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Bevezetés és irodalmi attekintés

A mikroRNS-ek (miRNS) a nem kodolé RNS csalad tagjai, amelyek a posttranscriptios
szabdlyozds résztvevoiként, kulcsfontossdgi szerepet jatszanak a sejtek miikodéséhez
sziikséges gének expressziGjanak finomszabalyozasiban. Elettani koriilmények kozott részt
vesznek szdmos anyagcserefolyamat, a sejtdifferencidcid, proliferacié €s apoptozis
szabdlyozdsaban, ugyanakkor az utobbi években korosan megvéltozott expresszidjukat
Osszefiiggésbe hoztak gyulladdsos, tumoros, metabolikus és kardiovaszkuldris betegségek

kialakulasaval.

A dolgozatban két olyan korkép modellezésével foglalkoztunk, melyek napjainkban
egyre tobb beteget érintenek. Mind a 2-es tipusu diabetes mellitus (DM2), mind az ischemids
szivbetegséggel egylitt jaré trombotikus €s vaszkuldris szovodményeknek igen nagy a

népegészségiigyi jelentdsége, mivel tovabbra is a vezet6 haldlokok kozott szerepelnek.

A vérlemezkék €és az endothelsejtek fontos funkcidt toltenek be a hemosztazis
folyamatok kialakitasdban, mivel a vaszkuldris integritds fenntartasat a normalis miikodésiik
biztositja. Sulyos metabolikus vagy gyulladdsos kdrnyezetben ugyanakkor a thrombocytéak €s
endothelsejtek  koros aktiviciéja figyelhetd meg, ami vaszkuldris szovodmények
kialakulasdhoz vezethet. DM2-ben a vérlemezkék aktivacios szintje megemelkedik €s ezért
kisebb stimulus hatdsara konnyebben, akar nagyobb mértékben aktivalddhatnak. Korondria
betegségekben szamos klinikai adat valt ismertté a gyogyszert (pl. everolimus) eludld
koszortiér sztentek (DES) jobb klinikai alkalmazhatdsdgardl, mivel a gydgyszer hatasanak
koszonhetéen csokken a korai komplikdcidk, pl. az in-stent restenosis (ISR) kialakuldsdanak
kockazata szemben a hagyomadnyos korondria fémsztent (BMS) hasznalataval. Mindezek

hatterében az aktivalodott endothelsejtek szerepe is felmeriilt.

A disszertacid témdja a vérlemezke és endothelsejt miRNS-ek jellemzése és
hatdsmechanizmusanak jobb megismerése volt fokozott celluldris aktivacidval jard
metabolikus és kardiovaszkuldris betegségekben. A miRNS-ek kutatdsa az utobbi években
jelentdés tudomdényos figyelmet kapott, igy fokozatosan uj tipusi laboratoriumi és

prognosztikai biomarkerekké €s egyben terdpias célpontokkad is valhatnak.
A miRNS-ek szerepe a génexpresszio szabalyozasaban

A miRNS-ek tobb [épésbdl 4allo érési folyamaton mennek keresztiil, mieldtt

beépiilnének a RISC komplexbe (RNA-induced silencing complex). Erett formdjukat a Dicer



enzim segitségével érik el, ami a pre-miRNS hajtli szerkezetét lehasitja, és két érett miRNS-
bdl allé duplex keletkezik, melyben a miRNS-ek altalaban 18-25 nukleotid hosszusaguak.
Ezek koziil a vezetd szal az Ago2 fehérjével kialakitja a RISC komplexet, mig a masik szal

lebomlik.

A miRNS-ek tobbsége posttranscriptios moédon gatolja a cél gének kifejez6dését 2 f6
mechanizmuson keresztiil. Az egyik a transzlacié gatlasa, a masik a messenger RNS-ek
(mRNS) destabilizalasa, ami degradacidhoz vezethet. Részleges vagy teljes komplementaritas
révén kotddhetnek az mRNS meghatarozott régiéjdhoz. Minden miRNS akar tobb szdz gént
tud szabdlyozni, és egy gént egyszerre akdr tobb miRNS is regulalhat. A kddol6 gének kb.
60%-a all a miRNS-ek szabdlyozdsa alatt, ezéltal szamos fiziologids és patologias folyamat

reguldcidjaban jatszhatnak fontos szerepet.
Fokozott vérlemezke aktivacié kialakulasa

A vérlemezkék a csontveloben és egy Uj Adllatkisérletes tanulmédny szerint a
tiidoszovetben is elhelyezked6 megakaryocytakrél (MK) leftiz6dve jutnak be a keringésbe.
Fiziologias koriilmények kozott az érfal sériilése esetén felszabadulé molekulédk (pl. kollagén,
von Willebrand faktor) kiilonboz6 receptorokon keresztiil aktivaljadk a thrombocytakat,
melyek egymdssal és mas sejtekkel aggregdlddva a sériilt érfalhoz kitapadva beinditjak a
primer hemosztazist. Sdlyos fert6zés esetén vagy gyulladdsos, metabolikus betegségben a
vérlemezkék fokozott aktivacidjat figyelhetjik meg, amely trombotikus/vaszkularis
komplikéaciok kialakuldsidt okozhatja. Ilyen stimulus lehet DM2-ben a hyperglycaemia,
szepszisben ~a  Gram-pozitiv ~ vagy  Gram-negativ  baktériumokbdl  szarmazé
sejtfalkomponensek  (pl. peptidoglycan €és lipopolysaccharide), a lipidanyagcsere
betegségekben a magas koleszterinszint, illetve maga az obezitds. A kiilonboz6 kérképek
miatt kialakul6 emelkedett vérlemezke aktivacids dllapot magas sejtfelszini €és szolubilis P-

selectin expresszioval jellemezhetd.
A thrombocytak RNS tartalma

A vérlemezkék nem rendelkeznek sejtmaggal, de tartalmaznak MK-eredeti mRNS-t,
miRNS-t, sejtalkotokat (riboszoma, endoplazmatikus retikulum, stb.) és enzimeket (pl. Dicer),
amelyek birtokaban bizonyos stimulusok hatasara akar de novo fehérjeszintézis is lejatszodhat
benniik (pl. IL-1p). Mivel a vérlemezkékben nincs transcriptid, gy tlinik, hogy a pre-mRNS

,»splicing” mechanizmusdnak és a miRNS-ek miikodésének joval nagyobb szerepe lehet, mint



mas maggal rendelkez sejtekben. Jelenleg tobb, mint 500 miRNS-t azonositottak, amelyek
nemcsak a vérlemezke aktivaciot elsegitd, de az azt megakadélyozé fehérjék expresszidjat is
befolyasolhatjak, igy kontrollalva a sejtaktivacios folyamatokat és a trombus képzddést.
Kovetkezésképpen a miRNS szintek megvéltozasa jelentosen kihathat a thrombocyta
reaktivitds mértékére. A nyugvd vérlemezkékben a miRNS-t tartalmazé RISC komplex
megakadalyozhatja az aktivacio-fiigg6 fehérjék szintézisét az mRNS kifejez6désének gatlasan
keresztiil, a Dicer mikodése pedig az érett miRNS expresszi6 fenntartasit biztositja.
Vérlemezke aktivacié (pl. thrombin 4ltal) hatdsdra viszont az mRNS-ek levalhatnak az Oket
szabdlyozé RISC-r6l és igy végbe mehet a fehérjeszintézis (pl. Plasminogen activator
inhibitor-1). DM2-ben a thrombocyta aktivaciéval egyiitt jaré emelkedett intracellularis Ca**
koncentrdcié hatdsdra a Ca®*-fiigg calpainok aktivdlédnak, melyek hasitva a Dicert,

lecsokkentik az enzim aktivitasat, ezdltal szamos érett miRNS szintje alacsonyabb lesz.
A thrombocyta aktivacio szabalyozasaban részt vevé miRNS-ek és azok cél mRNS-ei

Néhany vérlemezke miRNS és cél mRNS kozotti kapcsolat mar igazoldsra keriilt.
Els6ként Landry P és munkatdrsai mutattdk ki, hogy a miR-223 szabdlyozza a P2Y12 ADP-
receptor expresszidjat, amely receptor a vérlemezke reaktivitas szabalyozasdban vesz részt. A
miR-223 emellett a thrombocyta [l-integrin, kidlin-3 és FXIII véralvadasi faktor A
vérlemezke aktivaciot tapasztaltak, ami alatdmasztja ezen miRNS kozponti szerepét. Reaktiv
thrombocytdkban a lecsokkent miR-96 emelkedett VAMPS (Vesicle-associated membrane
protein 8) mRNS és fehérje szinthez vezetett, ami hozzajarult a vérlemezkék fokozott

szekrécidjahoz.
A thrombocyta miRNS expresszio valtozasa DM2-ben

DM2-ben a hasnyéalmirigy Langerhans-szigetek [3-sejtjeinek fokozatos kimeriilése és az
inzulin rezisztencia miatt kialakuld hyperglycaemia fokozatosan emeli a vérlemezkék
aktivacios allapotat. Az endothelsejt diszfunkcié mellett ezek a reaktiv thrombocytak is
felelések a cukorbetegségben gyakran megjelend kardiovaszkuldris szovodmények
kialakulasaért. Csokkent vérlemezke miR-223 és miR-146 expresszidkat taldltak, ami a stroke
kialakulasdnak kockazatat novelte diabetesben. Emellett plazma mintdkban is jelentsen
csokkent a miR-223, miR-126, miR-24, miR-197, miR-191 és miR-21 szintje mind DM2-ben,

mind sudlyos atherosclerosisban. A megvaltozott miRNS szintek befolyasolhatjdk a



vérlemezke funkciot gatldo kezelés hatékonysagit (pl. a miR-223 a P2Y12-receptoron
keresztiil haté clopidogrel hatdsat) és potencialis biomarkerként szolgdlhatnak a DM?2 és

szovédményeinek korai eldrejelzésében (pl. miR-103b).

A Kkoronaria fémsztentek és a gydgyszert-elualé sztentek alkalmazasanak Klinikai

vonatkozasai

A korondria betegségek kezelésében - az intervencids kardioldgia nagy 1éptékl
fejlédése révén - a kiilonbozd korondria sztenteket egyre szélesebb korben alkalmazzdk. A
klasszikus fémsztentek (BMS) helyett egyre gyakrabban a gydgyszert kibocsaté korondria
sztenteket (DES) alkalmazzdk trombotikus komplikdcidkra hajlamosité betegségben, pl.
DM2-ben. Klinikai adatok alapjan az everolimussal vagy mas mTOR inhibitorral bevont DES
megbizhatébb acut myocardialis infarctust (AMI) kovetden, pitvar fibrillicidban és stabil
angindban, mint a BMS, mivel csokkenti az in-stent restenosis (ISR) kialakuldsat. A DES és
BMS direkt sejtaktivald tulajdonsdgainak Osszehasonlitdsakor ugyanakkor ellentmondé
eredményeket kaptak, igy kevés informécié all rendelkezésre a kétféle sztent ilyen tipusu

hatasairdl.
Az everolimus sejtaktivaciora Kifejtett hatasa

Az everolimus egy mTOR (mammalian target of rapamycin) inhibitor, amit
leggyakrabban immunszuppressziv gyogyszerként alkalmaznak szervatiiltetésben részesiilt
betegeknél, hogy megel6zzEk a beiiltetett szerv kilokodését. Simaizomsejtekben a sejtciklus
Gl fazisdnak gdtlasan keresztiili  antiproliferativ  hatdsat igazoltak. Neutrophil
granulocytdkban csokkentette az IL-8 (interleukin-8) termelését €s a TNF-o indukalta
adhézidjukat is mérsékelte az endothelsejtekhez. Az everolimus analdgja a sirolimus
(rapamycin) csokkenteni tudta a TNF-a kezeléssel kivaltott HUVEC sejtek VCAM-1 szintjét
az mTORC2 (mTOR complex 2) aktivitasdnak gatlasan keresztiil. Az everolimus endothelsejt
aktivaciot csokkentd hatasanak lehetséges transcriptids €s posttranscriptios szabalyozd
mechanizmusait ugyanakkor még nem vizsgéltdk. Az endothelsejt aktivdciés markerek
(VCAM-1 és E-selectin) kifejez6désének szabdlyozdsdban a miR-181b szerepét részben

kutattdk mdr, amit mi tovabb vizsgéltunk.



