A CRP és az extracellularis vezikulak (EV-k)
kolcsonhatasanak rendszerszemléletu

vizsgalata koszoruér-betegségben
(Medinprot-Szinergia lll. palyazat)
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Celkitdlzes

A keringb EV-k vizsgalatanak beleillesztése a
kardiovaszkularis betegsegek (CVD) jelenleg
hasznalt kockazat becslési rendszerébe.
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CVD riziko

Lipid profil

1. Se total koleszterin

2. Se triglicerid

3. LDL

4. HDL
Lp(a) (LDL-szer( lipoprotein patikulum, amelyben az ApoB-hez egy specifikus apolipoprotein(a) [apo(a)]
kapcsolédik. Plazma koncentracidja genetikailag determinalt: az apolipoprotein(a) gene [LPA]
lokalizacioja6q26-27.)
Szénhidrat anyagcsere

1. Se glikdz (vércukor)

2. Glikalt hemoglobin (HgA1c) (A vorssvértesten beliil a glikalt hemoglobin a kérnyezeti
cukorkoncentracidéval aranyos mértékben keletkezik. A glikalt hemoglobin érték az elmult id6szak
vércukor koncentracidinak sulyozott "mozgd" atlagértékeként szolgal, aminek az alakulasara a
legutébbi cukorszintek nagyobb hatdst gyakorolnak.)

Gyulladasos markerek

1. hsCRP (Azoknal, akiknél a hs-CRP értéke a normal tartomany felsé hataran van 1,5-4-szerese a
szivroham kockazata, mint azoknal, akiknek a CRP értéke a normal tartomany alsé hatdran van.)

Képalkoto eljarasok



Extracellularis vezikulak
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EV hatasok CVD-ben
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Elvégzett munka
2016. marcius végeéig
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1. CVD-ben szenvedd betegek vizsgalata 1. CVD-ben szenvedd betegek vizsgalata
a) A betegek koszoruér CTA vizsgdlata a) Kering6 EV mintazatanak
b) A betegek laboratériumi vizsgalatai jellemzése FACS modszerrel
2. Adatbazis létrehozasa (klinikai 2. In vitro modell rendszer: EV — CRP
paramétereket és a képalkoto eljarasok kélcsénhatasok vizsgalata
eredményeit tartalmazé adatbazis a) Flow cytometrias komplement
kidolgozasa) medialta cytotoxicitas vizsgalati

modszer (CDC) bedllitasa

b) EV-k CDC-re gyakorolt hatasanak
vizsgalata

c) CRP CDC-re gyakorolt hatdsanak
vizsgalata

d) EV-k CRP kotésének vizsgdlata

e) A CRP EV-k immunglobulin-koté
képességére gyakorolt hatasanak
vizsgalata

f) Hyperglycaemias kornyezetben
tartott sejtek felliluszdjabol izolalt
EV-k immunoglobulin koté
képességének vizsgalata CRP
jelenlétében



Vizsgalati csoportok

A beteg bevalasztas kritériumai

e 18-85 év kozotti életkor

* Fehér, nem hispan, nem latin szarmazas

* Betegtajékoztatd megértése, valamint a beleegyezd
nyilatkozat elfogadasa, alairasa

* Diagnosztikus érték( koronaria CTA vizsgalat

A koszoruér betegség jelenléte CT alapjan kerilt diagnosztizalasra

Koszoruér beteg csoport Egeszséges csoport

25 f6 12/20 6




Koszoruér CT angiografia

Segment Involvement Score Segment Stenosis Score




Plakk terheltséget jellemzo
pontrendszerek

4 N
Segment

Involvement Score
(SIS)

Koszoruér plakkal
érintett szegmentumok
szama

o /

4 N

Segment Stenosis
Score (SSS)

Koszoruér szikulet
mértéke

minimalis = 1 pont
enyhe = 2 pont
kozepes = 3 pont

sulyos = 4 pont




Laboratoriumi
eredmények

(40 paraméter)

Coronaria CT

Klinikai adatbazis

Eletmodd adatok

(10 paraméter)




