CRP (>75 mg/L) el6re jelezte az
antibiotikumra adott valasz hianyat és a kdvetkez6 exacerbacioig eltelt idot [81]. A CFTR-
specifikus terdpia hatdsossagdnak monitorizalasdban betdltott szerepérdl kevesebb informacio
all még rendelkezésiinkre. Két honapos ivacaftor kezelést kovetden kismértékben ugyan, de
csokkent a szérum CRP szint, és jol korrelalt a fehérvérsejtszammal, valamint a verejtékklorid

koncentracioval [87].

Citokinek

A pro-inflammatoérikus citokinek fokozott tiiddben zajlo termel6dése az emelkedett
szérumszintekben is megmutatkozik. Az IL-6 magasabb szintet mutat CF-ben, és hasonloan az
IL-8-hoz, alkalmas az antibiotikum kezelések monitorizalasara [84, 57, 93]. A CFTR-
specifikus terdpiak gyulladdscsokkentd hatasanak vizsgalata arra az eredményre vezetett, hogy
az ivacaftor/tezacaftor kezelés szignifikansan csokkentette a szérum IL-1B, IL-18 és TNF-a
szinteket, mig az ivacaftor/lumacaftor csak az IL-1p szintet 3 honapos kezelést kovetden [88].
A TGF-B1, mely a léguti ,,remodeling” folyamataiban is fontos szerepet jatszik, P. aeruginosa
fertézésben emelkedett szintet mutatott, és szignifikansan csokkent antibiotikum kezelést
kovetben [83].
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Neutrophil granulocyta aktivdcio dependens biomarkerek

Az aktivalt neutrophil granulocytak gyulladasos koriilmények kozott szamos fehérjét
termelnek, amelyek nagy mennyiségben keriilnek be a keringésbe, mint példaul a NE, MPO,
calprotectin és YKL-40. Az NE az extracellularis matrix fehérjéivel, az antiprotedzokkal
kolcsonhatasba 1épve neutrophil elasztaz antiproteaz komplexet (NE-APC) képez [67]. A
plazma NE-APC szintje tehat emelkedett a CF-es betegekben, ami folyamatosan jelzi a
gyulladés és a tiidokarosodés folyamatanak fennmaraddsat két exacerbacio kozott, fiiggetleniil
a bakterialis kolonizaci6 tipusatol [78]. A kiilonboz6 biomarkerek kombinalt vizsgalata
lehet6vé tette az enyhe és a sulyos CF-es betegcsoportok elkiilonitését a receiver operator
characteristic (ROC) gorbe area under the curve (AUC) értékének analizise alapjan [79]. Az
NE-APC + granulocyte colony stimulating factor (G-CSF) vagy NE-APC + G-CSF +
linolénsav egyiittes vizsgalata 0,74, illetve 0,73 AUC értéket adott, mig a legjobb egyéni
biomarker a G-CSF volt (AUC: 0,75) [79]. Magas NE-APC szinteket mértek magas lazzal és
kifejezett leukocytosissal jaré pulmonalis exacerbacié alatt, mig intravénas antibiotikum adasa

jelentdsen csokkentette a plazma NE-APC szintjét [95].

A neutrophilekben nagy mennyiségben jelen 1€v6 és kiillonb6z6 stimulusok hatasara
fokozottan szekretaloddo MPO a baktericid hatasu reaktiv oxigén gyok, a hipoklorsav termelés
katalizatora [105]. CF-ben az MPO szintje sszefiiggésben allt a P. aeruginosa kolonizacioval,
¢s alkalmas volt a gyulladascsokkentd (pl. azithromycin) terapia vagy a pulmonalis exacerbaciod
miatti antibiotikum kezelés monitorizalasara, tovabba az exacerbacio rovid tava eldre jelzésére
is [91, 94, 96, 82]. Az STREM-1 (soluble triggering receptor expressed on myeolid cells-1) a
neutrophilek egyik felszini receptora, amelynek plazma koncentracioja ugyan nem valtozott
szignifikdnsan a pulmonalis exacerbacio antibiotikummal tortént kezelését kovetden, de jol
korrelalt a plazma NE és MMP-8 és MMP-9 szintekkel [106]. A neutrophilek TNF-o hatasara
kiilonboz6 MMP-ket is termelnek, melyek indukaljak a léguti gyulladast és ,,remodeling”
folyamatat CF-ben [67]. Az MMP-k felelések az STREM-1 lehasitasaért a neutrophilek
felszinérol [106]. A szérum vagy plazma MMP-8 ¢s MMP-9 szintek sokkal magasabbak voltak
CF-ben a kontrollokhoz képest, kiilondsen a 1éguti exacerbacio idején [106, 97, 98]. Az MMP-
8 Osszefiiggott a FEV1 % értékével is, mig antibiotikum kezelést kovetéen az MMP-1, MMP-8
és MMP-9 csokkent szintjét figyelték meg [98].

A calprotectin fehérjének fontos antimikrobialis hatasa ismert, és szintje megemelkedik

szisztémas gyulladas és fert6zés hatasara [94]. A szérum calprotectin koncentracié valtozasa
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klinikailag relevans valtozasokat jelezhet a CF betegség aktivitdsaban felndttekben és
gyermekekben egyarant [79, 100]. Az immunmodulans hatast azithromycinnel kezelt CF-es
gyermekekben a calprotectin plazma szintjének csokkenése korrelalt a FEV: %-0s érték
javulasaval a placebo csoporthoz képest [94], mig a szérum calprotectin gyogyszeres terapiara
adott korai valtozasa a 28. napon prediktiv értékkel birt a pulmonalis exacerbacio hosszl tava
(168 nap) kockazata szempontjabol (ROC-AUC: 0,76) [86]. A calprotectin tovabba hasznosnak
bizonyult az akut exacerbacio antibiotikum kezelésének monitorizalasaban és a kovetkezd
exacerbacidig eltelt id6 eldrejelzésében is (9,1 mg/mL-es cut-off értékkel az exacerbacio végén)
[99]. Mindezeken tal a szérumkoncentracidja Osszefiiggott a klinikailag jelentds
allapotvaltozasokkal mind CF-es felnéttekben és gyermekekben [100, 79]. Végiil a szamos
gyulladasos betegségben megemelkedé YKL-40 szérumszintje jelentésen emelkedett volt CF-
es betegekben [107, 108, 61], és koncentracidja Osszefliggést mutatott a CF-es tiidébetegség
sulyossagaval [61, 97] és a pulmonalis exacerbacid kialakulasaval, raadasul csokkent
gliikoztolerancia esetén szignifikansan magasabb szinteket mértek [97]. Ugyanakkor a
szérumban mért aktivitasdhoz képest a kopetben mért szintje szorosabb korreldcidt mutatott a

CF-es tiidébetegség sulyossagaval [109].

A HE4 mint potencialis CF biomarker

Annak ellenére, hogy szamos biomarkert vizsgaltak mar a CF-es tiidobetegség
gyulladasos folyamatainak monitorizalasa céljabol (4. abra), ezek analitikai koriilményei vagy
az értékelésiik soran megnyilvanuld limitaciok miatt a mindennapi rutin gyakorlat szamara még
nem valtak elérhetové. Jelenleg még nincsenek egyértelmiien bizonyitott és kellden érzékeny
plazma/szérum alapt paraméterek a CFTR modulatorok vagy akar a hagyomanyos kezelések
hatdsossaganak kovetésére, ezért sziikséges lenne 1j, jol reprodukalhato, konnyen mérhetd és
sok rutin laboratériumban hozzaférhetd biomarkerek bevezetésére a CF-es betegek kovetése

¢rdekében [118].

A WFDC proteincsalad kis méretii fehérjéket foglal magaban, amelyek kiilonb6zo,
rendszerint protektiv funkciot latnak el, példaul antiprotedz, antibakteridlis, vagy
gyulladascsokkenté tulajdonsaggal birnak [110]. A tidében nagy mennyiségben
expresszalodnak, igy a tiidé homeosztdzisanak fenntartdsaban €s a proteolitikus hatasok elleni
védelemben jatszhatnak szerepet [111]. Jelenleg 18 altipusuk ismert, melyek koziil az SLPI-t
vagy masik néven WFDC4-et az epithelialis sejtek és az aktivalt makrophagok termelik, és
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gyulladascsokkentd hatast fejt ki a monocytakra, tovabba semlegesiti a NE-t és az IL-8-at,
valamint fékezi a neutrophilek bearamlasat [112]. Az Elafin (WFDC14) szintén a léguti
epithelsejtekben és az aktivalt makrophagokban expresszalodik, és képes a P. aeruginosa-t

opszonizalni [112].

A HE4 (masnéven WFDC2) fehérje expresszidjat szdmos egészséges és malignus
szovetben kimutattak [113]. A klinikumban elséként ovarium [114], majd endometrium
carcinomaban [115] és tiid6tumorban [116] vizsgaltak 0j tumormarkerként. A CF betegség és
az abnormalis HE4 expresszid potencialis kapcsolatara egy olyan korabbi tanulmany hivta fel
a figyelmiinket, melyben tobbek k6zott immunhisztokémiai festéssel emelkedett epithelialis
HE4 expressziot mutattak ki CF-es betegek tiidobiopszias mintaiban (5. abra) [111]. Azt viszont
a SzerzOk nem vizsgaltak, hogy vajon a fokozottan termel6dé intrapulmonalis HE4 a
keringésben is emelkedett szintet eredményez-e CF-ben. Tovabba az sem volt ismert, hogy a

HE4 fehérje fokozott termelddésének mi a cellularis mechanizmusa ebben a betegségben.

5. abra: A HE4 (WFDC2) fehérje abnormalis expressziéja CF-es tiidobiopszias mintikban.
Normal (A, B) és CF-es tiido (C-I) szovettani metszetek immunhisztokémiai modszerrel tortént
megfestése WFDC2-re (A, C, D, G), SLPI-re (B, E, H) és mucin 5AC-ra (F, ). Az eredeti felvételek
nagyitasa 100x (A, B) és 200x (C, D, E, F, G, H, 1) volt [111].
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3. Célkituzések

Kisérletes munkank célja az volt, hogy részletesen megvizsgaljuk a HE4 fehérjét mint
Uj biomarkert kiilonb6zé CF-es betegcsoportokbol 0Osszegyijtott vérmintakban annak
érdekében, hogy megismerhessiik labordiagnosztikai alkalmazhatosagat a CF-es tiidébetegség
sulyossaganak megallapitasdban, valamint a gyogyszeres terapia hatékonysaganak
kovetésében. Tovabba meg kivantuk ismerni a HE4 expresszid szabalyozasaban részt vevo

bronchoepithelialis cellularis folyamatokat ebben a korképben.

3.1. A szérum HE4 vizsgalata potencialis diagnosztikai és prognosztikai biomarkerként
CF-ben

Célunk volt, hogy értékeljiik, vajon a szérum HE4 szintnek van-e diagnosztikai és/vagy

prognosztikai szerepe a CF-es tiidébetegség vizsgalatakor. Ennek érdekében:

o Két egymastol fiiggetlen CF-es betegpopulacié szérummintaiban megmértiik a HE4
koncentraciokat, és az eredményeket Osszevetettiik nem CF-es tiidébetegséghen
szenvedok és egészséges kontrollok szérum HE4 eredményeivel.

e Kivancsiak voltunk arra, hogy a CF-es betegekben a szérum HE4 szintek korrelalnak-e
a szérum CRP szintekkel, a verejtékklorid koncentracioval, illetve mutat-e barmi
Osszefiiggést a betegek nemével és életkoraval.

e FElemeztik, hogy a HE4 koncentracido eltérések 0Osszefliggésben vannak-e a

tiidobetegség stlyossagaval, €s a késobbi akut exacerbacié elérejelzésében.

3.2. A plazma HE4 szintek hatékonysaganak analizise a CF kezelésének nyomon

kovetésében

Célunk volt tovabba annak a feltételezésnek a vizsgalata, hogy a HE4 a CF-es betegek
nyomon kovetésére alkalmas uj biomarker a CFTR-specifikus ivacaftor, illetve

lumacaftor/ivacaftor kezelés soran. Ennek érdekében:

e Harom egymastol fiiggetlen, a III. osztalya CFTR mutaciok k6zé tartozo p.Gly551Asp
(G551D) mutaciot legalabb egy allélon hordozo, ivacaftor (Kalydeco®) kezelésben
részesiilt CF-es betegcsoportban megmértiikk a kezelés el6tti és alatti plazma HE4

szintek alakulasat.
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e Megvizsgaltuk a fenti betegcsoportokban, hogy a plazma HE4 szintek valtozasa jol
korrelal-e a javul6 egyéb klinikai paraméterekkel.

e Ertékeltiik, hogy a plazma HE4 koncentracionak és annak valtozasanak (delta érték)
van-e prediktiv szerepe a tiid6 allapotanak javuldsa szempontjabol.

e Vizsgaltuk kiilén a plazma HE4 szintek alakulasat a p.Phe508del-CFTR mutaciora
homozigota, Orkambi®-t (lumacaftor/ivacaftor) szedé6 CF-es betegek kezelés el6tti és

utani plazma mintaiban.

3.3. A fokozott HE4 expresszio patomechanizmusanak ¢és az intraepithelialis gyulladassal

valo kapcsolatanak vizsgalata bronchoepithelialis sejtkulturakban

A kisérletes munkank tovabbi célja volt, hogy ismereteket szerezziink a fokozott HE4
expresszio patomechanizmusarol és az intraepithelidlis gyulladasos folyamatokkal valo

kapcsolatarol.

Ennek érdekében valaszt szerettlink volna kapni arra, hogy a CF-es bronchoepitelialis
(CFBE) sejtekben a fokozott HE4 expresszio befolyasolhatd-e a CEFTR funkcid valtoztatasaval,

illetve 0sszefiiggésbe hozhato-e a CF-re jellemz6 fokozott pro-inflammatorikus allapottal.

e Megvizsgaltuk, hogy a F508del-CFTR-t expresszalo CFBE 410 sejtek valoban fokozott
HE4 expressziot mutatnak-e a wt-CFTR-t expresszalo CFBE 410 sejtekhez képest.

e Megfigyeltiik, hogy a CFTR funkcid hogyan befolyasolja a HE4 expressziot vad tipust
¢s F508del-CFTR-t expresszalo CFBE 410 sejtkulturakban.

e Analizaltuk tovabba, hogy a HE4 expresszi6 fokozhat6-e az NF-kB jelatviteli utvonal
aktivaciojaval a CFBE sejtekben gyulladasos stimulus (TNF-o.) hatasara.

e Megvizsgaltuk végiil, hogy a CFTR-csatorna az NF-«xB jelatviteli utvonalon keresztiil

vagy attol fliggetleniil szabalyozza-e a HE4 expressziot a CFBE sejtekben.
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4. Anyagok és modszerek

A PhD értekezés alapjaul szolgaldo 3 eredeti tudomanyos kozleményben szamos
metodikat alkalmaztunk az ex vivo klinikai mintamérések és az in vitro sejtes kisérletek
elvégzése érdekében. A kisérletek és laboratoriumi mérések soran felhasznalt modszereket -
mivel vannak atfedések - nem kozleményenként elkiilonitve, hanem egységesitve mutatom be

ebben a fejezetben.

4.1 Betegek és kontrollok

Els6 vizsgalatunkban CF-es és nem CF-es betegcsoportok szérum HE4 szintjének
Osszehasonlitasa céljabol hat magyarorszagi CF centrumbol (Debreceni Egyetem,
Gyermekgyogyaszati Intézet, Debrecen; Kenézy Gyula Megyei Korhaz, Debrecen; Szent-
Gyorgyi Albert Tudomanyegyetem, Gyermekgyogyaszati Intézet, Szeged; Heim Pal
Gyermekkorhaz, Budapest; Petz Aladar Megyei Korhaz, Gyér; Markusovszky Lajos Megyei
Korhaz, Szombathely) dsszesen 77 gyermekkora (18 év alatti) magyar CF-es beteget, valamint
fiiggetlen kohorszként egy pragai kozpontbol (Department of Pulmonology, Charles
University, Praga, Csehorszag) Osszesen 57 felndtt CF-es cseh beteget valogattunk be (2.
tablazat). A CF diagndzisanak felallitasa az aktualis CF konszenzusos diagnosztikai
kritériumok alapjan tortént [2]. Valamennyi résztvevo a betegség klasszikus formajat mutatta.
A betegek klinikai statuszanak kategorizalasa részletes klinikai és laboratoriumi vizsgélatok
figyelembevételével a Shwachman-Kulczycki pontrendszer, illetve egyes intézetekben ennek
alkalmazasanak hianyaban a klinikus véleménye szerint tortént. A Shwachman-Kulczycki skala
pontjai alapjan a betegek harom alcsoportba keriiltek beosztasra: 71-100 pont kozott enyhének,
41-70 pont kozott kozépsulyosnak és < 40 pont esetén sulyosnak definidltdk a betegséget. A
vérmintak egy idépontban a jarobeteg kontrollvizsgalatok alkalmaval keriiltek 0sszegytijtésre,
amikor altalaban enyhe vagy kozépsulyos allapotban voltak a betegek, vagy korhazi felvételkor,
amikor sulyos allapotban, esetenként akut pulmonalis exacerbacio miatt voltak tiinetei (pl.
fokozott kohogeés novekvo kdpet mennyiséggel, nehézlégzés, gyengeség vagy a légzésfunkcids
eredmények sulyos rosszabbodasa) [119]. A CRP szintek a sulyos CF-es gyermekek (n=29) és

valamennyi cseh felnétt beteg esetén alltak rendelkezésre (2. tablazat).

Annak érdekében, hogy a nem CF-es léguti gyulladas esetleges nem Specifikus hatasat
iS megvizsgaljuk a HE4 szérum koncentraciokra vonatkozoan, 64 olyan beteget is

bevalogattunk a fenti intézetekbdl, akik szintén stlyos, de nem CF-es tiidobetegségben
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szenvedtek (pl. kronikus bronchitis, asztma vagy pneumonia). Tovabbi 12, egyéb korallapotban
szenvedd kontroll beteget is bevontunk, akiknél a diagndzis az alabbiak szerint alakult: nem
CF-es bronchiectasia (n=2); congenitalis betegségek (Werdnig-Hoffman szindroma, Williams-
Campbell szindroma, microcephalia, n=7); és terapiarezisztens epilepszia (n=3). Ezek a
gyermekek a bronchiectasia jeleit mutattak gyakori aspiracio és bronchialis valadékretencio
miatt kialakuld rekurrens léguti infekciok kovetkeztében. A felnétt CF-es betegek egyik
kontrollcsoportjaként bevalogatasra keriilt 18 nem CF-es bronchiectasidban és kronikus
obstruktiv tiidébetegségben (COPD) szenvedd felnétt beteg. Ezen klinikai kontrollként
szolgalo csoportban a diagnoézis felallitasa a standard radioldgiai €s laboratoriumi vizsgélatok
alapjan tortént. Kizarasi kritériumként hataroztuk meg a dohanyzast, a malignitasokat, az
immundeficienciat, valamint a kronikus vese- €s majbetegséget. A fiatal és a felndtt betegeket
kiilon csoportokba osztva a CF-es és kontroll csoportok kdzott nem volt szignifikans kiilonbség
a betegek életkoraban, ugyanakkor a nem CF-es személyek fiatalabbak voltak a CF-es
betegeknél (2. tablazat). Végiil 12 magat egészségesnek mondo, tiinetmentes CF-es magyar
személyt (atlag életkoruk 31 [25-37] év) is megvizsgaltunk szérum HE4-re, akik csak hordozoi
voltak a p.Phe508del CFTR mutacionak az egyik allélon.