Célkitiizések

A kisérletes munkank célja a vérlemezke €s endothelsejt miRNS-ek jellemzése és

hatdsmechanizmusanak jobb megismerése volt thrombocyta és endothelsejt aktivacioval jard

két kérképben.

A thrombocyta és MK miRNS-ek vizsgalata DM2-ben

Azt feltételeztiik, hogy a hyperglycaemia hatasdra megvéltozott MK €s thrombocyta miRNS

expresszidk hozzajarulhatnak a fokozott vérlemezke aktivaciohoz DM2-ben.

Célunk volt olyan miRNS-ek szerepét megvizsgadlni, amelyek nagy mennyiségben
talalhatok meg a vérlemezkékben és szerepet jatszhatnak a thrombocyta aktivdcidban. A
miR-223, miR-26b és miR-140, valamint azok cél mRNS-einek (P2RY12 és SELP)
expresszid valtozdsat szepardlt thrombocyta és plazma mintdkban mértiik DM2-ben, obez

és egészséges kontroll személyekhez hasonlitva.

A diabeteses csontveldi koriilményeket kétféle MK sejtvonalon (MEG-01 és K562-MK)
modelleztiik, igy tanulmanyozva a hyperglycaemia kozvetlen hatasat a sejtek miRNS és

mRNS tartalmaéra.

Igazolni kivantuk a miR-26b, a miR-140 és a SELP mRNS kozotti direkt kapcsolatot

miRNS mimic és inhibitor hasznalataval a MK sejtekben.

A DM2-ben megvaltozott Dicer enzim funkcidjit indirekt médon calpain inhibitor

(calpeptin) hasznalataval terveztiik vizsgalni MEG-01 MK sejtekben.

A BMS és DES sejtaktivalo hatasanak osszehasonlitasa stabil anginas betegekben

Hipotézisiink szerint a koronaria BMS nagyobb mértéki thrombocyta €s endothelsejt

aktivaciot okoz, mint a DES, ezaltal gyakrabban alakulhatnak ki klinikai komplikdcidk (pl.
ISR).

Ossze kivantuk hasonlitani a kétféle sztent haszndlata mellett megmért aktivicio-
specifikus szolubilis markerek koncentraciéjat a kezelés el6tti és az azt kovetd két (24 ora

és 1 honap) id6pontban.

A betegeket 6 honapon keresztiil kovettiik €s a sztent tipusa, valamint az ISR kialakulasa

alapjan a biomarker eredményeket tobb alcsoportban tovéabb értékeltiik.



Az everolimus endothelsejt aktivaciot csokkent6é hatasanak vizsgalata

Feltételeztiik, hogy a DES-r6l eludlédé everolimus mTOR inhibitorként képes az endothelsejt

aktivacioban részt vevo fehérjék expresszidjat jelentdsen csokkenteni.

* (Célunk volt a vaszkuldris gyulladasos folyamatokat artérids tipusu koronaria (HCAEC) és
vénas (HUVEC) endothelsejtekben modellezni és transcriptids szinten vizsgédlni a SELE

és a VCAMI génexpressziokat in vitro.

* Ezen gének posttranscriptios szabdlyozasaért felel6s miR-181b érett és prekurzor formadit
TNF-a-val kezelt endothelsejtekben terveztiik analizdlni everolimus jelenlétében és
hianyaban.

* Az everolimus gyulladascsokkentd hatasat az NF-xB utvonal aktivalddasan és az enhancer

RNS-ek expresszi6 valtozasan keresztiil is kovettiik.

* A BMS és DES kezelésben részesiilt stabil anginas betegek plazma mintdjaban a keringd
miRNS-ek expressziéjit is célunk volt megvizsgdlni a beavatkozdst kdvetden kialakult

ISR jelenlétében és hidnydban.



Anyagok és médszerek

Betegek és kontrollok

DM?2 betegek, obez €s egészséges kontroll személyek

DM2-ben, valamint obezitdsban szenvedd betegek kivdlasztasdban és a mintdk
eljuttatasaban Dr. Képlar Miklés egyetemi docens (Debreceni Egyetem, Belgydgyaszati
Intézet) nyujtott segitséget, az egészséges kontroll mintakat a Laboratériumi Medicina Intézet
onkéntesei biztositottak (a vizsgalat etikai engedély szdma: 4102/2014). A tanulméanyban 28
DM?2 és 23 korban és nemben azonos egészséges kontroll, valamint 19 nem diabeteses, de
obez személy mintdiban vizsgaltuk a vérlemezke aktivacid mértékét és az ezt befolydsold
miRNS szinteket. Kizardsi kritériumok kozé tartoztak a sulyos gyulladdsos, daganatos,
autoimmun és akut kardiovaszkularis betegségek, valamint a terhesség €s heveny trombotikus

szovédmények.

BMS, illetve DES korondria implantaciéban részesiilt stabil anginds betegek

A BMS vagy DES beiiltetését Dr. Sziik Tibor adjunktus végezte a Kardioldgia
Intézetben (Debreceni Egyetem), €s a kiilonb6z6 idGpontban vett vérmintakat eljuttatta a
laboratoriumba tovabbi vizsgalatok érdekében (etikai engedély szama: 3510/2011). A 18
hénapos id6szak alatt 49 stabil anginds beteget tudtunk bevonni, akik kéziil 28 {6 BMS, 21
beteg pedig DES kezelésben részesiilt. Kizardsi kritérium volt a myocardidlis infarktus,
hematoldgiai és szolid tumoros betegségek, kordbbi korondria sztent beiiltetés, valamint
kronikus gyulladdsos vagy autoimmun betegségek. A két betegcsoport eredményeinek
Osszehasonlithatosaga érdekében egy adott tipusi BMS (Integrity®) vagy DES (Xience®)
sztentet kapott betegeket vadlogattunk be. A DES minden esetben everolimus gyégyszerrel

volt bevonva.
Mintavétel és mintafeldolgozas

A DM2, obez és egészséges kontrollok teljes vénds vérmintdi az RNS expressziok
vizsgdlatara 0,105 M Na-citratot tartalmaz6 Vacutainer csovekbe (Becton Dickinson) kertiltek
levételre, személyenként 2 db cs6 (10 mL). A fehérvérsejt és a vérlemezke szdmokat Advia
2120 hematoldgiai analizdtorral (Bayer Diagnostics) hatdroztuk meg. A rutin laboratériumi
diagnosztikai vizsgdlatok sordn lemérésre keriiltek: 1) a szérum éhomi gliikdz, total

koleszterin, HDL, LDL, triglicerid, C-reaktiv protein (CRP), valamint a vizelet albumin és



kreatinin koncentrdciok (Cobas 6000 analizator, Roche Diagnostics), ii) a szérum inzulin

szintek (Liaison XL késziilék, DiaSorin) és iii) a HbAlc értékek (BioRad Laboratories).

A sztentelt betegektSl 3 id6pontban gy(jtottiink 0,105 M Na-citréttal alvaddsgatolt
vérmintdkat: i) a beavatkozds el6tt, ii) a sztentelés utdn 24 6ra miulva, €s iii) 1 honappal a
sztentelést kovetden. Kovettiik a szérum CRP és cTnT (cardialis troponin T) koncentracidk
(Cobas e411 késziilék, Roche), a D-dimer, a fibrin monomer (FM), tovabba a fibrinogén szint
(BCS XP, Siemens) alakuldsat a vizsgdlati periddusban. Az endothelsejt aktivacio mértékét
részben a von Willebrand faktor antigén (vWF-Ag) szintekkel (BCS XP, Siemens)
monitoroztuk. Ezen laborparaméterek meghatdrozasat a Laboratériumi Medicina Intézet

Hemosztazis és Integralt Kémia részlegein végezték el.

A fehérvérsejt mentesitett vérlemezkék szeparalasa

A vérlemezke miRNS és mRNS expressziokat fehérvérsejt depletalt thrombocyta
mintdkban analizdltuk. A teljes vérmintdkat lecentrifugéltuk (170 g, 15 perc, szobahd) és
thrombocyta dus plazmat (PRP) nyertiink. A fehérvérsejtek eltavolitisdhoz Dynabeads CD45-
ellenes antitesttel bevont magneses gyongyoket (Invitrogen) hasznédltunk. A mdégneses
szeparalassal nyert vérlemezke szuszpenzidt lecentrifugaltuk (1500 g, 15 perc, szobahd) és a
thrombocyta pelletet 1 mL trizol reagenssel (TRI Reagent, Molecular Research Center)
lizéltuk és RNS izolélasig -20 °C-on taroltuk.

A plazmamintdk el6készitése a keringd miRNS-ek vizsgdlatara

A diabeteses betegek vizsgalatakor a PRP mintakat tovabb centrifugaltuk (1500 g, 15
perc, szobahd), igy thrombocyta szegény plazmét (PPP) kaptunk. A sztentelt betegektdl
szarmaz0, kordbban lefagyasztott PPP mintdkat felolvasztds utdn egyszer centrifugéltuk
(10000 g, 1 perc, szobahd). Az extracelluldris miRNS-ek analiziséhez minden esetben 250 L.
PPP-hez 750 uLL TRI reagenst adtunk és az RNS izolalasig -20 °C-on taroltuk.

Sejtkultarak fenntartasa és kezelése

A megakaryocyta sejtek tenyészté€se hyperglycaemiis kornyezetben

A diabeteses csontvel6i koriilményeket kétféle human MK sejtvonalon modelleztiik. A
human megakaryoblastos leukémids MEG-01 sejteket (ECACC) 10% FBS-t (Sigma), 100
U/mL Penicillin + 100 yg/mL Streptomycin antibiotikumot (Sigma) és 2 mM L-glutamint
tartalmazé RPMI-1640 médiumban (Sigma) tenyésztettiik. A hyperglycaemias koriilmények
kialakitdsara a kész médiumot kiegészitettiikk D-gliik6z oldattal (33 mM, Sigma) és a sejteket



8 oratdl-4 héten keresztiil kezeltiilk. Negativ (ozmotikus) kontroll mintakban a sejteket D-

mannitollal (33 mM, Sigma) kezeltiik.

A humén kronikus myeloid leukémias K562 sejteket Dr. Varga Tamds (Debreceni
Egyetem, Biokémiai és Molekularis Bioldgiai Intézet) felajanldasabodl kaptuk és a fent leirt
médiumban tenyésztettiik. Ezeket a sejteket elsd 1épésben 7 nap alatt érett MK sejtekké
differencialtattuk PMA-val (phorbol-12-myristate-13-acetate) (20 ng/mL, Sigma). A
differencidlédasi folyamatot aramldsi citometridval (FC-500, Beckman Coulter), a felszini
CD41 és CD61 expressziok mérésével kovettiik. Ezt kovetden, az érett K562-MK (K562
megakaryocyta) sejteket, a MEG-01 sejtekhez hasonldéan, magas gliikéz vagy mannitol
(kontroll) koncentracidju médiumban tenyésztettiik. A kezelési 1d6t kovetden a MEG-01 és
K562-MK sejteket steril PBS oldattal mostuk, majd 750 p1 TRI reagenssel lizaltuk és az RNS

izolalasig -20°C-on taroltuk.

Az endothelsejtek tenyésztése gyulladasos korillmények kozott

A human koronaria artérids endothelsejteket (HCAEC, Cell Applications) hasznalatra
kész MesoEndo Cell Growth médiumban (Cell Applications) tenyésztettiik. Ezzel
parhuzamosan HUVEC sejteket is fenntartottunk 15% FBS-t (Gibco), 5 U/mL heparint (Teva
Gyogyszergydr), 7,5 pg/mL endothelsejt novekedést segitd kiegészit6t (endothelial growth
supplement, Sigma), 1% antibiotikumot €és antimikotikumot (Sigma) tartalmazé M-199
médiumban (Gibco). A HUVEC sejteket €s a médiumot Dr. Jeney Viktoriatol és Dr. Balogh
Enik6tdl (Debreceni Egyetem, Belgyogydszati Intézet) kaptuk.

