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Bevezetés és irodalmi attekintés

A cisztés fibrézis patomechanizmusa

A cisztés fibrozis (CF) az élettartamot leroviditd autoszomalis recessziv. modon
oroklodo szisztémas megbetegedés, melynek hatterében a Cisztas Fibrozis Transzmembran
Regulator (CFTR) gén tobb, mint 2000 patogén defektusa all. A genetikai mutéaciok
eredményeképpen a CFTR klorid/bikarbonat csatorna vagy nem expresszalodik az epithelsejtek
felszinén, vagy kijut a sejtmembrénba, de diszfunkciondlis lesz, ami abnormalis ion- és
viztranszporthoz vezet. Az eurdpai, koztilk a magyarorszagi betegpopuléacidban a leggyakoribb
CFTR varians a p.Phe508del (F508del, a régi nomenklatdra szerint delta-F508), melyet
hazankban a betegek kb. 80-85%-a hordozza homozigdta vagy 0Osszetett (,,compound’)
heterozigéta formaban. Ennek a mutdcidnak a lényege egy 3 bazispart érint6 delécid a gén 11-
kiilonb6z6 mutaciok eltéré mértékben okozhatjdk a CFTR mennyiségi és/vagy mindségi
zavarat, ami alapvetden befolyéasolja a klinikai tlinetek spektrumat és a betegség stulyossagat.

A CF Kklasszikus formaja tobb szervet érintdé megbetegedés, melyben a kiilsé
elvalasztasu mirigyek megvaltozott, koros mindségli valadéka olyan patoldgias folyamatokhoz
vezet, melyek az érintett szervek végleges kdrosodasat okozzak. Legsulyosabban a tiid6 és a
gasztrointesztinalis rendszer érintett. Az utobbi eltérések akar mar csecsemékorban kialakuld
sulyos felszivodasi zavarban és malnutricioban nyilvanulnak meg. A CF-es léguti betegség
progresszidjaban alapvet6 szerepet jatszik a légutak Ontisztulasanak karosodasa, az infekciok
altal provokalt nagy mértéki neutrophil granulocyta jelenléttel egyutt jard kronikus
intrapulmonalis gyulladas, melyet az interleukin-8 (IL-8), IL-6 és tumor necrosis factor-o
(TNF-o) fokozott expresszidja jellemez. A Toll-szer(i receptorok (TLR) szdmos bakterialis
termék, pl. a Gram-negativ baktérium eredetti lipopoliszacharid (LPS) felismerése révén,
részben a nuclear factor-kappa B (NF-xB) jelatviteli utvonalon keresztll, kodzvetitik a
gyulladasos aktivacidt. A kronikus 1éguti gyulladas végsésoron a horgdék, majd a tiidészovet
karosodasahoz, és kbvetkezményesen légzési elegtelenséghez, valamint a tiid6funkcio végleges
romlasahoz vezet. Meggy6z6 adatok utalnak arra, hogy a CF-re jellemz6 fokozott gyulladasos
valasz a légutakban nem kizarélag szekunder médon, tehat infekcidk hatasara alakul ki, hanem
szerepet jatszik a defektiv CFTR-hez kothetd pro-inflammatérikus folyamatok is. Az

epithelsejtekben a mitogen-activated protein kinase (MAPK) fehérje és az NF-kB-dependens



jelatviteli dtvonalak fokozott aktivitasa is jellemz6é. Hunter és munkacsoportja korébban
kimutatta, hogy a vad tipust CFTR-csatorna — eddig még nem pontosan ismert mechanizmussal
— gatlo hatést fejt ki a bazélis és a TNF-a altal indukalt NF-xB dtvonal aktivitasra léguti
epithelsejtekben, mig a CFTR ioncsatorna szelektiv funkcio gatlasa jelentésen novelte az NF-
kB jelatvitel aktivitasat. Mindezek alapjan a CFTR gyulladascsokkent6 hatasanak kifejtéséhez
a fehérje ép csatornafunkcidja latszik sziikségesnek. Bar megsziiletéskor még csak enyhe
gyulladas mutathatd ki a CF-es légutakban, a kéros immunolégia szabalyozasi folyamatok és a
korokozok elleni nem effektiv védekezés eredményeképpen az igen hamar bekovetkezd
pulmondlis fertézések hatasara a normalisnal intenzivebb gyulladasos valasz alakul ki, amit a
neutrophil granulocytdak dominanciaja és a tidékarosodassal osszefiiggd fokozott neutrophil

elasztdz (NE) aktivitas jellemez.

A mutaciospecifikus CFTR modulatorok szerepe a CF terapiaban

Mig a CF hagyomanyos terapidja a betegség progresszidjanak fékezésére, valamint a
kovetkezmenyek és szovodmények kezelésére iranyult, az ujabb kezelési stratégiak az elmult
évtizedben olyan gyogyszeres lehetdségek iranyaba fordultak, amelyek a rezidualis CFTR
aktivitassal jaré mutaciok egy részénel képesek fokozni a mitkodé CFTR-csatorna mennyiségét
a sejtmembranon (korrektorok), vagy javitani a sejtfelszinre expresszalt CFTR ioncsatorna
funkciojat (potenciatorok). A CFTR potenciator ivacaftor (Kalydeco®) a kloridcsatorna nyitasi
frekvenciajat fokozza, igy eredményesen alkalmazhato a Ill. osztalyu an. kapumutaciot (pl.
G551D, p.Gly551Asp) hordozé CF-es betegekben. A CFTR korrektorok, mint példaul a
lumacaftor, tezacaftor vagy elexacaftor a csatornafehérje intracellularis érési folyamatait és a
sejtfelszinre val6 kijutasat fokozzak. A CF-es betegek tobbsége altal hordozott p.Phe508del
mutacio esetén a CFTR defektus molekularis mechanizmusa Osszetettebb, a fehérje érési
folyamatai, abnormalis csatornanyitas és a fokozott ,,turnover” is szerepet jatszik. Ez utdbbi
mutécié esetén legalabb egy korrektor és egy potenciator molekula kombinalt alkalmazésa
sziikséges a Klinikai hatasossag érdekében. A lumacaftor/ivacaftor (Orkambi®) vagy a
tezacaftor/ivacaftor (Symdeco®, Symkevi®) a p.Phe508del homozigota betegekben, mig a
legujabb harmas kombinécio, a tezacaftor/elexacaftor/ivacaftor (Kaftrio®) mar a CF-es betegek
tobbségét kitevd p.Phe508del dsszetett heterozigdta genotipus esetén is hatdsosnak bizonyult.
A CFTR modulatorok korai, még a kifejezett strukturalis horgo- es tiidokarosodas bekovetkezte
el6tt torténd bevezetése jelentGsen lassitja a tiidObetegség progressziojat, csokkenti a léguti akut

exacerbaciok, a korhazi kezelések és az antibiotikum kezelések gyakorisagat, rdadasul az



extrapulmonalis kovetkezményeket is mérsékli, tébbek kozott javitja a betegek taplaltsagi

allapotat.
A gyulladasos biomarkerek szerepe cisztas fibrdzisban

A CF-es tiidébetegség nyomon kovetése kulcsfontossagu a gondozas soran, hiszen a
betegség prognozisat, az életmindséget €s a mortalitast leginkabb a tiidobetegség sulyossaga
hatarozza meg, melynek folyamatai mar csecsemékorban elkezdédnek. Ugyanakkor a léguti
érintettség  detektaldsénak lehetéségei, kiilonosen fiatalabb életkorban napjainkban is
korlatozottak. A leguti gyulladast reprezentald kiilonb6zé gyulladasos mediatorok mérése
vérbdl vagy 1éguti mintabol lehetdséget teremthet a tiidé gyulladasos folyamatainak Szoros
kdvetésére.

A kopetben vagy bronchoalveolaris moséfolyadékban (BAL) szdmos olyan gyulladasos
biomarker meghatarozhato, mely alkalmas a prognosztikai célokra, a légzésfunkcié romlasanak
elore jelzésére, valamint terapias sémak hatasanak monitorizalasara (pl. NE, antiproteazok, IL-
6, IL-8, IL-1B, TGF-R1). Azonban a mintavételi nehézségek, a BAL invazivitasa, az egységes
mérési eljaradsok hidnyaban ezek a rutin klinikai gyakorlatba nem ker(ltek bevezetésre.

A léguti gyulladds monitorizaldsanak talan legkézenfekvobb és analitikailag leginkabb
standardizalhatd és reprodukalhatd moddjat a biomarkerek vérmintabdl - plazmabol vagy
szérumbol - torténd meghatarozasa jelenti. A vérmintak levétele altalanossagban konnyi és
kevéssé invaziv eljaras barmely életkorban és betegségcsoportban. A kiilonb6z6 véralapu
biomarkerek a CF-es tiidobetegség eltérd aspektusaiban a klinikum szamara hasznos
informaciot hordoznak:

1. megbizhatdéan megkildnboztetik a CF-es beteget a nem CF-es személytdl,

2. kovetik a CF-es tiidobetegség sulyossagat,

3. eldre jelzik az akut pulmonalis exacerbacid kialakulasat,

4. jelent6s koncentracio valtozast mutatnak a pulmonalis exacerbacio lezajlasa alatt, és

5. kovetik a gyulladas mértékének csokkenését antibiotikum vagy CFTR-specifikus

kezelés alatt és utan

Annak ellenére, hogy szamos biomarkert vizsgéltak mar a CF-es tiidébetegség gyulladasos
folyamatainak monitorizalasara, ezek analitikai korilményei vagy az értékelésiik soran
megnyilvanulé limitdciék miatt a mindennapi rutin gyakorlat szamara még nem valtak
elérhetéve. Jelenleg még nincsenek egyértelmiien bizonyitott és kelléen érzékeny
plazma/szérum alapu paraméterek a CFTR modulatorok vagy akar a hagyomanyos kezelések

hatdsossaganak kovetésére, ezért sziikséges lenne 1j, jol reprodukalhatd, konnyen mérhetd és



sok rutin laboratériumban hozzaférheté biomarkerek bevezetésére a CF-es betegek kdvetése

érdekében.

A HE4 mint potencialis CF biomarker

A WFDC proteincsalad kis méretti fehérjéket foglal magaban, amelyek kiilonb6zo,
rendszerint protektiv funkciot latnak el, példaul antiproteaz, antibakterialis, vagy
gyulladascsokkentd tulajdonsaggal birnak. A tiidében nagy mennyiségben expresszalodnak,
igy a tidé6 homeosztazisanak fenntartasaban és a proteolitikus hatdsok elleni védelemben
jatszhatnak szerepet. Jelenleg 18 altipusuk ismert, melyek kozll az SLPI-t vagy masik néven
WFDC4-et az epithelialis sejtek és az aktivalt makrophagok termelik, és gyulladascsokkentd
hatast fejt ki a monocytakra, tovabba semlegesiti a NE-t és az IL-8-at, valamint fékezi a
neutrophilek bearamlasat. Az Elafin (WFDC14) szintén a Iéguti epithelsejtekben és az aktivalt
makrophagokban expresszalddik, és képes a P. aeruginosa-t opszonizalni.

A HE4 (masnéven WFDC2) fehérje expresszidjat szamos egészséges és malignus
szOvetben kimutattak. A Klinikumban els6ként ovarium, majd endometrium carcinomaban és
tidétumorban vizsgaltak Uj tumormarkerként. A CF betegség és az abnormalis HE4 expresszio
potenciélis kapcsolatara egy olyan korébbi tanulmany hivta fel a figyelmiinket, melyben tébbek
kozott immunhisztokémiai festéssel emelkedett epithelidlis HE4 expressziot mutattak ki CF-es
betegek tiidobiopszias mintaiban. Azt viszont a Szerz6k nem vizsgaltak, hogy vajon a
fokozottan termel6d6 intrapulmonéalis HE4 a keringésben is emelkedett szintet eredményez-e
CF-ben. Tovabb4 az sem volt ismert, hogy a HE4 fehérje fokozott termel6désének mi a

cellularis mechanizmusa ebben a betegségben.