Keringd EV mintazat jellemzése tobbszin(
immunfenotipizalassal

Modszerek:
AnnexinV FITC / CD41a Pe /CD61 PerCP / CD62P APC
GlycoA Pe
CD105 FITC / CD31 Pe / CD14 PerCP-Cy5.5
Anti-CRP FITC / SIRPA Pe
CD41a FITC / CD142 Pe (tissue factor) / CD14 PerCP-Cy5.5

A méréseket higitott plazmabdl (thrombocyta mentes plazma) végeztiik.
Alvadasgatlas: ACD és Heparin
n=15/25



A késziilék kalibralasa
FACSCalibur (Becton Dickinson San Jose California, USA)
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Abszolut vezikula szam meghatarozas
polisztirén referencia gyongyokkel
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detektalt gyongyok szama : 6sszes csObe beletett gyongy = detektalt MV szama : 6sszes mintaban talalhato MV



Keringo EV mintazat a betegcsoportban
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Keringo trombocita eredetli MV-k azonositasa

109

thrombocyte
CD41a+/CD61+ thrombocyta

(thrombocyta kapu definialasa)
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Aktivalt thrombocytdkbdl szarmazd MV-k azonositasa a CD62P (P szelektin) ill. az AnnexinV
expresszid alapjan tortént.



Kering6é aktivalt trombocita eredetli MV-k
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Pozitiv korrelacio van a plakk terheltséget jellemz6
pontrendszerek és a CRP+ EV-k kozott

B [=2] (o]
o (=} [=}
o o o
(=] [=] [=}
S 3 3

Circulating CRP+ EVs (events/uL)

J
=
o
.-
=
]
>
2
n
>
w
+

o
14
o
=]
c
=
K
=
o
=
o

= 80000+ = 80000-

%] 4]

= =

[ o

@ 60000- 60000+

) 4]

= >

w w

+ 40000- + 40000+

& & =0,0004
3 3) P=5
2 20000- 2 20000+

s 5

o o

= 0 = 0 1
© 0.0 © 0.0 2.5

SISi SSSi



In vitro modell rendszer:
EV — CRP kolcsonhatasok vizsgalata



1/a Komplement kézvetitett cytotoxicitas vizsgalat (CDC)
flow cytométerrel

+ komplement (NHSZ)
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Morfoldgiailag épen maradt
sejtek %-os aranya

Morfoldgiailag épen maradt
sejtek viabilitas vizsgalata
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Viabilitas vizsgalat
KEZELETLEN 1:10 SZERUM HIGITAS
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Hoinaktivalas hatasanak vizsgalata

Morfoldgiailag épen maradt
sejtek viabilitas vizsgalata
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A reprezentativ abra azt mutatja, hogy az inaktivalt szérummal kezelt mintaban
detektalhatd egy kifejezett PI- populacid, ami a ,,color gating” alapjan megfelel a
morfoldgiailag épen maradt sejteknek.




1/b Befolyasolja-e a CDC-t az EV-k jelenléte?

EV forras: U937 sejtek felliluszéjabdl centrifugdlassal izolalt vezikulak

Célkitlizés: EV-k komplement kozvetitett citolizisre gyakorolt
hatasanak vizsgalata.

Kisérleti rendszerek:
1. K562 szenzitizalt sejtek + NHSZ (1:10)

2. K562 szenzitizalt sejtek + EV(K562) + NHSZ (1:10) (egyszerre volt a
rendszerben a NHSZ és az EV)

. K562 szenzitizalt sejtek + EV-val el6inkubalt NHSZ
. Kontroll: kezeletlen szenzitizalt K562 sejtek

~ W



EV jelenlétében a NHSZ indukalta sejtpusztulas mértéke kisebb

Pl+ K562 sejtek %-0s aranya
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n=3; Kisérletenként 3 parhuzamos mérés



1/c CRP CDC-re gyakorolt hatasanak vizsgalata

Célkitlizés: CRP komplement kozvetitett citolizisre gyakorolt
hatasanak vizsgalata.