A sztent indukalta vaszkularis gyulladasos kornyezet modellezésére az endothelsejteket
(3 x 10’ sejt/well) 6-lyukd plate-ben rekombinans TNF-a-val (100 ng/mL, Gibco) kezeltiik 1-
24 6ran keresztiil. Az everolimust kibocsaté DES endothelsejt aktivaciot mérsékld hatdsanak
vizsgdlatakor az endothelsejtekhez everolimust (0,5 xM, Sigma) is adtunk. Kontroll
mintaként a gydgyszer oldoszerét (DMSO: dimethyl solfoxide, Sigma) haszndltuk az

el6z6ekhez hasonld kondiciokban.

A kezelés utdn a sejtek feliildszojat eltettilk ELISA mérésekhez (lasd késébb), mig a
sejteket egyszer mostuk steril HBSS (Hank’s Buffered Salt Solution) oldattal (Sigma), 750 ul
TRI reagenssel lizaltuk, majd totdl RNS-t izolaltunk.
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Laboratériumi vizsgalatok

A vérlemezke aktivaci0 vizsgdlata a P-selectin  expresszid 4dramldsi citometriai

meghatarozasan keresztiil

A thrombocyta aktivacid vizsgédlatit mindkét betegcsoportban a felszini P-selectin
(CD62P) expresszion keresztiil aramlasi citometriai modszerrel végeztiik. Ehhez 40 ul teljes
vért 1%-os PFA/PBS (paraformaldehyde/phosphate buffered saline) oldattal fixaltunk, majd a
vérlemezkék azonositdsara FITC-el (flourescein isothiocyanate) konjugélt anti-CD42a
antitestet (Becton Dickinson) haszndltunk, mig a P-selectin detektdlasira PE-el
(phycoerythrin) konjugélt anti-CD62 antitesttel (Becton Dickinson) jeldltik (20 perc,
szobahd) a thrombocytdkat. Izotipus kontrollként PE-el konjugdlt IgG, antitesttel (Becton
Dickinson) jelolt mintat hasznédltunk. A vérlemezke aktivacié mértékét a dupla pozitiv sejtek

kiértékelésével hataroztuk meg FC-500 dramlési citométerrel (Beckman Coulter).
RNS izolalas

Az RNS tisztitashoz el6készitett vérlemezke, sejtkultira és plazma mintdkbdl a TRI
reagens gyartéi ajanldsainak megfeleléen totdl RNS-t izoldltunk. Az RNS mintdk
koncentracigjat €s tisztasagat NanoDrop spektrofotométerrel (Thermo Scientific) hataroztuk

meg, majd a mintdkat -70 °C-on taroltuk.

A miRNS expresszidk meghatiroziasa UPL-préoba alapi RT-gPCR modszerrel

A miRNS expressziok meghatarozasit Czimmerer €s munkatdrsai altal kifejlesztett
UPL-préba alapti RT-qPCR mddszerrel végeztiik. A cDNS készitéshez TagMan MicroRNA
reverz transzkripcids kitet (Applied Biosystems), miRNS specifikus ,,stem-loop” primert (500
nM, Sigma) €s 10 ng totdl RNS-t hasznaltunk.

A kvantitativ PCR reakcioban miRNS specifikus forward primert (100 pM, Sigma),
univerzdlis reverse primert (100 M, Sigma), UPL préobat (10 M, Roche), Taq polimerazt (5
U/uLlL, Thermo Scientific) és dNTP-ket (2,5 mM, Thermo Scientific) haszndltunk. A
méréseket QuantStudio 12 K Flex qPCR (Applied Biosystems) késziilékkel triplikatumban

végeztiik €s az eredmények normalizalasdra az RNU-43 referencia gént hasznaltuk.

Az mRNS, a prekurzor miRNS és az enhancer RNS szintek meghatarozasa

A cDNS szintézishez High Capacity cDNA RT kitet (Applied Biosytems) hasznaltunk a
gyart6i utasitidsoknak megfeleléen. Az RNS-ek mennyiségét SYBR Green I Master mix
(Roche) és az RNS-ekre specifikus primer parok (10 yM, Integrated DNA Technologies)
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felhasznalasdval hataroztuk meg LC-480 qPCR késziilékkel (Roche). Normalizéldshoz az
RPLPO (36B4) referencia gént alkalmaztuk.

Az enhancer RNS-ek azonositisa

Az enhancer RNS-ek (eRNS) aktivitdsdt a SELE és VCAMI gének kozelében az NCBI
GEO adatbéazisban elérhet6 Chip-seq adatok (GSE53998) elemzésével azonositottuk. A TNF-
a citokinnel (100 ng/mL) 1 6ran at stimuldlt és nem kezelt sejtek Chip-seq adatait analizaltuk
a SELE és a VCAMI génekre fokuszdlva. Az RNS polimeraz II, p65 transcriptids faktor,
H3K27Ac és H3K4m3 markereket vizsgaltuk, melyek segitségével mindkét gén kozelében
sikeriilt eRNS aktivitdst azonositani. A Chip-seq adatok bioinformatikai analizisét és az
eRNS-ekre specifikus primerek tervezését Dr. Czimmerer Zsolt és Horvéth Attila (Debreceni

Egyetem, Biokémiai és Molekularis Biokémiai Intézet) végezték.

A HCAEC sejteket 1 oran keresztiil stimuldltuk TNF-a-val (100 ng/mL) everolimus
(0,5 uM) jelenlétében és hidnydban. RT-qPCR mddszerrel egy-egy kivalasztott eRNS
expresszidjat hatdroztuk meg, mely a SELE esetén a gén el6tt 11 Kb (SELE_-11Kb), amig a
VCAMI1 esetén 10 Kb (VCAM1_-10Kb) tavolsagra helyezkedtek el.

Az extracellularis miRNS expresszidk analizise plazma mintakban

A BMS és DES implantaciot kovetd 1. hdnapos plazma mintdkban vizsgéltuk a kering6
miRNS-ek mennyiségét figyelembe véve a BMS kezelésben részesiilt betegek 20%-ban
kialakult korai ISR kialakulasat. A betegeket 4 alcsoportra osztottuk: 1) a teljes DES csoport,
akik esetében nem alakult ki sz6v6dménys, ii) a teljes BMS csoport, iii) a komplikdcié mentes

BMS személyek, és iv) azok a BMS betegek, akiknél kialakult az ISR.

Az extracellularis miRNS profil meghatarozasdhoz random moédon 3-3 RNS mintat
valasztottunk ki csoportonként €s TagMan Open Array modszerrel 754-féle miRNS-t
vizsgéltunk. A tobblépéses analizis soran az RNS mintdkbdl reverz transzkripcidval (TagMan
microRNA RT kit, Applied Biosystems) cDNS-t készitettiink Megaplex primer pool A és B
(Set v3.0, Applied Biosystems) felhasznalasaval. Ezt egy preamplifikdcids reakcid kovetett,
amiben TagMan PreAmp master mixet (Applied Biosystems) és Megaplex PreAmp
primereket (Set v3.0, Applied Biosystems) hasznaltunk. A QuantStudio 12 K Flex qPCR
késziilék Array mérésekre adaptalt modulja vitte fel a mintdkat a 754 kiilonb6z6 miRNS-re
specifikus primereket és fluoreszcens probakat tartalmaz6 TagMan Open Array panelre
(Applied Biosystems) és a reakciot a gydri bedllitdsoknak megfelel6en futtattuk le. Az

eredmények analizisét a Thermo Fisher Cloud System és az Expression Suite Software v1.0.3
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programokkal végeztiik. Végiil a legnagyobb valtozdst mutatd miRNS-ek expresszidjat UPL
proba alapi RT-qPCR mddszerrel validaltuk az ex vivo mintdkban. Az Open Array esetén
global normalizaciét végeztiink, az egyes miRNS-ek validalasakor az egyik legstabilabb
expressziot mutaté miR-24-et vélasztottuk ki az eredmények normalizdlasira. Az Open Array
mérések Dr. Poliska Szilard (Debreceni Egyetem, Biokémiai és Molekularis Bioldgiai Intézet)

vezetésével késziiltek el.

Irodalmi adatok alapjdn a miR-181b szabalyozhatja a SELE és VCAM1 mRNS-ek
expresszigjat, ezért vizsgdlatainkban ennek a miRNS-nek a vizsgalatat kiilon is elvégeztiik,

mert az Open Array lemezen taldlhat6 assay-k kozott ez a miRNS nem szerepelt.

A miRNS mimic és inhibitor transzfekcidja megakaryocytikba €s endothelsejtekbe

A miR-26b, miR-140 és a SELP mRNS kozétti direkt kapcsolatot miRNS mimic-ek és
inhibitor-ok hasznélatdval igazoltuk MEG-01 sejtekben. A MK sejteket magas gliikéz
tartalmi médiumban 24 oran keresztiil elokezeltiik, majd a transzfekcidhoz sziikséges
optimalis koriilmények megteremtéséhez a sejteket reszuszpendéltuk 3% FBS-t (Sigma), 100
U/mL Penicillin és 100 pg/mL Streptomycin antibiotikumot (Sigma) tartalmaz6 OPTI-MEM
médiumban (Gibco). A miRVana miR-26b €s miR-140 mimic-eket (20 pmol, Ambion)
Lipofectamine RNAIMAX transzfekcids reagens (Invitrogen) segitségével juttattuk be a
sejtekbe €s alkalmaztuk 24 oraig. Ezzel pairhuzamosan negativ kontrollként a sejteket NEG-01
mimic-el (20 pmol, Ambion) transzfektiltuk. Az anti-miR-26b és az anti-miR-140
inhibitorokat (40 pmol, Ambion) gliik6zzal nem kezelt sejtekbe transzfektdltuk (24 ora)
Lipofectamine reagenssel. Az eredményeket ebben az esetben is negativ kontroll inhibitorral
(NEG-01, 40 pmol, Ambion) kezelt sejtekhez hasonlitottuk. A kezelési idok lejarta utan RNS-

t izolaltunk és a fentebb ismertetett moédon mértilkk a miRNS és mRNS szinteket.

A HCAEC sejtekben a miR-181b és SELE, valamint a VCAMI1 mRNS-ek kozotti
kapcsolatot miRNS mimic haszndlatdval erdsitettiik meg. A HCAEC sejteket 1 6rdn at TNF-
a-val (100 ng/mL) kezeltiik, majd a HCAEC sejteket 3% FBS-t €s antibiotikumot (100 U/mL
Penicillin és 100 pg/mL Streptomycin) tartalmazé OPTI-MEM médiumban vettiik fel és a
miRVana miR-181b mimic (25 pmol, Ambion) transzfekcidjat Lipofectamine reagenssel
végeztiik. A 24 oras kezelést kovetéen RNS-t izolaltunk és RT-qPCR moddszerrel mértiik a
miRNS és a cél mRNS expresszid véltozasokat. Az eredményeket negativ kontroll mimic-kel

(NEG-01, 25 pmol, Ambion) transzfektélt mintdkhoz hasonlitottuk.
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A miRNS expresszidk Dicer fiiggbségének vizsgdlata calpain inhibitorral MEG-01 sejtekben

A Dicer funkciét indirekt médon, calpain inhibitort (calpeptin) hasznalva vizsgaltuk
hyperglycaemids és gliik6zzal nem kezelt (kontroll) MK sejtekben. A MEG-01 sejtekhez
calpeptint (10 umol/L, Sigma) adtunk: 1) a gliik6z kezelés elott, ii) egyszerre a gliikkdzzal és
ii1) a gliikoz kezelés utan 24 oran keresztiil, majd RT-qPCR mddszerrel vizsgéltuk a miR-223

€s miR-26b expresszidjat RT-qPCR-ral.