A disszertaciéban a CF vonatkozasaban egy 0j biomarkernek, a human epididymis
protein 4 (HE4) fehérjének a lehetséges szerepét vizsgaltuk a CF-es tidébetegség
sulyossdganak megitélésében és kovetésében, valamint a CF mutacio-specifikus
farmakoterapiajanak monitorizalasaban. Emellett célunk volt, hogy részleteiben is
megismerjik az abnormalis HE4 fehérje expresszio6 mechanizmusat CF-es léguti
epithelsejtekben, amelynek érdekében in vitro koérilmények kozott fenntartott és kezelt

sejtkultarakat vizsgaltunk.



Célkituzések

A szérum HE4 vizsgélata potencialis diagnosztikai és prognosztikai biomarkerként CF-

ben

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

prognosztikai szerepe a CF-es tiild6betegség vizsgalatakor. Ennek érdekében:

Két egymastol fuggetlen CF-es betegpopulacié szérummintaiban megmértik a HE4
koncentracidkat, és az eredményeket osszevetettik nem CF-es tiidobetegségben
szenvedOk €s egészséges kontrollok szérum HE4 eredményeivel.

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

Elemeztik, hogy a HE4 Kkoncentracio eltérések 0Osszefuiggésben vannak-e a

tiidébetegség sulyossagaval, €s a késdbbi akut exacerbacio elérejelzésében.

A plazma HE4 szintek hatekonysaganak analizise a CF kezelésének nyomon kovetésében

Célunk volt tovabba annak a feltételezeésnek a vizsgalata, hogy a HE4 a CF-es betegek

nyomon kovetésére alkalmas (j biomarker a CFTR-specifikus ivacaftor, illetve

lumacaftor/ivacaftor kezelés soran. Ennek érdekében:

Harom egymastol fliggetlen, a I11. osztalyd CFTR mutacidk kdzé tartozé p.Gly551Asp
(G551D) mutéciot legalabb egy allélon hordozd, ivacaftor (Kalydeco®) kezelésben
részesilt CF-es betegcsoportban megmeértiilk a kezelés elétti és alatti plazma HE4
szintek alakulését.

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

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

Vizsgaltuk kilén a plazma HE4 szintek alakuldsat a p.Phe508del-CFTR mutécidra
homozigéta, Orkambi®-t (lumacaftor/ivacaftor) szedé CF-es betegek kezelés elétti és

utani plazma mintaiban.



A fokozott HE4 expresszid patomechanizmusanak és az intraepithelialis gyulladassal valo

kapcsolatanak vizsgalata bronchoepithelialis sejtkultirakban

A Kisérletes munkank tovabbi célja volt, hogy ismereteket szerezziink a fokozott HE4
expresszi0 patomechanizmusérdl és az intraepithelialis gyulladasos folyamatokkal val6
kapcsolatarol.

Ennek érdekében valaszt szerettlink volna kapni arra, hogy a CF-es bronchoepitelialis
(CFBE) sejtekben a fokozott HE4 expresszio befolyasolhaté-e a CFTR funkcid valtoztatasaval,
illetve 6sszefiiggésbe hozhat6-e a CF-re jellemz6 fokozott pro-inflammatdrikus allapottal.

e Megvizsgaltuk, hogy a F508del-CFTR-t expresszal6 CFBE 410" sejtek valoban fokozott

HE4 expresszidt mutatnak-e a wt-CFTR-t expresszal6 CFBE 410" sejtekhez képest.

e Megfigyeltik, hogy a CFTR funkcid hogyan befolyasolja a HE4 expressziét vad tipusi
és F508del-CFTR-t expresszalé CFBE 410" sejtkultirakban.

e Analizaltuk tovabba, hogy a HE4 expresszio fokozhatd-e az NF-«xB jelatviteli utvonal
aktivaciojaval a CFBE sejtekben gyulladasos stimulus (TNF-a) hatasara.

e Megvizsgaltuk végil, hogy a CFTR-csatorna az NF-«xB jelatviteli utvonalon keresztil

vagy attol fliggetlenul szabalyozza-e a HE4 expresszidt a CFBE sejtekben.



Anyagok és modszerek

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

ebben a fejezetben.

Betegek és kontrollok

Elsé vizsgalatunkban CF-es és nem CF-es betegcsoportok szérum HE4 szintjének
Osszehasonlitdsa céljabol hat magyarorszagi CF centrumbdl (Debreceni Egyetem,
Gyermekgydgyaszati Intézet, Debrecen; Kenézy Gyula Megyei Kérhaz, Debrecen; Szent-
Gyorgyi Albert Tudomanyegyetem, Gyermekgyogyaszati Intézet, Szeged; Heim Pal
Gyermekkorhaz, Budapest; Petz Aladar Megyei Korhdz, Gyér; Markusovszky Lajos Megyei
Korhaz, Szombathely) 6sszesen 77 gyermekkora (18 év alatti) magyar CF-es beteget, valamint
fliggetlen kohorszként egy pragai kdzpontbol (Charles University, Praga, Csehorszag) 6sszesen
57 felnétt CF-es cseh beteget valogattunk be. A CF diagnozisanak felallitasa az aktualis CF
konszenzusos diagnosztikai kritériumok alapjan tortent. Valamennyi résztvevé a betegség
klasszikus formajat mutatta. A betegek Kklinikai statuszanak kategorizalasa részletes klinikai és
laboratoriumi vizsgalatok figyelembevételével a Shwachman-Kulczycki pontrendszer, illetve
egyes intézetekben ennek alkalmazasanak hidnyaban a klinikus véleménye szerint tortént. A
Shwachman-Kulczycki skéla pontjai alapjan a betegek harom alcsoportba kertltek beosztasra:
71-100 pont kozott enyhének, 41-70 pont kdzott kozépsulyosnak és < 40 pont esetén stilyosnak
definialtak a betegséget. A vermintdk egy idépontban a jarObeteg kontrollvizsgalatok
alkalméval keriltek Osszegyujtésre, amikor altalaban enyhe vagy kozépsulyos allapotban
voltak a betegek, vagy korhazi felvételkor, amikor sulyos allapotban, esetenként akut
pulmonalis exacerbacid miatt voltak tunetei (pl. fokozott kohogés novekvo kopet
mennyiséggel, nehézlégzés, gyengeseg vagy a légzésfunkcios eredmények salyos
rosszabbodasa). A CRP szintek a sulyos CF-es gyermekek (n=29) és valamennyi cseh feln6tt
beteg esetén alltak rendelkezésre.

Annak érdekében, hogy a nem CF-es léguti gyulladas esetleges nem specifikus hatasat
is megvizsgaljuk a HE4 szérum koncentraciokra vonatkozéan, 64 olyan beteget is
bevalogattunk a fenti intézetekbdl, akik szintén sulyos, de nem CF-es tiidébetegségben
szenvedtek (pl. krénikus bronchitis, asztma vagy pneumonia). Tovabbi 12, egyéb kérallapotban



szenved6 kontroll beteget is bevontunk, akiknél a diagnozis az alabbiak szerint alakult: nem
CF-es bronchiectasia (n=2); congenitalis betegségek (Werdnig-Hoffman szindréma, Williams-
Campbell szindréma, microcephalia, n=7); és terapiarezisztens epilepszia (n=3). Ezek a
gyermekek a bronchiectasia jeleit mutattdk gyakori aspiracio és bronchialis valadékretencio
miatt kialakuld rekurrens légati infekciok kovetkeztében. A felndtt CF-es betegek egyik
kontrollcsoportjaként bevalogatasra kerllt 18 nem CF-es bronchiectasiaban és kronikus
obstruktiv tiidébetegségben (COPD) szenvedd felnétt beteg. Ezen klinikai kontrollként
szolgalo6 csoportban a diagnozis felallitdsa a standard radioldgiai és laboratériumi vizsgalatok
alapjan tortént. Kizarasi kritériumként hataroztuk meg a dohanyzast, a malignitasokat, az
immundeficienciat, valamint a kronikus vese- és majbetegséget. A fiatal és a feln6tt betegeket
kilén csoportokba osztva a CF-es és kontroll csoportok kdzott nem volt szignifikans kilénbseg
a betegek életkoraban, ugyanakkor a nem CF-es személyek fiatalabbak voltak a CF-es
betegeknél. Végil 12 magéat 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.

Miutan megvizsgaltuk a szérum HE4 mérés hasznalhatosagat a CF-es betegek
vizsgélatara és a tiid6folyamat sulyossaganak értékelésében, retrospektiv médon a plazma HE4
koncentraciokat Kz-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 részesiltek. Ezek a betegek egy része
korébban olyan nagy klinikai vizsgalatokban szerepeltek, mint az amerikai GOAL- €és az ir
CORK-tanulmany, illetve bevontunk helyben kezelt klinikai eseteket is (Adult CF Centre at
The Prince Charles Hospital, Brisbane, Ausztrdlia). A 29 GOAL-study keretén belll (1.
csoport) kezelt beteg mintajat a Cystic Fibrosis Foundation Therapeutics (CFFT) Biorepository
(Bethesda, MD, USA) biobankbol kaptuk. A HE4 szinteket kezelés el6tt (kiindulasi érték) és
az ivacaftor kezelés megkezdése utan 1, 3 és 6 honappal levett plazma mintakbol hataroztuk
meg. A 2. csoportban szerepl6 12 betegnek kezelés elétti és 1, illetve 2 hdnap utani mintja
volt. Végul 19 CF-es beteg mintajat a CORK-tanulmanybol kaptuk, akiknek terapia el6tti és 3.
honapon levett mintdja volt. Mivel a vizsgalatunk ideje alatt hazankban még az ivacaftor
gyogyszer klinikai tanulmany keretén beliil sem volt elérhetd, ezért kénytelenek voltunk
kalfoldi kollaborécid keretén belll mintat igényelni a HE4 tovabbi tesztelése érdekében.

Végil a HE4 expresszio mechanizmusanak bronchoepithelidlis sejtekben tértént in vitro

vizsgalataval parhuzamosan értékeltik a lumacaftor/ivacaftor CFTR-specifikus kezelés hatasat
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a keringd HE4 szintre 10 stabil klinikai allapotban 1évé CF-es betegben, akik homozigdtak
voltak a p.Phe508del-CFTR mutaciora (5 n6 és 5 férfi, atlagéletkor 16,1 = 4,8 év). A kezelés

el6tti plazma HE4 értékeket 6sszehasonlitottuk az Orkambi® kezelés megkezdése utan mar 1
honappal levett mintééval. Ezeket a plazmamintakat szintén fagyasztva a CFFT Biorepository
biobankbdl kaptuk, és korabban a betegek a PROSPECT tanulmanyban vettek részt. Mivel ezen
vizsgalatunk ideje alatt sem voltak még elérhet6k lumacaftor/ivacaftor kezelt betegek mintai,
ezeért a mérésekhez Gjra kilfoldi mintaforrast vettlink igenybe.

Az egyes CF-es betegcsoportokban a verejtékklorid koncentracido Sweat-Chek
Conductivity Analyzer (Wescor, Logan, UT, USA) segitségével kerllt meghatarozasra az egyes
centrumokban. A magyar betegek CFTR mutécidinak detektaldsa érdekében a vérmintak
fehérvérsejtjeib6l a genomi DNS-t QIAgen Blood Mini Kit-tel (Qiagen, Hilden, Németorszag)
izolaltdk. A Magyarorszagon el6forduld 30 leggyakoribb CFTR mutacié azonositasa a
Elucigene CF29v2Kit (Tepnel-Diagnostics, Manchester, Egyesiilt Kiralysag) alkalmazasaval
tortént a Debreceni Egyetem Laboratoriumi Medicina Intézet Molekularis Patologiai
Reszlegén, kiegészitve a CFTRdele2,3 (21kb) ,szlav” mutacié vizsgalataval Sanger-
szekvenalassal. A bevalogatott cseh felnétt CF-es betegek genotipusanak meghatarozasara
Elucigene EU v3 assay-t (Tepnel-Diagnostics) és MLPA kitet (MRC-Holland, Amszterdam,
Hollandia) hasznéaltak (Department of Biology and Medical Genetics, Charles University,
Praga, Csehorszag). A szérumvizsgalatokkal parhuzamosan még két masik tipusd
mintavételre is sor kerult: haArom magyar CF-es betegtdl (2 fiti és 1 leany; 3, 4 és 9 éves) és
harom nem CF-es pulmonoldgiai eltéréstdl, recidiv bronchitises epizédoktol szenvedo betegtél
(2 fia és 1 leany; 2, 4 és 10 éves) horgényalkahartya biopszids mintat vettink diagnosztikus
bronchoscopia soran (Debreceni Egyetem, Gyermekgyogyaszati Intézet). A kontroll
csoportban a bronchoscopiara a zihalo epizodok hatterének tisztazasa és a centralis léguti

sziikiilet kizarasa céljabol kerilt sor.