Betegcsoportok Eletkor Nem Szérum HE4 Szérum CRP
(évek) (férfi/né) (pmol/L) (mg/L)
CF-es gyermek (n=77) 11 (7-17) 37/40 99,5 (73,1-128,9) 5,3 (2,0-9,3)
CF-es felnétt (n=57) 25(21-29)  26/31 1157 (77,8-148,7) 14,3 (12,9-27,0)
Nem CF-es t(ﬁdﬁ'?%gteg gyermek  6(3.14) 3244  63,9(543-834)  7,5(1,1-18,2)
n=
Nem CF-es(tﬁdl%k;eteg felndtt 26 (23-38)  7/11 59,2 (41,0-88,6) 8,9 (3,1-15,7)
n=
Gyermek kontroll (n:77) 13 (10'15) 33/44 36,3 (31,1-43,4) NM
Felnétt kontroll (n=40) 25(23-28)  17/23 33,8 (29,8-38,6) NM

2. tablazat: Elsé vizsgalatsorozatunkban a szérum HE4 mérésekhez hasznalt vizsgalati populaciok
legfontosabb demografiai és laboratériumi paraméterei. Osszesen 77 CF-es magyar gyermeket
vontunk be parhuzamosan 57 CF-es cseh felndtt beteggel, valamint 94 nem CF-es tiid6beteg ¢és 117
kontroll személy mintajat dolgoztuk fel. A CRP a CF-es gyermekek korében csak a stlyos allapotban
1évok esetén keriilt lemérésre (n=29). Az adatok median (interkvartilis tartomany) formaban vannak

kifejezve. Rovidités: NM: nem mért paraméter.
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Miutan megvizsgaltuk a szérum HE4 mérés hasznalhatosagat a CF-es betegek
vizsgalatara és a tiid6folyamat sulyossaganak értékelésében, retrospektiv modon a plazma HE4
koncentraciokat Ks-EDTA-val antikoagulalt plazma mintakban analizaltuk harom fiiggetlen
CF-es betegcsoportban, akik min. 6 évesek vagy annal idésebbek voltak, legalabb az egyik
allélon G551D-CFTR mutacio volt jelen, és a CFTR specifikus ivacaftor (Kalydeco®, Vertex
Pharmaceuticals, Boston, MA, USA) kezelésben részesiiltek. Ezek a betegek egy része
korabban olyan nagy klinikai vizsgalatokban szerepeltek, mint az amerikai GOAL- és az ir
CORK-tanulmany [27, 120], illetve bevontunk helyben kezelt klinikai eseteket is (Adult CF
Centre at The Prince Charles Hospital, Brisbane, Ausztralia) [121] (3. tablazat). A 29 GOAL-
study keretén beliil (1. csoport) kezelt beteg mintajat a Cystic Fibrosis Foundation Therapeutics
(CFFT) Biorepository (Bethesda, MD, USA) biobankbol kaptuk. A HE4 szinteket kezelés eltt
(kiindulasi érték) és az ivacaftor kezelés megkezdése utan 1, 3 és 6 honappal levett plazma
mintakbol hataroztuk meg. A 2. csoportban szerepld 12 betegnek kezelés elétti és 1, illetve 2
honap utdni mintdja volt. Végiil 19 CF-es beteg mintajat a CORK-tanulmanybol kaptuk,
akiknek terapia el6tti és 3. honapon levett mintéja volt (3. tablazat). Mivel a vizsgalatunk ideje
alatt hazankban még az ivacaftor gyogyszer klinikai tanulmany keretén beliil sem volt elérhetd,
ezért kénytelenek voltunk kiilf6ldi kollaboracio keretén beliil mintat igényelni a HE4 tovabbi

tesztelése érdekében.
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1. csoport (n=29) | 2. csoport (n=12) | 3. csoport (n=19)
Eletkor (év), median (IQR) 15,6 (9,0-22,6) | 27,0 (23,2-32,0) | 19,5(9,2-28,0)
Nemek aranya (nd/férfi) 17/12 4/8 5/14
Nem-G551D-CFTR allél eléfordulasa
. osztaly, n (%) 0 0 1(5)
IL. osztaly, n (%) 22 (76) 9 (75) 18 (95)
I1I. osztaly, n (%) 0 0 0
IV. osztaly, n (%) 3 (10) 1(8) 0
V. osztily, n (%) 2(7) 0 0
Ismeretlen, n (%0) 2(7) 2 (16) 0
Vérvételi idopontok (honap) 0.,1.,3.,6. 0.,1., 2. 0., 3.
Kreatinin (umol/L), median (IQR) 59 (29-68) 78 (59-103) 54 (36-69)
Hasnyalmirigy elégtelenség, n (%0) 20 (69) 9 (75) 19 (100)
CF-hez tarsulo diabetes mellitus, n (%) 0(0) 1(8) 4 (21)

3. tablazat: Az ivacaftor kezelés hatékonysaganak plazma HE4 méréssel tortént kovetése soran
bevont harom kiilonb6z6 CF-es beteg kohorsz legfontosabb demografiai és klinikai paraméterei.
Az 1. csoportban szerepld betegek korabban az amerikai GOAL klinikai tanulméanyban vettek részt [27],
a 2. csoportban 1év6 mintakat egy ausztral klinikai munkacsoporttol kaptuk [121], mig a 3. csoportba
sorolt betegek az ir CORK tanulmanyban szerepeltek [120]. Az adatok median (interkvartilis

tartomany) formaban vannak kifejezve. Roviditések: IQR: interkvartilis tartomany.

Végiil a HE4 expresszio mechanizmusanak bronchoepithelialis sejtekben tortént in vitro
vizsgalataval parhuzamosan értékeltiik a lumacaftor/ivacaftor CFTR-specifikus kezelés hatasat
a keringd HE4 szintre 10 stabil klinikai allapotban 1évdé CF-es betegben, akik homozigotak
voltak a p.Phe508del-CFTR mutaciora (5 n6 és 5 férfi, atlagéletkor 16,1 = 4,8 év). A kezelés

elotti plazma HE4 értékeket dsszehasonlitottuk az Orkambi” kezelés (Vertex Pharmaceuticals,
Boston, MA, USA) megkezdése utdin mar 1 honappal levett mintaéval. Ezeket a
plazmamintakat szintén fagyasztva a CFFT Biorepository biobankbol kaptuk, és korabban a
betegek a PROSPECT tanulmanyban vettek részt [30]. Mivel ezen vizsgalatunk ideje alatt Sem
voltak még elérhet6k lumacaftor/ivacaftor kezelt betegek mintai, ezért a mérésekhez Gjra

kiilfoldi mintaforrast vettlink igénybe (4. tablazat).
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Betegorszim | 1007 | | K| G oria | vitosis (1| indlis
(mmol/L) hénap mulva)

1 24,5 né 49,5 105 -14,5 20,5
2 25,5 nd 63,2 88 -44.5 25,3
3 14,8 nd 49,8 102 -23,5 21,0
4 12,9 nd 73,8 103 -19 16,6
5 145 ferfi 93,9 106,5 -13 251
6 121 ferfi 94,6 93 -19 18,2

12,8 férfi 911 108 -1,5 17,7

14,3 férfi 79,4 85,5 -15,5 18,5
9 141 ferfi 71,3 108 -30 141
10 15,2 nd 80,1 112,5 -9,5 21,3

4. tablazat: Lumacaftor/ivacaftor kezelésben részesiilt CF-es betegek legfontosabb klinikai adatai,
akiknek mintiiban plazma HE4 mérést végeztiink. A 10 CF-es beteg jelentds verejtékklorid
csokkenést mutatott, mivel a kezelés el6tt az atlagos verejtékklorid koncentracié 101,2 + 9,2 mmol/L
volt, mig a kezelés alatt atlagosan 19,6 mmol/L-rel csokkent. Emellett javuld légzésfunkcios
eredményeket (ndvekvé FEV1 %) mutattak mér 1 honap utén az Orkambi® kezelést kovetden. Rovidités:

BMI: body mass index.

Az egyes CF-es betegcsoportokban a verejtékklorid koncentracio Sweat-Chek
Conductivity Analyzer (Wescor, Logan, UT, USA) segitségével keriilt meghatarozasra az egyes
centrumokban. A magyar betegek CFTR mutacioinak detektalasa érdekében a vérmintak
fehérvérsejtjeibdl a genomi DNS-t QIAgen Blood Mini Kit-tel (Qiagen, Hilden, Németorszag)
izolaltdk. A Magyarorszagon el6forduldo 30 leggyakoribb CFTR mutdcidé azonositisa a
Elucigene CF29v2Kit (Tepnel-Diagnostics, Manchester, Egyesiilt Kiralysag) alkalmazasaval
tortént a Debreceni Egyetem Laboratoriumi Medicina Intézet Molekularis Patoldgiai
Részlegén, kiegészitve a CFTRdele2,3 (21kb) ,szlav” muticid vizsgalataval Sanger-
szekvenalassal [20]. A bevalogatott cseh felnétt CF-es betegek genotipusanak meghatarozasara
Elucigene EU v3 assay-t (Tepnel-Diagnostics) és MLPA kitet (MRC-Holland, Amszterdam,
Hollandia) hasznaltak (Department of Biology and Medical Genetics, Charles University,
Praga, Csehorszag). A szérumvizsgalatokkal péarhuzamosan még két masik tipusu
mintavételre is sor keriilt: harom magyar CF-es betegtdl (2 fiu és 1 leany; 3, 4 és 9 éves) és

harom nem CF-es pulmonolodgiai eltéréstol, recidiv bronchitises epizodoktdl szenvedd betegtdl
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(2 fin és 1 leany; 2, 4 és 10 éves) horgdnyalkahartya biopszids mintat vettiink diagnosztikus
bronchoscopia soran (Debreceni Egyetem, Gyermekgyogyaszati Intézet). A kontroll
csoportban a bronchoscopiara a zihdlo epizodok hatterének tisztazasa és a centralis léguti

sziikiilet kizarasa céljabol keriilt sor.

4.2. Reagensek a sejtes kisérletekhez

A CFTR korrektorként alkalmazott lumacaftort (VX-809, LUM) (S1565) és tezacaftort
(VX-661, TEZ) (S7059), a CFTR potenciator hatast ivacaftort (VS-770, IVA) (S1144), a
CFTR gatlasara hasznalt fesziiltség-independens CFTR inhibitor CFTRinn172-t (§7139), a CFTR
aktivator forskolint (FSK, S2449), valamint az NF-«B tutvonalat specifikusan gatlé6 BAY 11-
7082-t a Selleck Chemicals cégt6l (Houston, TX, USA) rendeltiik. A CAMP foszfodiészteraz
gatlo IBMX-t (3-isobuthyl-1-methylxanthine, 15879) a Sigma-Aldrich-t61 (St. Louis, MO,
USA) szereztik be. A rekombinans TNF-o (Gibco, Carlsbad, CA, USA) kivételével a
reagensek mindegyikének a dimethyl-sulfoxide (DMSO, Sigma-Aldrich) volt az oldoszere.

4.3. Sejtkultarak és kezelési koriilményeik

A CF-es sejtes koriilményeket biztosito F508del-CFTR-t expresszalé CFBE 410 sejtek,
illetve a vad tipusu CFTR-t (Wt-CFTR) mutaté sejtek Dr. J. P. Clancy laboratériumabol
szarmaznak (Cincinatti Chilren’s Hospital Medical Center, Cincinnati, OH, USA). A sejtek
tenyésztéséhez Earl’s BSS-t (EBSS) és 1% L-glutamint tartalmazé Minimum Essential
Medium Eagle (EMEM) (Lonza Inc., Morristown, NJ, USA) médiumot hasznaltunk, 10% fetal
bovine serum (FBS, Sigma-Aldrich) és 5 ug/ml Puromycin (Sigma-Aldrich) hozzaadasaval. A
sejteket 37°C fokon, 5% CO2 koncentracié mellett inkubaltuk. A CFBE sejteket 6-well plate-
ekbe passzaltuk (250 000 sejt/well), majd 37°C fokon 24 o6raig kezeltik TNF-a-val vagy
kontrollként foszfat puffer oldattal (PBS), valamint a CFTR modulatorok kombinaciojaval:
lumacaftor (3 uM) és ivacaftor (10 uM) (LUM/IVA) vagy tezacaftor (5 uM) és ivacaftor (10
uM) (TEZ/IVA) egyiittes adasaval. Utobbi esetekben a negativ kontroll mintdkban DMSO-t

alkalmaztunk.

A CFTR-csatorna aktivitast FSK (10 pM) és IBMX (100 uM) kombinaciojaval
(FSK/IBMX) fokoztuk mindkét sejtvonal esetén (a2 CFTR modulatorral kezelt vagy nem kezelt
sejteknél is), mig a CFTR gatlas céljabol CFTRinn172-t (20 uM) adtunk a wt-CFTR-t expresszald

36



CFBE sejtekhez. A kontroll mintakhoz ez esetben is DMSO-t adtunk. A CFTR modulatorok
altalunk alkalmazott kisérleti koriilményei Osszhangban vannak a korabbi in vitro

tanulmanyokban alkalmazott modszerekkel [16, 122-124].

Az NF-kB utvonal HE4 expresszioban betoltott szerepének in vitro vizsgalata céljabol
a pro-inflammatorikus jelatvitelt specifikusan gatloszerrel, a BAY 11-7082-vel (5 uM) vagy
DMSO-val (kontroll) kezeltiik a 24 6ran keresztiil TNF-a-val aktivalt, vagy nem kezelt kontroll
CFBE sejtekben, illetve a LUM/IVA vagy TEZ/IVA kezelés jelenlétében vagy hianyaban

egyarant.

4.4. Laboratoriumi mérések

A periférias vérmintak vénas vérvétel soran keriiltek levételre, majd centrifugalast
kovetden -70°C-on voltak hosszl tavon tarolva. A kiilfoldi klinikai tanulményokban résztvevo,
¢és sajat tovabbi analizisre megkért plazma mintdkat nemzetkozi futdrszolgalat szarazjégen

szallitotta a Debreceni Egyetem Laboratoriumi Medicina Intézetébe.

A betegek és kontrolljaik szérum, illetve plazma mintaiban, tovabba a CFBE sejtek
feliiluszojaban a HE4 koncentraciokat kemilumineszcens mikropartikularis immunoassay
modszerrel mértiik meg Architect® i2000SR, illetve i1000SR automatdkon (Abbott
Diagnostics, Wiesbaden, Németorszag). A magyar gyermek ¢és felnott CF-es betegek szérum
CRP szintjét, valamint a CFBE sejttenyészetek feliiluszojaban mért 1L-6 koncentraciot elektro-
kemilumineszcens immunoassay modszerrel hataroztuk meg Cobas® e411 automatan (Roche
Diagnostics). Az operator fiiggé mérési torzitasok elkeriilése érdekében a mintakat vak analizis

soran dolgoztuk fel.

Miutan feltételeztiik, hogy a CF-es betegek kopetmintajaban még magasabb HE4
koncentracié mérhetd a fehérje pulmonalis eredete miatt, mint a vérmintakban, ezért 6 CF-es
betegtél spontdn moddon iiritett kdpetmintat vettiink és kontrollként egyrészt nem CF-es
(bronchitis) tiiddébetegtdl (n=8), masrészt normal kontrolloktol (n=5) gyljtottiink mintakat. A
ragados, viszkozus minta homogenizalasa érdekében ditio-threitol-t (DTT) adtunk a mintakhoz
15 percig szobah6n, majd a feltisztult mintakat 180 g-n 5 percig 25 °C-on centrifugaltuk, és a

felultiszoban mértik le a HE4 szintet.
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4.5. Elektrofiziologia a CFTR-csatornan keresztiil folyé kloridaram vizsgalatara

A CFBE 410 sejtekben a kloridaramot un. ,,egész sejt” patch-clamp technikaval
analizaltuk, hasonléan korabban publikalt vizsgalatokhoz [125, 126]. Az alkalmazott
extracellularis oldat tartalma a kdvetkez6 volt: 145 mM NaCl, 4 mM CsClz, 1 mM CaClz, 1
mM MgClz, 5 mM D-glucose és 10 mM HEPES (pH 7,4 315 mOsm NaOH-dal titralva). Az
intracellularis pipetta oldat Osszetétele az alabbi volt: 113 mM L-aszparaginsav, 113 mM
CsOH, 27 mM CsCl, 1 mM NaCl, 1 mM MgCl, 1 mM etilénglikol-tetraacetatsav (EGTA), 10
mM HEPES és 3 mM Mg-ATP (pH 7,2 285 mOsm CsOH-dal titralva). Minden oraban friss
Mg-ATP oldat keriilt hozzaadasra az intracellularis oldathoz. Az intracellularis oldatot jégen
taroltuk felhaszndlas elétt. A FSK/IBMX-et és a CFTRinni72-t kozvetlenlil a mérés elott
adagoltuk az extracellularis oldathoz. Az elektrofiziologiai mérésekhez hasznalt mikropipettak
boroszilikat tivegkapillarisokbol (GC150-TF10, Harvard Apparatus Co., Holliston, MA, USA)
kertiltek felhuzasra 4 fazisban egy Flaming Brown tipusi automata pipetta huzdval (Sutter
Instruments, San Rafael, CA, USA). A pipettak hegyatmérdje 0,5 - 1 um volt, ellendllasuk pedig
az alkalmazott oldatok esetén 3-10 MQ. A mérésekhez Axopatch 200B patch-clamp erdsitot
(Molecular Devices Inc., Sunnyvale, CA, USA) hasznaltunk fesziiltség-zar izemmodban,
ezaltal a vizsgédlt sejt membranpotencidlja konstans értéken tarthatd, mikdzben a
sejtmembranon atfoly6é aram nagysaga meghatarozhat6. A mérések soran Burleigh PCS5000
(Thorlabs Inc., Newton, New Jersey, USA) mikromanipulatort hasznaltunk. Az ingerld
fesziiltség-impulzusokat és az adatgyiijtést IBM kompatibilis személyi szamitogép vezérelte
Axon Digidata 1440 (Molecular Devices Inc., Sunnyvale, CA, USA) illesztéegységen keresztiil
a pCLAMP10 programcsomag (Molecular Devices Inc.) segitségével. Az aramgorbéket 3
polusu Boxcar sziirdvel szlrtiik. A rogzitett aram -40 mV-ra volt allitva, ¢és kétféle fesziiltség-
clamp protokollt alkalmaztunk a CFTR ionaram mérésére. Elsdként 5 masodpercig tarto, -40
mV-r6l 0 mV-ra valtozo egyszeri depolarizaciot alkalmaztunk 4-5 percen keresztiil az ionaram
monitorizalasara, és annak igazolasara, hogy szamottevl elfolyé ionarammal nem Kkell
szamolnunk. Az aram-fesziiltség (I-V) kapcsolat kovetésére a sejteket -40 mV-0s rogzitett
fesziiltségen tartottuk és -80 mV-tol +80 mV-ig terjedo fesziiltség tartomanyban depolarizaltuk
kiilonb6z6 potencialokkal, 10 masodpercenként torténé 20 mV-os 1épésekben. A méréseket
minden esetben szobahdmérsékleten végeztiik. A vizsgalatok kivitelezésében Dr. Szant6 Tibor
és Prof. Panyi Gyorgy (Debreceni Egyetem, AOK, Biofizikai és Sejtbiologiai Intézet)
nyUjtottak segitséget.
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4.6. Ossz RNS izolalas

Az CFBE sejttenyészetekbdl, valamint harom CF-es és harom nem CF-es gyermektol
bronchoscopia révén nyert horgdnyalkahartya biopszias szovetmintakbol kinyerhetd 0Ossz
RNS-t TRI reagenssel (Molecular Research Center Inc., Cincinnati, OH, USA) izolaltuk a
gyartd ajanlasa szerint. A biopszias mintakat az eltavolitas utan izotonias sooldatban 4°C-on
steril miianyag csében tartottuk, amig a laboratoriumba érkezett, majd 4°C-on 1500 g-n 5 percig
centrifugaltuk, és a sejtpelletet -70°C-on taroltuk az analizisig. Az RNS mintak tisztasagat és

crer

USA) ellendriztiik. Az RNS-mintékat -80°C-on taroltuk tovabbi analizis elott.