Szolubilis fehérjék koncentracidjanak meghatarozasa ELISA modszerrel

A meghatdrozasokhoz ELISA kiteket (R&D Systems) hasznéltunk a gyért6i
ajanldsoknak megfeleléen. Mérés el6tt a mintdkat lecentrifugdltuk (10 000 g, 1 perc,

szobahd), hogy sejtmentes plazmét vagy feliiliszot kapjunk.

A P-selectin fehérje mennyiségét DM2 betegek és egészséges kontrollok vérlemezke
lizatum és plazma mintdiban is meghataroztuk. Az intracellularis P-selectin analiziséhez a
vérlemezkéket (egységesen 1,25 x 10° db sejt/minta) 1%-os TritonX-100 és protedz gatl6
tartalmu lizis pufferrel lizdltuk és a plazma mintdkkal egy idében a fehérje koncentracidkat

lemértiik.

A sztentelt betegek plazma mintdiban a thrombocyta aktivaciét szolubilis P-selectin,
CD40L ¢és PDGF-BB koncentraciok mérésével, az endothelsejtek aktivdléddsat szolubilis
VCAM-1, ICAM-1 és E-selectin plazma koncentracidjanak analizisével értékeltiik. Az ISR
kialakuldsa alatt bekovetkezd vaszkuldris gyulladdsos folyamatok stlyossdgat az 1. hénapos

ex vivo plazma mintak TNF-a koncentracié mérésével is nyomon kovettiik.

A HCAEC sejtek TNF-a-val és everolimussal tortént kezelését kovetden a sejtkultirdk
feliiluszgjaban két endothelsejt aktivacios markert, az E-selectin és a VCAM-1

koncentracigjat hataroztuk meg.

Az NF-kB utvonal aktivalodasanak vizsgalata endothelsejtekben

A TNF-a kezelés hatasara kialakul6 gyulladasos reakci6 az NF-kB utvonal
aktivaciojahoz vezetett, amit a p65 alegység magtranszlokacidjan keresztiil monitoroztunk
fluoreszcens mikroszkdppal. A HCAEC sejteket 1 6ran keresztiil stimuldltuk TNF-a-val (100
ng/mL) everolimus (0,5 uM) vagy DMSO (kontroll) jelenlétében. Az NF-kB p65 alegység
elsédleges jeloléséhez nytlban termeltetett anti-humdn p65 antitestet (100 yg/mL, Santa Cruz
Biotechnology) hasznaltunk, mig a masodlagos antitest Alexa Fluor 488-al konjugalt kecske

anti-nyul IgG (Invitrogen) volt, a sejtmagokat Hoechst 33342 (Invitrogen) festékkel jeloltiik.
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A mintdkat Zeiss Axio Scope. Al fluoreszcens mikroszkdppal (Carl Zeiss Microimaging)
vizsgaltuk, a képek analizisét €s az NF-kB p65 sejtmag/cytoplazma festddés intenzitasanak
aranyanak meghatarozasat ZEN 2012 szoftverrel (v.1.1.0.0, Carl Zeiss Microscopy) végeztiik.
A NF-xB p65 jelolés kivitelezésében €s az eredmények kiértékelésében Dr. Varadi Judit és
Dr. Fenyvesi Ferenc (Debreceni Egyetem, Gyodgyszertechnoldgiai Tanszék) nyujtottak

segitséget.
Statisztikai értékelés

Az adatok normal eloszlasanak vizsgélatdhoz Kolmogorov-Smirnov tesztet hasznéltunk.
Normal eloszlas esetén két csoport eredményeit t-probdaval, mig nem normél eloszlas esetén
Mann-Whitney U-teszttel hasonlitottuk Gssze. Tobb csoport statisztikai analizisét ANOVA
vagy Kruskal-Wallis alapu ,,post-hoc” tesztekkel végeztiik. A beteg €s kontroll csoportok
kozotti egyes paraméterek Osszehasonlitdsara Chi-négyzet probat alkalmaztunk. A keringd
miRNS-ek és a szolubilis markerek kozotti dsszefliggést Pearson korreldcidval vizsgaltuk.
Statisztikailag szignifikdnsnak vettiik azt az eltérést, ha a P érték kisebb volt, mint 0,05
(P<0,05). A statisztikai szdmitdsokhoz GraphPad Prism (version 4.0 és 6.01) és SPSS (version
19.0, IBM Corp.) szoftvereket hasznaltunk.
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Eredmények

A thrombocyta és MK miRNS-ek vizsgalata DM2-ben

A vizsgélati csoportok demografiai €s laboratoriumi jellemz6i

A DM2 betegek és a két kontroll csoport a demografiai paraméterek alapjan
Osszehasonlithatok voltak, a nemek ardnydban és az atlagéletkorban nem voltak eltérések. A
diabeteses betegekben jelent6sen magasabbak (P<0,05) voltak a BMI (body mass index)
értékek, az €éhomi gliik6z és az inzulin koncentricidk, ugyanakkor a HDL-koleszterin szint
szignifikdnsan csokkent (P<0,05) a kontrollokhoz képest. Az obez kontroll csoportba
sulyosan elhizott (BMI: 35,8 [31,6-37,3] kg/mz), de nem diabeteses személyeket vontunk be.

A felszini P-selectin pozitivitas alapjan fokozott vérlemezke aktivaciot figyeltiink meg
DM2-ben (7,2 £ 5,1 %, P<0,001), ami mar obezitdsban is megmutatkozott (3,5 £ 1,5 %,
P=0,003) az egészséges kontrollokhoz (1,8 + 0,9 %) képest. A statin kezelés mellett a betegek
enyhe trigliceridszint emelkedést, és normal egyéb lipid paramétereket mutattak, igy a

hyperkoleszterinaemia hatasat kizarhattuk.

Az intracellularis P-selectin mellett szolubilis formédban a plazma mintdkban is
meghatdroztuk a fehérje koncentricidjat, mert els6sorban a vérlemezke aktivicié sordn a
sejtfelszinre kikertilt P-selectin tun. ,,shedding” mechanizmussal lehasitédhat. Az egészséges
kontrollokhoz hasonlitva, a DM2 betegek vérlemezke mintdiban szignifikdnsan magasabb
volt az intracelluldris fehérje koncentracidja (250 = 33 vs. 304 = 39 ng/mL, P=0,045). A
plazma mintdkban is emelkedett szolubilis P-selectin szinteket tapasztaltunk (26,6 + 7.4 vs.

35,4 + 5,6 ng/mL, P=0,050).

A vérlemezkék miRNS expresszidjanak valtozasa DM2-ben

Egyik f6 célunk az volt, hogy megvizsgédljuk DM2 betegekben a fokozott vérlemezke
aktivdcidhoz kothetd miRNS-ek expresszidjat. Kiilonbozé adatbdzisok és kordbbi
kozlemények alapjan a legnagyobb mennyiségben megtalalhatdé miRNS-ek koziil a miR-223 a
P2Y12 ADP-receptor, a miR-26b és miR-140 a P-selectin (SELP) receptor expresszidjat
befolydsolhatja, valamint a miR-126 is hatassal lehet a vérlemezke aktivacidra. DM2-ben azt
taldltuk, hogy az érett miR-223 (P=0,003), a miR-26b (P=0,001), a miR-140 (P=0,041) és a
miR-126 (P<0,001) expresszidja szignifikdnsan alacsonyabb volt az egészséges kontroll
csoporthoz képest. Ez az eltérés nagy mértéki volt (P<0,001) a vizsgalt miRNS-ek esetében a

BMlI-illesztett, nem diabeteses obez egyénekhez viszonyitva is.

16



Ezutdn megvizsgaltuk, hogy milyen abnormalis folyamatok 4&llhatnak a csokkent
thrombocyta miRNS szintek hatterében DM2-ben. Ennek egyik lehetséges magyarédzata, hogy
az érett miRNS el6alakjabol, a pre-miRNS-b6l is kevesebb expresszdlodik a
thrombocytdkban. Ezért RT-qPCR mddszerrel vizsgaltuk a vérlemezkék pre-miRNS
tartalmat, €s azt taldltuk, hogy a pre-miR-223 (P=0,040) és a pre-miR-26b (P=0,093)

mennyisége is kevesebb volt DM2-ben a kontroll mintdkhoz képest.

A keringd miRNS-ek analizise az ex vivo plazma mintakban

Mivel az extracellularis miRNS-ek tobbsége a vérlemezkékb6l szarmazik, ezért
megvizsgaltuk, hogy hogyan valtozik ezen miRNS-ek szintje a plazma mintdkban. Azt
tapasztaltuk, hogy a thrombocytdkhoz hasonléan a keringd miR-223 (P=0,048), miR-26b
(P=0,006), miR-140 (P<0,001) és miR-126 (P<0,001) szintje is jelentésen csokkent DM2-ben

az egészséges kontrollokhoz képest.

A hyperglycaemia miRNS szintekre kifejtett hatdsanak vizsgalata MK sejtekben

Vizsgalataink sordn azt tapasztaltuk, hogy DM2-ben az érett miRNS-ek mellett a
thrombocytdk pre-miRNS tartalma is csokkent, ami arra utalhat, hogy mar a MK sejtekbdl
kevesebb keriilhet a lefliz6d6 vérlemezkékbe. Ennek érdekében az in vitro koriilmények

kozott kialakitott hyperglycaemids modellben vizsgaltuk a MK sejtek miRNS expresszigjat.

A hyperglycaemia hatdsara mindkét MK sejtkulturdban egy csokkend tendenciat lattunk
a miRNS expresszidkban, ami 24 6ra elteltével mar szignifikdnsan alacsonyabb volt (miR-223
és miR-26b esetén P<0,010; miR-140 esetén P<0,05), és a 4 hetes kezelés végére ez a
csokkenés még markdansabba (P<0,001) vélt. Az érett miRNS szintekkel ellentétben a pre-
miR-223 és pre-miR-26b expresszidja nem csokkent a hyperglycaemia hatdsara 24 oOra
elteltével sem, sOt a 4 hetes kezelés végére jelentds emelkedést (P<0,05) mutattak. Ezek az
eredmények azt sugalljdk, hogy az érett miRNS szintek csokkenéséért a MEG-01 MK

sejtekben dontden a megvaltozott Dicer aktivitds lehet a felelOs.

A hyperglycaemia hatasara lecsokkent miRNS expressziok miatt emelkedett a cél mRNS-ek

szintje vérlemezkékben é€s MK sejtekben

A vérlemezkékben nagy mennyiségben megtaldlhat6 miRNS-ek koziil a miR-223 a
P2RY12, mig a miR-26b és a miR-140 a P-selectin (SELP) génjének mRNS-&t
szabdlyozhatjak a TargetScan human predikcids program (Release 7.0, www .targetscan.org)

alapjan. Ezért megvizsgaltuk, hogy a csokkent miRNS szintek hatdsara hogyan valtozott a

17



vérlemezkékben a cél mRNS-ek mennyisége DM2-ben és a gliikozzal kezelt MEG-01 MK
sejtekben. A P2RY12 mRNS szintjében szignifikans emelkedést (P=0,036) tapasztaltunk
DM2-ben az egészséges kontrollokhoz képest. A csokkent miR-26b és miR-140 szintek
mellett a SELP mRNS expresszidja szintén jelentésen magasabb (P=0,005) volt DM2-ben.
Ezzel parhuzamosan a gliikoz kezelt MEG-01 MK sejtekben is hasonlé mértékli emelkedést

(P<0,05) detektaltunk mindkét mRNS esetében 24 6ra elteltével.