Reagensek a sejtes kisérletekhez

A CFTR korrektorként alkalmazott lumacaftort (VX-809, LUM) (S1565) és tezacaftort
(VX-661, TEZ) (S7059), a CFTR potenciator hatasu ivacaftort (VS-770, IVA) (S1144), a
CFTR gatlasara hasznalt fesziltség-independens CFTR inhibitor CFTRinn172-t (§7139), a CFTR
aktivator forskolint (FSK, S2449), valamint az NF-xB Utvonalat specifikusan gatlé BAY 11-
7082-t a Selleck Chemicals cégt6l (Houston, TX, USA) rendeltik. A cAMP foszfodiészteraz
gatl6 IBMX-t (3-isobuthyl-1-methylxanthine, 15879) a Sigma-Aldrich-t61 (St. Louis, MO,
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USA) szereztilk be. A rekombinans TNF-a (Gibco, Carlsbad, CA, USA) Kkivételével a
reagensek mindegyikének a dimethyl-sulfoxide (DMSO, Sigma-Aldrich) volt az oldészere.

Sejtkultarak és kezelési korulményeik

A CF-es sejtes korilményeket biztositdo F508del-CFTR-t expresszalé CFBE 410" sejtek,
illetve a vad tipusi CFTR-t (wt-CFTR) mutatd sejtek Dr. J. P. Clancy laboratériumabdl
szdrmaznak (Cincinatti Chilren’s Hospital Medical Center, Cincinnati, OH, USA). A sejtek
tenyesztéséhez Earl’s BSS-t (EBSS) és 1% L-glutamint tartalmazd6 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 passzéltuk (250 000 sejt/well), majd 37°C fokon 24 o6raig kezeltik TNF-a-val vagy
kontrollként foszfat puffer oldattal (PBS), valamint a CFTR modulatorok kombinaciéjaval:
lumacaftor (3 uM) és ivacaftor (10 uM) (LUM/IVA) vagy tezacaftor (5 uM) és ivacaftor (10
uM) (TEZ/IVA) egyuttes 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 (a CFTR modulatorral kezelt vagy nem kezelt
sejteknél is), mig a CFTR gétlas céljabdl CFTRinn172-t (20 uM) adtunk a wt-CFTR-t expresszalo
CFBE sejtekhez. A kontroll mintdkhoz ez esetben is DMSO-t adtunk. A CFTR modulatorok
altalunk alkalmazott kiserleti korilmenyei 0Osszhangban vannak a korabbi in vitro
tanulmanyokban alkalmazott modszerekkel.

Az NF-xB Utvonal HE4 expresszidban betoltott szerepének in vitro vizsgalata céljabol
a pro-inflammatdrikus jelatvitelt specifikusan gatloszerrel, a BAY 11-7082-vel (5 uM) vagy
DMSO-val (kontroll) kezeltlik a 24 6ran keresztul TNF-o-val aktivalt, vagy nem kezelt kontroll
CFBE sejtekben, illetve a LUM/IVA vagy TEZ/IVA kezelés jelenlétében vagy hianyaban

egyarant.

Laboratériumi mérések

A periférias vérmintak vénas vérvétel soran keriiltek levételre, majd centrifugalast

kovetden -70°C-on voltak hosszu tavon tarolva. A kiilfoldi klinikai tanulmanyokban résztvevo,
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és sajat tovabbi analizisre megkért plazma mintdkat nemzetkozi futarszolgalat szarazjégen
széllitotta a Debreceni Egyetem Laboratériumi Medicina Intézetébe.

A betegek és kontrolljaik szérum, illetve plazma mintaiban, tovabba a CFBE sejtek
feliluszdjdban a HE4 koncentracidkat kemilumineszcens mikropartikularis immunoassay
mddszerrel mértik meg Architect® i2000SR, illetve i1000SR automatakon (Abbott
Diagnostics, Wiesbaden, Németorszag). A magyar gyermek és felnott CF-es betegek szérum
CRP szintjét, valamint a CFBE sejttenyészetek felliluszojaban mért IL-6 koncentréciot elektro-
kemilumineszcens immunoassay maédszerrel hataroztuk meg Cobas® e411 automatan (Roche
Diagnostics). Az operator fliggd mérési torzitasok elkeriilése érdekében a mintakat vak analizis
soran dolgoztuk fel.

Miutan feltételeztiik, hogy a CF-es betegek kopetmintdjdban még magasabb HE4
koncentracio mérhet6 a fehérje pulmonalis eredete miatt, mint a vérmintakban, ezért 6 CF-es
betegtél spontan modon Uritett kdpetmintat vettink és kontrollként egyrészt nem CF-es
(bronchitis) tiidébetegt6l (n=8), masrészt normal kontrolloktol (n=5) gyljtottiink mintakat. A
ragados, viszkdzus minta homogenizélasa érdekében ditio-threitol-t (DTT) adtunk a mintakhoz
15 percig szobahdn, majd a feltisztult mintakat 180 g-n 5 percig 25 °C-on centrifugaltuk, és a

felUlUszdban mértik le a HE4 szintet.

Elektrofizioldgia a CFTR-csatornan keresztil folyé kloridaram vizsgalatara

A CFBE 410 sejtekben a kloridaramot Un. ,.egész sejt” patch-clamp technikaval
analizaltuk, hasonl6an korabban publikalt vizsgalatokhoz. Az alkalmazott extracellularis oldat
tartalma a kovetkez6 volt: 145 mM NaCl, 4 mM CsClz, 1 mM CaCl,, 1 mM MgClz, 5 mM D-
glucose és 10 mM HEPES (pH 7,4 315 mOsm NaOH-dal titralva). Az intracellularis pipetta
oldat dsszetétele az alabbi volt: 113 mM L-aszparaginsav, 113 mM CsOH, 27 mM CsCl, 1 mM
NaCl, 1 mM MgClz, 1 mM etilénglikol-tetraacetatsav (EGTA), 10 mM HEPES és 3 mM Mg-
ATP (pH 7,2 285 mOsm CsOH-dal titralva). A FSK/IBMX-et és a CFTRinn172-t kbzvetlenil a
mérés el6tt adagoltuk az extracellularis oldathoz. Az elektrofiziologiai mérésekhez hasznalt
mikropipettak boroszilikat Gvegkapillarisokbél (GC150-TF10, Harvard Apparatus Co.,
Holliston, MA, USA) keriltek felhGzasra 4 fazisban egy Flaming Brown tipustu automata
pipetta huzoval (Sutter Instruments, San Rafael, CA, USA). A pipettak hegyatmérdje 0,5 - 1
um volt, ellenallasuk pedig az alkalmazott oldatok esetén 3-10 MQ. A mérésekhez Axopatch
200B patch-clamp erdsit6t (Molecular Devices Inc., Sunnyvale, CA, USA) hasznaltunk

fesziiltseg-zar Gzemmodban, ezéltal a vizsgalt sejt membranpotencidlja konstans értéken
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tarthato, mikdzben a sejtmembranon atfolyé aram nagysaga meghatarozhatd. A mérések soran
Burleigh PCS5000 (Thorlabs Inc., Newton, New Jersey, USA) mikromanipulatort hasznaltunk.
Az ingerl0 fesziiltség-impulzusokat és az adatgytjtést IBM kompatibilis személyi szamitogép
vezérelte Axon Digidata 1440 (Molecular Devices Inc., Sunnyvale, CA, USA) illesztéegységen
keresztil a pCLAMP10 programcsomag (Molecular Devices Inc.) segitségével. Az
aramgorbéket 3 polusu Boxcar sziir6vel sziirtlk. A rogzitett aram -40 mV-ra volt allitva, és
kétféle feszlltség-clamp protokollt alkalmaztunk a CFTR ionaram mérésere. Elsoként 5
mésodpercig tartd, -40 mV-r6l 0 mV-ra valtozé egyszeri depolariziciét alkalmaztunk 4-5
percen keresztll az iondram monitorizalasara, és annak igazolasara, hogy szamottevé elfolyd
ionarammal nem kell szamolnunk. Az aram-fesziltség (I-V) kapcsolat kovetésére a sejteket -
40 mV-os rogzitett fesziltségen tartottuk és -80 mV-tol +80 mV-ig terjed6 fesziltség
tartomanyban depolarizaltuk kiilonb6zo potencidlokkal, 10 masodpercenként torténd 20 mV-
os lepésekben. A vizsgalatok kivitelezésében Dr. Sz&nté Tibor és Prof. Panyi Gyodrgy

(Debreceni Egyetem, AOK, Biofizikai és Sejtbioldgiai Intézet) ny(jtottak segitséget.

Ossz RNS izolalas

Az CFBE sejttenyészetekbdl, valamint harom CF-es és harom nem CF-es gyermektdl
bronchoscopia révén nyert horgényalkahartya biopszids szdvetmintadkbdl kinyerheté 0ssz
RNS-t TRI reagenssel (Molecular Research Center Inc., Cincinnati, OH, USA) izolaltuk a
gyartd ajanlasa szerint. A biopszias mintakat az eltdvolitas utan izoténias soéoldatban 4°C-on
steril mianyag csében tartottuk, amig a laboratériumba 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
koncentraciéjat NanoDrop 2000 spektrofotométerrel (Thermo Scientific, Wilmington, DE,
USA) ellendriztik. Az RNS-mintakat -80°C-on taroltuk tovabbi analizis el6tt.

Valos idejii kvantitativ PCR analizisek

Az izolalt RNS mintakbol a komplementer DNS szintézist High Capacity cDNA
Reverse Trancription kit (Applied Biosystems, Vilnius, Litvania) segitségével végeztik. Az
RNS kezdeti mennyisége 200 ng (biopszias minta), illetve 1000 ng (CFBE sejtkultira) volt. A
valos idejii kvantitativ PCR (RT-gqPCR) elvégzése céljabol egy LightCycler 480 gqPCR
késziileket (Roche Diagnostics, Mannheim, Németorszag) hasznaltunk. A HE4 expresszid
kvantdlasa soran a biopszids mintdk esetén SYBR Green PCR Master Mix-et (Thermo
Scientific), a CFBE sejteknél LightCycler 480 SYBR Green | Master mix (Roche Diagnostics)
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reagenst, valamint WFDC2-specifikus oligonukleotid primert (10 uM, Integrated DNA
Technologies, Leuven, Belgium) hasznaltunk. A reakcié a kovetkez6é koriilmények kozott
zajlott: 10 percig 95°C-on, majd 40 cikluson &t 95°C-on 10 mp-ig, illetve 60°C-on 1 percig. Az
Osszes mérést triplikatumban végeztik. Referenciagénként az RPLPO (36B4) gént hasznaltuk.
A HE4 expresszids szintet az alabbi formuldval hataroztuk meg: ACq=Cqssss-CQnes, Mig a
célgénben bekovetkezett valtozas mértéke a referenciagénhez viszonyitva a kovetkez6képpen
lett konvertalva: F=24C9 A HE4 expressziot az mRNS koncentracié meghatarozasaval
monitoroztuk a CFBE sejtekben 1 6ratdl 1 hétig terjedé id6intervallumban térténé TNF-o
stimulaciot kovetéen €s a kiindulasi allapothoz (PBS hozzaadas mellett) hasonlitottuk. A
fentiekhez hasonlé metodikai koriilmények kozott tortént tobb gyulladds asszocidlt
génexpresszio (IL6, IL8 és IL1B) analizise is az mRNS szintek mérésén keresztil.