4.7. Valés idejii kvantitativ PCR analizisek

Az izolalt RNS mintakbol a komplementer DNS szintézist High Capacity cDNA
Reverse Trancription kit (Applied Biosystems, Vilnius, Litvania) segitségével végeztiik. Az
RNS kezdeti mennyisége 200 ng (biopszias minta), illetve 1000 ng (CFBE sejtkultara) volt. A
valos idejii kvantitativ PCR (RT-gPCR) elvégzése céljabol egy LightCycler 480 qPCR
késziiléket (Roche Diagnostics, Mannheim, Németorszag) hasznaltunk. A HE4 expresszio
kvantalasa soran a biopszias mintak esetén SYBR Green PCR Master Mix-et (Thermo
Scientific), a CFBE sejteknél LightCycler 480 SYBR Green I Master mix (Roche Diagnostics)
reagenst, valamint WFDC2-specifikus oligonukleotid primert (10 puM, Integrated DNA
Technologies, Leuven, Belgium) hasznaltunk. A reakcio a kovetkez6 koriilmények kozott
zajlott: 10 percig 95°C-on, majd 40 cikluson at 95°C-on 10 mp-ig, illetve 60°C-on 1 percig. Az
Osszes mérést triplikatumban végeztiik. Referenciagénként az RPLPO (36B4) gént hasznaltuk.
A HE4 expresszios szintet az alabbi formuldval hataroztuk meg: ACQ=Cqzsss-CQHE4, mig a
célgénben bekdvetkezett valtozas mértéke a referenciagénhez viszonyitva a kovetkezOképpen
lett konvertdlva: F=22°9. A HE4 expressziot az mRNS koncentracié meghatarozasaval
monitoroztuk a CFBE sejtekben 1 o6ratol 1 hétig terjedd idéintervallumban torténd TNF-a
stimulaciot kovetéen és a kiindulasi allapothoz (PBS hozzaadas mellett) hasonlitottuk. A
fentiekhez hasonld6 metodikai koriilmények kozott tortént tobb gyulladds asszocialt

génexpresszio (IL6, IL8 és IL1B) analizise is az mRNS szintek mérésén keresztiil (5. tablazat).
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mMRNS Forward primer Reverz primer

HE4 5' - ATAGCACCATGCCTGCTTGT -3 5 -TGCTCCTGTGCCTGAGACTA -3

IL6 5' - GATGAGTACAAAAGTCCTGATCCA -3' | 5 - CTGCAGCCACTGGTTCTGT -3

IL8 5' - AGACAGCAGAGCACACAAGC - 3 5 - ATGGTTCCTTCCGGTGGT -3
IL1B 5' - AGCCAGGACAGTCAGCTCTC -3 5' - AGAGGCCTGGCTCAACAA -3
RPLPO . : . |
(36B4) 5 - ATGCAGCAGATCCGCATGT-3 5 -TCATGGTGTTCTTGCCCATCA -3

5. tablazat: A RT-qPCR mérések soran alkalmazott primerek szekvenciaja.

4.8. Immunfluoreszcens mikroszkopos vizsgalatok

A normal, valamint a csokkent CFTR funkciot mutaté CFBE 410 sejtekben az NF-xB
vizualizacigjaval detektaltuk. Ennek érdekében a F508del-CFTR-t és a wt-CFTR-t expresszalo
CFBE sejteket 12-well plate-ckben tenyésztettiik 5x10* sejt/well sejtstirtiség mellett 2 napon
keresztiil. Ezt kovetden a sejteket TNF-a-val (100 ng/mL) vagy PBS-sel (kontroll) 4 o6ran
keresztiil kezeltiik. Annak érdekében, hogy a CFTR modulatoroknak az NF-kB utvonalra
gyakorolt hatasat megvizsgaljuk, a CFBE sejteket el6zetesen lumacaftor (3 uM) + ivacaftor (10
uM) vagy tezacaftor (5 uM) + ivacaftor (10 uM) kombinacidjaval vagy DMSO-val (kontroll)
kezeltiik 24 6ran keresztiil, majd ezt kovetden adtuk hozza a TNF-a-t (100 ng/mL) vagy a PBS-t
4 oraig. A fenti kezeléseket kdvetden a sejteket jéghideg metanol-aceton oldatban (50 v/v%)
fixaltuk 10 percig. FBS-t alkalmaztunk 15 percen keresztiil a nemspecifikus antitest kotohelyek
blokkolasa érdekében. Az NF-kB p65 alegységet elsédlegesen poliklonalis nyul eredetii anti-
human p65 antitesttel (100 pg/mL, Sigma-Aldrich) jeloltiik 1 oraig, majd a masodlagos festés
céljabol Alexa Fluor 488-konjugalt kecske eredetii nyul-1gG ellenes antitestet (5 pg/mL,
Sugma-Aldrich) alkalmaztunk 1 6ran keresztiil. A sejtmagokat 4”,6-diaminido-2-phenylindole-
lal (DAPI, Invitrogen, USA) jeloltiik. A mintakat Zeiss Axio Scope Al fluoreszcens
mikroszkoppal (HBO 100 lamp) (Carl Zeiss Microimaging GmbH, Németorszag) vizsgaltuk. A
kovetkezd hullamhossziisagokon torténtek az analizisek: DAPI: excitacios hulldmhossza 365

nm, emissziods filter 445/50 nm; fluoreszcein: excitacié 470/40 nm, emisszios filter 525/50 nm.
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A képeket ZEN 2012 v.1.1.0.0. szoftver (Carl Zeiss Microimaging GmbH) segitségével
analizaltuk. A kiértékelés soran kiszamoltuk a nuklearis és a perinuklearis (citoplazma)
fluoreszcens intenzitds aranyat az NF-kB p65 festésre vonatkozoan. Ellenérzésképpen az
immunfestés specificitasat a hattér festdédésének elhanyagolhaté mértéke igazolta a szekunder
antitestek egyediili alkalmazasa mellett. A vizsgalatok kivitelezésében Dr. Fenyvesi Ferenc és
Dr. Véradi Judit (Debreceni Egyetem, Gyodgyszerésztudomanyi Kar, Gyogyszertechnologiai
Tanszék) nyujtottak segitséget.

4.9. Etikai engedélyek

Az 0Osszes résztvevd gyermek sziilei vagy torvényes képviseldje, valamint a felnott
résztvevok irdsos beleegyezd nyilatkozattal hagytak jova a vizsgalatokban vald részvételt a
tanulmany elkezdése el6tt. A kutatdst a Debreceni Egyetem Regionalis és Intézményi
Kutatasetikai Bizottsaga (engedély szamok: 3777-2012; 4813-2017), valamint a Motol
University Hospital, Charles University (Praga) helyi etikai bizottsaga a cseh betegek
részvételét hagyta jova. A nagy klinikai vizsgalatokat a helyi intézményi etikai bizottsagok
fogadtak be.

4.10. Statisztikai szamitasok

Az adatok normalitasanak vizsgalatara a Kolmogorov-Smirnov tesztet hasznaltuk. A
demografiai és laboratoriumi paramétereket, valamint a mért HE4 és interleukin eredményeket
normal eloszlas esetén atlag + SD (standard deviation) vagy SEM (standard error of mean), mig
nem normal eloszlas esetén median érték (interkvartilis tartomany, IQR) vagy (min-max)
formaban fejeztiik ki. Amikor a kezelés elétti és kezelés utani mintakat hasonlitottuk Gssze,
parositott t-tesztet vagy Wilcoxon parositott tesztet alkalmaztunk. Kettonél tobb adatcsoport
Osszehasonlitisakor ANOVA vagy Friedman tesztet hasznaltunk Bonferroni vagy Dunn-féle
post-hoc analizissel. A demografiai valtozok osszehasonlitisara y? tesztet, mig a korrelacios
analizisekhez — mivel az adatok nem parametrikus valtozok voltak - Spearman rho tesztet
alkalmaztunk. A szérum HE4 és a CRP CF-ben nyujtott diagnosztikai képességét, valamint a
kezelés el6tti plazma HE4 szintnek a terapia kivaltotta FEV1 % atlag 7%-0s valtozasat jelzo
diszkriminativ erejét ROC gorbe (receiver operating characteristic) analizissel értékeltiik az
AUC (area under the curve) érték meghatarozasaval. A cut-off vagy kiiszob értéket a Youden-

index maximuma alapjan hataroztuk meg (szenzitivitas, specificitas, PPV, NPV). T6bbszoros
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regresszios analizist végeztiink a plazma HE4 szint és a FEV1 % érték, a CRP szint és egyéb
fliggd valtozok osszefiiggéseinek vizsgalatara ivacaftor kezelés el6tt és alatt. A HE4 részletes
diagnosztikai analizise soran a delta értékeket is Kiszamoltuk, amit a kezelés el6tti és az egyes
betegeknél azonos vizsgalati idépontban mért HE4 értékek kiilonbségeként kalkuldltunk ki. A
P < 0,05 valoszintiségi szintet tekintettiik statisztikailag szignifikansnak. Az elemzéseket és az
abrakat a GraphPad Prism 6.01 szoftver (GraphPad Software, USA), illetve az SPSS v.22.0
(IBM SPSS Statistics, IBM Corporation) segitségével készitettiik.
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5. Eredmények

5.1. A szérum HE4 koncentracio osszehasonlitaisa CF-es gyermek és felnétt betegekben,

valamint nem CF-es tiidobetegekben és kontroll csoportokban

Az irodalmi adatok alapjan els6ként kezdtiik el konzekvensen mérni a HE4 fehérje
szérum koncentraciojat a CF-es betegek laboratoriumi vizsgalata érdekében nem
tumormarkerként, mint ahogyan korabban alkalmaztak malignus korképekben [114, 112],
hanem mint egy 0 tipust gyulladasos paraméter. Kivancsiak voltunk arra, hogy vajon a
korabban immunhisztokémiaval tapasztalt fokozott pulmonalis HE4 expresszio [111]

megmutatkozik-e a CF-es vérmintakban is.

5.1.1. Az els6 vizsgalatba bevont betegpopulaciok fébb laboratériumi jellemzoi

A CF-es betegcsoportban a verejtékklorid szint emelkedett volt (> 60 mmol/L) (median:
107 mmol/L; 90-120 mmol/L) nyolc beteg kivételével, akiknek hatarértéket mértek (30-60
mmol/L). A verejtékvizsgalat nem volt elvégezve a nem CF-es betegcsoportban és a klinikai
kontroll egyéneknél, mivel a CF betegséget egyéb vizsgalatokkal nagy biztonsaggal ki lehetett
zarni. Ugyanakkor minden bevont CF-es betegben mindkét allélon detektalhato volt CFTR
varidns. A f6 mutacid tipusok aranya a kdvetkezOképpen alakult: a gyermek populacidoban 43
beteg (55,8%) mutatott p.Phe508del/p.Phe508del  varianst, 26 fonél (33,8%)
p.Phe508del/egyéb mutaciot irtak el és 8 beteg (10,4%) egyik allélon sem mutatott p.Phe508del
varianst (pl. p.Gly542X/p.Arg347Pro). A felndtt betegek kozott 24 beteg (42,1%) mutatott
p.Phe508del/p.Phe508del varidnst, 26 f6 (45,6%) p.Phe508del/egyéb mutacid pozitiv volt és 7
beteg (12,3%) egyik alléljan sem volt p.Phe508del (pl. p.Arg553X/p.Gly551Asp). A szérum
CRP szintek emelkedettek voltak (referencia tartomany: < 4,6 mg/L) a sulyos klinikai
statuszban 1évé fiatal CF-es betegekben (n=29), az 6sszes felnétt CF-es betegben (n=57) és a
két nem CF-es kontroll csoportban (n=76+18) (2. tablazat). Kronikus bakterialis kolonizaciot a
CF-es gyermekcsoportban 54 esetben (70,1%) mutattak ki, mig a feln6tt CF-es betegek
mindegyikét (100%) érintette. Hasnyalmirigy elégtelenség (CF-es gyermekcsoport: 70 6
(90,9%), felndtt CF-es kohorsz: 46 6 (80,7%) és CF-hez tarsuld diabetes mellitus (CF-es
gyermekcsoport: 8 {6, 10,4%, felndtt CF-es kohorsz: 20 6, 35,1%) eltéré aranyban volt

diagnosztizalva a két CF-es populacidban.
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5.1.2. CF-ben jelentésen emelkedett szérum HE4 szintek mérheték a CFTR gén varianstol

fiiggetleniil

A szérum HE4 szintek szignifikansan emelkedettek voltak (p < 0,0001) mind a CF-es
gyermekekben (99,5 [73,1-128,9] pmol/L), mind a felnétt betegekben (115,7 [77,8-148,7]
pmol/L) a sajat egészséges kontroll csoportjukhoz viszonyitva (6/A abra, 2. tablazat).
Kiemelendd, hogy a 29 sulyos allapoti CF-es gyermek mintaiban még ennél is magasabb HE4
koncentraciok voltak mérhetok (134,9 [124,5-275,0] pmol/L). A felnétt CF-es csoportban 13
beteget mindsitettek sulyos allapotinak, akikben a HE4 érték a tobbi beteghez képest szintén
joval magasabb volt: 170,8 [146,8-182,9] pmol/L. A betegek neme (fitk: 95,4 [75,0-128,5] vs.
lanyok: 101,5 [72,6-129,6] pmol/L, P = 0,881), illetve a CFTR genotipus szintén nem
befolyasolta a mért HE4 szinteket: p.Phe508del/p.Phe508del pozitiv betegek: 99,5 [73,0-127,5]
pmol/L vs p.Phe508del/egyéb mutaciot mutatod betegek: 94,6 [66,4-127,8] pmol/L). A klinikali
kontrollok mellett olyan betegpopulacioban is megvizsgaltuk a HE4 szérumszinteket, akik
stulyos, nem CF-es tiidobetegségben szenvedtek, ugy, mint akut bronchitis, asztma, pneumonia
vagy nem CF eredetii bronchiectasia. Ezekben az esetekben is a kontroll csoporthoz képest
magasabb HE4 szinteket talaltunk (p < 0,001), amik joval elmaradnak a CF-ben tapasztaltaktol
(p <0,001) (6/A abra). Amikor a nem CF-es tiidobetegek gyermekeket a betegségiik szerint
tovabb bontottuk, a stlyos bronchitis vagy asztma (63,7 [54,1-79,5] pmol/L; n=42), illetve a
pneumoénia (57,8 [51,2-74,2] pmol/L; n=22) jelenlétében hasonldo HE4 szinteket mértiink.
Hasonl6an a 18 nem CF-es felnétt tiidobeteg (bronchiectasia, COPD) mintaiban mérsékelten
emelkedett HE4 szintek voltak jellemzoek (59,2 [41,1-88,6] pmol/L), mig a CFTR mutaciot
csak hordozok teljesen normal HE4 szintekkel birtak (33,9 [30,1-43,9] pmol/L; n=12). Kiilon
megvizsgaltuk az életkor hatasat a szérum HE4-re, ami nem befolyasolta azt érdemben (p =

0,164) (6/B &bra).
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6. abra: Szérum HE4 szintek CF-es és nem CF-es tiidébetegekben, valamint kontroll
személyekben. (A) Szignifikdnsan magasabb HE4 koncentracidkat mértiink a CF-es betegekben
mindkét kontroll csoporthoz képest. Az egyes alcsoportok kozotti 6sszehasonlitast Mann-Whitney U
teszttel végeztiik. (B) Az életkor 6nmagaban nem befolyasolta a HE4 koncentraciokat CF-ben. Az
adatokat median érték (interkvartilis tartomany) formaban abrazoltuk. A statisztikai analizishez
Friedman tesztet hasznaltunk Dunn-féle post-hoc analizissel. Roviditések: CF: cisztas fibrozis, HE4:

human epididymis protein 4.
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A szérum eredményekhez hasonléan a CF-es betegektdl szarmazd kdpetben is joval
magasabb HE4 koncentraciokat mértiink a nem CF-es tiid6betegek mintaihoz, és kiilondsen a
kontroll mintdkhoz képest, annak ellenére, hogy a mintavétel idépontjaban a szérum CRP
alapjan nem volt jelentds szisztémas gyulladasa a betegeknek (6. tablazat). Amikor a szérum €s
a kopet HE4 koncentraciok kozott vizsgaltuk a korrelaciot Spearman teszttel, szignifikdns
pozitiv Osszefiiggést talaltunk (r = 0,9429; P = 0,0167; n = 6). Ezek az eredmények is
alatamasztjak, hogy a fokozott HE4 termelddés és/vagy felszabadulas a tiidébol szarmazhat CF-

ben és mindez emelkedett szérumkoncentracidhoz vezet.

CF-es beteg (n=6) Nem CF-estiidébeteg (n=8) Kontrall (n=5)
Eletkor (év) 11 (7-12) 14 (6-17) 12 (11-15)
Kopet HE4 (pmoal/L) 60059 (25427-105250) 13219 (9160-31709) 7330 (4963-7946)
Szérum CRP (mg/L) 6,3 (1,0-8,3) 12,9 (0,9-29,6) NM

6. tablazat: HE4 koncentracio meghatarozas CF-es kopetmintak feliiliszéjaban szemben nem CF-
es tildébetegségben szenveddé és kontroll személyek mintdival. A gyulladdsos klinikai allapot
felmérése érdekében a mintavétel idépontjaban levett szérummintabél CRP meghatarozas is tortént,
kivétel a normal kontrollokat. Az eredményeket median érték (interkvartilis tartomany) formaban

fejeztiik ki. NM: nem mért adat.

5.1.3. A magas szérum HE4 szoros osszefiiggést mutat a CF-es tiidobetegség

sulyossagaval, a koros légzésfunkcioval és az emelkedett CRP szinttel

A HE4 biomarker diagnosztikai értékének tovabbi vizsgalata céljabol megnéztiik, hogy
van-e Osszefiiggés a HE4 szintek és a CF-es tiid6folyamatok stlyossaga kozott. A HE4 szint a
betegség sulyossagaval erfs, pozitiv dsszefliggést mutatott mindkét CF-es betegcsoportban.
Szignifikdnsan magasabb HE4 szinteket mértlink mar a mérsékelten sulyos CF-es
gyermekekben is (108,0 [95,8-133] pmol/L) az enyhe tiineteket mutatd betegekhez képest (60,8
[50,7-73,8] pmol/L). Ugyanakkor még magasabb HE4 szinteket mutattak a stlyos allapota
betegek (134,9 [124,5-275,0] pmol/L; p < 0,0001 6sszehasonlitva az enyhe esetekkel) (7/A
abra). A CF-es felndtt betegek esetén szintén szorosan osszefliggott a HE4 szint a betegség
sulyossagaval: enyhe esetekben alacsonyabb (72,5 [64,1-94,8] pmol/L), a kozépsulyos
betegekben mar joval magasabb (126,5 [104,3-148,3] pmol/L), mig a stlyos csoportban pedig
nagyon magas (170,8 [146,8-182,9] pmol/L; p <0,0001 6sszehasonlitva az enyhe esetekkel)
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HE4 értékeket talaltunk (7/B 4bra). Ugyanakkor a kdzépsulyos és a sulyos CF-es betegek kozott

is volt szignifikans kiilonbség (P < 0,05) a szérum HE4-ben mindkét életkorcsoportban.