A miR-26b, miR-140 és SELP mRNS kozotti kapcsolat igazoldsa

A miR-26b, a miR-140 és a SELP mRNS kozotti direkt kapcsolatot miRNS mimic-ek
és inhibitor-ok hasznélatdval vizsgaltuk. A mimic-ek hatdsdra a miR-26b és a miR-140
fokozottan expresszalodott, mig a specifikus miRNS inhibitor-ok jelentésen gétoltak ezen
miRNS-ek szintjét az MK sejtekben. A miRNS szintek megvéltoztatdsa utdn megmértiik a
miR-26b és a miR-140 SELP mRNS-re kifejtett hatasit. A SELP mRNS mennyisége jelentds
mértékben csokkent mindkét miRNS mimic hatdsdra. A negativ kontrol mimic-kel (NEG-01)
transzfektalt sejtek SELP mRNS tartalmat 100%-nak vettilk, ehhez hasonlitottuk
transzfektalas utdn az MK sejtek SELP mRNS expresszidjat (a miR-26b hatasara ez 60%-ra,
mig a miR-140 esetén 70%-ra csokkent, P<0,05). Az anti-miR-26b és az anti-miR-140 a
SELP mRNS szignifikdns emelkedéséhez (P<0,05) vezetett.

A miRNS expresszidk Dicer fiiggbségének vizsgalata calpain inhibitor hasznalataval

A DM2-ben tapasztalt csokkent miRNS expressziok hatterében a kisebb pre-miRNS
szintek mellett az alacsonyabb Dicer aktivitds is allhat, mivel az enzim miikodését jelentGsen
befolyasoljak a calpainok. Ezért, ha a calpainokat specifikus inhibitorral, a calpeptinnel
gatoljuk, megvédjiik a Dicer enzim funkciéjat. A hyperglycaemias MK sejtekhez adott
calpeptin visszaallitotta a Dicer aktivitdsat, ami normalizdlta a miR-223 (P=0,009) és miR-

26b (P=0,027) expresszidjat.
A BMS és DES sejtaktivalo hatasanak osszehasonlitasa stabil anginas betegekben

A betegek demografiai €s klinikai jellemz6i

Jelen tanulmdnyban 28 BMS és 21 DES kezelésben részesiilt stabil anginds beteg
vérmintdiban vizsgaltuk a vérlemezke és endothelsejt aktivacids markerek szintjét. A
betegcsoportok korban és nemben azonosak voltak és nem volt kiilonbség a tarsbetegségek

(DM2, magas vérnyomds vagy hypercholesterinaemia) jelenlétében és a dohdnyzési
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szokasokban sem. A beavatkozast kovetéen a betegeket 6 honapon keresztiil kovettiik, amely

soran a klinikus nem tapasztalt sztenttrombozist, azonban 6 BMS betegben ISR alakult ki.

A sztent beiiltetést kovetd hemosztazis eltérések monitorozasakor a D-dimer és
fibrinogén szintekben nem volt kiilonbség, addig az FM koncentraciok jelentdsen emelkedtek
voltak mar 24 draval a beavatkozdst kovetden (P=0,012) és ez nem csokkent le az 1 honapos
mintdkban sem. A median FM értékek ugyanakkor a referencia tartomanyban (<10 mg/L)
maradtak. A sztent beiiltetés utdn 24 6rdval jelent6sen magasabb c¢TnT koncentracidkat
figyeltiink meg mind a BMS (P=0,0001), mind a DES (P=0,042) csoportban, melyek 1 hénap

elteltével visszacsOkkentek a kiindulasi értékekre.

A vérlemezke aktivacidés markerek valtozdsa a sztent kezelést kovetben

A kettds thrombocyta funkcidt gatld terapia ellenére mindkét sztent tipus alkalmazdsa
mellett fokozott vérlemezke aktivaciot figyeltiink meg a sztent beiiltetést kovetden 1
hénappal, de a két csoport kozott nem volt kiilonbség a felszini P-selectin expressziokban
(BMS: 33 [2,3-3,8] %; DES: 2,5 [2,3-3,2] %; P=0,574). Ehhez hasonl6éan a szolubilis P-
selectin koncentraciok is fokozatosan megemelkedtek a keringésben, kiilondsen a BMS
csoportban, ahol a beavatkozds utin 1 honappal szignifikdnsan magasabb koncentraciok
voltak a kezelés elotti értékekhez képest (P=0,048). A szolubilis CD40L szintek a referencia

tartomanyon (<100 pg/mL) beliil maradtak a kovetés soran mindkét csoportban.

A sztentelés okozta vaszkularis sériilést kovetden az aktivalddott vérlemezkékbdl nagy
mennyiségli PDGF-BB is kikeriilhet a keringésbe, ami a simaizomsejtek proliferdciojat
stimuldlhatja. Mindezek ismeretében meghatdroztuk a plazma mintdk PDGF-BB szintjét is
ELISA modszerrel. Azoknal a betegeknél, akiknél a BMS mellett kialakult az ISR, atlagosan
magasabb PDGF-BB koncentracidkat mértiink a sztentelés utdn 1 honappal a komplikdciot
nem mutatd BMS betegekhez és a DES csoporthoz képest. A DES csoportban ugyanakkor a
PDGF-BB szintje dnmaga kiindulasi értékéhez képest jelentdsen lecsokkent (P=0,004) 1
hoénappal a beavatkozdst kovetéen, ami részben magyarazhatja, hogy miért nem alakult ki ISR

ebben a csoportban.

Az endothelsejt aktivacios markerek koncentraciojanak valtozasa a két kohorszban

A sztentelés el6tt nem volt kiilonbség (P=0,154) a medidn vWF-Ag koncentraciokban a
két csoport kozott, ugyanakkor a BMS beavatkozas utdn 24 drdval szignifikans emelkedést

(190 [173-195] vs. 152 [142-167] %, P=0,046) mutatott. A DES csoportban nem
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tapasztaltunk ilyen mértéki eltérést, a legtobb esetben a referencia tartoméanyon beliil (50-160

%) voltak az értékek.

A BMS csoportban a sztent kezelés utdn 1 nappal vett plazma mintakban szignifikdnsan
magasabb szolubilis VCAM-1 koncentracidkat (610 [501-806] vs. 512 [449-703] ng/mL,
P=0,046) mértiink szemben a DES csoporttal, ahol ez nem emelkedett jelentosen (P=0,162).
A szolubilis ICAM-1 csak mérsékelt emelkedést mutatott a sztent implantaciét kovetéen 1
hoénappal, és ez a valtozds azonos mértékii volt a BMS és a DES csoportok kozoétt, azonban az

E-selectin értékekhez hasonldan, jelentGsen magasabb volt ISR-ben.

Az ISR-ben emelkedett sejtaktivacios markerek

A BMS kezelésben részesiilt betegek koziil 6 esetben ISR alakult ki a kovetési id6 alatt,
szemben a DES csoporttal, ahol nem volt ilyen komplikécid, ezért a csoportbontds utan is

megvizsgaltuk a leukocyta és endothelsejt aktivacios markerek eredményeit.

A szolubilis CD40L és az ICAM-1 szintek elsdsorban a fehérvérsejtek aktivaciojat
jelzik. Habar a teljes BMS és DES csoport k6zott nem tapasztaltunk kiilonbséget, az ISR joval
magasabb szolubilis ICAM-1 (P=0,046) és CD40L (P=0,032) koncentriciok jelenlétében
kovetkezett be, jelezve a nagyobb mértékli leukocyta aktivaciot és gyulladast. Ehhez
hasonldan az endothelsejt aktivacids markerek az E-selectin, a VCAM-1 és a vWF szintek is
joval magasabbak voltak ISR-ben a DES csoporthoz képest. Ez a valtozds kiilonosen a
szolubilis E-selectin és a vVWF esetében volt statisztikailag jelentds mértékli (P=0,032 és

P=0,011), mig a VCAM-1 esetében egy hasonl6 iranyu tendenciat tapasztaltunk (P=0,160).
Az everolimus endothelsejt aktivaciot csokkentd hatasanak vizsgalata in vitro

Az everolimus csOkkentette a TNF-a kezelés hatdsara megemelkedett E-selectin és VCAM-1

szinteket in vitro endothelsejt kultirakban

A sztentelés okozta vaszkuldris gyulladasos folyamatokat TNF-a (100 ng/mL) aktivicid
révén artérids koronaria (HCAEC) és vénds (HUVEC) endothelsejteken modelleztiik
everolimus (0,5 uM) jelenlétében és hianyaban, majd RT-qPCR és ELISA mddszerekkel
meghatdroztuk a SELE (E-selectin) és VCAM1 (VCAM-1) mRNS és fehérje expresszidkat.

A SELE és VCAMI mRNS-ek szintje a TNF-a koncentracidjanak (100 ng/mL) és az

/////

koncentracid fliggd mdédon szignifikansan csokkenteni tudott HCAEC (P<0,001) és HUVEC

(P<0,001) sejtekben. A gydgyszer onmagdban nem volt jelentds hatdssal a sejtek miikodésére
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é€s a DMSO sem befolyasolta a cellularis folyamatokat. A TNF-o kezelés hatdsara
bekovetkezd endothelsejt aktivacié kovetkeztében nagy mennyiségli E-selectin és VCAM-1
szabadult ki a HCAEC sejtekb6l. Az everolimus az mRNS szintek befolydsolasan keresztiil a
fehérjék koncentracigjat (E-selectin, P=0,001 és VCAM-1, P<0,001) is képes volt
szignifikdnsan csokkenteni. Ezek az el6zetes in vitro eredmények magyardzattal
szolgdlhatnak, hogy a DES csoportban miért lehetett kisebb mérték{i az endothelsejt aktivacid

és ezaltal alacsonyabbak az E-selectin/VCAM-1 szintek a plazma mintdkban.

Az everolimus gyulladascsokkent$ hatdsa az endothelsejtekben

Az endothelsejt aktivaciés markerek szabalyozasdban betoltott szerepe mellett az
everolimus gyulladascsokkentd hatdsat az IL-1P és IL-6 mRNS-ek expresszidjan keresztiil
analizaltuk. A HCAEC sejtekben a TNF-a citokinnel kivaltott gyulladast az emelkedett IL-1[3
és IL-6 mRNS szintek igazoltdk, amik mdar 1-4 dérdval a kezelés utdn jelent6s mértékliek
voltak. Ezt a nagyfoku gyulladasos valaszreakciét az everolimus mar 1 Ora alatt
szignifikansan redukélta, ami 4 6rat kovetden még kifejez6bbé valt az IL-13 (P<0,002) és az

IL-6 (P=0,004) mRNS esetén is.

Az everolimus hatdsa az NF-kB ttvonal aktivacidjara

Az NF-xB utvonal aktivacidja sordn a p65 transcriptids faktor a citoplazmabdl bejut a
sejtmagba, ahol gyulladdsos gének transcriptigjat serkenti, ezért a magtranszlokacio
mérésével kovetkeztetni lehet a gyulladasos valaszreakcié mértékére. Megvizsgaltuk, hogy az
everolimus hatdsa a korai p65 transzlokacié gétlasdn keresztiil megy-e végbe. Ehhez a
HCAEC sejteket rekombinans TNF-a-val (100 ng/mL) 1 6ran keresztiil kezeltiink everolimus
(0,5 uM) vagy DMSO jelenlétében. Fluoreszcens mikroszkdppal a p65 festdédés intenzitdsat
analizéltuk a sejtek citoplazmdjdban és a sejtmagban. A nem kezelt sejtekhez képest a TNF-a
hatdsdra a p65 a citoplazmdbdl bekeriilt a sejtmagba, amit az everolimus jelentds mértékben
(P<0,001) meg tudott akadalyozni. Ezekkel a kisérletekkel igazolni tudtuk, hogy az

everolimus az NF-kB ttvonal gatldsan keresztiil fejti ki gyulladdscsokkentd hatdsat.