Immunfluoreszcens mikroszkdpos vizsgalatok

A normal, valamint a csdkkent CFTR funkciot mutaté CFBE 410 sejtekben az NF-xB
vizualizacidjaval detektaltuk. Ennek érdekében a F508del-CFTR-t és a wt-CFTR-t expresszald
CFBE sejteket 12-well plate-ekben tenyésztettiik 5x10* sejt/well sejtstiriiség mellett 2 napon
keresztlll. Ezt koveten a sejteket TNF-a-val (100 ng/mL) vagy PBS-sel (kontroll) 4 oran
keresztil kezeltik. Annak érdekében, hogy a CFTR modulatoroknak az NF-xB Utvonalra
gyakorolt hatasat megvizsgéljuk, 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 hozzé a TNF-a-t (100 ng/mL) vagy a PBS-t
4 0Oraig. A fenti kezeléseket kovetden a sejteket jéghideg metanol-aceton oldatban (50 v/v%)
fixaltuk 10 percig. FBS-t alkalmaztunk 15 percen keresztiil a nemspecifikus antitest kot6helyek
blokkolasa érdekében. Az NF-kB p65 alegységet elsddlegesen poliklonalis nyul eredetii anti-
human p65 antitesttel (100 pg/mL, Sigma-Aldrich) jel6ltik 1 6raig, majd a masodlagos festés
céljabdl Alexa Fluor 488-konjugalt kecske eredetii nyul-IgG ellenes antitestet (5 pg/mL,
Sugma-Aldrich) alkalmaztunk 1 6ran keresztiil. A sejtmagokat 4°,6-diaminido-2-phenylindole-
lal (DAPI, Invitrogen, USA) jel6ltik. A mintakat Zeiss Axio Scope Al fluoreszcens
mikroszképpal (HBO 100 lamp) (Carl Zeiss Microimaging GmbH, Németorszag) vizsgaltuk.
A vizsgélatok kivitelezésében Dr. Fenyvesi Ferenc és Dr. Véradi Judit (Debreceni Egyetem,

Gyogyszerésztudomanyi Kar, Gydgyszertechnoldgiai Tanszék) nyujtottak segitséget.
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Etikai engedélyek

Az Osszes résztvevd gyermek sziilei vagy torvényes képviseldje, valamint a felndtt
résztvevok irasos beleegyezd nyilatkozattal hagytak jova a vizsgalatokban valo részvételt a
tanulmany elkezdése el6tt. A kutatdst a Debreceni Egyetem Regionalis és Intézményi
Kutatdsetikai Bizottsdga (engedely 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.

Statisztikai szamitasok

Az adatok normalitisanak vizsgalatara a Kolmogorov-Smirnov tesztet hasznéltuk. A
demogréfiai 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 medidn érték (interkvartilis tartomany, IQR) vagy (min-max)
forméban fejeztiik ki. Amikor a kezelés elétti és kezelés utani mintakat hasonlitottuk Gssze,
parositott t-tesztet vagy Wilcoxon parositott tesztet alkalmaztunk. Ketténél tobb adatcsoport
0sszehasonlitdsakor ANOVA vagy Friedman tesztet hasznaltunk Bonferroni vagy Dunn-féle
post-hoc analizissel. A demografiai valtozok osszehasonlitasara 2 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 jelz6
diszkriminativ erejéet ROC gorbe (receiver operating characteristic) analizissel értékeltiik az
AUC (area under the curve) érték meghatarozéasaval. A cut-off vagy kiiszob értéket a Youden-
index maximuma alapjan hataroztuk meg (szenzitivitas, specificitas, PPV, NPV). Tobbszoros
regresszids analizist végeztink a plazma HE4 szint és a FEV1 % érték, a CRP szint és egyéb
fliggd valtozok osszefuggéseinek vizsgalatara ivacaftor kezelés el6tt és alatt. A HE4 részletes
diagnosztikai analizise soran a delta értékeket is kiszdmoltuk, amit a kezelés el6tti €s az egyes
betegeknél azonos vizsgalati idépontban mért HE4 értékek kilonbségeként kalkulaltunk 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 készitettik.
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Eredmények

A szérum HE4 koncentracid 6sszehasonlitasa 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 laboratériumi vizsgalata érdekében nem
tumormarkerként, mint ahogyan korabban alkalmaztak malignus kérképekben, hanem mint egy
Uj tipust gyulladasos paraméter. Kivancsiak voltunk arra, hogy vajon a kordbban
immunhisztokémiaval tapasztalt fokozott pulmonalis HE4 expresszio megmutatkozik-e a CF-

es vérmintakban is.

Az elsd vizsgalatba bevont betegpopulaciok f6bb laboratériumi jellemzdi

A CF-es betegcsoportban a verejtekklorid 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 detektalhaté volt CFTR
varians. A f6 mutacio tipusok aranya a kovetkezéképpen alakult: a gyermek populéciéban 43
beteg (55,8%) mutatott p.Phe508del/p.Phe508del  varianst, 26  fonél (33,8%)
p.Phe508del/egyéb mutéciot irtak el és 8 beteg (10,4%) egyik allélon sem mutatott p.Phe508del
varianst (pl. p.Gly542X/p.Arg347Pro). A felnétt betegek kozoOtt 24 beteg (42,1%) mutatott
p.Phe508del/p.Phe508del varianst, 26 f6 (45,6%) p.Phe508del/egyéb mutacio 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 tartomény: < 4,6 mg/L) a sulyos klinikai
statuszban 1év¢6 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). 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 f6 (90,9%), felnétt
CF-es kohorsz: 46 16 (80,7%) és CF-hez tarsulo diabetes mellitus (CF-es gyermekcsoport: 8 6,
10,4%, felnétt CF-es kohorsz: 20 6, 35,1%) eltéré aranyban volt diagnosztizalva a két CF-es
populacioban.

17



CF-ben jelentésen emelkedett szérum HE4 szintek mérheték a CFTR gén varianstol fuggetlendil

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. Kiemelendé, hogy a 29 stlyos
allapott 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
allapotunak, akikben a HE4 érték a tobbi beteghez képest szintén joéval magasabb volt: 170,8
[146,8-182,9] pmol/L. A betegek neme (fiuk: 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 mutatd betegek: 94,6 [66,4-127,8] pmol/L). A klinikai kontrollok mellett olyan
betegpopuldcioban is megvizsgaltuk a HE4 szérumszinteket, akik sulyos, nem CF-es
tidébetegségben szenvedtek, Ugy, mint akut bronchitis, asztma, pneumonia vagy nem CF
eredetli 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).
Amikor a nem CF-es tiidobetegek gyermekeket a betegséguk szerint tovabb bontottuk, a stlyos
bronchitis vagy asztma (63,7 [54,1-79,5] pmol/L; n=42), illetve a pneumonia (57,8 [51,2-74,2]
pmol/L; n=22) jelenlétében hasonlé HE4 szinteket mértiink. Hasonléan a 18 nem CF-es felnétt
tidobeteg (bronchiectasia, COPD) mintaiban mérsékelten emelkedett HE4 szintek voltak
jellemzoéek (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). Kiilén megvizsgaltuk az életkor hatasat
a szérum HE4-re, ami nem befolyasolta azt érdemben (p = 0,164).

A szérum eredmeényekhez hasonléan a CF-es betegektdl szarmaz6 kopetben is joval
magasabb HE4 koncentraciokat mértink a nem CF-es tiidobetegek mintaihoz, és kilondsen a
kontroll mintdkhoz képest, annak ellenére, hogy a mintavétel id6pontjaban a szérum CRP
alapjan nem volt jelentds szisztémas gyulladasa a betegeknek. Amikor a szérum és a kopet HE4
koncentraciok kozott vizsgaltuk a korrelaciot Spearman teszttel, szignifikans pozitiv
osszefliggest talaltunk (r = 0,9429; P = 0,0167; n = 6). Ezek az eredmények is alatamasztjak,
hogy a fokozott HE4 termel6dés és/vagy felszabadulas a tiidébol szarmazhat CF-ben és mindez

emelkedett szérumkoncentraciéhoz vezet.
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A magas szérum HE4 szoros 0sszefliggést mutat a CF-es tiidébetegség sulyossagéaval, a kdros

legzésfunkcioval és az emelkedett CRP szinttel

A HE4 biomarker diagnosztikai értékének tovabbi vizsgalata céljabdl megnéztik, hogy
van-e 0sszefliggés a HE4 szintek és a CF-es tiid6folyamatok sulyossaga kozott. A HE4 szint a
betegség sulyossagaval erds, pozitiv dsszefuggest mutatott mindkét CF-es betegcsoportban.
Szignifikdnsan magasabb HE4 szinteket meértink mar a mérsékelten sdlyos 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 sulyos allapoti
betegek (134,9 [124,5-275,0] pmol/L; p < 0,0001 6sszehasonlitva az enyhe esetekkel). A CF-
es feln6tt betegek esetén szintén szorosan 0sszefliggott a HE4 szint a betegség sulyossagaval:
enyhe esetekben alacsonyabb (72,5 [64,1-94,8] pmol/L), a kdzépsulyos betegekben mar jéval
magasabb (126,5 [104,3-148,3] pmol/L), mig a sulyos csoportban pedig nagyon magas (170,8
[146,8-182,9] pmol/L; p < 0,0001 6sszehasonlitva az enyhe esetekkel) HE4 értékeket talaltunk.
Ugyanakkor a kozépsulyos és a stulyos CF-es betegek kozott is volt szignifikans kilénbség (P
< 0,05) a szérum HE4-ben mindkét életkorcsoportban.
Ennek folytatasaként statisztikailag értékeltlik Spearman teszttel, hogy HE4 koncentracio és a
tiidobetegség sulyossagat érzékenyen jelz6 1égzésfunkcios paraméter a FEV1 % értékei kdzott
van-e kimutathat6 6sszefliggés. Szignifikans, forditott korrelaciot talaltunk a HE4 eredmények
és a FEV1 % ertékek kozott (Spearman rho: -0,522; P < 0,0001). Ezek az eredmények is azt
sugalljak, hogy minél rosszabb pulmonélis allapotban van egy CF-es beteg, annal tobb HE4
termelddhet, mely idovel bejutva a keringésbe, mérhetévé valik a periférids vérmintaban.

Megvizsgaltuk tovabba, hogy a HE4 valtozasai és az emelkedett CRP szintek kdzott
van-e barmi kapcsolat azokban a CF-es betegekben, akiknél elérhetd volt az utdbbi adat is.
Szignifikans, pozitiv 6sszefliggés volt a szérum HE4 és a CRP értékek kdzott a sulyos allapoti
CF-es gyermekekben, valamint az 6sszes felndtt CF-es betegben (Spearman rho: 0,595;
P <0,001). Ezzel szemben a nem CF-es tiild6betegekben nem talaltunk Osszefliggést a két
paraméter kdzott. Eredmeényeink alapjan a szérum HE4 tehat egy Uj érzékeny léguti gyulladasos
paraméterként viselkedhet a CRP mellett. Ezt az is bizonyitja, hogy a HE4 és a CRP
laborat6riumi karakterisztikajanak ROC gorbe analizissel tortént 6sszehasonlitasa soran a 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).
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A szérum HE4 kapcsolatanak vizsgalata a krénikus bakterialis kolonizacioval és a CF-hez

tarsuld egyéb komorbiditasokkal

A pozitiv mikrobioldgiai eredményeket mutaté CF-es gyermekek esetén szignifikansan
magasabb HE4 szinteket mértiink a bakterialis kolonizacié nélkuli esetekhez képest (106,5
[75,8-133,3] pmol/L vs. 78,3 [61,4-96,9] pmol/L; P = 0,001). Ugyanakkor az 0Osszes
bevélogatott CF-es felnétt betegben kolonizaciot kimutattak, ezért az 6 esetiilkben 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 felnétt CF-es betegekben joval magasabb HE4
koncentracidkkal 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).

A szérum HE4 labordiagnosztikai alkalmazhatosaganak vizsgalata CF-ben

Megvizsgaltuk a HE4 potencialis diagnosztikai szerepét a teljes CF-es
betegpopulacidban lemért eredmények felhasznalasaval ROC-gorbe analizissel. Ezek alapjan a
HE4-re vonatkoz6 AUC értek 0,993 volt (95% CI, 0,986-0,999; P < 0,0001) 49,3 pmol/L-es
kiszob érték mellett, igy ez a biomarker a CF-es betegek és az egészséges kontroll személyek
hatékony elkilonitésere alkalmas. A HE4 szenzitivitésa, specificitasa, pozitiv prediktiv értéke
(PPV) és negativ prediktiv értéke (NPV) a kovetkezo 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 vonatkozoan, az ertéke 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%).