Ennek folytatasaként statisztikailag értékeltiilk Spearman teszttel, hogy HE4 koncentracio és a
tiidébetegség sulyossagat érzékenyen jelzé légzésfunkcids paraméter a FEV1 % értékei kozott
van-e kimutathat6 osszefliggés. Szignifikans, forditott korrelaciot talaltunk a HE4 eredmények
és a FEV1 % értékek kozott (Spearman rho: -0,522; P <0,0001) (8/A abra). Ezek az
eredmények is azt sugalljak, hogy minél rosszabb pulmonalis allapotban van egy CF-es beteg,

annal tobb HE4 termelddhet, mely idével bejutva a keringésbe, mérhetévé valik a periférias

vérmintaban.
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7. abra: A szérum HE4 és a betegek klinikai dllapotanak osszefiiggése gyermek (A) és felnott (B)
CF-es betegcsoportban. Mindkét kohorsz betegeit 3-3 (enyhe, k6zépsulyos és stlyos) kategdriaba
soroltuk. A szérum HE4 koncentraciok mindkét vizsgalt populacioban fokozatosan emelkedtek a
klinikai allapot sulyosbodasaval parhuzamosan. Az adatokat median érték (interkvartilis tartomany)

formaban 4brazoltuk. Az egyes alcsoportok kdzotti sszehasonlitast Mann-Whitney U teszttel végeztiik.
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8. abra: A szérum HE4 koncentraciok osszefiiggésének vizsgalata a FEV1 %-os értékekkel (A) és
szérum CRP szintekkel (B) CF-ben. Statisztikailag szignifikans, forditott korrelaciot talaltunk
(P < 0,0001) a szérum HE4 és a FEV; % értékek kozott, ami arra utal, hogy a HE4 erésen 6sszefligg a
légzésfunkcio romlasaval (A). Ezen tilmenden a HE4 erésen korrelalt a CRP értékekkel is, mely az
aktiv gyulladas és a HE4 expresszio fokozodasanak kapcsolatara utalhat. Mindkét korrelacié Spearman

teszttel tortént. CRP: C-reaktiv protein.

Megvizsgaltuk tovabba, hogy a HE4 valtozasai ¢s az emelkedett CRP szintek k6zott
van-e barmi kapcsolat azokban a CF-es betegekben, akiknél elérhetd volt az utobbi adat is.
Szignifikans, pozitiv 6sszefliggés volt a szérum HE4 és a CRP értékek kozott a stlyos allapota
CF-es gyermekekben, valamint az osszes felndtt CF-es betegben (Spearman rho: 0,595;
P < 0,001) (8/B abra). Ezzel szemben a nem CF-es tiidébetegekben nem talaltunk 6sszefiiggést
a két paraméter kozott. Eredményeink alapjan a szérum HE4 tehat egy 0j érzékeny léguti
gyulladasos paraméterként viselkedhet a CRP mellett. Ezt az is bizonyitja, hogy a HE4 és a

CRP laboratoriumi karakterisztikdjanak ROC gorbe analizissel tortént 6sszehasonlitdsa soran a
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HE4 jelentés AUC értéke (0,724) (95% ClI, 0,617-0,830; P < 0,0001) sokkal magasabb volt,
mint a CRP esetén (AUC: 0,453, 95% Cl, 0,347-0,559; P = 0,435).

5.1.4. A szérum HE4 kapcsolatanak vizsgalata a kronikus bakterialis kolonizacioval és a

CF-hez tarsul6 egyéb komorbiditasokkal

A pozitiv mikrobiologiai eredményeket mutatdo CF-es gyermekek esetén szignifikdnsan
magasabb HE4 szinteket mértiink a bakteridlis kolonizacié nélkiili esetekhez képest (106,5
[75,8-133,3] pmol/L vs. 78,3 [61,4-96,9] pmol/L; P = 0,001). Ugyanakkor az 0&sszes
bevalogatott CF-es felnétt betegben kolonizaciot kimutattak, ezért az 6 esetiikben nem tudtuk
vizsgalni a HE4 és a kronikus bakterialis kolonizacio kozotti kapcsolatot. A CF asszocialt
diabetes mellitus jelenléte vagy hianya nem befolyasolta a HE4 szintet (DM: 102,6 [97,8-121,5]
pmol/L szemben a nem diabeteses betegekkel: 91,1 [64,7-128,9] pmol/L; P = 0,645). Ezzel
szemben a hasnyalmirigy elégtelenség a felndtt CF-es betegekben joval magasabb HE4
koncentraciokkal tarsult az egészséges pancreas funkcidval bird betegekhez képest (122,2

[84,1-149,6] pmol/L vs. 96,8 [73,8-108,8] pmol/L; P = 0,037).

5.1.5. A szérum HE4 labordiagnosztikai alkalmazhatésaganak vizsgalata CF-ben

Megvizsgaltuk a HE4 potencialis diagnosztikai szerepét a teljes CF-es
betegpopulacioban lemért eredmények felhasznalasaval ROC-gorbe analizissel. Ezek alapjan a
HE4-re vonatkoz6 AUC érték 0,993 volt (95% CI, 0,986-0,999; P < 0,0001) 49,3 pmol/L-es
kiiszob érték mellett, igy ez a biomarker a CF-es betegek és az egészséges kontroll személyek
hatékony elkiilonitésére alkalmas (9. abra). A HE4 szenzitivitasa, specificitasa, pozitiv
prediktiv értéke (PPV) és negativ prediktiv értéke (NPV) a kovetkez6 értékeket mutatta: 97,0%,
96,6%, 66,5% ¢és 96,6%. Amennyiben a CF-es ¢és nem CF-es tiidobetegségek elkiilonitése
céljabol hataroztuk meg az AUC értéket a HE4-re vonatkozodan, az értéke valamennyivel
alacsonyabbnak bizonyult (AUC: 0,778, 95% CI, 0,716-0,841; P <0,0001), 56,0%-0s
szenzitivitassal, viszont magas, 90,0%-o0s specificitassal 98,4 pmol/L-es kiiszob érték mellett

(PPV: 64,6%, NPV: 90,4%) (9. 4bra).
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9. abra: A szérum HE4 biomarker ROC-gorbe analizise a CF-es és az egészséges személyek
(haromszog), valamint a CF-es és a nem CF-es tiidébetegségek (kor) elkiilonitése céljabol. Az AUC
gorbék alapjan a 49,3 pmol/L cut-off érték mellett a HE4 alkalmas a CF-es betegeket az egészséges
egyénekt6l, mig 98,4 pmol/L cut-off értéknél a CF-et az egyéb tiidébetegségektdl elkiiloniteni.
Révidités: AUC: area under the curve.

Megvizsgaltuk ebben a vizsgalatsorozatban végiil azt is, hogy a verejtékklorid
eredmények mutattak-e barmilyen Osszefiiggést a HE4 értékekkel. Pozitiv, de mérsékelt
Osszefliggést talaltunk a szérum HE4 szintek és a verejtékklorid értékek kozott (Spearman rho:
0,345; P = 0,005). Kiilon értékeltiik a HE4 szinteket azokban a betegekben (n=8), akiknek
hatarérték tartomanyba esett a verejtékklorid mérés eredménye (30-60 mmol/L). A CF-es
betegek ezen alcsoportjaban hasonléan magas HE4 eredményeket kaptunk (100,9 [88,2-115,0]
pmol/L), mint az egész CF-es kohorszban. Az alacsony esetszam miatt azonban tovabbi

vizsgalatok sziikségesek a ,,borderline” verejtékklorid értékekkel bird6 CF-es betegek korében.

5.1.6. Emelkedett HE4 mRNS szint mutathaté ki CF-es horgonyalkahartya biopszias

mintakban

Kivancsiak voltunk arra, hogy a CF-es betegek szérumaban mért magas HE4 szintek

hatterében milyen cellularis folyamat allhat. Feltételeztiik, hogy a massziv gyulladas hatasara a
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HE4 fehérje a karosodott léguti epithelsejtekbdl nagy mennyiségben szabadul fel, vagy a
horgényalkahartya nagy mennyiségben termeli a 1égutakban. Ennek igazolasara harom CF-es
betegtdl horgdnyalkahartya biopszids mintat vettiink bronchoscopia soran, mig harom masik
nem CF-es bronchitises beteg kontrollként szolgalt. A CF-es betegekbdl szarmazo mintakban
szignifikdnsan emelkedett HE4 mRNS szintet talaltunk a nem CF-es kontroll betegekhez képest
(atlag = SEM, HE4/36B4 hanyados: 0,354 + 0,178 vs. 0,041 + 0,017; P = 0,011) (n = 3
csoportonként). Eredményeink alapjan az emelkedett szérum HE4 koncentracidé potencialis

forrasa a léguti epithélium lehet CF-ben (10. abra).
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10. abra: A HE4 mRNS szint meghatarozasa harom CF-es és harom nem CF-es betegtdl szarmazo,
bronchoscopia soran nyert hiorgdonyalkahartya biopszias mintakban. Az 6ssz RNS izolalasat
kovetéen RT-qQPCR-t hasznaltunk a HE4 mRNS kvantalasara. A CF-es mintakban szignifikansan
magasabb HE4 mRNS expresszio volt kimutathato a nem CF-es kontroll mintakhoz képest, melyet a
referenciagénként hasznalt 36B4 expressziojahoz viszonyitottunk. Az adatokat atlag + SD formaban

fejeztiik ki. Rovidités: MRNS: messenger RNS

5.2. A HE4 plazmakoncentraciojanak kovetése ivacaftor kezelés alatt allo CF-es

betegcsoportokban

A masodik klinikai vizsgalatunkban arra voltunk kivancsiak, hogy vajon képes-e a HE4
a klinikai/pulmonalis allapot hatékony nyomon kovetésére olyan CF-es betegekben, akik nem

hagyomanyos koroki kezelésben, hanem mar CFTR-specifikus terapiaban részesiiltek. Mivel
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jelenleg is nagyon koltséges gyogyszermolekuldkrol van szd, ezért van olyan nagy klinikai
jelentésége annak, hogy olyan relative olcsé biomarkert hasznaljunk, mely konnyen lemérhetd,

reprodukalhat6 és érzékenyen koveti a 1égzésfunkcid, valamint a klinikai statusz valtozasat.

5.2.1. A harom fiiggetlen, ivacaftor kezelt CF-es kohorsz legfontosabb demografiai és

klinikai jellemzoi

A fenti célok elérése érdekében a vizsgalati mintdkat harom, egymastol fiiggetlen
centrumbol igényeltiik meg kollaboracids egylittmitkddés keretén beliill. A mintdk eredete
szerint harom alcsoportba soroltuk a mintakat (1. csoport: amerikai GOAL-vizsgalat, n=29; 2.
csoport: ausztral-vizsgalat, n=12; és 3. csoport: ir CORK-vizsgalat, n=19), melyekbdl els6ként
hataroztunk meg a plazma HE4 koncentraciot (11/A-C abra). Az ivacaftor kezelésben részesiilt
betegek min. egy, a III. osztalyba tartoz6 p.Gly551Asp CFTR varianst mutattak (3. tablazat). A
csoportok eltérd stlyossagu tiidobetegségben szenvedtek a mintavétel idépontjaban (11/D-F
abra). Négy kivételével az Osszes tobbi CF-es beteg verejtékklorid szintje > 60 mmol/L volt
(11/J-L abra). A 2. csoportba tartozo ausztral betegek idésebbek voltak (P < 0,010) a masik két
csoportban 1évé betegekhez képest. Kiemelendd, hogy egyik beteg sem szenvedett beszkiilt
vesefunkcid miatt a szérum kreatinin eredményei alapjan (3. tablazat), ami befolyasolhatna a

HE4 értékeket [132].

5.2.2. A kiindulasi plazma HE4 szintek szignifikansan csokkentek ivacaftor kezelés alatt
allo CF-es betegekben

A CF-es betegek mindegyike magasabb HE4 koncentraciot mutatott az eléz6éekben
bemutatott normal HE4 értékekhez képest az ivacaftor kezelés megkezdése elbtt. Az 1.
csoportban a plazma HE4 szintek elkezdtek szignifikansan csokkenni az ivacaftor kezelés
kezdése utan mar 1 honappal (60,1 [48,2-77,4] vs. 48,2 [40,8-66,2] pmol/L, P = 0,023), és a
kovetés végéig joval a kiindulasi érték alatt maradtak (45,1 [38,4-64,2] pmol/L; P < 0,001 a
kiindulasi szinthez viszonyitva) (11/A ébra), parhuzamosan a 1égzésfunkcio (11/D abra) és a
BMI (11/M abra) finom javulasaval és a verejtékklorid koncentraci6 drasztikus csokkenésével

(11/J &bra).
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11. abra: A plazma HE4 szintek kovetése harom fiiggetlen CF-es betegcsoportban ivacaftor kezelés

elétt és alatt. Az egyes csoportok kozott a vérvételi idépontokban voltak kiilonbségek attol fliggden,

hogy milyen mintak alltak rendelkezésiinkre a HE4 analizisre. A HE4 szignifikansan csokkent

mindharom kohorszban a CFTR-specifikus kezelés hatasara (A-C). A HE4 eredményeket a javuld

légzésfunkcios paraméter (FEV1 %) (D-F), a csak kis mértékii valtozast mutatdo CRP (G-I), a csokkend
verejtékklorid (J-L) és a kissé emelked6 BMI (M-O) értékek alapjan értékeltik. Az adatokat median

érték (interkvartilis tartomany) forméaban fejeztiik ki. Az egyes alcsoportok kozotti 6sszehasonlitashoz

parositott t-tesztet vagy Wilcoxon parositott tesztet alkalmaztunk.
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Az atlagosan alacsonyabb FEV1 %-0s értékekkel (median [min-max] 81,0 [36-137] %),
ezaltal rosszabb l1égzésfunkcioval jellemezhetd 2. vizsgalati csoportban a kezelés el6tti HE4
szintek - a vartnak megfeleléen - magasabbak voltak (11/B abra). Az ivacaftor kezelés
eredményeképpen szignifikdns HE4 csokkenést lattuk ebben a csoportban is 1 honap mulva
(120,6 [90,9-143,2] pmol/L vs. 99,1 [85,1-113,9] pmol/L; P = 0,039), amit tovabbi csokkenés
kisért 2 honap utan (95,6 [90,1-101,9] pmol/L; P = 0,012 a kiindulasi szinthez képest) (11/B
abra). Ezzel szemben a 3. vizsgalati csoportban a betegek FEV1 %-0s értékei szélesebb
tartomanyban mozogtak (median [min-max] 78 [24-119] %) (11/F abra) a masik két csoporthoz
képest, és a kiindulasi HE4 koncentraciok az 1. csoport értékeihez képest magasabbak voltak
(62,7 [45,4-101,2] pmol/L) (11/C abra). Ebben a csoportban néhany beteg HE4 koncentracidja
kiugroan magas volt: az egyik betegnek 208,5 pmol/L HE4 szintet mértiink igen alacsony, 24%-
0s FEV1 %-o0s érték mellett az ivacaftor kezelés el6tt. Ugyanakkor a 3 honapos kezelés hatasara
a HE4 ebben a csoportban is szignifikansan csokkent (47,3 [35,8-71,1] pmol/L; P < 0,001)
(11/C abra).

Minden esetben meghataroztuk a CRP szintet is. Megjegyzendd, hogy az egyes
csoportokban az esetek 26%-aban (1. csoport), 15%-aban (2. csoport) és 22%-aban (3. csoport)
a CRP mérhetetleniil alacsony volt (< 0,5 mg/L). Raadasul az 6sszes CRP eredmény csak 15%-
a, 25%-a, illetve 58%-a volt abnormalis (5,0 mg/L feletti). Az ivacaftor hasznalata alatt az atlag
CRP értékek csokkentek (11/G-I abra), bar ezek a valtozasok nem érték el a statisztikailag
szignifikans szintjét. A kiindulasi verejtékklorid szintek 4 eset kivételével a diagnosztikus
hatarérték (60 mmol/L) felett voltak, és gyors, drasztikus csokkenésiik volt lathaté mar az els6
kontroll vizsgalat alkalmaval, ami még tovabb csokkent a vizsgalati periddus alatt (P < 0,001
és P = 0,011) (11/J-L abra). A klinikai vizsgalatok soran a betegek taplaltsagi allapotat is
monitoroztak BMI-vel, melyet szintén a rendelkezésiinkre bocsatottak és javulo értékeket
regisztraltak (11/M-O &bra).

5.2.3. A plazma HE4 szintje korrelaciéja a FEV1 % értékkel és a CRP koncentracidval

ivacaftor kezelés alatt

A HE4 szintek abszolut és delta (atlagos valtozas értéke a kiinduldsi szinthez képest)
értékeit a FEV1 % abszolut és delta értékeivel korrelaltattuk kiilon minden betegcsoportban.
Szignifikans, forditott korrelacié volt megfigyelheté a HE4 és FEV1 % abszolut értékei kozott
(12/A-C abra). Hasonloan, a delta HE4 eredmények is eltér6 r érték mellett, de szignifikans

54



negativ korrelaciot mutattak a delta FEV1 % értékekkel az egyes betegcsoportokban (12/D-F
abra). Amikor az Osszes betegcsoport adatait egybevettiik, tovabbra is szignifikans, reverz
Osszefiiggés volt detektalhato az abszolut és delta HE4 és FEV1 % értékek kozott (r = -0,5376;
P < 0,001 és r =-0,3285; P < 0,001), kiilondsen az abszolut értékek esetén.
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12. abra: Korrelacios analizisek a plazma HE4 és a FEV; % abszolut értékei (A-C), valamint a
delta HE4 és delta FEV: % (D-F) eredményei kozott Spearman teszttel. Szignifikans, forditott
Osszefiiggés volt kimutathaté a HE4 és a FEV1 %, valamint a delta HE4 és a delta FEV1 % értékek
kozott.

Tobbszords regresszios analizissel megvizsgaltuk, hogy a plazma HE4 szintek fiiggetlen
Osszefliggést mutatnak-e a 1égzésfunkcios és laboratériumi eredményekkel. A HE4 fiiggetlen
modon Osszefiiggott a FEV1 % értékekkel mind az ivacaftor kezelés elétt (8= -0,57; P = 0,019)
¢és a kezelés alatt (3= -0,47; P = 0,043), ugyanakkor a HE4 és a CRP ko6zott fiiggetlen kapcsolat
csak a gyogyszeres kezelés el6tt volt igazolhato (3=0,19; P = 0,004). Mindezen eredmények
alatamasztjak az elézetes adatainkat, miszerint a vérben mérheté HE4 szintje jol koveti a

1égzésfunkcio valtozast és a gyulladasos koriilmények alakulasat CF-ben.
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5.2.4. A plazma HE4 szint képes jelezni a 1égzésfunkcio javulasat ivacaftor kezelés soran
CF-es betegekben

Kivancsiak voltunk ezt kdvetden arra, hogy a plazma HE4 szint képes-e elére jelezni a
tiidGbetegség javulasat ivacaftor kezelés alatt. Ennek céljabol az 6sszevont betegpopulacioban
kiszamoltuk a kiinduldsi HE4 koncentracié diszkriminativ erejét 7%-0S FEV1 % javulasnal. Ez
a FEV1 % a vizsgalatba bevont CF-es betegek altal mutatott atlag értékbdl adodott. Parhuzamos
analizissel dsszehasonlitottuk a CRP-vel és a verejtékklorid eredményekkel. Azt tapasztaltuk,
hogy a HE4 fehérje magas 0,722 AUC érték mellett képes prediktalni a kezelés hatasossagat
olyan hatékonyan, mint a jelenleg hasznalatban 1év6 verejtékklorid teszt (7. tdblazat). Az alabbi
értékekkel tudtuk tovabb karakterizalni a harom paramétert: HE4: 74% szenzitivitas, 79%
specificitas (cut-off érték: 62,7 pmol/L); CRP: 67% szenzitivitas, 68% specificitas (cut-off
érték: 7,6 mg/L); verejtékklorid: 80% szenzitivitds, 83% specificitas (cut-off érték: 99 mmol/L).