A SELE és a VCAMI1 gén transcriptiés szintli szabdlyozdsa €és az everolimus hatdsa az

enhancer RNS-ek kifejez6désére

HUVEC sejtekben az RNS polimeraz II, a p65 jelenlétében és az aktiv gén promoter
marker (H3K27Ac) alapjan a TNF-a kezelés hatdsara aktiv transcriptié zajlott a SELE és
VCAMI1 gének esetében. Emellett az aktiv enhancer jel6l6 (H3K4m3) segitségével mindkét

gén kozelében két p65 és RNS polimeraz II-vel kapcsolt enhancer régiot azonositottunk. A
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TNF-a stimulus hatdsdra a SELE_-11Kb (P=0,027) és VCAMI1_-10Kb (P=0,017) eRNS-ek
expresszidja fokozodott, amit az everolimus 1 oras kezelést kovetden csokkenteni tudott
(P<0,05) a HCAEC sejtekben. Mindezek alapjan azt gondoljuk, hogy az everolimus a p65-
hoz kapcsolt eRNS-ek represszdldsan keresztiil gatolni tudja a SELE és VCAMI1 gének

fokozott transcriptidjat, ezzel mérsékelve az endothelsejt aktivacid szintjét.

Az endothelsejt aktivacid posttranscriptios szabalyozasa

Az E-selectin és VCAM-1 gének posttranscriptios szabdlyozasa miRNS-ek 4ltal is
torténhet. A komplementaritds alapjan a miR-181b szerepét analizéltuk in vitro TNF-a
stimuldlt HCAEC és HUVEC sejtkulturdkban, valamint megvizsgaltuk az everolimus
potencialis szabdlyozd funkcidjat is. A TNF-a-val kivaltott sejtaktivacios folyamatokat a

gyulladés specifikus miRNS-ek expresszid valtozdsan keresztiil is kovettiik.

A miR-155, miR-146a és miR-185 szintek jelentGsen megemelkedtek a nem kezelt
mintdkhoz képest (P<0,001) mindkét sejttipusban, ami az IL-1p és IL-6 mRNS-ekhez
hasonldan jelezte a TNF-a d4ltal kivaltott gyulladdsos valaszreakciot és az endothelsejt
diszfunkciét. Ezzel szemben ezen miRNS-ek fokozott expresszidja az everolimus jelenlétében

nem kovetkezett be.

A miR-181b expresszidja lényegesen lecsokkent (P<0,01) a TNF-o hatdsdra, ami
hozzdjarulhat a SELE és VCAMI mRNS szintek tovabbi emelkedéséhez. A gyulladdsos
citokinnel egy id6ben alkalmazott everolimus megakaddlyozhatta a miR-181b
expresszidjanak csokkenését, ezaltal mérsékelheti a cél mRNS-ek fokozott kifejez6dését. A
TNF-a-val kezelt mintdkhoz képest mind a HCAEC (P=0,042), mind a HUVEC (P=0,049)

sejtekben szignifikdnsan magasabb miR-181b szinteket detektaltunk.

Ezt kovetéen tanulmdnyoztuk, hogy a miR-155 és miR-181b szintek vdltozasa a
biogenezisiik mely 1épésénél szabdlyozddik, ezért meghataroztuk mindkét prekurzor (pre- €s
pri-miRNS) mennyiségét a HCAEC sejtekben. Az érett miRNS mintdzatokhoz hasonld
valtozasokat tapasztaltunk a miR-155 és miR-181b prekurzor formaindl. Ezek az eredmények
azt sugalljak, hogy ezen miRNS-ek expresszidja a transcriptiojuk szintjén szabalyozodik, amit

a TNF-a és az everolimus reguldlhat.
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A miR-181b posttranscriptios szinten kozvetleniil szabalyozza a SELE és VCAM1 mRNS-ek

expresszidjat

Az endothelsejtek érett miR-181b szintjét specifikus miRNS mimic-et hasznélva
,mesterségesen” fokoztuk, ami kovetkeztében a SELE (P=0,006) és VCAMI1 (P<0,001)
mRNS-ek expresszigja jelentdsen lecsokkent a negativ kontrol mimic-kel (NEG-01)

transzfektalt mintdhoz képest. Az in vitro kisérletes modelliinkben tehét igazolni tudtuk a

miR-181b SELE és VCAM1 mRNS-ek szabalyozasaban betoltott direkt szerepét.

Az extracellularis miRNS szintek alakuldsa az endothelsejt aktivicidban és az ISR

kialakuldsakor

Az Open Array analizissel 66 miRNS-t detektdltunk a sztentelt betegek plazma
mintdiban. ISR-ben 17 miRNS expresszidja nagyobb, mint mdsfélszeres mértékben (fold
change > 1,5) csokkent (pl. miR-126, miR-223, miR-424), mig 23 masik miRNS szintje
ugyanilyen mértékben emelkedett (pl. miR-155 és miR-185) a komplikacié nélkiili BMS és a
teljes DES csoporthoz képest.

Az ex vivo plazma mintdkban tapasztalt magasabb TNF-a koncentriciok mellett a
markdnsan emelkedett keringd miR-155 (P<0,01) és miR-185 (P<0,001) expresszidk is
alatamasztjak az ISR-ben kialakult vaszkuléris gyulladdsos folyamatokat. Az E-selectin és
VCAM-1 expressziokat szabdlyozé miR-181b szintje szignifikdnsan kisebb volt ISR-ben a
BMS (P=0,035) és DES (P=0,034) csoportokhoz képest. A miR-424 egy masik endothelsejt
aktivdcids marker, a VWF Kkifejez6dését szabdlyozhatja. Az Open Array analizissel kapott
eredményeket validalni tudtuk a teljes betegcsoportban a miR-424 esetében is, miszerint a
miRNS szintje jelent6s mértékben lecsokkent (P<0,010) a komplikacié nélkiili csoportokhoz
képest. ISR-ben a miR-126 (P=0,036) és miR-34a (P<0,001) expressziok nagyban csokkentek
a DES-hez képest, azonban a vaszkularis gyulladasos folyamatokban betoltott funkcidjukat

mar azonositottdk, ezért mint ,.kontroll miRNS-ek” szolgaltak a méréseink soran.

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

endothelsejt aktivaciohoz ISR-ben.
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Megbeszélés

A cukorbetegség okozta gyulladasos €s trombotikus komplikdcidk gyakori kialakulasa,
tovabbd a korondria betegségek miatt sziikségessé valo sztent beiiltetésekhez esetlegesen
tarsulo klinikai szovédmények miatt fontos megismerniink az eltérések hatterében allé koéros
celluldris folyamatokat. Az elmult években egyre tobb ismeret gy(ilt 6ssze ezen intracelluldris
torténésekrdl nemcsak fehérjeszinten, de RNS szinten is, amelyek a koros folyamatok
szabdlyozasaért felelosek. A tovabbi részletek feltérképezése érdekében megvizsgéltuk a
fokozott vérlemezke aktivalodast eldsegitd thrombocyta és MK miRNS szint véltozdsokat
DM2-ben. Ezzel parhuzamosan analizdltuk a korondria sztent implantaciét kovetden kialakult,
endothelsejt aktivicidval egyiitt jar6 ISR hatterében all6 molekularis mechanizmusokat,

valamint az everolimus gydgyszer sejtaktivaciot csokkentd hatdsat.

Az utobbi években valt ismertté, hogy a vérlemezkék nagy szamban és relative nagy
mennyiségben miRNS-t és mRNS-t hordoznak. A miRNS-ek a gének egy jelentds részének a
posttranscriptiés finomszabdlyozdsdban vesznek részt a cél mRNS-ek miikodésének gétldsan
keresztiil. Sokan sokdig kételkedve fogadtdk, hogy a sejtmaggal nem rendelkez6 vérlemezkék
a 8-12 napos atlag élettartamukkal hordozhatnak-e egyéltaldn funkciondlis RNS molekuldkat,
és ezdltal képesek lehetnek-e akdr fehérjeszintézisre is kiilonb6z6 stimulusok hatdsdra. Az
elmult néhany évben szdmos kozlemény jelent meg, amely bizonyitotta bizonyos vérlemezke
mRNS-ek és azok miikodését regulalo miRNS-ek szerepét olyan betegségekben is, melyben a
thrombocytak fokozott aktivacids allapotba keriilnek, pl. DM2-ben vagy szeptikus allapotban.
Jol ismert tény, hogy DM?2-ben a vaszkuldris és trombotikus komplikdcidk igen nagy
epidemioldgiai jelentGséggel birnak a fejlett orszagokban. A gyakran kialakuld és akdr
hosszan tartd hyperglycaemids allapot miatt szdmos sejt mikodése megvaltozik, igy a
csontveldben a MK sejteké és a keringésben thrombocytdké is. A megvéltozott metabolikus
kornyezetben a vérlemezkék aktivaltsagi allapota fokozddik, a keringésben nagyobb szamban
lesznek jelen un. reaktiv thrombocytdk, melyek kisebb stimulus hatdsara konnyebben és akdr
nagyobb mértékben aktivdlédhatnak. A DM?2-ben és mdar az obezitisban is kimutatott
vérlemezke aktivacid tobbek kozott emelkedett sejtfelszini €s szolubilis P-selectin

expresszidval jellemezhetd.

Az eddig megjelent kozlemények tobbsége a keringd, szérumban vagy plazmaban
megmért miRNS-ek expresszidjanak valtozdsat vizsgdlta DM2-ben €s obezitdsban, ezért

kevés informécié 4ll rendelkezésre a humian MK és vérlemezke miRNS-ek szintjének és
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funkcigjanak valtozasarél ezekben a betegségekben. Masok vizsgaltak, hogy a reaktiv
thrombocytdkban csokkent a miR-96 és emelkedett a VAMPS8 cél mRNS és fehérje szintje,
ami hozzajarult a vérlemezkék fokozott szekrécigjahoz. Egy mdsik tanulmanyban szoros
Osszefiiggést talaltak a miR-223 és a P2Y12 ADP-receptor mRNS 3’ UTR régidja kozott a
vérlemezkékben és a MK sejtekben. Ezek az eredmények felvetik a thrombocyta miRNS-ek
szerepének fontossagat az adott vérlemezke fehérje vagy receptor expresszidjanak
szabdlyozdsaban egészséges és koros koriilmények kozott is, azonban sok miRNS és cél

mRNS funkcidja még nem tisztazott.

Kordbbi irodalmi adatok, valamint publikusan elérhetd adatbdzisok és predikcids
programok (pl. www.mirbase.org) alapjan olyan miRNS-ek analizisét végeztiik el DM2-ben,
amelyek a vérlemezke aktivicidhoz kapcsolhaté fehérjék/receptorok expresszidjat
szabalyozhatjdk. Tudomdsunk szerint kordbban nem vizsgaltdk a P2Y12 és a P-selectin
receptorok szabdlyozdsdban részt vevd vérlemezke miRNS-ek expresszidjait DM2-ben. Ezért
DM2-ben szenvedd betegek vérlemezke €s plazma mintdiban kvantitaltuk az érett és a
prekurzor miR-223, miR-26b, miR-140 és miR-126 expresszidkat, valamint a cél (P2RY12,
SELP) mRNS szinteket. A hyperglycaemia hatasit MK sejtkultirakban in vitro 1is
modelleztiik, illetve analizaltuk a miR-26b és a miR-140 kapcsolatdat a SELP mRNS-sel.

A mintavétel idején bar nem alakult ki egy betegben sem akut trombotikus esemény,
mégis a felszini P-selectin pozitivitds alapjan fokozott vérlemezke aktivicidt detektdltunk
DM2-ben a kontroll csoportokhoz képest, ahogy azt munkacsoportunk mar korabban is
tapasztalta, és az emelkedett felszini P-selectin értékek mar obezitdsban is megmutatkoztak az
egészséges személyekhez viszonyitva. Mind a vérlemezke, mind a plazma mintdkban az
intracellularis/szolubilis forma jelentGsen magasabb koncentracioit taldltuk DM?2-ben az
egészséges kontrollokhoz hasonlitva, ami arra utalhat, hogy a P-selectin-nek nemcsak
fokozott szekrécidja torténik DM2-ben, hanem tobb fehérje is termelddik a tartdésan fennalld
metabolikus stimulusok hatasdra. Mindez fokozhatja a heterotipikus aggregatumok

kialakuldsdt, a gyulladdsos és atherotrombotikus szovodmények bekovetkezését.