Megvizsgaltuk ebben a vizsgalatsorozatban végul azt is, hogy a verejtékklorid
eredmények mutattak-e barmilyen 6sszefliggést a HE4 értékekkel. Pozitiv, de mérsékelt
Osszefliggest talaltunk a szérum HE4 szintek és a verejtékklorid értékek kozott (Spearman rho:
0,345; P = 0,005). Kulon ertékeltiik 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 esetszdm miatt azonban tovabbi

vizsgalatok szikségesek a ,,borderline” verejtékklorid értékekkel bird CF-es betegek korében.

20



Emelkedett HE4 mRNS szint mutathat6 ki CF-es horgdnydlkahartya biopszias mintédkban

Harom CF-es betegtél horgdnyalkahartya biopszias mintat vettiink bronchoscopia
soran, mig harom masik nem CF-es bronchitises beteg kontrollként szolgalt. A CF-es
betegekbdl szarmazo mintakban szignifikinsan 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
koncentracid potencialis forrasa a Iéguti epithélium lehet CF-ben.

A HE4 plazmakoncentraciojanak kovetése ivacaftor kezelés alatt &ll6 CF-es

betegcsoportokban

A masodik klinikai vizsgalatunkban arra voltunk kivancsiak, hogy vajon képes-e a HE4
a klinikai/pulmonalis allapot hatékony nyomon kdvetésére olyan CF-es betegekben, akik nem
hagyomanyos koroki kezelésben, hanem mar CFTR-specifikus terapidban részesiltek. Mivel
jelenleg is nagyon koltséges gyogyszermolekuldkrol van sz6, ezért van olyan nagy klinikai
jelent6sége annak, hogy olyan relative olcs6 biomarkert hasznaljunk, mely konnyen lemérhet6,

reprodukalhato és érzékenyen koveti a légzésfunkcio, valamint a klinikai statusz valtozasat.

A harom fliggetlen, ivacaftor kezelt CF-es kohorsz legfontosabb demografiai és klinikai

jellemzoi

A fenti célok elérése érdekében a vizsgalati mintdkat harom, egymastol fliggetlen
centrumbdl igényeltiik meg kollaboracios egyiittmiikodés keretén belil. A mintak 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 elséként
hataroztunk meg a plazma HE4 koncentraciot. Az ivacaftor kezelésben részesiilt betegek min.
egy, a lll. osztdlyba tartozd p.Gly551Asp CFTR varidnst mutattak. A csoportok eltérd
sulyossagu tiildébetegségben szenvedtek a mintavétel idopontjaban. Négy kivételével az 6sszes
tobbi CF-es beteg verejtékklorid szintje > 60 mmol/L volt. A 2. csoportba tartozo ausztrél
betegek idésebbek voltak (P <0,010) a masik két csoportban 1év6 betegekhez képest.
Kiemelendd, hogy egyik beteg sem szenvedett besziikiilt vesefunkci6 miatt a szérum kreatinin

eredményei alapjan, ami befolyasolhatna a HE4 értékeket.
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A kiindulasi plazma HE4 szintek szignifikdnsan csokkentek ivacaftor kezelés alatt all6 CF-es

betegekben

A CF-es betegek mindegyike magasabb HE4 koncentraciot mutatott az elézéekben
bemutatott normal HE4 értékekhez képest az ivacaftor kezelés megkezdése eldtt. Az 1.
csoportban a plazma HE4 szintek elkezdtek szignifikdnsan csdkkenni az ivacaftor kezelés
kezdése utdn mar 1 honappal (60,1 [48,2-77,4] vs. 48,2 [40,8-66,2] pmol/L, P = 0,023), és a
kovetés végeig joval a kiindulasi érték alatt maradtak (45,1 [38,4-64,2] pmol/L; P < 0,001 a
kiindulasi szinthez viszonyitva), parhuzamosan a légzésfunkcio és a BMI finom javulasaval és
a verejtékklorid koncentracio6 drasztikus csokkenésével.

Az atlagosan alacsonyabb FEV1 %-0s értékekkel (median [min-max] 81,0 [36-137] %),
ezaltal rosszabb 1égzésfunkcioval jellemezhet6 2. vizsgalati csoportban a kezelés eldtti HE4
szintek - a vartnak megfeleléen - magasabbak voltak. 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 csdkkenés kisért 2 honap utan
(95,6 [90,1-101,9] pmol/L; P = 0,012 a kiindulasi szinthez képest). Ezzel szemben a 3.
vizsgalati csoportban a betegek FEV1 %-0s értekei szélesebb tartomanyban mozogtak (median
[min-max] 78 [24-119] %) a mésik két csoporthoz képest, és a kiindulasi HE4 koncentraciok
az 1. csoport értékeihez képest magasabbak voltak (62,7 [45,4-101,2] pmol/L). Ebben a
csoportban néhany beteg HE4 koncentracidja kiugréan magas volt: az egyik betegnek 208,5
pmol/L HE4 szintet meértlink igen alacsony, 24%-0s FEV1 %-os érték mellett az ivacaftor
kezelés el6tt. Ugyanakkor a 3 honapos kezelés hatdsara a HE4 ebben a csoportban is
szignifikansan csokkent (47,3 [35,8-71,1] pmol/L; P < 0,001).

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 merhetetlendil alacsony volt (< 0,5 mg/L). Raadasul az 6sszes CRP eredmeny csak 15%-
a, 25%-a, illetve 58%-a volt abnormalis (5,0 mg/L feletti). Az ivacaftor hasznélata alatt az atlag
CRP értékek csokkentek, 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 lathatd mar az els6é kontroll
vizsgalat alkalmaval, ami még tovabb cstkkent a vizsgalati periodus alatt (P < 0,001 és P =
0,011). A klinikai vizsgélatok sorén a betegek taplaltsagi allapotat is monitoroztak BMI-vel,
melyet szintén a rendelkezestinkre bocsatottak és javulo értékeket regisztraltak.
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A plazma HE4 szintje korrelécidja a FEV1 % ertékkel és a CRP koncentracioval ivacaftor

kezelés alatt

A HE4 szintek abszolut és delta (atlagos valtozas ertéke a kiindulasi szinthez képest)
értékeit a FEV1 % abszollt es delta értékeivel korreldltattuk kilon minden betegcsoportban.
Szignifikans, forditott korrelacio volt megfigyelhetd a HE4 és FEV1 % abszolut értékei kozott.
Hasonldan, a delta HE4 eredmények is eltéré r érték mellett, de szignifikans negativ korrelaciot
mutattak a delta FEV: % értékekkel az egyes betegcsoportokban. Amikor az 0sszes
betegcsoport adatait egybevettiik, tovabbra is szignifikans, reverz ésszefliggés volt detektalhatd
az abszolut és delta HE4 és FEV1 % értékek kozott (r = -0,5376; P < 0,001 és r = -0,3285;
P < 0,001), kiléndsen az abszollt értékek esetén.

Tdbbszoros regresszids analizissel megvizsgaltuk, hogy a plazma HEA4 szintek fuiggetlen
Osszefliggest mutatnak-e a légzésfunkcios és laboratoriumi eredmenyekkel. A HE4 fliggetlen
maodon 0sszefuiggott a FEV1 % értékekkel mind az ivacaftor kezelés el6tt (B=-0,57; P = 0,019)
és a kezelés alatt (3=-0,47; P = 0,043), ugyanakkor a HE4 és a CRP kozott fliggetlen kapcsolat
csak a gyogyszeres kezelés el6tt volt igazolhato (3=0,19; P = 0,004). Mindezen eredmények
alatamasztjak az elézetes adatainkat, miszerint a vérben mérhet6 HE4 szintje jOl kdveti a

legzésfunkcid valtozast és a gyulladasos korilmények alakulasat CF-ben.

A plazma HE4 szint képes jelezni a légzésfunkcid javulasat ivacaftor kezelés soran CF-es

betegekben

Kivancsiak voltunk ezt kovetden arra, hogy a plazma HE4 szint képes-e elore jelezni a
tiidobetegség javulasat ivacaftor kezelés alatt. Ennek céljabol az 6sszevont betegpopulacioban
kiszamoltuk a kiindulasi HE4 koncentréci6 diszkriminativ erejét 7%-o0s FEV1 % javulasnal. Ez
a FEV1 % a vizsgalatba bevont CF-es betegek altal mutatott atlag értékb6l 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 1évé verejtékklorid teszt. 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% szenzitivitas, 83% specificitas (cut-off érték: 99 mmol/L).
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A plazma HE4 vdltozas jelentésége méar az ivacaftor kezelés korai szakaszaban kiilonbéozé

sulyossagu légzésfunkcio mellett

Az egyes betegcsoportokbol szarmazo delta HE4 értékeket eldszor - a 1égzésfunkcio
sulyossagatdl fliggetlenll - a korai (1-2. honap) és a kés6i (3-6. honap) kovetési id6szakbol
osszeraktuk, hogy kiszdmoljuk a HE4 prediktiv hatasat a FEV1 % é&tlagos 7%-0s javulasa
szempontjabol. A kezelés els6 2 hdnapja alatti adatok alapjan — az el6z6ekben bemutatott
abszolUt HE4-re kapott AUC értékhez képest — a delta HE4 még magasabb AUC értéket
mutatott (0,806 [95% CI 0,665-0,947]; P <0,001) 81%-0s szenzitivitissal és 89%-0s
specificitassal -15,8 pmol/L-es cut-off értéknél. Ezzel szemben a 3-6 hdnapos periédusban
kevéshé volt prediktiv tulajdonsagu, némileg kisebb AUC értéket jelezve (AUC: 0,648 [95%
Cl10,523-0,773]; P = 0,020). Az egész vizsgalati populacioban a HE4 -12,1 pmol/L-es atlagos
csokkeneését tapasztaltuk 2 honapos kezelést kovetden (ami megfelel egy 13,9%-0s cstkkenési
ratanak), mig 3-6 hénap elteltével érdekes médon nem kovetkezett be tovabbi jelentds
csokkenés (-14,4 pmol/L, -15,6%). Ez a magyarazata annak, hogy a HE4 révid tavon mutatott
kelléen magas AUC értéket, mig a csokkenés ttemének ,,platd fazisa” miatt az AUC erték
gyengebb volt 3-6. honapnal. Ez a tendencia egyéebként hasonlit a verejtékklorid szintek
valtozasanak uteméhez.

A betegeket ezt kovetden 2 sulyossagi alcsoportba osztottuk annak érdekében, hogy
vizsgaljuk a HE4 valtozas mértékét a tiidébetegség eldrehaladottsaganak fliggvényében: az
enyhe csoportba a 70% és feletti FEV1 %-0s értéket, a kdzépsulyos/sulyos csoportha a < 70%
FEV1 %-ot mutato betegeket soroltuk. Mindkét alcsoportban csékkend tendencia mutatkozott
a HE4 szintekben az ivacaftor kezelésnek koszonhet6en, azonban a HE4 jéval nagyobb mértéki
csokkenését lattuk az alacsonyabb FEV1 %-0s értékek esetén. Ugy tiinik, hogy a HE4 nagyobb
mértékben jelezheti a 1égzésfunkcio javulasat kbzépsulyos/sulyos CF-ben az enyhe betegseghez
képest. Fenti adatok alapjan a plazma HE4 szintje elsésorban kozépsulyos/sulyos CF-es
tiidébetegségben csokken jobban az ivacaftor kezelés alatt, és a valtozas mértéke jobban jelzi a

tiidobetegség javulasat kiilonosen a kezelés elsé 2 honapjaban.