HE4 (pmol/L) CRP (mg/L) Verejtékklorid (mmol/L)
1. csoport 0,733 (95% CI 0,522-0,945), P=0,031 0,656 (95% CI 0,414-0,897), P=0,207 0,644 (95% CI 0,470-0,818), P=0,075
2. csoport 0,832 (95% C1 0,541-1,000), P=0,025 0,803 (95% C1 0,626-1,000), P=0,002 0,945 (95% C1 0,790-1,000), P=0,001
3. csoport 0,629 (95% CI 0,379-0,880), P=0,310 0,614 (95% CI 0,352-0,878), P=0,393 0,703 (95% CI 0,556-0,886), P=0,033
OSZeSCS)port 0,722 (95% CI 0,581-0,863), P=0,029 0,691 (95% CI 0,492-0,886), P=0,113 0,741 (95% CI 0,589-0,913), P=0,016

7. tablazat: ROC-gorbe analizis a plazma HE4, valamint a CRP és a verejtékklorid prediktiv
értékének meghatirozasira a 7%-0s FEV: % valtozas elorejelzésében. A kiértékeléseket
megcsinaltuk mind a hdrom alcsoportban, illetve a kohorszok Osszesitése utdn. A konnyen
meghatarozhato HE4 biomarker hasonldan jol szerepelt, mint a jelenleg hasznalt, de sok esetben

nehezen kivitelezhet6 és reprodukalhato verejték teszt a varhatd 1€gzésfunkcids javulas indikalasaban.

5.2.5. A plazma HE4 valtozas jelentosége mar az ivacaftor kezelés korai szakaszaban

kiilonbo6zo sulyossagu légzésfunkcié mellett

Az egyes betegcsoportokbol szarmazo delta HE4 értékeket eldszor - a 1égzésfunkcio
sulyossagatol fliggetleniil - a korai (1-2. honap) és a késéi (3-6. honap) kovetési idészakbol
Osszeraktuk, hogy kiszamoljuk a HE4 prediktiv hatasat a FEV1 % atlagos 7%-os javulasa
szempontjabol. A kezelés elsd 2 honapja alatti adatok alapjan — az elézéekben bemutatott

abszolut HE4-re kapott AUC értékhez képest — a delta HE4 még magasabb AUC értéket

56



mutatott (0,806 [95% CI 0,665-0,947]; P < 0,001) (13/A abra) 81%-0s szenzitivitassal és 89%-
0s specificitassal -15,8 pmol/L-es cut-off értéknél. Ezzel szemben a 3-6 honapos periddusban
kevésbé volt prediktiv tulajdonsagu, némileg kisebb AUC értéket jelezve (AUC: 0,648 [95%
Cl 0,523-0,773]; P = 0,020). Az egész vizsgalati populacioban a HE4 -12,1 pmol/L-es atlagos
csokkenését tapasztaltuk 2 honapos kezelést kovetéen (ami megfelel egy 13,9%-os csokkenési
ratanak), mig 3-6 honap elteltével érdekes mdodon nem kovetkezett be tovabbi jelentGs
csokkenés (-14,4 pmol/L, -15,6%). Ez a magyarazata annak, hogy a HE4 rovid tavon mutatott
kelléen magas AUC értéket, mig a csokkenés litemének ,,platd fazisa” miatt az AUC érték
gyengébb volt 3-6. honapnal. Ez a tendencia egyébként hasonlit a verejtékklorid szintek

valtozasanak iiteméhez (11/J-L abra).

A betegeket ezt kdvetden 2 stlyossagi alcsoportba osztottuk annak érdekében, hogy
vizsgaljuk a HE4 valtozas mértékét a tiidobetegség eldrehaladottsaganak fiiggvényében: az
enyhe csoportba a 70% ¢és feletti FEV1 %-0s értéket (13/B abra), a kozépstlyos/sulyos
csoportba a < 70% FEV1 %-ot mutato betegeket soroltuk (13/C abra). Mindkét alcsoportban
csokkend tendencia mutatkozott a HE4 szintekben az ivacaftor kezelésnek koszonhetOen,
azonban a HE4 joval nagyobb mértékii csokkenését lattuk az alacsonyabb FEV1 %-0s értékek
esetén (13/C 4bra). Ugy tiinik, hogy a HE4 nagyobb mértékben jelezheti a 1égzésfunkcid
javulasat kozépsulyos/stlyos CF-ben az enyhe betegséghez képest. Fenti adatok alapjan a
plazma HE4 szintje elsésorban kdzépsulyos/sulyos CF-es tiidébetegségben csokken jobban az
ivacaftor kezelés alatt, és a valtozas mértéke jobban jelzi a tiidébetegség javulasat kiilonosen a

kezelés els6 2 honapjaban.
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13. abra: A plazma HE4 szint valtozasok ROC-gorbe analizise a CF-es tiidobetegség javulasanak
alatamasztasara ivacaftor kezelés alatt kiilonboz6 1égzésfunkciéo mellett. ROC-gorbe analizist
végeztiink a delta HE4 értékekre vonatkozoan 1-2 honappal a kezelés megkezdését kovetden 7%-0S
atlag FEV1 % csokkenés esetén (A). A HE4 valtozas mértékének tovabbi vizsgalata olyan egyéneknél,
akik FEV1 % értéke > 70% volt (B), illetve olyan esetekben, amikor a FEV1% <70% (C). Jéval nagyobb
mértékii HE4 valtozast tapasztaltunk a légzésfunkcid javulasaval egyidejileg azoknal a CF-es
betegeknél, akiknek alacsonyabb volt a FEV1 %-0s értékiik. Az adatokat atlag + SEM értékben fejeztiik
ki.
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5.3. A fokozott HE4 expresszié6 mechanizmusanak vizsgalata CFBE sejtekben in vitro

koriilmények kozott

A két el6z6 klinikai vizsgalatunk soran egyértelmiivé valt, hogy a vérben keringdé HE4
fehérje koncentracioja jelentésen megemelkedik CF-ben nemcsak egészséges személyek,
hanem mas, nem CF-es tiidébetegségben szenved6k mintajahoz képest is, és ennek egyik f6
forrasa a léguti nyalkahartya lehet. Az is kideriilt, hogy minél rosszabb valakinek a
légzésfunkcidja és minél nagyobb a gyulladas mértéke, annal magasabb HE4 szintek mérhetok.
Ugyanakkor kordbban nem volt ismert, hogy a fehérje expresszidja milyen szabalyozas alatt all
a CF-es léguti epithelsejtekben. Ezért in vitro kisérletek soran probaltuk bizonyitani ennek
celluldris folyamatat, és azt, hogy a CFTR-specifikus gyodgyszeres kezelés miért jart

alacsonyabb HE4 plazmaszintekkel.

53.1. A CFTR funkciéo befolyasolja a HE4 koncentraciot a CFBE 410  sejtek

feliilaszéjaban in vitro

A sejtes kisérletekhez F508del-CFTR-t expresszalé CFBE 410 sejteket tenyésztettiink
¢és kezeltlink, melyek kontrolljaként wt-CFTR-t hordozé CFBE 410" sejteket hasznaltunk. Az
bazalis HE4 koncentracio szignifikansan magasabb volt a F508del-CFTR-t expresszalo CFBE
410" sejtek feliiliszojaban, mint a vad tipusu sejtekében (P < 0,01) (14/A abra). Ebbdl kiindulva
24 oran keresztiil kezeltiik a F508del-CFTR pozitiv CFBE sejteket kombinalt CFTR-specifikus
modulatorokkal (LUM/IVA vagy TEZ/IVA) annak érdekében, hogy ezutan meghatarozzuk a
csokkent a HE4 koncentracidja mind a LUM/IVA (P <0,01), mind a TEZ/IVA (P < 0,001)
kezelést koveten a (csak DMSO-t tartalmazo) kontroll mintakhoz képest. A csokkenésnek
koszonhetden a CF-es sejtekben a HE4 koncentraciéo megkozelitette a vad tipust sejtekben mért
értékeket. Erdekességképpen, a TEZ/IVA valamelyest nagyobb mértékii csokkenést okozott a
HE4 koncentracidkban a LUM/IVA-hoz képest (P < 0,05) (14/A abra).

Ezt kovetéen a F508del-CFTR pozitiv sejteket kezeltiik CFTR-csatorna aktivatorral
(FSK/IBMX) 6nmagaban, illetve a fenti CFTR modulator kombinaciokkal egyiitt. A HE4
protein szintet az FSK/IBMX csokkentette (P < 0,05) feltehetéen a rezidudlis CFTR funkcio
aktivalasa révén, mig tovabbi csokkenés kovetkezett be a kombinalt kezelés hatasara (P < 0,05)

a csak CFTR modulatorral kezelt sejtekhez viszonyitva (14/A abra).
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14. abra: HE4 fehérje koncentracié mérés F508del-CFTR pozitiv CFBE (A) és a wt-CFTR CFBE
sejtek (B) feliiliszéjaban Kiilonboz6 CFTR funkciot befolyasolo kezeléseket kivetéen. Mind a
LUM/IVA (3/10 uM), mind a TEZ/IVA (5/10 uM) jelentdsen csokkentette a HE4 szintet 24 6ra utan.
A normal CFTR miikodésii sejtekben a CFTR aktivator (FSK/IBMX, 10/100 uM) csokkentette, mig a
CFTR inhibitor (20 uM) novelte a HE4 mennyiségét. Az egyes mintatipusok kozotti 6sszehasonlitast
Student t-teszttel vagy Mann-Whitney U teszttel végeztiik. ##P < 0,01 vs. wt-CFTR cells; *P < 0,05,
**p < 0,01, ***P < 0,001, and ****P < 0,0001 vs. F508del-CFTR CFBE sejtek DMSO-val.

Az abnormadlis CFTR funkci6 €s a sejttenyészet feliiluszdjaban mért HE4 koncentraciod
kozotti Osszefliggés tovabbi bizonyitasa céljabol, a normal CFBE 410 sejtekben specifikus
CFTR inhibitor (CFTRinn172) alkalmazasaval gatoltuk a CFTR-csatornak mitkodését, melynek
hatasara emelkedett a HE4 koncentracio (P < 0,05). A FSK/IBMX kezelés hatasara ebben a
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sejttipusban is jelentésen csokkent a HE4 koncentracioja a kontroll mintakhoz képest (P <
0,001). Végil a LUM/IVA és a TEZ/IVA kombinacié bizonyos mértékben képes volt
csokkenteni a HE4 termel6dését a vad tipusi CFTR-t expresszaldé CFBE 410 sejtekben is
(P <0,05). Ezek az adatok alatamasztjak azt a hipotézisiinket, hogy a CFTR funkcio képes
befolyasolni a HE4 expressziot a CF-es légiti epithelsejtekben, és az abnormalis CFTR

mukodés magyarazata lehet az emelkedett szérum/plazma HE4 koncentracionak (14/B abra).

5.3.2. A CFTR modulatorok részlegesen helyreallitjak a klorid aramot a F508del-CFTR
pozitiv CFBE sejtekben

Annak igazolasara, hogy a kisérleteinkben alkalmazott CFTR modulator molekuldk
valdban javitottak a CFTR funkciot a CFBE sejtekben in vitro, a F508del-CFTR-t expresszalo
CFBE 410 sejtek membranjan ,,egész sejt” patch-clamp technikaval megmértiik a kloridaram
erdsségét a CFTR modulatorok kétfajta kombinacidjaval (LUM/IVA vagy TEZ/IVA) torténd
24 éras kezelést kovetden (15. abra). A vad tipusa CFTR-t expresszaldo CFBE 410 sejtekben a
kloridaram nagy mértékben novelhet6 volt a FSK/IBMX hatasara és egyben gatolhato volt a
CFTR szelektiv inhibitor CFTRinn172 alkalmazasaval (15/A abra). Ezzel szemben a F508del-
CFTR-t expresszaldo CFBE 410" sejtekben a kezelések minimalis ionaramot eredményeztek,
mely nem volt érzékeny sem a FSK/IBMX aktivaciora, sem a CFTRinn172 gatlo hatasara.
Mindkét CFTR modulator kombinacio szignifikdnsan novelte a bazalis és az FSK/IBMX
stimulalt kloridaramot az alap kloridaramhoz képest. Emellett a F508del-CFTR CFBE
sejtekben a CFTRinn172 képes volt csokkenteni az FSK/IBMX altal stimulalt ionaramot. A 40
mV-0s rogzitett potencidl mellett mért ionaram erdsség adatok statisztikai analizise igazolta azt,
hogy a CFTR modulatorok részlegesen, de jelentds mértékben korrigaltak a F508del-CFTR-
csatorna funkciojat (15/B-D abra). A CFTR modulatorok kombinaciojaval kezelt sejtekben az
FSK/IBMX jelenlétében mért ionaram erdsség oOsszevethetd volt a vad tipusit CFTR-t
expresszald sejtek kiindulasi helyzetében mért adatokkal (~20 pA/pF), de kisebb mértékii volt
az FSK/IBMX altal aktivalt wt-CFTR-re jellemz6 értékekhez (~80 pA/pF) képest. A TEZ/IVA
kiss¢é nagyobb mértékben novelte a F508del-CFTR klorid ionaramot a LUM/IVA
kombinaciohoz képest (9,44 +1,01 vs. 8,48+1,14 pA/pF; P = 0,560) (15/E abra).
Osszegzésképpen, a LUM/IVA és TEZ/IVA alkalmazasa részlegesen helyreallitotta a CFTR
funkciot a F508del-CFTR-t expresszalo CFBE 410 sejtekben, igy a HE4 méréssel kapott

eredmények specifikusnak mondhatok.
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15. abra: A kloridaram helyreallitasa LUM/IVA és TEZ/IVA Kkezelt F508del-CFTR CFBE 410~
sejtekben. A mért kloridaram erdsségének jellegzetes valtozasai vad tipusi CFTR CFBE sejtekben (A),
a F508del-CFTR CFBE sejtekben (B), illetve LUM/IVA (3/10 uM) (C) és TEZ/IVA (5/10 uM) kezelt
F508del-CFTR CFBE sejtekben (D). Felsé képsor: bazalis aram; k6zépsé képsor: FSK/IBMX (10/100
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uM) kezelés utan; also képsor: FSK/IBMX (10/100 uM) és CFTR inhibitor CFTRinni72 (20 uM) egyiitt.
Az alsobb dbrarészen a csticsaram-fesziiltség (pA/pF) mértekét kovettiikk nem kezelt, csak FSK/IBMX
¢s FSK/IBMX + CFTRinn72 jelenlétében. Az oszlopok a pA/pF értékek Osszesitését abrazoljak a
kiilonb6z6 koriilmények kozott kezelt normal és a F508del-CFTR CFBE sejtekben (E). Az egyes
mintatipusok k6zotti 6sszehasonlitast Student t-teszttel vagy Mann-Whitney U teszttel végeztiik. *P <
0,05, **P < 0,01.

5.3.3. A LUM/IVA kezelés csokkenti a plazma HE4 szinteket a p.Phe508del-CFTR

mutaciora homozigota CF-es betegekben

Annak igazolasara, hogy az ugyanolyan CFTR mutaciot mutatd sejtek kisérleteiben
kapott HE4 expresszio valtozas in vivo is igazolhato, illetve a HE4 alkalmas biomarker lehet
nemcsak az ivacaftor, hanem mas CFTR specifikus kezelések monitorizalasara is, ezért 10
Orkambi® (LUM/IVA) kezelés alatt allo, p.Phe508del-CFTR homozigota genotipusti CF-es
terapia megkezdése utan 1 honappal levett plazma mintakat fagyasztott allapotban — hasonldéan
az ivacaftor kezelt betegmintakhoz - a CFFT Biorepository biobankbodl kaptuk. A kezelés
eredményeként csokkend verejtékklorid koncentracidval péarhuzamosan szignifikdnsan
alacsonyabb HE4 koncentraciot talaltunk ezen betegek plazmamintaiban is (P < 0,01) egy
honapos kezelést kovetden, fiiggetlentil a kiindulasi HE4 értéktdl (16. abra). Ezek az ujabb
klinikai adatok alahtzzak a CFTR modulator kezelés befolyasold hatasat is a vérmintaban
mérhetd HE4 koncentraciéra CF-ben, illetve alatamasztjdk a fenti CFTR specifikus

gyogyszermolekulak hatasat a HE4 expressziora in vitro.
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16. abra: Orkambi® (LUM/IVA) kezelés alatt allo, p.Phe508del-CFTR homozigéta genotipusu
CF-es beteg plazmamintainak HE4 koncentracio mérése kezelés eltt és 1 honap utan. A terapia
hatasara jelentGsen csokkent a HE4 szintje, mely bizonyitja, hogy nemcsak ivacaftor kezelés esetén,
hanem mas CFTR varians esetén hasznalt CFTR modulator terapia soran is alkalmas biomarker lehet a
HEA4 protein. A két mintacsoport kozotti 6sszehasonlitast Wilcoxon parositott teszttel végeztiik. **P <
0,01.

5.3.4. A TNF-a indukalja a HE4 mRNS szintet a CFBE 410" sejtkultirakban

Megvizsgaltuk, hogy a WFDC2/HE4 expresszio fokozhat6-e gyulladasos stimulus
alkalmazasaval in vitro koriilmények kozott. Ennek érdekében a F508del-CFTR-t expresszalod
CFBE 410" sejteket rekombinans TNF-a-val stimulaltuk egy ora hosszatol egy hétig terjedd
iddintervallumban, majd RT-qPCR modszerrel lemértik a HE4 mRNS szintet. A gyulladasos
sejtaktivacio eredményeképpen a HE4 mRNS szint mar egy Ords kezelés hatasara
szignifikansan emelkedett a nem kezelt mintakhoz képest (P < 0,05) és még tovabb emelkedett
a 4 oraig kezelt mintakban (P < 0,001). Meglepetésiinkre, a HE4 mRNS szintek 24 6ran utan
visszatértek a kiindulasi értékre. Abban az esetben, ha a TNF-a stimulust hosszabb ideig
alkalmaztuk (48 oratol 1 hétig), még magasabb HE4 mRNS expressziot mértiink a nem
stimulalt kontroll sejtekhez képest (P < 0,0001) (17/A abra).
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17. abra: HE4, IL6, IL8 és IL1B mRNS szintek kvantalasa F508del-CFTR CFBE 410 sejtekben
in vitro TNF-o stimulacio utan (1 6ratol 1 hétig). A HE4 mRNS szint 1-4 6ra k6z6tt fokozatosan nétt
a TNF-a (100 ng/mL) hatasara, majd 24 orara visszatért a bazalis szintre, mig ezt kovetden még
magasabb expresszios szintet mutatott egészen 1 hétig (A). Az IL6 mRNS szint indukalodott mar 1-2
Ora utan, majd 24 ora utan tovabbi novekedést jelzett (B). Az IL8 expresszi6 hasonld valtozast mutatott
a HE4-hez és az 1L6-hoz (C), mig az IL1B mRNS tartésan emelkedett maradt a teljes aktivacios
periddusban (D). Az eredmények atlag + SEM formaban vannak abrazolva, (n = 4-5 minta/kondicio).
*p < 0,05, **P < 0,01, ***P < 0,001, ****P < 0,0001 vs. kiindulasi allapot, a statisztikai szamitasok
ANOVA-val és Bonferroni post-hoc teszttel torténtek.

Ugyanezen kisérleti koriilmények kozott a proinflammatorikus citokinek koziil az IL6,
IL8 ¢és IL1B mRNS szinteket is meghataroztuk annak érdekében, hogy igazoljuk, hogy a TNF-a
stimulus ezen gyulladasos mediatorok termel6dését is ténylegesen fokozta, parhuzamosan a
HE4 expresszioval (17/B-D abra). Az eredmények azt mutattak, hogy az IL6 és IL8 expresszid
idébeli valtozasanak mintazata a HE4 mRNS szintek valtozdsahoz hasonléan alakult, mig a

szintén 1 6ran beliil megemelkedett IL1B szamottevé valtozas nélkiil emelkedett maradt a teljes
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vizsgalati periodus alatt. Megmértiik tovabba a HE4 és IL-6 protein szinteket is a F508del-
CFTR-t expresszalo CFBE 410 sejtek feliiluszdjaban néhany kivalasztott idépontban (4-168
ora kozott). Ennek soran a HE4 szint 4 6ra utan jelent6sen emelkedett, és 1 héten keresztiil
fokozatosan tovabb nétt, mig az IL-6 koncentracid az 6sszes kivalasztott mérési iddpontban
szignifikansan emelkedett volt (17/B-D abra). Ezek az eredmények alatamasztjak azt, hogy a
fokozott HE4 mRNS szintézis, majd az ebbdl kovetkez6 magasabb HE4 fehérje koncentracio a
TNF-a hatasara a kiilonb6z6 gyulladasos citokinek emelkedett szintjével egyiitt kdvetkezik be
a CFBE sejtekben.