A fenti eredmények alapjan célunk volt a DM2-hoz tarsult vérlemezke aktivicid
szabdlyozdsaban szerepet jatsz6 miRNS expresszidk analizise. A miR-223 szintje a kontroll
csoportokhoz képest jelent6s mértékben lecsokkent a DM2 betegek vérlemezkéiben. A
vérlemezke mintdkban megmértik a miR-223 4ltal szabalyozott P2RY12 mRNS
expresszigjat, ami jelentGsen magasabb volt DM2-ben, mint az egészséges kontrollokban. A

thrombocyta reaktivitisban jelentds szereppel bird P2Y12 receptor medialt dtvonal és a
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fokozott receptor expresszid magas koleszterin koncentraciok és DM2-ben kozott szoros
osszefiiggést taldltak. Osszességében elmondhatd, hogy a DM2-ben megviltozott miR-223

expresszié a P2RY 12 szabalyozasan keresztiil befolyasolhatja a vérlemezke aktivaciot.

Az adatbazisok és predikcids programok alapjan a miR-26b és miR-140 tobbek kozott a
SELP mRNS-t (P-selectin) szabélyozhatja, azonban eddig minddssze a miR-26b és az IL-6
expresszié kapcsolatat irtdk le. A vérlemezkék miR-26b és miR-140 expresszidja
szignifikdnsan alacsonyabb volt DM2-ben az egészséges €s az obez személyekhez
viszonyitva. Ezzel ellentétben a SELP mRNS expresszidja jelentGsen magasabb volt DM2-
ben az egészséges kontrollokhoz képest. A miR-26b, a miR-140 és a SELP mRNS kozotti
direkt kapcsolatot miRNS mimic-ek és inhibitor-ok transzfektalasdval MEG-01 MK sejtekben
igazolni tudtuk. A mimic-ek hatdsdra a miR-26b és a miR-140 fokozottan expresszalddott,
mig a miRNS inhibitor-ok jelentdsen gatoltak ezen miRNS-ek szintjét. A SELP mRNS
mennyisége jelentds mértékben csokkent mindkét miRNS mimic hatdsara, mig az anti-miR-
26b és az anti-miR-140 a SELP mRNS szignifikdns emelkedéséhez vezetett. A
vérlemezkékben megtaldlhaté tobb szaz miRNS koziil azonban mds miRNS-ek is részt

vehetnek a P-selectin expresszio szabalyozasaban.

A thrombocytak csokkent miRNS tartalma arra utalhat, hogy mar a MK sejtekbol
kevesebb miRNS keriilhet a lefiz6d6 vérlemezkékbe. Ennek érdekében magas gliikkéz
koncentracid mellett fenntartott MEG-01 és K562-MK sejtek érett miRNS expresszidjat
vizsgaltuk. A hyperglycaemia hatdsdra egy csokkend tendencidt ldttunk a miRNS
expressziokban mindkét MK sejtvonal esetében, ami 24 ora elteltével mar szignifikans eltérés
volt és az 1-4 hetes kezelés végére ez a csokkenés még markansabbd valt. Eredményeink
Osszhangban vannak egy korabbi feltételezéssel, miszerint a MK sejtek hyperglycaemia
hatdsara abnormadlis vérlemezkéket produkalnak, melyek a megnovekedett sejtfelszini

glikoprotein receptorok miatt konnyebben aktivalédhatnak a keringésben.

A gliikozzal in vitro kezelt MEG-01 MK sejtekben a csokkent miRNS szintek a
vérlemezkékhez hasonldan emelkedett P2ZRY 12 és SELP mRNS szintekkel jart egyiitt 24 6ra
elteltével. A megvaltozott MK RNS szintek megalapozhatjak az abnormadlis vérlemezke RNS

tartalom €s aktivacios allapot kialakuldsat DM2-ben.

A DM2-ben tapasztalt csokkent miRNS expressziok hatterében a kisebb pre-miRNS

szintek mellett az alacsonyabb Dicer aktivitas is allhat. A hyperglycaemids MK sejtekhez
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adott calpain inhibitor (calpeptin) korrigdlta a gliik6z altal lecsokkentett Dicer aktivitdst, ami

javitotta a thrombocyta miR-223 €s miR-26b expressziokat.

A PhD dolgozatban a BMS és DES korondria sztentek sejtaktivdlé hatdsanak
Osszehasonlitasat is elvégeztiik stabil anginds betegekben, valamint in vitro koriilmények
kozott vizsgaltuk az endothelsejt aktivacidt szabdlyozé bizonyos transcriptids €s

posttranscriptios folyamatokat az everolimus gatl6 hatasan keresztiil.

Az utébbi években szdmos klinikai kozlemény jelent meg a DES kedvezd hatésairdl
szemben a hagyomdnyos fémsztentekkel. A DES gyulladdscsokkentd és sejtproliferaciot gatld
hatdssal bir6 mTOR inhibitor tipusu gydgyszerét (pl. everolimus, sirolimus és ezek analdgjai)
két fazisban bocsdtja ki az érintett érszakaszba a beiiltetést kovetd kb. 2-3 hénap alatt, €s
ezaltal lassabb endothelizacid és simaizomsejt proliferacid alakul ki, ami az ISR kockazatat
jelentdsen csokkenti. A DES és BMS kiilonboz6 tipusainak hatékonysagat bar jonéhany
klinikai tanulmdnyban vizsgaltak, kevés informacié all rendelkezésre a kétféle sztent

kiilonbozo sejttipusok aktivacidjat érintd direkt hatdsardl.

Ebben a tanulmanyban 28 BMS és 21 DES kezelésben részesiilt stabil anginas
betegektdl szarmazé vérmintadkban hasonlitottuk Ossze a vérlemezke, a fehérvérsejt €s az
endothelsejt aktivdciés markereket. A betegektSl egységesen hdrom id6pontban gy(jtottiink
mintdkat. A sztentek beliiltetését kovetden a D-dimer és a fibrinogén szintekben nem voltak
kiilonbségek, azonban az FM - kiilondsen az alacsonyabb kiindulési értékekhez képest -
jelent6sen emelkedett a beavatkozast kovetden, amely inkdbb a korondria érszakasz dtmeneti
sériilésének koszonhetd, nem pedig a fokozott véralvadasi folyamatnak. A beavatkozast
kovetden a betegeket fél éven keresztiil kovettiik, amely sordn nem tapasztaltunk sztent
trombozist, azonban 6 BMS betegnél (21,4 %) ISR alakult ki, ami az irodalomban leirt

aranyhoz (20,1%) nagyon hasonl6 volt, viszont a DES csoportban nem volt komplikacio.

Kordbbi tanulmanyokhoz hasonléan mindkét sztent tipus alkalmazdsa mellett — a
posztimplantacids kettds vérlemezke gatld kezelés ellenére is - emelkedett vérlemezke
aktivdciot figyeltiink meg, ahol magasabb P-selectin expressziot és megnétt thrombocyta-
eredeti mikropartikula szinteket detektdltak. A szolubilis P-selectin koncentraciok
fokozatosan emelkedtek a keringésben a vizsgalati idoszak alatt kiilonosen a BMS
csoportban, ahol a beavatkozas utan 1 hénappal szignifikdnsan magasabb értékeket mértiink a
kezelés elotti értékekhez képest. A szolubilis CD40L és PDGF-BB szintek azokndl a BMS

betegekben voltak magasabbak, akiknél ISR alakult ki a beavatkozast kovetden.
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El6z6 kozleményekben emelkedett vVWF szinteket mértek BMS kezelés utdn 24-96 6ra
elteltével. A sztent kezelés el6tt nem volt jelentSs kiilonbség a vVWF-Ag koncentrdcidkban a
két csoport kozott, ugyanakkor a BMS kohorsz mar 24 6raval a beavatkozds utan szignifikéns
emelkedést mutatott. A BMS csoportban a sztent kezelés utdn vett plazma mintdkban
szignifikdnsan magasabb szolubilis VCAM-1 koncentraciokat mértiink szemben a DES
csoporttal. Hasonl6 eredményekrdl szdmoltak be mds tanulmanyok a BMS kezelést kovetden

3 nappal, valamint ISR kialakuldsa utén is.

A BMS betegek egy részénél kialakult ISR magasabb E-selectin és VCAM-1 plazma
szintekkel jart egyiitt, ezen gének expresszidjanak transcriptiés €s posttranscriptios
szabdlyozdasardl, valamint a DES altal kibocsatott everolimus sejtaktivaciot csokkentd
hatdsardl kevés informacié 4ll rendelkezésre. A vaszkuldris gyulladdsos folyamatokat
Palmieri és munkatéarsaihoz hasonléan TNF-a aktivaciéval modelleztiik korondria (artérids) és
vénads endothelsejteken everolimus jelenlétében €s hidanyaban. A HCAEC alkalmas
sejtkulturdnak bizonyult az artérids endothelsejtek vizsgalatara, mig a széles korben hasznélt

HUVEC sejtekben megerdsitettiik az eredményeinket.

A SELE és a VCAMI1 mRNS szintje a TNF-a hatdsara az inkubalasi 1d6 fiiggvényében
markansan novekedett, amit az everolimus szignifikdnsan csokkenteni tudott mindkét
endothelsejt tenyészetben. Az everolimus az mRNS szintek befolydsoldsan keresztiil a
fehérjék koncentracidjat is képes volt szignifikdnsan csokkenteni. Ezek az in vitro
eredmények magyarazattal szolgdlhatnak, hogy a DES csoportban miért volt kisebb az

endothelsejt aktivacio €s az E-selectin/VCAM-1 szintek a plazma mintakban.

A HCAEC sejtekben TNF-a-val kivdltott altalanos gyulladasos folyamatokat az
emelkedett IL-1p és IL-6 mRNS szintek igazoltdk. Ezt a nagyfoku gyulladdsos valaszreakciot
az everolimus mdr 1 dra alatt szignifikdnsan redukalta, ami 4 6rat kvetben még kifejez6bbé
valt. Az NF-xB ttvonal aktivacidja sordn a p65 a citoplazmébdl bejut a sejtmagba, ahol
gyulladdsos gének transcriptigjat serkenti. Ez€rt megvizsgaltuk, hogy az everolimus hatdsa a
korai p65 transzlokacié gatlasan keresztiil megy-e végbe. A HCAEC sejteket TNF-a-val
kezeltiink 1 6rdn keresztiil everolimus vagy DMSO jelenlétében. Fluoreszcens mikroszkoppal
a p65 fest6dés intenzitasat analizdltuk a sejtek citoplazméjaban €s a sejtmagban. A nem kezelt
sejtekhez képest a TNF-o hatdsara a p65 a citoplazmabdl bekeriilt a sejtmagba, amit az
everolimus jelentds mértékben megakadalyozott. Ezekkel a kisérletekkel igazolni tudtuk,
hogy az everolimus képes az NF-kB tutvonalat géitolni és csokkenteni az endothelsejtek

gyulladésos folyamatait.
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Az E-selectin és VCAM-1 expressziok transcriptiés szabalyozasdban részt vevo
gyulladésos jelatviteli folyamatokat eddig LPS-el kezelt endothelsejtben vizsgaltak. A fenti
eredmények alapjan feltételeztiik, hogy az everolimus a gének kozelében taldlhaté aktiv
enhancerek represszalasan keresztiil képes csokkenteni a TNF-o hatdsara megemelkedett
SELE és VCAM1 mRNS szinteket. A kozelmultban megjelent kozleményekben bemutattdk,
hogy az enhancer aktivitasra jol lehet kovetkeztetni az eRNS expresszid véltozasanak
mérésével. Ebbol adéddan egy-egy kivalasztott eRNS expresszidjat hatdroztuk meg mindkét
gén esetén. A TNF-o stimulus hatdsdra a SELE_-11Kb és VCAMI_-10Kb eRNS-ek
expresszidja fokozddik, amit az everolimus 1 6rds kezelést kovetden csokkentett a HCAEC
sejtekben. Mindezek alapjan azt gondoljuk, hogy az everolimus a p65 kapcsolt eRNS-ek
represszalasan keresztiil gatolni tudta a TNF-a indukalta SELE és VCAMI1 gének fokozott

transcriptidjat, ezaltal mérsékelve az endothelsejt aktivaciot.