A fokozott HE4 expresszio6 mechanizmusanak vizsgalata CFBE sejtekben in vitro

koérulmények kozott

A két el6z6 klinikai vizsgalatunk soran egyértelmiivé valt, hogy a vérben keringé HE4
fehérje koncentracidja jelentésen megemelkedik CF-ben nemcsak egészséges személyek,

hanem més, nem CF-es tiidobetegségben szenvedék mintajahoz képest is, és ennek egyik f6
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forrasa a léguti nydalkahartya lehet. Az is kiderult, hogy minél rosszabb valakinek a
legzésfunkcidja és minél nagyobb a gyulladas mértéke, annal magasabb HE4 szintek mérhetok.
Ugyanakkor kordbban nem volt ismert, hogy a fehérje expresszidja milyen szabalyozés alatt all
a CF-es léguti epithelsejtekben. Ezért in vitro kisérletek soran probaltuk bizonyitani ennek
cellularis folyamatat, és azt, hogy a CFTR-specifikus gydgyszeres kezelés miért jart

alacsonyabb HE4 plazmaszintekkel.

A CFTR funkcié befolysolja a HE4 koncentracidt a CFBE 410- sejtek feltiliszojéban in vitro

A sejtes kisérletekhez F508del-CFTR-t expresszalé CFBE 410" sejteket tenyésztettiink
és kezeltink, melyek kontrolljaként wt-CFTR-t hordoz6 CFBE 410" sejteket hasznaltunk. Az
bazalis HE4 koncentracid szignifikdnsan magasabb volt a F508del-CFTR-t expresszalé CFBE
410 sejtek feltlUszdjaban, mint a vad tipusu sejtekében (P < 0,01). Ebbél kiindulva 24 6ran
keresztul kezeltik a F508del-CFTR pozitiv CFBE sejteket kombinalt CFTR-specifikus
modulétorokkal (LUM/IVA vagy TEZ/IVA) annak érdekében, hogy ezutdn meghatarozzuk a
sejttenyészet feluliszdjanak a HE4 koncentracidjat. Azt tapasztaltuk, hogy szignifikansan
csokkent a HE4 koncentracidja mind a LUM/IVA (P <0,01), mind a TEZ/IVA (P <0,001)
kezelést kovetéen a (csak DMSO-t tartalmazo) kontroll mintdkhoz képest. A csokkenésnek
koszonhetéen a CF-es sejtekben a HE4 koncentracio megkdzelitette a vad tipusu sejtekben mért
értékeket. Erdekességképpen, a TEZ/IVA valamelyest nagyobb mértékii csokkenést okozott a
HE4 koncentraciokban a LUM/IVA-hoz képest (P < 0,05).

Ezt kovetéen a F508del-CFTR pozitiv sejteket kezeltik CFTR-csatorna aktivatorral
(FSK/IBMX) 6nmagéban, illetve a fenti CFTR moduldtor kombinécidkkal egyitt. A HE4
protein szintet az FSK/IBMX csokkentette (P < 0,05) feltehetéen a rezidualis CFTR funkcid
aktivalasa révén, mig tovabbi csdkkenés kdvetkezett be a kombinalt kezelés hatasara (P < 0,05)
a csak CFTR modulatorral kezelt sejtekhez viszonyitva.

Az abnormalis CFTR funkcio és a sejttenyészet fellllszojaban mért HE4 koncentracio
kozotti dsszefugges tovabbi bizonyitasa céljabol, a normél CFBE 410" sejtekben specifikus
CFTR inhibitor (CFTRinn172) alkalmazéasaval gatoltuk a CFTR-csatornak mitkodését, melynek
hatasara emelkedett a HE4 koncentracid (P < 0,05). A FSK/IBMX kezelés hatasara ebben a
sejttipusban is jelentésen csokkent a HE4 koncentracioja a kontroll mintdkhoz képest (P <
0,001). Végil a LUM/IVA és a TEZ/IVA kombinacid bizonyos mértékben keépes volt
csokkenteni a HE4 termel6dését a vad tipusi CFTR-t expresszalo CFBE 410" sejtekben is
(P <0,05). Ezek az adatok alatdmasztjak azt a hipotézisiinket, hogy a CFTR funkcio képes

25



befolyasolni a HE4 expresszidét a CF-es léguti epithelsejtekben, és az abnormaélis CFTR

miikodés magyarazata lehet az emelkedett szérum/plazma HE4 koncentracionak.

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

sejtekben

Annak igazolasara, hogy a kisérleteinkben alkalmazott CFTR modulator molekulak
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 oras kezelést kovetden. A vad tipusit CFTR-t expresszalo CFBE 410" sejtekben a kloridaram
nagy mértékben novelheté volt a FSK/IBMX hatésara és egyben gatolhatd volt a CFTR
szelektiv inhibitor CFTRin172 alkalmazasaval. Ezzel szemben a F508del-CFTR-t expresszalo
CFBE 410" sejtekben a kezelések minimalis ionaramot eredményeztek, mely nem volt érzékeny
sem a FSK/IBMX aktivaciora, sem a CFTRin172 gatld hatasara. Mindkét CFTR modulétor
kombinéacié szignifikansan novelte a bazalis és az FSK/IBMX stimulalt kloridaramot az alap
kloridaramhoz képest. Emellett a F508del-CFTR CFBE sejtekben a CFTRinni72 képes volt
csokkenteni az FSK/IBMX éltal stimulalt ionaramot. A 40 mV-os rogzitett potencial mellett
mért ionaram erésség adatok statisztikai analizise igazolta azt, hogy a CFTR modul&torok
részlegesen, de jelentds mértékben korrigaltak a F508del-CFTR-csatorna funkcigjat. A CFTR
modulatorok kombinacidjaval kezelt sejtekben az FSK/IBMX jelenlétében mért iondram
erdsség Osszevethetd volt a vad tipusa CFTR-t expresszalo sejtek kiindulasi helyzetében mert
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 kissé nagyobb mértékben novelte a
F508del-CFTR klorid iondramot a LUM/IVA kombinaciohoz képest (9,44 +£1,01 vs.
8,48 + 1,14 pA/pF; P = 0,560). Osszegzésképpen, a LUM/IVA és TEZ/IVA alkalmazasa
részlegesen helyredllitotta a CFTR funkciét a F508del-CFTR-t expresszalé CFBE 410
sejtekben, igy a HE4 méréssel kapott eredmények specifikusnak mondhatdk.

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

homozigdta CF-es betegekben

Annak igazolasara, hogy az ugyanolyan CFTR mutéaciot mutato sejtek kiserleteiben
kapott HE4 expresszié valtozas in vivo is igazolhatd, illetve a HE4 alkalmas biomarker lehet

nemcsak az ivacaftor, hanem mas CFTR specifikus kezelések monitorizalasara is, ezért 10
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Orkambi® (LUM/IVA) kezelés alatt allo, p.Phe508del-CFTR homozig6ta genotipusti CF-es
beteg plazmamintainak HE4 koncentraciojat hataroztuk meg. A kezelés el6tti és a terapia
megkezdése utan 1 honappal levett plazma mintédkat fagyasztott allapotban — hasonléan az
ivacaftor kezelt betegmintdkhoz - a CFFT Biorepository biobankbdl kaptuk. A kezelés
eredményeként csokkené verejtékklorid koncentraciéval parhuzamosan szignifikansan
alacsonyabb HE4 koncentraciét talaltunk ezen betegek plazmamintaiban is (P <0,01) egy
honapos kezelést kovetden, fliggetlenil a kiindulasi HE4 értéktol. Ezek az Ujabb klinikai adatok
alahtzzadk a CFTR modulator kezelés befolyasold hatasat is a vérmintaban mérheté6 HE4
koncentraciéra CF-ben, illetve alatamasztjak a fenti CFTR specifikus gyogyszermolekulak

hatasat a HE4 expresszidra in vitro.

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

Megvizsgaltuk, hogy a WFDC2/HE4 expresszié fokozhat6-e gyulladdsos stimulus
alkalmazésaval in vitro kortiilmények kdzott. Ennek érdekében a F508del-CFTR-t expresszalo
CFBE 410 sejteket rekombindns TNF-a-val stimulaltuk egy Ora hosszatol egy hétig terjedd
iddintervallumban, majd RT-gPCR modszerrel lemeértik a HE4 mRNS szintet. A gyulladasos
sejtaktivacio eredményeképpen a HE4 mRNS szint méar egy Ords kezelés hatdsara
szignifikansan emelkedett a nem kezelt mintakhoz képest (P < 0,05) és még tovabb emelkedett
a 4 oraig kezelt mintadkban (P < 0,001). Meglepetésiinkre, a HE4 mRNS szintek 24 6ran utan
visszatértek a kiindulasi értékre. Abban az esetben, ha a TNF-o stimulust hosszabb ideig
alkalmaztuk (48 o6ratol 1 hétig), meg magasabb HE4 mRNS expressziot meértink a nem
stimulalt kontroll sejtekhez képest (P < 0,0001).

Ugyanezen kiseérleti korilmények kdzott a proinflammatorikus citokinek kozil az 1L6,
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. Az eredmények azt mutattdk, hogy az IL6 és IL8 expresszio iddbeli
valtozasanak mintazata a HE4 mRNS szintek valtozasahoz hasonléan alakult, mig a szintén 1
oran bellil megemelkedett IL1B szamottevé valtozas nélkiill emelkedett maradt a teljes
vizsgélati periddus alatt. Megmeértik tovabba a HE4 és IL-6 protein szinteket is a F508del-
CFTR-t expresszalo CFBE 410 sejtek feliiluszojaban néhany kivalasztott idépontban (4-168
Ora kozott). Ennek soran a HE4 szint 4 6ra utan jelent6sen emelkedett, és 1 héten keresztil
fokozatosan tovabb nétt, mig az IL-6 koncentracid az Gsszes kivalasztott mérési iddpontban

szignifikdnsan emelkedett volt. Ezek az eredmeények alatdmasztjak azt, hogy a fokozott HE4
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MRNS szintézis, majd az ebbdl kovetkezé6 magasabb HE4 fehérje koncentracio a TNF-a
hatasara a kiilonb6z6 gyulladasos citokinek emelkedett szintjével egyutt kdvetkezik be a CFBE
sejtekben.

Nemcsak mRNS szinten, hanem fehérje szinten is emelked6 értékeket mutattak a HE4
és az IL-6 koncentraciok a F508del-CFTR CFBE 410 sejtek feluluszdjaban a kiilonb6z6
kezelési idépontokban (4-168 dra kdzott). Mig a HE4 szint - ,.elcsiszva” az mMRNS szintjétol -
csak 24 oOra utdn mutatott szignifikans ndvekedest (P < 0,0001), addig az IL-6 fehérjeszint

mindvégig emelkedett volt, mar 4 6rat kovetden is.

A CFTR modulatorok hatassal vannak az NF-«B jelatviteli Gtvonal aktivitdsara a F508del-

CFTR-t expresszalé CFBE 410" sejtekben

Az NF-kB jelatviteli utvonal CFTR diszfunkcid kapcsolatardl korabban mar jelentek
meg adatok. 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 6sszefligges. Ennek érdekében két Kisérleti megkozelitést alkalmaztunk. E16szor, az NF-
immunfluoreszcens mikroszkdppal. Ez a protein (masik nevén RelA, MIM: 164014) az NF-xB
transzkripciés faktor csalad 5 tagjanak az egyike, és az NF-xB Utvonal aktivaciéjanak
markereként hasznalatos. A p65 nuklearis transzlokacio mértékét tsszehasonlitottuk a TNF-a-
val kezelt, illetve nem kezelt F508del-CFTR-t, valamint a wt-CFTR-t expresszal6 CFBE 410
sejtekben. A F508del-CFTR-t expresszald6 CFBE 410  sejtek magjaban alaphelyzetben is
szignifikdnsan magasabb p65 pozitivitast talaltunk a normélis 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 transzlokacié tekintetében a normal és CF-es sejtek kozotti
kiilonbség még szembetlinébb volt a kezelést kovetden (P < 0,0001). Ezek az eredmények arra
utalnak, hogy a koéros CFTR miikodéssel biro CFBE sejtekben alaphelyzetben és gyulladasos
stimulus hat&séra is magasabb a gyullad&sos aktivitas szintje az egészséges CFBE sejtekhez
képest.