Nemcsak mRNS szinten, hanem fehérje szinten is emelkedd értékeket mutattak a HE4
¢és az IL-6 koncentraciok a F508del-CFTR CFBE 410 sejtek feliiluszojaban a kiillonb6zo
kezelési idépontokban (4-168 ora kozott). Mig a HE4 szint - ,.elcstiszva” az mMRNS szintjétol -
csak 24 6ra utan mutatott szignifikans novekedést (P < 0,0001), addig az IL-6 fehérjeszint

mindvégig emelkedett volt, mar 4 orat kovetden is (18/A és B abra).
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18. abra: A HE4 és az IL-6 protein szintek meghatarozasa TNF-a, aktivalt F508del-CFTR CFBE
410 sejtek felilluszojaban. Az mRNS kvantalassal parhuzamosan, a fehérje koncentraciokat is
meghataroztuk ezen CFBE 410" sejtkultarakban TNF-a (100 ng/mL) stimulaciot kvetden 4-168 orat
kovetden szemben a nem kezelt, kindulasi allapottal. A HE4 fehérje csak 24 6ra utan nétt szignifikansan,
mig az IL-6 végig indukalodott. Az eredmények atlag = SEM formaban vannak abrazolva, n = 3-4
minta/kondicio. Az 6sszehasonlitaisok ANOVA-val, illetve Bonferroni post-hoc teszttel késziiltek. ™ P
< 0,0001 vs. kontroll mintak (PBS).
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5.3.5. A CFTR modulatorok hatassal vannak az NF-xB jelatviteli utvonal aktivitasara a
F508del-CFTR-t expresszalo CFBE 410" sejtekben

Az NF-kB jelatviteli utvonal CFTR diszfunkcié kapcsolatardl kordbban mar jelentek
meg adatok [16]. Jelen kisérleteinkben mi is vizsgaltuk, hogy az abnormalis CFTR miikodés
altal kivaltott fokozott pro-inflammatorikus aktivitas és az emelkedett HE4 expresszio kozott
van-e direkt osszefliggés. Ennek érdekében két kisérleti megkozelitést alkalmaztunk. ElGszor,
vizsgalataval immunfluoreszcens mikroszkoppal. Ez a protein (masik nevén RelA, MIM:
164014) az NF-xB transzkripciés faktor csalad 5 tagjanak az egyike, és az NF-kB utvonal
aktivaciojanak markereként hasznalatos. A p65 nuklearis transzlokaci6 mértékét
osszehasonlitottuk a TNF-a-val kezelt, illetve nem kezelt F508del-CFTR-t, valamint a wt-
CFTR-t expresszalo CFBE 410 sejtekben (19/A és B abra). A F508del-CFTR-t expresszalo
CFBE 410" sejtek magjaban alaphelyzetben is szignifikansan magasabb p65 pozitivitast
talaltunk a normalis sejtekhez képest (P < 0,01). A TNF-o hatasara mindkét sejttipusban
magasabb nuklearis p65 pozitivitas latszott (P < 0,05; P < 0,0001), tovabba a p65 transzlokacio
tekintetében a normal és CF-es sejtek kozotti kiillonbség még szembetlinGbb volt a kezelést
kovetéen (P < 0,0001). Ezek az eredmények arra utalnak, hogy a koéros CFTR miikédéssel biro
CFBE sejtekben alaphelyzetben és gyulladasos stimulus hatasara is magasabb a gyulladasos
aktivitas szintje az egészséges CFBE sejtekhez képest (19/A és B abra).
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19. abra: A nuklearis/citosz6l p65 pozitivitasi arany vizsgalata immunfluoreszcens jeloléssel az
NF-kB utvonal aktivaciéjanak detektalasaért nem stimulalt és TNF-o kezelt F508del-CFTR-t
vagy Wt-CFTR-t expresszalé CFBE 410— sejtekben. A bazalis p65 transzlokacio a CFTR funkcio
vonatkozasaban keriilt megvizsgalva, amikor normal és F508del-CFTR pozitiv CFBE 4 10— sejteket 100
ng/ml TNF-a-val vagy PBS kezeltiink 4 6raig. Z61d szin: p65 jel6lés; kék: sejtmag. Méretarany: 20 pm
(A). Az NF-«B jelolodés analizise a mag/citoplazma fluoreszcens intenzitas alapjan tortént (B). Az
adatok atlag + SEM formaban vannak bemutatva (n = 67 sejt/kisérlet). *P < 0,05, **P < 0,01 és ****P
< 0,0001.

Maésodszor, in vitro vizsgaltuk a CFTR modulatoroknak a bazalis és indukalt NF-kB
utvonal aktivitdsra gyakorolt hatidsat ugyanezen CFBE sejtkultirakban. Ennek érdekében

LUM/IVA vagy TEZ/IVA hozzaadasa utan vizualizaltuk a p65 nuklearis transzlokacidjat,

crer
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IL-6 protein méréssel egyiitt CFTR modulatorok jelenlétében nem stimulalt, illetve TNF-a kezelt
F508del-CFTR CFBE 410~ sejtekben. A sejtek LUM/IVA vagy TEZ/IVA vagy DMSO kezelést
kaptak 24 oraig. A CFBE sejteket azutan 100 ng/mL TNF-a-val vagy PBS-sel stimulaltuk 4 oraig. A
reprezentativ mikroszkopos képeken (A) a z6ld szin: p65 jelolést; a kék szin: sejtmag festést jelenti. A
méretarany: 20 pm (A). Az NF-kB jel610dés analizise a mag/citoplazma fluoreszcens intenzitas alapjan
tortént (B). A csokkent IL-6 fehérjeszint a nem kezelt és TNF-a stimulalt CFBE 410~ sejtekben jelezték
az NF-«B utvonal aktivalodasanak mérséklédését a CFTR modulatorok altal 24 6ra utan (C). Az adatok
atlag + SEM formaban vannak bemutatva. n = 4-5 sejt/kisérlet. *P < 0,05, **P < 0,01 és ****P <(0,0001
vs. kontroll sejtekkel (DMSO); #P < 0,01 és ##P < 0,001 vs. CFBE sejtek TNF-a-val and DMSO-val
egyltt.

A CFTR modulatorok 1ényegesen csokkentették a p65 pozitivitast (P < 0,05) nemcsak
a nem stimulalt F508del-CFTR pozitiv CFBE sejtekben, de TNF-a kezelést kdvetden is
szignifikans csokkenés kovetkezett be (P < 0,001) a kontroll mintakhoz képest (DMSO) (20/A
és B abra). Ezzel parhuzamosan a korrigalt CFTR funkcié mellett a F508del-CFTR CFBE
sejttenyészetek feliiluszojaban mért csokkent IL-6 protein szintek szintén igazoltak az

alkalmazott CFTR modulatorok gyulladascsokkenté hatasat mind a bazalis, mind pedig a TNF-
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o indukalt IL-6 expresszid csokkentése révén (20/C abra). Eredményeink bizonyitékot adnak
arra, hogy az NF-kB ttvonal CFTR diszfunkcié kovetkeztében kialakult fokozott aktivacioja
eredményesen csokkentheté lumacaftor+ivacaftor vagy tezacaftor+ivacaftor gyogyszeres

beavatkozassal a CFBE sejtkultarakban.

5.3.6. A CFBE 410 sejtkultarak feliiliszéjaban mért HE4 koncentraciét nemcsak az

aktivalodott NF-xB utvonal, hanem a CFTR diszfunkci6 is modulalja

Végiil azt a kérdést vizsgaltuk meg, hogy a TNF-a altal indukalt HE4 expresszio
csokkenthetd-e CFTR modulatorok alkalmazasaval a F508del-CFTR-t expresszalo CFBE 410
sejtekben (21. abra). A LUM/IVA vagy TEZ/IVA hozzaadasa a sejtekhez csokkent HE4
szinteket eredményezett (P <0,001) a TNF-a altal aktivalt CFBE sejtek feliiluszojaban a
kontrollhoz (TNF-a-t és DMSO) képest. Tovabba, a FSK/IBMX alkalmazasa dnmagaban a
HE4 szintet mérsékelte, és szignifikans csokkenést eredményezett a TNF-a jelenlétében
(P <0,05), mig a LUM/IVA vagy TEZ/IVA kombinalt alkalmazasa a FSK/IBMX-szel egyiitt
még nagyobb mértékben csokkentette a HE4 koncentraciot (P < 0,01; P < 0,001). A TNF-a-val
nem stimulalt mintdkhoz hasonléan a TEZ/IVA a HE4 szint nagyobb mértékii novekedését
eredményezte a LUM/IVA kombinaciohoz képest a CFTR aktivator jelenlétében és hianyaban
egyarant (P < 0,05) (21/A abra). Amennyiben a TNF-a altal aktivalt vad tipusu CFBE sejteket
kezeltiik a FSK/IBMX-szel vagy a CFTR modulatorokkal, hasonldéan csokkent HE4 szinteket
talaltunk (P <0,01) a kontroll mintdkhoz (TNF-a. és DMSO) képest (21/B abra). gy az
eredmények bizonyitékul szolgalnak arra, hogy a korrigalt CFTR funkcionak egyfajta protektiv

szerepe van a HE4 expresszié TNF-a indukalta fokozodasaval szemben a CFBE sejtekben.
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21. abra: A HE4 szint meghatarozas TNF-a aktivalt FS08del-CFTR-t vagy wt-CFTR-t expresszalo
CFBE 410™ sejtekben CFTR modulacié mellett. A TNF-a aktivalt F508del-CFTR CFBE 41o0—
sejteket LUM/IVA, TEZ/IVA, FSK/IBMX vagy ezek kombinacidjaval kezeltiik 24 6raig. A TNF-a nem
emelte a HE4 expressziot a korrigalt CFTR mikodés mellett (A). A CFTR miikodést javito CFTR
modulatorok csokkentették a HE4-t a TNF-a-stimulalt vad tipusi CFTR-t expresszalo CFBE 41o—
sejtekben is, de kisebb mértékben, mint az aktivalt F508del-CFTR CFBE sejtekben (B). Az eredmények
atlag + SEM formaban vannak kifejezve, n = 5-6 minta/kisérlet. *P < 0,05, **P < 0,01, ***P < 0,001
és ****pP < (0,0001 szemben a kontroll mintikkal (TNF-a. and DMSO); #P < 0,01 és #*P < 0,001

szemben a kontroll mintakhoz (PBS).

Tekintettel arra, hogy az abnormalis CFTR funkcié jelenlétében konzekvensen
magasabb HE4 expressziot talaltunk a F508del-CFTR CFBE sejtekben szemben a normal
sejtekkel, kivancsiak voltunk arra, hogy vajon a CF-re jellemz6 fokozott HE4 expresszio a
karosodott CFTR funkci6é altal fenntartott és triggerelt NF-kB utvonal direkt hatasanak
tulajdonithato-e (22. abra). A kérdés tisztazasa érdekében a F508del-CFTR-t expresszalé CFBE
410 sejteket specifikus NF-xB utvonal inhibitorral (BAY 11-7082) kezeltik CFTR
modulatorok és TNF-a jelenlétében vagy hianyaban, majd mértiik a feliillisz6 HE4 és 1L-6
szignifikansan csokkentette a kiindulasi (gyulladasos stimulus nélkiili) HE4 (P < 0,05) és IL-6
(P <0,01) koncentraciokat (P < 0,05) 24 6ra utan, miga BAY 11-7082 gatloszer és a LUM/IVA
vagy TEZ/IVA egyiittes addasa mindkét fehérje szintjének sokkal nagyobb mértéki
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csokkenésével jart egyiitt (P < 0,001; P < 0,0001). Az NF-«B ttvonal specifikus gatlasa a TNF-
o altal indukalt HE4 expresszid fokozodast is nagy mértékben redukalta (P <0,05). A
gyulladasos induktor TNF-o alkalmazasa mellett a HE4 €s 1L-6 szintek tovabbi csokkenését
tapasztaltuk az NF-xB utvonal gatlo és a CFTR modulatorok egyiittes hozzaadasat kovetéen a

TNF-a-t ¢és DMSO-t tartalmazé kontroll mintakhoz képest (P < 0,001) (22/A és B. abra).
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22. abra: HE4 and IL-6 koncentracio mérés nem aktivalt és TNF-a stimulalt F508del-CFTR
CFBE 410 sejtek feliilliuszéjaban NF-kB utvonal inhibitor és CFTR modulatorok jelenlétében.
BAY 11-7082-t (5 uM) hasznaltuk az NF-kB-medialta gyulladasos szignalutvonal blokkolasara, hogy
megvizsgaljuk a kiindulasi és a TNF-a indukalta HE4 expressziot F508del-CFTR pozitiv CFBE 410~
sejtkultarakban 24 6ras LUM/IVA vagy TEZ/IVA vagy DMSO (kontroll) kezelés utain. A TNF-a-
triggerelt HE4 (A) és IL-6 (B) expresszio fokozodast a BAY 11-7082 kezelés csokkentette, és még
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kifejezettebb csokkenés volt detektalhato a HE4 és IL-6 szintekben az NF-kB inhibitor és a CFTR
modulatorok egyiittes hasznalatakor szemben a TNF-a-val és DMSO-val kezelt kontroll sejtekkel. A
wt-CFTR CFBE 410 sejtekben a CFTRinn172 (20 pM) inhibitor nem tudta emelni a HE4 szintet az NF-
kB inhibitor hasznalata mellett, ami a CFTR miko6déssel osszefiiggé NF-kB szignalatvonal szerepét
bizonyitja (C). Az IL-6 koncentracidoban talalt valtozasok hasonld trendet mutattak, mely a CFTR
funkcio és a pro-inflammatérikus koriilmények szoros kapcsolatat erdsitik CF-ben (D). Az adatok atlag
+ SEM formaban vannak abrdzolva, n = 5-6 minta/kondicié. *P < 0,05, **P < 0,01, ***P < 0,001 és
****P < 0,0001 vs. kontroll mintak DMSO-val; #P < 0,05 és #*P < 0,001 vs. kontroll mintdk TNF-o-

val és DMSO-val kezelve.

Amikor a vad tipustt CFBE sejtekben CFTRinn172 hozzéadasaval gatoltuk a CFTR-t az
NF-xB-t gatlo6 BAY 11-7082 jelenlétében vagy hidnyaban, azt lattuk, hogy a CFTR gatlasa nem
eredményezett magasabb HE4 koncentraciokat az NF-xB gatloszer jelenlétében (P < 0,05)
(22/C abra). Az IL-6 szintek hasonl6 kisérleti koriilmények kozott megfigyelt valtozasai a HE4
koncentraciok alakulasahoz hasonld mintazatot kovettek, ami a CFTR diszfunkcio és a CF-re
jellemz6 altalanosan fokozott pro-inflammatérikus allapot kozotti szoros Osszefiiggésre vetit
fényt (22/D 4bra). Osszefoglalasként megéllapithato, hogy a CFBE sejtkultirak feliiliszo
mintaiban mért HE4 koncentraciok valtozdsa nemcsak az NF-xB ttvonal kozvetitette
gyulladasos jelatvitel szabalyozasanak a kovetkezménye, de a CFTR funkcio kozvetlen

befolyasol6 hatasanak is kdszonhetd.
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6. Megbeszélés

A CF klasszikus formaja akar tobb szervet is érint6 orokletes megbetegedés, amely
jelentdsen lerdviditi a betegek varhato élettartamat. Az életkilatasokat leginkabb a CF-es léguti
manifesztaciok sulyossaga hatirozza meg, ezért a tiidébetegség miel6bbi észlelése, valamint
lefolyasanak és stlyossaganak hatékony kovetése alapvetd szempont a betegek gondozasaban.
A CF diagnodzisanak alapja a csaladi anamnézis, az ujsziilottkori szlirés pozitiv eredménye vagy
a klinikus altal felvetett gyant, valamint az emelkedett verejtékklorid teszteredmény és két
transz helyzetben 1év6 patogén CFTR mutacié azonositasa [19]. Ugyanakkor az ujsziilottkori
szliréprogram révén — amit hazankban ez évben vezettek be - olyan esetekkel is szamolni kell,
amikor a CF diagnozisa nem egyértelmt, mert intermedier verejtékklorid érték, vagy
heterozigota CFTR genotipus, esetleg ritka varians keriil detektalasra, ami még ismeretlen
klinikai relevanciaval jar egyiitt. Ezekben az esetekben a diagnodzist kiegészit6 CFTR
funkcionalis vizsgalatok (NPD, ICM) ugyan segithetnek, de ezek a moddszerek bonyolult
kivitelezhetségiik miatt még nem terjedtek el széles korben a mindennapi gyakorlatban [19].
Mindezek miatt a CF-es és nem CF-es betegpopulaciét megbizhato moddon kell
megkiilonboztetni egymastol, amiben a konnyen lemérheté laboratoériumi biomarkerek nagy
segitséget nyujthatnak. A tobbnyire szliréssel diagnosztizalt tiinetmentes, vagy csak enyhe
tiineteket mutatd CF-es gyermekek esetén a tlidobetegség monitorizaldsara a klinikai
gyakorlatban hasznalt standard vizsgalati lehetségek, igy a spirometria, mellkasrontgen, stb.
korlatozott értékiiek vagy korlatozott az elérhetdségiik (pl. a tiid6 funkcionalis MR vizsgalata

és a ,,multiple breath washout™) [25].

A CF-es tiid6betegség pathomechanizmusanak alapja a neutrophil granulocytak altal
medialt, és altalaban valamilyen bakterialis infekcio altal provokalt 1éguti gyulladas [13], mely
alapjan kézenfekvonek tiinik a gyulladdsos biomarkerek meghatarozasa kiilonbozo
testvaladékokbdl a betegség aktivitasanak kovetése céljabol. A BAL mintabol meghatarozott
gyulladasos biomarkerek kozott vannak erds prognosztikai vagy prediktiv értékkel bird
mediatorok, pl. neutrophil elasztaz [69], azonban a mintavétel invazivitasa miatt a klinikumban
ez a lehet6ség csak korlatozottan all rendelkezésre. A kopet vizsgalatanak legfébb limitacidja
az, hogy kisgyermekekben egyiittmiikodés hidnyadban nem nyerhetd alsé 1éguti kdpetminta.
Raadasul a véralapu vizsgalatokhoz képest kevésbé reprodukalhatd eredmények varhatok,
hiszen a kopet kiillonb6z6 mértékben érintett tiidérégiokbol szarmazhat. A CF-es betegek
kopetében -részben- ezért tapasztalhato a citokinek szintjének nagy intra- és interindividualis

variabilitasa [42]. Ezzel szemben szamos vérmintabol meghatarozott potencialis biomarker
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segitheti CF-ben a betegség kovetését, de ezek koziil csak kevés kerlilt bevezetésre a
mindennapi gyakorlatba. A szérum IL-1, MPO, CRP [91], a plazma IL-8 [93] ugyan el6re
jelzi az akut pulmonalis exacerbaciot, de csak rovid tavon. A leggyakrabban hasznalt CRP

ugyanakkor nem mutatott szignifikans dsszefiiggést a betegség stlyossagi indexével [104].