Az E-selectin és VCAM-1 gének posttranscriptios szabdlyozasa miRNS-ek 4ltal is
torténhet, mint ahogy azt HUVEC sejtekben mar korabban vizsgéltdk. Jelen vizsgalatunkban a
miR-181b szerepét in vitro analizaltuk TNF-o stimulalt endothelsejt kultirdkban, valamint
megvizsgaltuk az everolimus lehetséges befolydsolo szerepét is. A TNF-oa-val kivéltott
sejtaktivacids folyamatokat a gyulladas specifikus miRNS-ek expresszid valtozdsan keresztiil
kovettiik. Az irodalmi adatokkal egyez6en a miR-155, miR-146a és miR-185 szint jelentosen
megemelkedett a nem kezelt mintdkhoz képest mindkét sejttipusban, ami jelezte a TNF-a
altal kivéltott gyulladdsos valaszreakcidt és egyben a bekovetkezd endothelsejt diszfunkciot.

Ezen miRNS-ek fokozott expresszidja az everolimus jelenlétében viszont nem kovetkezett be.

Kiemelendd, hogy a miR-181b expresszidja lényegesen lecsokkent a TNF-a stimulus
hatdsara, ami a komplementaritas alapjan hozzdjarulhat a SELE és VCAM1 mRNS szintek
tovabbi emelkedéséhez. A gyulladasos citokinnel egy iddben alkalmazott everolimus
mérsékelte a miR-181b expresszigjanak csokkenését, ezaltal csokkentve a cél mRNS-ek
fokozott kifejez6dését. A TNF-a-val kezelt mintdkhoz képest mind a HUVEC, mind a
HCAEC sejtekben szignifikdnsan magasabb miR-181b szinteket detektaltunk.

A kordbban megjelent HUVEC sejtekkel végzett kisérletek mellett meg kivantuk
erdsiteni a miR-181b és a SELE, valamint a VCAM1 mRNS-ek kozotti direkt dsszefiiggést a
TNF-a stimuldlt HCAEC sejtekben. Az endothelsejtek €rett miR-181b szintjét specifikus
miRNS mimic-kel jelentdsen fokoztuk, ami kovetkeztében a SELE és VCAM1 mRNS-ek

expresszidja jelentdsen lecsOkkent a negativ kontrol mimic-kel (NEG-01) transzfektalt
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mintdhoz képest. Ezen eredményeink alapjan az in vitro kisérletes modelliinkben igazolni

tudtuk a miR-181b SELE és VCAM1 mRNS-ek szabalyozasaban betoltott direkt szerepét.

Az ISR kialakulasanak hétterében a keringd miRNS-ek mennyiségének alakuldsat is
megvizsgaltuk, amit a szolubilis markerekkel korreldltattunk. Az ex vivo plazma mintdkban
tapasztalt magasabb TNF-a koncentraciok mellett a markansan emelkedett keringé miR-155
és miR-185 expressziok is aldtdmasztjdk az ISR-ben kialakult vaszkuldris gyulladasos
folyamatokat. Az E-selectin és VCAM-1 expressziokat szabdlyoz6 miR-181b szintje
szignifikdnsan kisebb volt ISR-ben a BMS és DES csoportokhoz képest. A miR-424 egy
masik endothelsejt aktivacids markernek, a vVWF-nak az expresszigjat szabalyozhatja, a miR-

424 szintje is jelentés mértékben csokkent a komplikdcid nélkiili csoportokhoz képest.

Végiil két miRNS (miR-181b és miR-424) expresszigjat korreldltattuk a plazma
mintdkban mért endothelsejt aktivaciés markerek koncentracigjaval. Erds korrelaciot taldltunk
a csOkkent miR-181b és az emelkedett E-selectin és VCAM-1 plazmaszintek, valamint a
miR-424 és a vWF-Ag koncentriciok kozott. Ezekbdl arra kovetkeztethetiink, hogy a
csokkent miRNS expressziok egy komplex szabdlyozdsi folyamat részeként hozzajarulhatnak

a fokozott endothelsejt aktivacihoz ISR-ben.
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Osszefoglalas

A miRNS-ek jelentds szerepet jatszanak szdmos betegség patomechanizmusaban a
gének expresszidjanak szabdlyozdsan keresztil. A vérlemezkék €s az endothelsejtek
abnormalis metabolikus €s gyulladdsos kornyezetben aktivalédhatnak, ami trombotikus és
vaszkularis szovodmények kialakuldsahoz vezethet. A kisérletes munkdnk célja vérlemezke,
MK és endothelsejt miRNS-ek analizise volt fokozott sejtaktivacioval jar6 metabolikus és

kardiovaszkularis betegségben.

Csokkent Dicer és pre-miRNS szintek miatt alacsonyabb vérlemezke €s keringd miR-
223, miR-26b és miR-140 expresszidkat detektdltunk DM?2-ben az obez egyénekhez €s az
egészséges kontrollokhoz képest. A hyperglycaemia hatasara a MEG-01 és az érett K562 MK
sejtek miRNS tartalma is jelentdsen csokkent in vitro. Az alacsony miR-26b és miR-140
emelkedett P-selectin (SELP) mRNS és fehérje szinteket eredményezett, mig a csokkent miR-
223 a magasabb P2RY 12 mRNS expresszioval mutatott dsszefliggést mind a vérlemezkékben,
mind a MK sejtekben. A miR-26b, miR-140 és SELP mRNS kozétti kapesolatot miRNS
mimic-ek és inhibitor-ok segitségével igazolni tudtuk MEG-01 sejtekben.

2.7

A koronaria fémsztentek €s a gyogyszert eludld korondria sztentek eltérd mértékben
befolyasoltdk a thrombocyta €s endothelsejt aktivaciét. Az emelkedettebb szolubilis P-
selectin, VCAM-1 és vWF plazma szinteket okozo BMS haszndlata mellett 28 betegbdl 6
esetben korai ISR alakult ki szemben a DES csoporttal. Emellett az ISR jéval magasabb
szolubilis E-selectin és VCAM-1 koncentriciok jelenlétében kovetkezett be, jelezve a

nagyobb mértékii endothelsejt aktivaciot.

Az everolimus az NF-xB ttvonal p65 magtranszlokaci6 gatlasan és az enhancer RNS-ek
represszalasan keresztiil csokkentette a TNF-a indukalta SELE és VCAM1 mRNS és fehérje
expresszidkat. Az E-selectin és VCAM-1 szintek posttranscriptios szabalyozasdban a miR-
181b fontos szerepet jitszik. Az ex vivo plazma mintdkban a csokkent miR-181b és miR-424
szoros korrelaciot mutatott az ISR-ben emelkedett szolubilis E-selectin, VCAM-1 és vWF

koncentraciokkal.

A kiilonboz6 betegségekben kialakuld szovodmények hatterében szamos koros
molekuldris folyamat allhat, amelyek feltérképzése eldsegitheti ezen komplikdciok jobb

kezelhet6ségét és konnyebb megel6zését.
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Az értekezés ij tudomanyos eredményei

1. DM2-ben alacsonyabb vérlemezke €s keringé miR-223, miR-26b és miR-140 expressziok
detektalhatok, melyek hatterében a csokkent Dicer funkcié és az alacsonyabb pre-miRNS

szintek allnak.

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

hatasdra in vitro koriilmények kozott.

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

mutatott Osszefiiggést a vérlemezkékben és a MK sejtekben.

4. A miR-26b, miR-140 és SELP mRNS ko6zotti direkt kapcsolatot miRNS mimic és inhibitor
hasznélatdval igazoltuk MEG-01 sejtekben.

5. A korondria fémsztentek (BMS) és az everolimust elualé sztentek (DES) eltéré mértékben

befolydsoltdk a thrombocyta és endothelsejt aktivaciot mértékét.

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

jelezvén a nagyobb mértékii endothelsejt aktivaciot.

7. Az everolimus az NF-xB ttvonal p65 magtranszlokacid gatlasdn €s az enhancer RNS-ek
represszalasan keresztiil csokkentette a TNF-a indukalta SELE és VCAM1 mRNS és fehérje

expressziokat, ezaltal az endothelsejt aktivacié mértékét HCAEC sejtekben.

8. Az E-selectin és VCAM-1 szintek posttranscriptios szabalyozasaban a miR-181b fontos
szerepet jatszik. A pre- €s pri-miR-181b valtozasok alapjan az érett miR-181b mennyiségét a
TNF-a és az everolimus transcriptids szinten is szabalyozhatja a HCAEC sejtekben.

9. A korondria sztentelt betegek ex vivo plazma mintaiban a csokkent miR-181b és miR-424

szoros korrelaciot mutatott az ISR-ben megemelkedett szolubilis E-selectin, VCAM-1 és von

Willebrand faktor szintekkel.
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Koszonetnyilvanitas

Ko6szonom témavezetémnek, Dr. Nagy Béla adjunktus Urnak, hogy az elmiilt évek alatt a
kisérletek megtervez€ésétdl, a prezenticiok elkészitésén at, a kozlemények és az értekezés
megirasdig mindenben készségesen segitett és mindvégig Osztondzte tudomanyos

tevékenységemet.

Haldsan koszonom Dr. Kappelmayer Janos Professzor Urnak, hogy a doktori képzés sordn
biztositotta a laboratériumi munkdm targyi és anyagi feltételeit. Koszonom, hogy

eredményeinket szamos hazai €s nemzetkdzi konferencian bemutathattam.

Ko6szonom Dr. Kaplar Miklés és Dr. Sziik Tibor klinikus kollégdknak, hogy a betegmintak

gyljtésében €s a tanulmanyok megtervezésében a segitségiinkre voltak.

Nagyon koszonom Matyas Erzsébetnek, Dr. Péliska Szilardnak, Dr. Czimmerer Zsoltnak

és Dr. Penyige Andrasnak a metodikdk bedllitasaban nyujtott segitségét.

Koszonom Bekéné Debreceni Ildiko, Galné Szabo Gabriella és Sarudi Sara, valamint a
Laboratériumi Medicina Intézet valamennyi munkatarsa segitségét, amit a laboratoriumi és

adminisztrativ munkdk sordn nyujtottak.

Koszonetemet fejezem ki a Tarsszerzoknek, akik az eredmények interpretaldsdaval és a

reagensek biztositasdval nagyban hozzajarultak a kozlemények elkészitéséhez.

Tovéabba, koszonettel tartozom Dr. Géth Laszlé Professzor Urnak, hogy TDK-s hallgaté

koromban bevezetett a kutatas rejtelmeibe €s elinditott ezen az uton.

Végiil, de nem utols6 sorban héldsan koszonom Feles€égemnek €és csalddomnak, hogy

mellettem alltak és biztatdsukkal folyamatosan timogattdk a munkahelyi feladataimat.

A kutatomunka a GINOP-2.3.2-15-2016-00043 kédszama  ,,Sziv- és  érkutatasi
kivalésdgkozpont (IRONHEART)” ciml palydzat, valamint az EFOP-3.6.3-VEKOP-16-
2017-00009 kédszdmi ,,Az orvos-, egészségtudomanyi- és gyogyszerészképzés tudomanyos
mihelyeinek fejlesztése” cim(i pélydzat, toviabba a Debreceni Egyetem, Altaldnos
Orvostudomanyi Kar munkacsoport tdmogatdsaval késziilt. A projekt az Eurdpai Unid
tamogatasaval, az Eurdpai Regionalis Fejlesztési Alap tarsfinanszirozasaval valosult meg. A
témavezetSt a Debreceni Egyetem, Altaldnos Orvostudomdnyi Kar 4ltal adomdnyozott

Szodoray Lajos Osztondij timogatta.
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