Masodszor, in vitro vizsgaltuk a CFTR modulatoroknak a bazalis és indukalt NF-kB
utvonal aktivitasra gyakorolt hatasat ugyanezen CFBE sejtkulturdkban. Ennek érdekében

= z=z

valamint mértiik az IL-6 koncentraciojat a sejtek feltillisz6jaban.
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A CFTR modulatorok lényegesen csokkentették a p65 pozitivitast (P < 0,05) nemcsak
a nem stimuldlt F508del-CFTR pozitiv CFBE sejtekben, de TNF-a kezelést kovetden is
szignifikans csokkenés kovetkezett be (P < 0,001) a kontroll mintdkhoz képest (DMSO). Ezzel
parhuzamosan a korrigalt CFTR funkcié mellett a F508del-CFTR CFBE sejttenyészetek
feliluszdjdban mért csokkent IL-6 protein szintek szintén igazoltak az alkalmazott CFTR
modulatorok gyulladascsokkenté hatasat mind a bazalis, mind pedig a TNF-a indukalt IL-6
expresszio csokkentése révén. Eredményeink bizonyitékot adnak arra, hogy az NF-kB Gtvonal
CFTR diszfunkcid kovetkeztében kialakult fokozott aktivacioja eredményesen csokkenthetd
lumacaftor+ivacaftor vagy tezacaftor+ivacaftor gyogyszeres beavatkozassal a CFBE

sejtkultdrakban.

A CFBE 410 sejtkulturak feluluszéjaban mert HE4 koncentracidt nemcsak az aktivalodott NF-

xB Gtvonal, hanem a CFTR diszfunkci6 is modulalja

Végll azt a kérdést vizsgaltuk meg, hogy a TNF-a altal indukélt HE4 expresszio
csokkenthet6-e CFTR modulatorok alkalmazéaséval a F508del-CFTR-t expresszalé CFBE 410
sejtekben. A LUM/IVA vagy TEZ/IVA hozzdadasa a sejtekhez csokkent HE4 szinteket
eredményezett (P < 0,001) a TNF-a &ltal aktivalt CFBE sejtek felulUszojaban a kontrollhoz
(TNF-o-t és DMSO) képest. Tovabba, a FSK/IBMX alkalmazasa 6énmagaban a HE4 szintet
mérsekelte, és szignifikans csokkenést eredmenyezett a TNF-a jelenlétében (P < 0,05), mig a
LUM/IVA vagy TEZ/IVA kombinalt alkalmazasa a FSK/IBMX-szel egyltt még nagyobb
mértékben csokkentette a HE4 koncentraciot (P < 0,01; P < 0,001). A TNF-a-val nem stimulalt
mintakhoz 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). Amennyiben a TNF-o. altal aktivalt vad tipusi CFBE sejteket kezeltik a
FSK/IBMX-szel vagy a CFTR modulétorokkal, hasonléan csokkent HE4 szinteket talaltunk
(P <0,01) a kontroll mintdkhoz (TNF-o. és DMSO) képest. igy az eredmények bizonyitékul
szolgalnak arra, hogy a korrigalt CFTR funkcionak egyfajta protektiv szerepe van a HE4
expresszio TNF-a indukalta fokozodasaval szemben a CFBE sejtekben.

Tekintettel arra, hogy az abnormélis CFTR funkci6 jelenlétében konzekvensen
magasabb HE4 expressziét talaltunk a F508del-CFTR CFBE sejtekben szemben a normal
sejtekkel, kivancsiak voltunk arra, hogy vajon a CF-re jellemz6 fokozott HE4 expresszid a

karosodott CFTR funkcié altal fenntartott és triggerelt NF-xB dtvonal direkt hatasanak
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tulajdonithat6-e. A kérdés tisztazasa érdekében a F508del-CFTR-t expresszalo CFBE 410
sejteket specifikus NF-kB atvonal inhibitorral (BAY 11-7082) kezeltiik CFTR modulatorok és
TNF-a jelenlétében vagy hianyaban, majd mértik a fellilusz6 HE4 és IL-6 koncentraciojat.
Eredményeink szerint a BAY 11-7082 altal kifejtett gatlé6 hatas 6nmagaban szignifikansan
csokkentette a kiindulasi (gyulladasos stimulus nélkili) HE4 (P <0,05) es IL-6 (P <0,01)
koncentréacidkat (P < 0,05) 24 6ra utan, mig a BAY 11-7082 gatlészer és a LUM/IVA vagy
TEZ/IVA egyittes addsa mindkét fehérje szintjének sokkal nagyobb mértékii csokkenésével
jartegydtt (P < 0,001; P < 0,0001). Az NF-xB ttvonal specifikus gatldsa a TNF-a altal indukalt
HE4 expresszio fokozodast is nagy mértekben redukalta (P < 0,05). A gyulladasos induktor
TNF-a alkalmazasa mellett a HE4 és IL-6 szintek tovabbi csokkenését tapasztaltuk az NF-xB
utvonal gatlé és a CFTR modulétorok egyuttes hozzadadasat kovetéen a TNF-a-t és DMSO-t
tartalmazé kontroll mintdkhoz képest (P < 0,001).

Amikor a vad tipusi CFBE sejtekben CFTRin172 hozzaadasaval gatoltuk a CFTR-t az
NF-kB-t gatlé BAY 11-7082 jelenlétében vagy hianyaban, azt lattuk, hogy a CFTR géatlasa nem
eredményezett magasabb HE4 koncentraciokat az NF-kB gatldszer jelenlétében (P < 0,05). Az
IL-6 szintek hasonlo Kisérleti koriilmények kézott megfigyelt valtozasai a HE4 koncentraciok
alakuladsahoz hasonld mintazatot kdévettek, ami a CFTR diszfunkcié és a CF-re jellemzd
altalanosan fokozott pro-inflammatorikus allapot kozotti szoros dsszefliggésre vetit fényt.
Osszefoglalasként megallapithatd, hogy a CFBE sejtkultirak fellilisz6 mintaiban mért HE4
koncentraciok valtozasa nemcsak az NF-xB Gtvonal kozvetitette gyulladasos jelatvitel
szabalyozéasanak a kovetkezménye, de a CFTR funkcié kozvetlen befolyasold hatasanak is

koszonhetd.

30



Megbeszéles

Vizsgéalataink soran azt allapitottuk meg, hogy mind a gyermek, mind a felndtt CF-es
betegek szérum mintéaiban szignifikdnsan magasabb HE4 koncentraciéo mérhetd az egészséges
személyek, illetve a nem CF-es tiidébetegek mintaihoz képest. Esetenként a nem CF-es
tidébeteg kohorszban is relative magas HE4 értéket mertlink, killéndsen bronchiectasia esetén,
de a HE4 median értéke és a legtébb individualis eredmény sokkal alacsonyabb volt a CF-es
populacid értékeihez viszonyitva. A szérum eredményekhez hasonléan a CF-es gyermek
betegektdl szarmazd kopetmintakban is magasabb HE4 koncentraciokat mértiink a nem CF-es
tidébetegek €s a kontrollok mintaihoz hasonlitva. Ezek az adatok szintén megerdsitik, hogy a
fokozott HE4 termelédés CF-ben a tiidébdl szarmazhat. A felnétt CF-es vizsgalati
populacidban hasonléan magas HE4 koncentraciokat kaptunk, mint a CF-es gyermek
betegekben. Bar az életkornak altalaban hatasa van a HE4 értékek alakulésara, a bevont CF-es
beteg esetében az életkornak nem volt befolydsoldé hatdsa a HE4 szintekre, szemben a
verejtékklorid koncentracioval, mely egy korabbi tanulméany alapjan az életkorral ndvekvd
tendenciat mutatott. A szérum HE4 prognosztikai szerepére utal CF-ben, hogy szorosan korrelal
a tidobetegség sulyossagaval, a bakteridlis kolonizacié jelenlétével és a pancreas
elégtelenséggel.

Osszehasonlitottuk a HE4 és a CRP diagnosztikai karakterisztikajat. Bar a HE4 nagyobb
variabilitast mutatott, pozitiv szignifikans dsszefliggést talaltunk a HE4 és a CRP szintek kdzott
mind a gyermek, mind a felnétt vizsgalati csoportban egyarant. 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 tiiddbetegek csoportjaban ez a HE4/CRP dsszefiiggés
nem volt kimutathat6. Kovetkezésképpen a szérum HE4-re mint lehetséges CF biomarkerre
tekinthetiink, mely hatékonyan jelzi a léguti gyulladas fokozodasat és ezaltal a 1égzésfunkcio
romlasat.

A HE4 diagnosztikai erejét ROC-AUC analizissel tovabb vizsgaltuk. A HE4-nek a CF-
es és normal kontrollok megkulonboztetésére igen magas, 0,993-as AUC értéket kaptunk (95%
Cl, 0,986-0,999) 49,3 pmol/L-es ’cut-off” értek mellett. A szenzitivitas, specificitas, a PPV és
NPV értékei is jelentosek voltak. Amikor az AUC-t a CF-es és nem CF-es tiidobeteg csoportok
elkulonitésére szamoltuk ki, kissé alacsonyabb értéket kaptunk (0,778 [95% ClI, 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. A szérum HE4 a CF-es
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betegekben jol korrelalt a verejtékklorid eredményekkel, raadasul a szérum HE4 akkor is
korosan emelkedett volt, amikor a verejték teszt intermedier tartomanyba esé (30-60 mmol/L)
eredményt adott.

A CF-ben megnétt szérum HE4 koncentracio eredetét és mechanizmusat korabban nem
vizsgaltak. Néhany CF-es betegbdl bronchoscoppal nyert horgényalkahartya biopsziés
mintaban kvantaltuk a HE4-specifikus mRNS szintet, mely szignifikdnsan emelkedett volt a
nem CF-es bronchitises kontroll mintakhoz képest. Ez az eredmeény azt sugallta nekiink, hogy
az emelkedett szérum HE4 szintek a CF-es légutakban zajlé fokozott termel6désének
koszonhetd. Eredményeinket alatdmasztotta Clarke és munkatarsainak egyik korabbi munkaja,
amiben a WFDC2 gént a fokozott expressziot mutatd gének kozott igazoltak a CF-es
orrnyalkahartya mintakban.

A Kkisérletes munkank célja annak vizsgélata is volt, hogy a CF-ben potencialis
biomarkerként alkalmazhat6 HE4 fokozott expresszidja befolyasolhaté-e a CFTR funkcid
javitdsdval. A F508del-CFTR CFBE sejtek feluluszéjdban kb. 1,5-szer nagyobb HE4
koncentracidt talaltunk a normal sejtekhez képest, mig a LUM/IVA, illetve a TEZ/IVA kezelés
egyarant csokkentette a HE4 szinteket ezen sejtekben. Ezt kovetéen a CFTR-t a vad tipusd
sejtekben CFTRinn172 alkalmazéasaval gatoltuk, melynek eredményeképpen emelkedett HE4
szinteket mértiink. Ezzel ellentétben, a CFTR aktivator FSK/IBMX kezelés csokkentette a HE4
koncentraciokat ugyanezen sejttipusban. A HE4 szintek valtozasa megfelelt az adott
koriilmények k6zott bekovetkezé kloridaram valtozéasnak. Eredményeink alapjan a CF-es 1éguti
epithelsejtekben a kérosodott CFTR funkcid noveli a HE4 expressziot, amely hatasosan
csokkenthetd az ioncsatorna funkciot helyreallito CFTR modulatorokkal Az eredményeink
parhuzamba allithatok egy korabbi tanulmannyal, amelyben a CFTRini72 adasat kovetéen
emelkedett NF-kB aktivitast és magasabb IL-8 szintet talaltak, mig a FSK/IBMX hatasara
csokkend NF-kB aktivitast mutattak ki az epithelialis sejtkultiraban.