A HE4 rutinszeri mérése elsoként epithelialis petefészekrakban keriilt bevezetésre
tumor markerként [114, 127]. Azota szamos kozlemény bizonyitotta, hogy a CA 125-hoz képest
nagyobb diagnosztikus értékkel bir a tumorok ezen formdjaban, rdaddsul egyéb tumorokban is
emelkedik a szintje [128]. Emelkedett HE4 szintek viszont nemcsak malignitasokban, hanem
egyéb nem daganatos betegségekben is kimutathatok, igy példaul kronikus veseelégtelenségben
[129], vagy tiidGtuberculosisban is, bar utobbiban csak enyhe mértékben [130]. A CF és a HE4
kapcsolatara egy olyan korabbi tanulmany utalt, melyben a HE4 immunhisztokémiai festésével
emelkedett HE4 expressziot taldltak CF-es betegekbdl szarmazd tiidobiopszids mintdkban
[111]. Azt viszont korabban nem vizsgaltak, hogy a léguti epithelsejtekben fokozott HE4
expresszio vezet-e emelkedett szérum szinthez CF-es betegekben. Ha igen, akkor vajon az
abnormalis HE4 alkalmas biomarker-e a CF-es klinikai allapot felmérésében, tovabba a
gyogyszeres terapia hatékonysdganak monitorozdsaban. Ezen kivil a HE4 koros
termel6désének mechanizmusa a CF-es bronchoepithelialis sejtekben korabban nem volt
ismert. Mindezek alapjan célul tiiztiik ki, hogy részleteiben megvizsgaljuk a HE4 fehérje
szerepét a fenti kérdésekben, hogy ily modon akar egy potencialis szérum biomarkert
azonositsunk ebben a korképben. Napjainkban a CF-es tiidobetegség laboratoriumi
paraméterekkel torténd rendszeres vizsgéalata nem kelléen megoldott, kiilondsen a rendkiviil
draga CFTR-specifikus kezelés kdvetése teriiletén, ezért nagy népegészségiigyi jelentésége van

1j modszerek kidolgozasanak, mely segitséget jelenthet a klinikusok szamara.

Vizsgalataink soran azt allapitottuk meg, hogy mind a gyermek, mind a felnétt CF-es
betegek szérum mintaiban szignifikdnsan magasabb HE4 koncentracié mérhetd az egészséges
személyek, illetve a nem CF-es tiidobetegek mintaihoz képest. Esetenként a nem CF-es
tiidbeteg kohorszban is relative magas HE4 értéket mértiink, kiilondsen bronchiectasia esetén,
de a HE4 median értéke és a legtobb individualis eredmény sokkal alacsonyabb volt a CF-es
populacio értékeihez viszonyitva (6/A abra). A nem CF-es betegek kdrében nem volt kiilonbség
a HE4 koncentracidban az egyes tiidobetegség tipusok kozott. Tekintettel arra, hogy a nem CF-
es gyermekek csoportjaba valamelyest fiatalabb betegek keriiltek bevalogatasra szemben a CF-
es gyermek csoporttal, ezért kiilon elvégeztiink egy statisztikai analizist a CF-es gyermekek és
korban illesztett nem CF-es gyermekek alcsoportjaval (7,5 [5,0-14,8] év; n=49). Szignifikansan
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alacsonyabb HE4 szinteket kaptunk igy is a kontroll csoportban (56,7 [46,4-71,6] pmol/L;
P <0,0001) a CF-es gyermekekhez képest. Tovabba, 12 CF-es gyermek egyik egészséges,
CFTR genotipusra heterozigoéta sziil6jétdl nyert szérum mintaban a normal kontroll csoporthoz
hasonl6 HE4 eredményeket detektaltunk. A szérum eredményekhez hasonléan a CF-es
gyermek betegektdl szarmazo kopetmintakban is magasabb HE4 koncentraciokat mértiink a
nem CF-es tiidébetegek és a kontrollok mintaihoz hasonlitva (6. tablazat). Ezek az adatok
szintén megerdsitik, hogy a fokozott HE4 termel6dés CF-ben a tiid6bdl szarmazhat. A feln6tt
CF-es vizsgalati populacioban hasonléan magas HE4 koncentraciokat kaptunk, mint a CF-es
gyermek betegekben. Bar az életkornak altalaban hatasa van a HE4 értékek alakulasara [128,
131], a bevont CF-es beteg esetében az életkornak nem volt befolyasolo hatasa a HE4 szintekre
(6/B abra), szemben a verejtékklorid koncentracioval, mely egy korabbi tanulmany alapjan az
¢letkorral novekvo tendenciat mutatott [132]. A szérum HE4 prognosztikai szerepére utal CF-
ben, hogy szorosan korrelal a tiidobetegség sulyossagaval, a bakterialis kolonizacio jelenlétével

¢s a pancreas elégtelenséggel (7 és 8. abra).

Az altalunk vizsgalt CF-es betegekben a CRP tobbnyire mérsékelten volt emelkedett a
referencia tartomanyhoz képest, 6k is dontéen stlyos tiineteket mutattak. A felnétt betegek
mindegyike bakterialisan kolonizalt volt, legtobbjiik P. aeruginosa vagy Burkholderia cepacia
complex pozitiv, ezért naluk eleve magasabb CRP szintek voltak varhatok még a tiidébetegség
egyensilyi allapotaban is [119]. Osszehasonlitottuk a HE4 és a CRP diagnosztikai
karakterisztikajat. Bar a HE4 nagyobb variabilitast mutatott, pozitiv szignifikans 0sszefiiggést
talaltunk a HE4 és a CRP szintek k6zott mind a gyermek, mind a feln6tt vizsgalati csoportban
egyarant (7/B abra). Ugyanakkor a HE4-nek nagyobb diagnosztikai hatékonysaga volt CF-ben
az ROC-AUC értéke alapjan a CRP-vel szemben. Erdekes modon, a nem CF-es tiidébetegek
csoportjaban ez a HE4/CRP 6sszefliggés nem volt kimutathatd. Kovetkezésképpen a szérum
HE4-re mint lehetséges CF biomarkerre tekinthetiink, mely hatékonyan jelzi a 1égati gyulladas
fokozodasat és ezaltal a légzésfunkcié romlasat. A HE4 diagnosztikai erejét ROC-AUC
analizissel tovabb vizsgaltuk. A HE4-nek a CF-es és normal kontrollok megkiilonboztetésére
igen magas, 0,993-as AUC értéket kaptunk (95% CI, 0,986-0,999) 49,3 pmol/L-es ’cut-off’
érték mellett. A szenzitivitas, specificitas, a PPV és NPV értékei is jelentdsek voltak. Amikor
az AUC-t a CF-es és nem CF-es tiid6beteg csoportok elkiilonitésére szamoltuk Ki, kissé
alacsonyabb értéket kaptunk (0,778 [95% CI, 0,716-0,841). A ,,gold standard” verejtékklorid
teszt a HE4-hez képest a PPV-ben erésebb (77,1%), de a NPV-ben gyengébb (54,8%) volt 39
mmol/L-es ’cut-off’ érték mellett [133]. A szérum HE4 a CF-es betegekben jol korrelalt a
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verejtékklorid eredményekkel, raadasul a szérum HE4 akkor is korosan emelkedett volt, amikor

a verejték teszt intermedier tartomanyba es6 (30-60 mmol/L) eredményt adott.

A CF-ben megndétt szérum HE4 koncentracio eredetét és mechanizmusat korabban nem
vizsgaltak. Néhany CF-es betegbdl bronchoscoppal nyert horgényalkahartya biopszias
mintaban kvantaltuk a HE4-specifikus mRNS szintet, mely szignifikdnsan emelkedett volt a
nem CF-es bronchitises kontroll mintakhoz képest (10. abra). Ez az eredmény azt sugallta
nekiink, hogy az emelkedett szérum HE4 szintek a CF-es légutakban zajlé fokozott
termel6désének koszonhetd. Eredményeinket alatamasztotta Clarke és munkatarsainak egyik
korabbi munkaja, amiben a WFDC2 gént a fokozott expressziot mutatd gének kozott igazoltak
a CF-es orrnyalkahartya mintakban [134]. Szamos kdzlemény vizsgalta az el6zéekben a gének
gyulladas indukalta expresszio valtozasat CF-ben [135-137]. A fokozott expressziot mutatd
gének enyhe CF-ben inkabb a lipid metabolizmus, a G-proteinhez kapcsolt receptor expresszio,
oxidoreduktaz folyamatokban és az ubiquitin ciklushban vettek részt [136]. Erdekes modon
maga a p.Phe508del-CFTR mutacio csak minimalis hatast gyakorolt a génexpresszios profilra
a CF-es léguti epithelialis sejtkultirakban a nem CF-es sejtekhez képest [137]. A HE4
transzkripcids szabalyozasa szintén nem kell6en ismert. A HE4-nek mint tumormarkernek a
koros termelddése Osszefiigghet azzal, hogy a bronchoepithelsejtek CF-ben kevésbé
differencialt allapotban vannak a nem CF-es koriilményekhez képest [138]. Génexpresszios
profilok metaanalizise alapjan a CF-es nazalis epithelsejtek profilja jelentos atfedést mutatott a
nem differencialt epithélium fenotipus génjeivel [139]. Pulmonalis epithelialis sejtekben
ugyanakkor korabban kimutattak, hogy a WFDC-fehérjecsaladba tartozé Elafin
termelddésének citokin medialta indukciojat egy NF-xB kotOhely szabalyozza a gén proximalis
egy NF-kB kotohelyet [141]. Igy feltételezhetd, hogy a HE4 transzkripcidja az NF-kB titvonal
befolyasa alatt all, de a kérdés tovabbi tisztazasa céljabol tovabbi molekularis bioldgiai, pl.

ChIP-seq alapu expresszios vizsgalatokra lesz sziikség.

Sok kérdés var még annak megvalaszolasra is, hogy a CFTR funkcio korrekcioja a
karosodott velesziiletett immunitas és/vagy az epithelsejt aktivacié modulalasaval befolyasolja-
e érdemben a 1éguti gyulladasos valaszt CF-ben [48]. A legutdbbi in vitro vizsgalatok csokkent
IL-18 és IL-18 szintet igazoltak a LPS altal indukalt monocytakban LUM/IVA, illetve
TEZ/IVA kezelést kovetéen [88], tovabba az IVA, vagy a LUM/IVA terapia jelentdsen

csokkentette a bakterialis fertézés (P. aeruginosa) indukalta pro-inflammatorikus citokinek
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termel6dését a macrophag funkcio javitasaval [142], végiil alacsonyabb CXCL8 expressziot és
P38 MAPK foszforilaciot detektaltak a CFBE sejtekben Orkambi® kezelést kovetden [143]. A
CFTR korrektorok és potenciatorok gyulladascsokkentd képességérél - amit a CFTR funkcid
javitasan és a csokkent verejtékklorid szinten keresztiil képesek kifejteni [144, 48] - csak
klinikai vizsgalatokbol szarmazd kozvetett bizonyitékok allnak jelenleg rendelkezésre.
Raadasul ezek a gyogyszerek sem mindig voltak klinikailag hatékonyak a kronikus bronchialis
gyulladas csokkentésében a kopetben vizsgalt biomarkerek alapjan [27], és gyulladascsokkentd
hatasuk pedig fokozatosan csokkenhet a kezelés megkezdése utan 36 oraval [88]. Ezért lenne

fontos eme fontos hatasnak in vitro vizsgalatokkal torténd alatamasztasa [145].

A kisérletes munkank célja ezért annak vizsgalata is volt, hogy a CF-ben potencialis
biomarkerként alkalmazhat6 HE4 fokozott expresszidja befolyasolhato-e a CFTR funkcio
javitasaval. Ennek érdekében a F508del-CFTR-t expresszalo CFBE 410 sejtkultarakban
analizaltuk a kiindulasi és a TNF-a altal indukalt HE4 szinteket a CFTR funkci6 és az NF-xB
utvonal aktivalodasanak farmakologiai befolyasolasa mellett, és az eredményeket a vad tipust
CFTR-t expresszald kontroll sejteken végzett vizsgalatok eredményeihez hasonlitottuk.
Kiemelendd, hogy F508del-CFTR CFBE sejtek feliiliszojaban kb. 1,5-szer nagyobb HE4
koncentraciot talaltunk a normal sejtekhez képest (14/A abra). A LUM/IVA, illetve a TEZ/IVA
kezelés egyarant csokkentette a HE4 szinteket a F508del-CFTR pozitiv sejtekben a kontroll
mintadkhoz képest. Az altalunk alkalmazott CFTR modulatorok hatdsossagat egyrészt a CFTR
funkcid korrekcidjanak vonatkozasaban korabban in vitro vizsgalatok mar igazoltak CF-es
epithelsejt kultarakban [123, 124]. Masrészt sajat vizsgalatunkban ,.teljes sejt” patch-clamp
technikaval mi is igazoltuk a CFTR funkci6 helyreallitasat a CFTR modulatorok alkalmazasat
kovetden egy korabbi publikaciohoz hasonloan [125]. Bar esetiinkben a CFTR aktivitas csak
részleges korrekcidja kovetkezett be, de mértéke jelentdsnek volt mondhaté mindkét
alkalmazott gyogyszerkombinacio mellett tekintettel arra, hogy Boinot ¢s munkatarsai szerint
az ionaram erdsség 4pA/pF feletti értéke esetén mar korrigalt CFTR aktivitasrol beszélhetiink
[125]. A két alkalmazott CFTR modulator kombinacio koziil a TEZ/IVA nagyobb mértékben
korrigalta a klorid aramot és csokkentette a HE4 expressziot a LUM/IVA-hoz képest. Ezt
kovetéen a CFTR-t a vad tipusu sejtekben CFTRinn172 alkalmazasaval gatoltuk, melynek
eredményeképpen emelkedett HE4 szinteket mértiink. Ezzel ellentétben, a CFTR aktivator
FSK/IBMX kezelés csokkentette a HE4 koncentraciokat ugyanezen sejttipusban. Emellett, a
FSK/IBMX kezelés a F508del-CFTR pozitiv CFBE sejtekben is szignifikansan csokkent HE4

expressziot valtott ki, bar a csokkenés mértéke alatta maradt a vad tipust sejtekben tapasztalt
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csOkkenéshez képest. Végezetiil abban az esetben, ha a FSK/IBMX-t a CFTR modulatorokkal
egyiitt alkalmaztuk a F508del-CFTR-t expresszalo CFBE sejtekben, a HE4 koncentracid tovabb
csokkent, kiilonosen a TEZ/IVA esetén. A HE4 szintek valtozdsa megfelelt az adott
koriilmények kozott bekovetkez6 kloridaram valtozasnak. Eredményeink alapjan a CF-es 1éguti
epithelsejtekben a karosodott CFTR funkcido noveli a HE4 expressziot, amely hatasosan
csokkenthet az ioncsatorna funkciot helyreallito CFTR modulatorokkal Az eredményeink
parhuzamba allithatok azzal a korabbi tanulménnyal, amelyben a CFTRinn172 addsat kdvetéen
emelkedett NF-kB aktivitast és magasabb IL-8 szintet talaltak, mig a FSK/IBMX hatasara

csokkend NF-«B aktivitast mutattak ki az epithelialis sejtkultaraban [16].

A HE4 expresszio ¢és a gyulladdsos sejtaktivacid lehetséges kapcsolatdnak feltarasa
céljabol a kovetkezékben azt vizsgaltuk, hogy az eleve emelkedett HE4 expresszid szintje
tovabb fokozodik-e a F508del-CFTR-t expresszald CFBE 410 sejttenyészetben gyulladasos
stimulus hatasara. Ennek érdekében TNF-a citokinnel kezeltiik a sejteket rovid- és hosszutavon
(1 oratol 1 hétig terjedd iddtartamig). A HE4 mRNS szint mar 1 orés sejtaktivaciot kovetden
emelkedett, és 4 6raig magas maradt, de 24 6ra mulva visszatért a kiindulési szintre. Az ennél
hosszabb TNF-o stimulaciot kovetéen a HE4 expresszié még nagyobb mértékti fokozodasa
kovetkezett be. A TNF-o a HE4 fokozott expressziojaval parhuzamosan kivaltotta a vart
pro-inflammatérikus hatast a CFBE sejtekben, amit az IL6, IL8 és IL1B mRNS szinteken
keresztiil kdvettiink RT-qPCR modszerrel (17. abra). Az IL6 és IL8 esetén a mRNS szintek
idébeli valtozasanak mintazata hasonld volt a HE4 expresszido valtozasanak idébeli
alakulasahoz, mig a magas IL1B expresszi6 kevésbé valtozott a kiillonbozd idépontokban.
Adataink arra utaltak, hogy a CF-es bronchoepithelsejtekben a gyulladasos citokinek
emelkedett szintjével parhuzamosan a HE4 bazalis expresszioja is megndvekedett, tehat tovabb
fokozodhat gyulladasos koriilmények kozott. Ennek eredményeképpen amikor a HE4 és a
gyulladasos citokinek termelddését fehérjeszinten is vizsgaltuk, a HE4 protein szintet 24 6ras
sejtaktivaciot kovetden talaltuk szignifikdnsan emelkedettnek, ami fokozatosan tovabb
emelkedett 1 héten keresztiil. Ezzel szemben az IL-6 fehérje koncentracidja az Gsszes vizsgalt
id6épontban szignifikdnsan emelkedett volt (18. abra). Az eredményeink 6sszhangban vannak
masok vizsgalataval, melyben hasonlé HE4 expresszio idébeli valtozast mutattak ki az NF-xB
jelatvitellel asszocialt TLR2-medialta Gitvonalon keresztiil tumorsejtekben [146]. Az ugyancsak
a WFDC fehérjecsaladba tartozd SLPI és az Elafin termelddése hasonldéan indukalhato volt

TNF-a-val human alveolaris epithelsejtekben [147].
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Annak érdekében, hogy az NF-kB jelatvitel fokozott miikodése és az emelkedett HE4
expresszio kozotti Osszefiiggést vizsgaljuk a CFBE sejtekben, az NF-xB aktivitast jelzé p65
CFTR-t expresszalo CFBE 410" sejtekben TNF-a kezeléssel vagy anélkiil (19. abra). A CF-re
jellemz6é fokozott pro-inflammatérikus aktivitasnak megfeleléen a F508del-CFTR pozitiv
CFBE sejtekben szignifikdnsan magasabb bazalis p65 nuklearis pozitivitast detektaltunk a vad
tipusu sejtekhez képest TNF-o stimulus nélkiil is. Az eredmény Osszhangban van korabban
szabalyozta a TNF-a stimulécio altal kivaltott jelatvitelt és igy gatolta az NF-kB jelatviteli
kaszkad lefolyasat, mig a F508del-CFTR-t expresszald sejtekben ez a gatld hatds nem jutott
vonatkozdsadban még szembe tindbb volt a kiilonbség a két CFBE sejtkultura kozott.
Eredményeink igy megerdsitik az alaphelyzetben is fokozott, illetve a gyulladas indukalta HE4
expresszio és az NF-kB aktivitas szintjei kozotti 6sszefiiggést in vitro koriilmények kozott. Ezt
kovetéen kivancsiak voltunk arra, hogy a LUM/IVA vagy a TEZ/IVA kezelés képes-e
csokkenteni az alap és a TNF-a aktivalt NF-kB jelatvitelt, amely folyamat végsdsoron felelds
lenne a feliiluszoban mért csokkent HE4 plazmaszintekért a CFTR-specifikus terapia alatt.
Eredményeink azt mutattak, hogy a CFTR modulatorok nemcsak az aktivalatlan F508del-
CFTR-t expresszalo CFBE sejtekben, de a TNF-a-val stimulalt sejtekben is szignifikansan
csokkentették a p65 nuklearis pozitivitasat. Ezen korrigalt CFTR funkcidval bird6 CFBE sejtek
feliiliszdjaban csokkent IL-6 szintet mértiink, ami arra utal, hogy a CFTR modulédtoroknak a
HE4 expresszidra gyakorolt gatlo hatds mellett tovabbi gyulladdscsokkentd tulajdonsaguk is
van, mint amire mas szerzok is a kozelmultban ravilagitottak [48, 148, 147]. Az eredmények
arra utalnak, hogy a CF-es l1éguti epithelsejtek gyulladasos allapota direkt modon csokkenthetd
CFTR modulatorokkal. Megfigyeléseinket és kovetkeztetéseinket tobb mas publikalt adat is

tdmogatja:

e A LUM/IVA vagy TEZ/IVA kezelésben részesiilt CF-es betegek periférias
vérmintajabol izolalt polimorphonuklearis sejtjeiben (PBMC) csokkent inflammoszoéma
(NLRP3) aktivaciot irtak le a caspase-1 aktivitas csokkenésének kovetkeztében 3
honapos kezelést kovetden [88].

e Az Orkambi® (LUM/IVA) kezelés helyreallitotta a CFTR-dependens kloridaramot
[148], tovabba csokkentette az IL-18 és a TNF-a expressziot a PBMC-kben [88] és
javitotta a sériilt 1éguti epithélium gyogyulasat [149].
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e A Symdeko® (TEZ/IVA) terapia csdkkentette a szérum IL-1B szintet CF-es betegekben
[88].

Erdekes modon léteznek olyan irodalmi adatok is, amelyek ellentmondanak a
LUM/IVA vagy TEZ/IVA kezelt F508del-CFTR-t expresszalo CFBE 4lo  sejtek
feliiluszojaban talalt csokkent IL-6 koncentraciokra vonatkozd eredményeinknek mind a
bazalis, mind a TNF-o stimulalt értékek tekintetében. Stanton és munkatarsai egy P. aeruginosa
torzs (PAOI1) alkalmazasaval magasabb IL-6 és IL-8 expressziot talaltak CFBE sejtekben,
azonban sem a LUM, sem a LUM/IVA kombinalt kezelés nem csokkentette a kiindulasi (nem
fert6zott sejtek) vagy a PAO1 altal indukalt citokin termelédést [150]. Ennek részben az a
magyarazata, hogy eredményeik szerint a baktériummal fertézott CFBE sejtekben a CFTR
modulatorok nem tudtak a kloridaramot helyreallitani. Ugyanakkor egy masik munkacsoport
szerint a PAO1 kezelt F508del-CFTR pozitiv CFBE sejtekben az Orkambi® kezelés egy, a P.
aeruginosa fertézést eliminalé antimikrobialis peptid (6K-F17), illetve a tobramycin
jelenlétében képes volt helyreéllitani a CFTR funkciot €s csokkenteni az IL-6, 1L-8 és TNF-a
szinteket [151]. Véleményiink szerint vizsgalataink eredményei alatdmasztjdk a CFTR

modulatorok intraepithelialis gyulladasos folyamatokat csokkent6 tulajdonsagat in vitro.

A CF-es CFBE sejtekben nemcsak a bazalis HE4 szintek csokkentek a CFTR modulator
kezelés hatdsara, hanem a TNF-a altal indukalt HE4 expresszi6 is. Ezzel 6sszhangban, a TNF-
o stimulalt vad tipusia CFBE sejtek szintén csokkent HE4 szinteket mutattak a CFTR aktivator
(FSK/IBMX) hatasara. Mivel a F508del-CFTR-t expresszalo CFBE 410° sejtekben az NF-xB
utvonal megndvekedett alapaktivitdsat talaltuk a wt-CFTR-t expresszald sejtekhez képest,
megvizsgaltuk, hogy egy specifikus NF-«xB utvonalat gatlo specifikus szer alkalmazasaval
gatolhatd-e a HE4 expresszidja. Ennek céljabol a széleskortien hasznalt BAY 11-7082
inhibitort adtuk a CFBE sejtekhez kiilonboz6 kezelési korilmények kozott: TNF-a
elékezeléssel vagy anélkill, illetve CFTR modulatorok jelenlétében vagy hidnydban. Ezt
szignifikansan csokkentette nem csak az alap, de az indukalt HE4 és IL-6 koncentraciot is. Az
eredmény arra utal, hogy az NF-kB jelatviteli Gtvonal szerepet jatszik a HE4 expresszio
szabalyozasaban. Ezzel a megallapitassal 6sszhangban vannak a CF-es betegek vizsgalatabol
szarmaz¢é adataink is: a sulyosabb 1éguti gyulladas (klinikai értelemben 1éguti exacerbacio) az
emelkedett CRP szinttel egylitt magasabb szérum HE4 szintekkel jart. Ugyanakkor abban az
esetben, ha az NF-kB utvonal gatlasa mellett CFTR modulatorokkal is kezeltiik a CFBE
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sejteket, a HE4 és IL-6 szintek tovabbi szignifikans csokkenése kovetkezett be, ami arra enged
kovetkeztetni, hogy a HE4 a CFTR direkt hatasa alatt all. Bar Bitam és munkatarsai 6 6ras TNF-
o kezelés hatasara fokozott CFTR érést és kovetkezményes ndvekvo kloridaramot detektaltak
F508del-CFTR-t transzfektalt HeLa sejtekben és primer bronchoepithelias sejtkultirakban, a
késobbi idépontban (24 6ra utan) a CFTR funkci6é mar alig javult a kontroll mintakhoz képest
[152]. Igy nem gondoljuk, hogy a CFTR funkci6 TNF-a altal indukalt esetleges javulasa
szamottevden befolydsolta volna a HE4 szinteket a sajat kisérletes koriilményeink kozott. A
CF-es bronchoepithelialis sejtekben tehat a fokozott HE4 expressziot ketts hatas okozza: a
CFTR diszfunkcio és az NF-xB jelatviteli utvonal aktivitdsa kovetkeztében kialakuld pro-

inflammacids allapot.

A CFTR funkcié helyreallitasa konzekvensen alacsonyabb HE4 szinteket
eredményezett in vitro kisérleteink soran. Ezekkel az eredményekkel 6sszhangban kiilonb6z6
CFTR modulator kezelések alatt allo CF-es betegcsoportok plazma mintainak elemzése alapjan
hasonl6d kovetkeztetésre jutottunk. Munkacsoportunk elséként vizsgalta a plazma HE4
lehetséges biomarker szerepét a CFTR moduldtor kezelések hatasossaganak lemérésében.
Elséként ivacaftorral kezelt harom fliggetlen CF-es betegcsoport plazmamintdinak HE4
a FEV1 %-kal, a verejtékklorid szintekkel és a BMI-vel [27, 120, 121]. Az ivacaftort olyan
legalabb 2 éves korti CF-es betegek kaphatjak, akik a III. mutacié osztalyba sorolt variansok
egyikét (leggyakrabban p.Gly551Asp CFTR) hordozzak. A gydgyszer a fenti mutaciotipus
esetén fokozza az apikélis membranban 1évé CFTR ioncsatorna nyitéasi frekvenciajat, igy az
ezen keresztiili klorid transzportot. A klinikai tanulmanyok igazoltak az ivacaftor hosszutava
klinikai hatasossagat, mivel javul a betegek FEV1 %-0s értéke, a taplaltsagi allapotuk, csokken
a P. aeruginosa kolonizacié események szama ¢és a pulmonalis exacerbaciok kialakulasanak
kockazata [27, 120, 121, 153]. Vizsgalati csoportjaink Osszes betegének emelkedett volt az
ivacaftor kezelés eldtti plazma HE4 szintje az egészséges populacidhoz képest. Az ivacaftor
kezelés eredményeképp - a javulo légzésfunkceiod és csokkend verejtékklorid értékek mellett - a
kiindulasi koncentracioktol fiiggetleniil a HE4 szintek szignifikansan alacsonyabbak voltak mar
az els6 kovetési idopontban, és fokozatosan tovabb csokkentek a vizsgalati periodus végéig.
Ezek az adatok jol Osszefliiggnek azzal a korabbi megfigyelésiinkkel, hogy a HE4 szintek
korrelaltak a tiidobetegség stilyossdgaval. Rdadasul a HE4 abszolut és delta értékei forditottan
voltak aranyosak a FEVi és delta FEV: értékekkel mindharom betegcsoportban. A CRP

értékeknek jelentds része mérhetetleniil alacsony volt, mig abnormalisnak csak 15-58%-a
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bizonyult a kiilonboz6 kohorszokban. Ezek az adatok is arra utalnak, hogy CF-es betegek
jelentds részében a CRP nem igen hasznalhato a CFTR modulator terapiak hatasanak
monitorizalasara. A CRP raadasul csak kisebb mértékii 6sszefiiggést mutatott a FEV1 %-kal a
HE4-hez képest. Ugyanakkor mas szerzok szerint a CRP szintek valtozasai hozzéjarulhatnak a
CF sutlyossaganak kovetéséhez, és akar a pulmonalis exacerbacié predikcidjara is alkalmasak
lehetnek [92]. Bar szoros Gsszefliggés mutatkozott a HE4 és a CRP értékek kozott a vizsgalati
populacionkban (8. abra), 6sszeségében a HE4-et alkalmasabb biomarkernek talaltuk a CRP-
hez képest az ivacaftor kezelés monitorizalasaban. Az in vitro sejtes kisérletek mellé
megmértiik kilon a lumacaftor/ivacaftor terapia HE4 szintekre gyakorolt hatasat. Ennek
érdekében 10 Orkambi® kezelés alatt 4116, p.Phe508del-CFTR muticiora homozigota CF-es
beteg plazmamintaiban mértiikk le a HE4 koncentraciot. Eredményeink azt mutattak, hogy az
Orkambi® terdpia mar egy honappal a kezelés elinditisa utan szignifikAnsan csdkkentette a

plazma HE4 koncentracioit, és a csokkenés mértéke fiiggetlen volt a kiindulasi HE4 szinttdl.

Vizsgalataink sordn a HE4 abszolut és delta értékeinek megkiilonboztetd ereje
mutatkozott, amikor az atlagos FEV1 %-0s valtozast vettiik alapul a ROC-gorbe analizis soran.
Abban az esetben, ha a kiindulasi (abszolut) HE4 szint AUC értékét szamoltuk ki 7%-0s FEV1
% valtozast alkalmazva ,.elvalasztoként”, jelent6s (0,722) AUC értékeket talaltunk az Gsszes
csoportban: a HE4 62,7 pmol/L-es ,,cut-off” érték mellett képes volt elére jelezni a 7%-0s FEV1
% javulast ivacaftor kezelés hatasara 74%-0s szenzitivitassal és 79%-os specificitassal. Ennél
is nagyobb AUC értéket (0,806) allapitottunk meg a delta HE4-re vonatkozoan 1-2 honapos
gyogyszeres kezelést kovetden 81%-os szenzitivitassal, 89%-os specificitassal -15,8 pmol/L-es
cut-off érték mellett, mig a delta HE4 mar kevésbé volt prediktiv 3-6 honapos kezelést kovetden
(AUC: 0,648).

Vizsgalataink néhany limitald tényezojét is meg kell emliteni. Az IVA, illetve
LUM/IVA kezelés alatt allo CF-es betegcsoportok plazmamintaiban a HE4-et retrospektiv
modon analizaltuk CFTR modulator kezelést nem kapd (placebo) klinikai kontroll csoport
nélkiill. Az eredményeket torzithatja a mintdk kiilonb6z6 forrasokbol vald szarmazésa.
TEZ/TVA kezelést kapott CF-es betegeket nem tudtunk bevalogatni a plazma HE4 szint mérése
céljabol, mivel ilyen betegektdl szarmazo mintak nem alltak akkor rendelkezésre, sem a CFFT-
nél, sem hazai vizsgalatokban. Mindezek miatt tovabbi kutatasra van sziikség a HE4 biomarker
végpontként vald hasznalatdnak validalasa céljabol kiilonb6z6 CFTR moduléator kezelések
alatt. A CFBE sejtekkel végzett kisérleteink soran nem vizsgaltuk, hogy az emelkedett HE4

szintet maga a CFTR funkci6 hianya vagy az abnormalis, ,,misfolded” CFTR fehérje jelenléte
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eredményezte-e. Végezetiil a CF-re jellemzd gyulladas és a HE4 expresszid kozotti Gsszefliggés
mechanizmusat nem minden részletében tudtuk vizsgalni, igy ujabb in vitro vizsgalatok

szlikségesek a patomechanizmus tovabbi feltarasa érdekében.

Jelenleg az sem tisztazott, hogy mi lehet a HE4 funkcionalis szerepe a CF-es
tiidobetegség lezajlasaban. A fehérje ismert tulajdonsagai és a gyulladasos citokinekkel valo
kapcsolata alapjan feltételezziik, hogy a bakterialis stimulusok és a gyulladasos folyamatok altal
kivaltott immunolédgiai valasz kovetkezményeként fokozodik expresszidja CF-ben [112].
Antiprotedz aktivitasa révén gatolta a MMP-9 aktivitasat in vitro, mely enzim a szdveti
,remodelling”-ben vesz részt [117]. Ezzel parhuzamosan a fibroblast eredetli HE4 vesefibrozist
tudott indukalni egy egérmodellben szintén a MMP-9 gatlasa révén, mig a HE4-elleni blokkolo
antitest segitségével megeldzhetd volt a fibrozis a kollagén degradacidos termékek
felszaporodasa mellett [154]. Mi t6bb, nem CF-es primer tiid6fibrozisban is emelkedett szérum
HE4 koncentraciokat talaltak nemrégiben [155]. Igy lehetséges, hogy a magas HE4 szint
hozzajarulhat a CF-es tiido fibrotikus atépiiléséhez is. Tovabbi vizsgalatok sziikségesek ezen

feltételezések bizonyitasahoz.

A disszertaci6 alapjat képezd harom vizsgalatsorozat eredményeinek 6sszesitésébdl azt
gondoljuk, hogy a keringésben mérheté HE4 fehérje szintje jelentésen megemelkedik, mely
Osszefiigg a CFTR diszfunkcioval és az NF-kB ttvonal aktivalodasaval (23. abra). Mindezt
alatamasztjak azok a klinikai adataink, melyek szerint a CFTR-specifikus gyogyszerek csatorna
mikodést korrigalo/modulalod hatasa mellett a HE4 szintje jelent6sen csokken, ami koveti a

1égzésfunkci6 javulasat.
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srer

medialta és Kkiilsé pro-inflammatorikus stimulus altal Kkivaltott intracellularis gyulladasos
folyamatokrél CF-es bronchoepithelialis sejtekben. Abnormalis CFTR miikodés esetén, valamint
gyulladasos kornyezetben a bazalis HE4 szint megn6é egyéb citokinekkel (pl. IL-6) egyiitt (A).
Amennyiben a CFTR funkcio korrigalodik kezelés (pl. LUM/IVA, TEZ/IVA) altal és/vagy az NF-kB
utvonal gatolt (pl. BAY 11-7082 inhibitorral), akkor jelent6sen csokken a HE4 és az IL-6 expresszidja
(B). Roviditések: CFBE: cystic fibrosis bronchial epithelial cell, CFTR: cystic fibrosis transmembrane
conductance regulator, TNF-a: tumor necrosis factor alpha, HE4: human epididymis protein 4, IL-6:
interleukin-6, NF-«xB: nuclear factor-kappa B.
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7. Osszefoglalas

A CF a leggyakoribb monogénes oOrdkletes anyagcsere betegség a kaukazusi
populdcidban. A sokszervi érintettséggel jard betegségben a prognézist nagy mértékben a
1égzOrendszeri kovetkezmények hatarozzak meg. A tiidébetegség patomechanizmusanak
kozéppontjaban alapvetéen a neutrophil granulocytdk dominanciajaval jellemezhet6 kronikus
léguti gyulladas all, melynek intenzitasa és fenntartasa a rekurrens léguti infekcioknak és a
CFTR diszfunkcio kovetkezményeként fellépd immunregulacios zavaroknak, valamint ezek

egymast erdsitd hatdsanak kdszonhetd.

A CF-es tiidobetegség kovetésére jelenleg elérhetd klinikai paraméterek korlatozott
képességiiek, kiilondsen fiatalkori, illetve enyhe tiidéérintettség esetén. A 1éghti gyulladas mar
a betegség korai stddiumaban kimutathato, igy a koros folyamatokban szerepet jatszo
lehetdségnek tlinik a tlidobetegség monitorizalasara, akar mar kisgyermekkorban. Az
emelkedett szérum HE4-et a rutin biomarkerekhez (pl. CRP) képest hatékonyabbnak talaltuk a
CF-es léguti gyulladas kovetésére. A plazma HE4 koncentracidja jol korrelalt a CF-es
tiidobetegség sulyossagaval, igy alkalmasnak tiint az ivacaftor kezelés monitorizalasara.
Kisérletes vizsgalataink ravilagitottak arra is, hogy CF-ben a fokozott HE4 expresszio a léguti
epithelsejtekbél szarmazik. In vitro eredményeink szerint a F508del-CFTR pozitiv CFBE
sejttenyészetben a HE4 expressziojanak fokozdodasa részben a fokozott NF-kB utvonal
aktivalodasanak az eredménye, részben pedig a koros CFTR funkcié direkt hatasanak is

koszonheto.

Osszességében megallapithatjuk, hogy CF-ben a HE4 vérkoncentracidja jelentdsen
emelkedik nemcsak az egészséges személyek, hanem a nem CF-es tiidobetegek mintaihoz
képest is. A rutin Klinikai korilmények kozott hozzaférheté HE4 fehérje olyan 0j biomarkernek
tekinthetd6 CF-ben, amely szoros oOsszefiiggést mutat a 1éghti epithelsejtek gyulladasos
folyamataival, ¢és alkalmas lehet a CFTR modulator kezelések monitorizalasara a klinikai

vizsgalatokban és a mindennapi betegellatas soran egyarant.
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8. Summary

CF is the most frequent monogenic metabolic disease in the Caucasian population.
Prognosis is mainly determined by the respiratory consequences in case of the typical severe
manifestation of the disease with multi-organ involvement. The essential processes of the
respiratory pathomechanism include chronic airway inflammation because of recurrent airway

infections and the immunoregulatory disfunction due the deteriorated CFTR activity.

Actually, the available clinical procedures for the clinical routine care has notable
limitations in the monitoring of CF lung disease, especially in young patients with mild airway
disease. Significant airway inflammation can already be detected in the early stage of CF lung
disease, thus the measurement of different mediators playing a role in the pathomechanism of
airway inflammation seems to be suitable for monitoring lung disease even in the young ages
in CF. In our experiments, we found the elevated plasma HE4 levels to be more reliable in
monitoring CF lung disease compared to the widely used blood-based biomarkers (e.g. serum
CRP). Plasma HE4 concentrations showed a significant correlation with the severity of CF lung
disease and seemed to be suitable for monitoring of the CFTR modulator ivacaftor treatment.
Our experiments further confirmed that the site of elevated HE4 expression was mainly the CF
airway epithelium. We also concluded that increased HE4 expression was not only caused by
the activated NF-kB signaling pathway as a consequence of impaired CFTR, but the direct

effect of CFTR dysfunction also contributed to abnormal HE4 expression.

In conclusion, marked elevation of blood levels of HE4 can be measured in CF patients
compared to healthy individuals and even to patients with non-CF pulmonary disease. HE4, a
widely available blood-based biomarker, shows a strong association between the inflammatory
processes of the airways in CF, and can be suitable for monitoring of different CFTR specific

drugs.
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9. Az értekezés 1ij tudomanyos eredményei, a jelolt sajat megallapitasai

1. A HE4 szérum/plazma koncentracioja CF-ben jelentésen megemelkedik nemcsak egészséges

személyekhez, hanem nem CF-es tiidébetegekhez képest is.
2. Az abnormalis CFTR funkcié a HE4 expressziot direkt médon képes modulalni CF-ben.

3. Kiils6 gyulladasos stimulus, pl. TNF-a az NF-kB jelatviteli utvonal altal kozvetitett pro-
inflammatorikus citokinek termelédésének fokozodasaval egyiitt tovabb indukalja a HE4

expressziot is a bronchoepithelidlis sejtekben.

4. A plazma HE4 szint jol korrelal a 1égzésfunkcid paraméterrel (FEV1 %) és hatékonyan koveti

a CFTR-specifikus gyogyszeres kezelés hatékonysagat.
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