A HE4 expresszio és a gyulladasos sejtaktivacié lehetséges kapcsolatanak feltarasa
céljabol a kovetkezékben azt vizsgaltuk, hogy az eleve emelkedett HE4 expresszid szintje
tovabb fokozddik-e a F508del-CFTR-t expresszal6 CFBE 410 sejttenyészetben gyulladasos
stimulus hatasara. Ennek érdekében TNF-a citokinnel kezeltlik a sejteket rovid- és hosszitavon
(1 6ratol 1 hétig terjedd idotartamig). A HE4 mRNS szint mar 1 6ras sejtaktivaciot kovetden
emelkedett, és 4 6raig magas maradt, de 24 6ra mulva visszatért a kiindulasi szintre. Az ennél
hosszabb TNF-a stimulaciot kovetéen a HE4 expresszié még nagyobb mértékti fokozodasa

kovetkezett be. A TNF-a. a HE4 fokozott expresszidjaval parhuzamosan kivaltotta a vart
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pro-inflammatorikus hatast a CFBE sejtekben, amit az IL6, IL8 és IL1B mRNS szinteken
keresztul kovettiink RT-gPCR mddszerrel. Az IL6 és IL8 esetén a mRNS szintek idébeli
valtozdsanak mintazata hasonl6 volt a HE4 expresszio valtozasanak idébeli alakulasdhoz, mig
a magas IL1B expresszid kevésbé valtozott a kiilonbozé idopontokban. Adataink arra utaltak,
hogy a CF-es bronchoepithelsejtekben a gyulladdsos citokinek emelkedett szintjével
parhuzamosan a HE4 bazalis expresszidja is megnovekedett, tehat tovabb fokozodhat
gyulladasos kériilmények kozott.

A p65 nuklearis transzlokacio fluoreszcens mikroszkdppal torténd vizsgalata soran a
CF-re jellemz6 fokozott pro-inflammatorikus aktivitasnak megfeleléen a F508del-CFTR
pozitiv CFBE sejtekben szignifikansan magasabb bazalis p65 nuklearis pozitivitast
detektaltunk a vad tipusu sejtekhez képest TNF-a stimulus nélkil is. Abban az esetben, ha a
sejteket TNF-a-val aktivaltuk, a p65 transzlokacidjanak vonatkozasaban még szembe tiin6bb
volt a kilénbség a két CFBE sejtkultura kozott. Eredmenyeink igy meger6sitik az
alaphelyzetben is fokozott, illetve a gyulladas indukalta HE4 expresszio és az NF-xB aktivitas
szintjei kozotti dsszefliggést in vitro korilmények kodzott. Az alkalmazott CFTR modulétorok
(LUM/IVA és TEZ/IVA) nemcsak az aktivalatlan F508del-CFTR-t expresszalé CFBE
sejtekben, de a TNF-a-val stimulalt sejtekben is szignifikansan csdkkentették a p65 nukleéris
pozitivitasat. Ezen korrigalt CFTR funkcioval biré CFBE sejtek feltiliszojaban csokkent 1L-6
szintet mértink, ami arra utal, hogy a CFTR modulatoroknak a HE4 expresszidra gyakorolt
gatlo hatas mellett tovabbi gyulladascsokkentd tulajdonsaguk is van, mint amire mas szerzok
is a kdzelmdultban ravilagitottak. Az eredmények arra utalnak, hogy a CF-es leguti epithelsejtek
gyulladasos allapota direkt modon csokkenthet6 CFTR modulatorokkal.

A Kisérleteinkben alkalmazott NF-xB inhibitor szignifikdnsan csokkentette nem csak az
alap, de TNF-a induk&lt HE4 és IL-6 koncentrécidt is. Az eredmény arra utal, hogy az NF-xB
jelatviteli Gtvonal szerepet jatszik a HE4 expresszié szabalyozéasaban. Ezzel a megallapitassal
dsszhangban vannak a CF-es betegek vizsgalatabdl szarmazé adataink is: a stlyosabb 1éguti
gyulladas (klinikai értelemben Iéguti exacerbacio) az emelkedett CRP szinttel egyutt magasabb
szérum HE4 szintekkel jart. Ugyanakkor abban az esetben, ha az NF-«xB utvonal gatlasa mellett
CFTR modulatorokkal is kezeltik a CFBE sejteket, a HE4 és IL-6 szintek tovabbi szignifikans
csokkenése kovetkezett be, ami arra enged kdvetkeztetni, hogy a HE4 expresszio a CFTR direkt
hatasa alatt is all.

Munkacsoportunk elséként vizsgalta a plazma HE4 lehetséges biomarker szerepét a

CFTR modulator kezelések hatasossaganak lemerésében. Els6ként ivacaftorral kezelt harom
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fliggetlen CF-es betegcsoport plazmamintainak HE4 koncentraciojat hataroztuk meg és
vetettik 6ssze a tipikus Klinikai kdvetési parameterekkel, igy a FEV1 %-kal, a verejtekklorid
szintekkel és a BMI-vel. Az ivacaftort olyan legalabb 2 éves korll CF-es betegek kaphatjak,
akik a Ill. mutacié osztalyba sorolt variansok egyikét (leggyakrabban p.Gly551Asp CFTR)
hordozzék. A gyogyszer a fenti mutaciotipus esetén fokozza az apikalis membranban 1évo
CFTR ioncsatorna nyitasi frekvencidjat, igy az ezen keresztuli klorid transzportot. A klinikai
tanulmanyok igazoltdk az ivacaftor hosszutavu klinikai hatasossagat, mivel javul a betegek
FEV1 %-0s érteke, a taplaltsdgi allapotuk, csokken a P. aeruginosa kolonizacié események
szama és a pulmonalis exacerbaciok kialakulasanak kockazata. Vizsgalati csoportjaink 6sszes
betegének emelkedett volt az ivacaftor kezelés elétti plazma HE4 szintje az egeészséges
populacidhoz képest. Az ivacaftor kezelés eredményeképp - a javuld 1égzésfunkcio és csokkend
verejtékklorid értékek mellett - a kiindulasi koncentracioktdl flggetlenil a HE4 szintek
szignifikansan alacsonyabbak voltak mar az elsé kovetési idépontban, és fokozatosan tovabb
csokkentek a vizsgalati periddus végeéig. Ezek az adatok jol ésszefliggnek azzal a korébbi
megfigyelésiinkkel, hogy a HE4 szintek korrelaltak a tiidbetegség sulyossadgaval. Rdadasul a
HE4 abszolut és delta értékei forditottan voltak ardnyosak a FEV: és delta FEV1 értékekkel
mindharom betegcsoportban. Az in vitro sejtes kisérletek mellé megmertuk kulon a
lumacaftor/ivacaftor terapia HE4 szintekre gyakorolt hatasat. Ennek érdekében 10 Orkambi®
kezelés alatt allo, p.Phe508del-CFTR mutaciora homozigota CF-es beteg plazmamintaiban
mértiik le a HE4 koncentraciot. Eredményeink azt mutattak, hogy az Orkambi® terapia mar egy
honappal a kezelés elinditasa utan szignifikansan csokkentette 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 vizsgalt betegcsoportokban bekdvetkezett atlagos FEV1 %-0s valtozast
vettik alapul a ROC-gérbe analizis sordn. A HE4 62,7 pmol/L-es ,,cut-off” érték mellett,
jelent6s (0,722) AUC értékkel képes volt elore jelezni a 7%-0s FEV: % javulast ivacaftor
kezelés hatasara 74%-0s szenzitivitassal és 79%-o0s specificitassal. Ennél is nagyobb AUC
érteket (0,806) allapitottunk meg a delta HE4-re vonatkozdan 1-2 honapos gyogyszeres kezelést
kovetben 81%-0s szenzitivitassal, 89%-o0s specificitassal -15,8 pmol/L-es cut-off érték mellett,
mig a delta HE4 mar kevésbé volt prediktiv 3-6 honapos kezelést kovetéen (AUC: 0,648).

Vizsgélataink néhany limitalo tényezo6jét 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 kapo (placebo) klinikai kontroll csoport

nélkiil. Az eredményeket torzithatja a mintdk kiilonb6zé forrdsokbdl vald szarmazésa.
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TEZ/IVA kezelést kapott CF-es betegeket nem tudtunk bevalogatni a plazma HE4 szint mérése
céljabol, mivel ilyen betegekt6l szarmazod mintak nem alltak akkor rendelkezésre, sem a CFFT-
nél, sem hazai vizsgalatokban. Mindezek miatt tovabbi kutatasra van sziikség a HE4 biomarker
végpontként vald hasznalatanak validalasa céljabol kiilonb6zé6 CFTR modulator kezelések
alatt. A CFBE sejtekkel végzett kisérleteink soran nem vizsgaltuk, hogy az emelkedett HE4
szintet maga a CFTR funkci6 hidnya vagy az abnormalis, ,,misfolded” CFTR fehérje jelenléte
eredményezte-e. Végezetill a CF-re jellemz6 gyulladas és a HE4 expresszid kozotti 0sszefliggés
mechanizmusat nem minden részletében tudtuk vizsgalni, igy Gjabb in vitro vizsgalatok
szlikségesek a patomechanizmus tovabbi feltarasa érdekében.

A disszertacio alapjat képez6 harom vizsgalatsorozat eredményeinek Osszesitésébol azt
gondoljuk, hogy a keringésben mérheté HE4 fehérje szintje jelentésen megemelkedik, mely
osszefugg a CFTR diszfunkcioval és az NF-«xB Gtvonal aktivalodasaval. Mindezt alatdmasztjak
azok a klinikai adataink, melyek szerint a CFTR-specifikus gyogyszerek csatorna miikodést
korrigal6/modulalé hatasa mellett a HE4 szintje jelentdsen csokken, ami koveti a 1égzésfunkcio

javulasat.
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Osszefoglalas

A CF a leggyakoribb monogénes Orokletes anyagcsere betegség a kaukazusi
populacidban. A sokszervi érintettséggel jar0 betegségben a progndzist nagy mértékben a
légzérendszeri kovetkezmények hatarozzak meg. A tiidGbetegség patomechanizmusanak
kdzéppontjaban alapvetéen a neutrophil granulocytak dominancidjaval jellemezheté kronikus
légati gyulladas all, melynek intenzitasa és fenntartasa a rekurrens léguti infekcioknak és a
CFTR diszfunkcid kovetkezményeként fellépd immunregulacios zavaroknak, valamint ezek
egymast erdsit6 hatdsdnak koszonhetd.

A CF-es tiidobetegség kovetésére jelenleg elérhet6 klinikai paraméterek korlatozott
képességiiek, kilondsen fiatalkori, illetve enyhe tiidéérintettség esetén. A 1égiti gyulladas mar
a betegség korai stadiumaban kimutathato, igy a koros folyamatokban szerepet jatszo
mediatorok koncentraciojanak mérése akar vérbol, akar léguti mintabol kézenfekvo
lehet6ségnek tiinik a tiidobetegség monitorizalasara, akdr 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
epithelsejtekbdl szarmazik. In vitro eredményeink szerint a F508del-CFTR pozitiv CFBE
sejttenyészetben a HE4 expresszidjanak fokozodasa részben a fokozott NF-xB Gtvonal
aktivalddasanak az eredménye, mely részben a CFTR diszfunkcio kdvetkezménye, masreszt
direkt moédon a CFTR-csatorna abnormalis mitkodésének is koszonhetd.

Osszességében megallapithatjuk, hogy CF-ben a HE4 vérkoncentracidja jelentdsen
emelkedik nemcsak az egészséges személyek, hanem a nem CF-es tiidébetegek mintaihoz
képest is. A rutin Klinikai koriilmények kozott hozzaférheté HE4 fehérje olyan Uj biomarkernek
tekintheté CF-ben, amely szoros Osszefliggést mutat a léguti epithelsejtek gyulladdsos
folyamataival, és alkalmas lehet a CFTR modulétor kezelések monitorizalasara a klinikai

vizsgalatokban és a mindennapi betegellatas soran egyarant.
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Az értekezes U tudomanyos eredmeényei, a jel6lt sajat megallapitasai

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

személyekhez, hanem nem CF-es tiid6betegekhez képest is.
2. Az abnormalis CFTR funkcié a HE4 expressziot direkt médon képes modulalni CF-ben.

3. Kiils6 gyulladasos stimulus, pl. TNF-o az NF-xB jelatviteli Gtvonal altal kozvetitett pro-
inflammatérikus citokinek termelédésének fokozddasaval egyutt tovabb indukélja a HE4

expressziot is a bronchoepithelialis sejtekben.

4. A plazma HE4 szint j6l korrelal a Iégzesfunkcid paraméterrel (FEV1 %) és hatékonyan koveti

a CFTR-specifikus ivacaftor gyogyszeres kezelés hatékonysagat.

Targyszavak

Biomarker kutatds, bronchoepithelialis sejt, cisztas fibrozis, CFTR, CRP, HE4, gyulladas,

legzésfunkcid, verejtékklorid
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