Kisérleti rendszerek:
1. K562 szenzitizalt sejtek + NHSZ (1:10)

2. K562 szenzitizalt sejtek + rCRP + NHSZ (1:10) (egyszerre volt a
rendszerben a NHSZ és a CRP)

3. K562 szenzitizalt sejtek + CRP-vel elGinkubalt NHSZ
4. Kontroll: kezeletlen szenzitizalt K562 sejtek




CRP eldkezelés utan a NHSZ indukalta sejtpusztulas mértéke fokozott

Elpusztult K562 sejtek %-0s aranya
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n=3; Kisérletenként 3 parhuzamos mérés



1/d EV-k CRP kotésének vizsgalata

Célkitlizés: EV-k CRP kotésének vizsgalata.

Mddszerek:
a. Human rekombinans CRP U937 sejtvonal feltiluszéjabdl izolalt MV-k (MV(U937)) —
hoz torténd kotédésének vizsgalata

b. A CRP koncentracié CRP -MV(U937) kotédést befolydasold hatdsanak vizsgalata



A rCRP kotodik az EV-hoz
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A CRP koncentracié novelése nem befolyasolta a rCRP
EV-hoz torténo kotodését

Alkalmazott CRP koncentracidk : 1 mg/L; 3 mg/L; 5 mg/L

hs-CRP Cardiovascular
Value Disease Risk Level”

<1 mg/L low risk

1-3 mg/L average risk

>3 mg/L high risk



1/e A CRP EV-k immunglobulin-koté képességére
gyakorolt hatasanak vizsgalata

Célkitlizés: EV-k IgM és I1gG kotésének vizsgalata CRP jelenlétében.
Mddszerek:

a. U937 sejtvonal feltiluszojabadl izolalt MV-k (MV(U937)) IgG kotésének
vizsgalata
U937 sejtvonal feltiluszojabdl izolalt MV-k IgM kotésének vizsgalata
C. U937 sejtvonal feltuluszojabdl izolalt MV-k Ig kotésének vizsgalata

CRP jelenlétében:

MV(U937) + CRP — mosas — IgM kotés

MV(U937) + CRP — mosas — 1gG kotés

CRP + IgM — kot6dés MV(U937)

CRP + IgG — kot6édés MV(U937)

MV(U937) CRP kotésének vizsgalata: MV(U937) + CRP —
mosas — + anti-CRP

S



EV human IgG kotésének vizsgalata CRP jelenlétében

EV IgG kotés
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EV human IgM kotésének vizsgalata CRP jelenlétében

CRP hatasa az EV-k IgM kotésére
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1/f Gliikdz koncentracié hatasa az EV-k immunoglobulin k6t6
képességére, CRP jelenlétében és hianyaban

Célkitlizés: Eltérd glikoz koncentracioju sejttenyészt6 médiumban tenyésztett
sejtek feltluszojabdl izolalt EV-k IgM és IgG kotésének vizsgalata CRP
jelenlétében.

Modszerek:

Sejttenyésztés:
FCS tartalom: 10% FCS
glukéz koncentracié: 11,1 mM (2 g/L); 20 mM (3,6 g/L); 30 mM (5,4 g/L)
tenyésztési id6: 48 ora

Vezikula szeparalas el6tt:

FCS tartalom: 0% FCS (FCS mentes tap)

glukoz koncentracié: 11,1 mM (2 g/L); 20 mM (3,6 g/L); 30 mM (5,4 g/L)
tenyésztési id6: 24 ora



Magasabb gliikdz koncentracié mellett tobb U937 eredetii EV-hoz kotodik I1gG

Glukoz koncentracio hatasa az U937 eredetii EV-k
IgG kotesére
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n=6; kisérletenként 2 parhuzamos mérés



CRP el6kezelés utan kevesebb EV-hoz kotédik IgG
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N o u e

Osszefoglalas

Megkezd6dott a betegek bevalogatasa:

1. Megtortént a bevalasztott betegek koszoruér CTA vizsgalata és az
eredmeények kiértékelése.

2. Megtortént a bevalasztott betegek laboratoriumi vizsgalata.

3. Megkezd6dott a bevalasztott betegek kering6 EV mintazatanak jellemzése
tobbszinld FACS modszerrel. Korrelaciot talaltunk a plakk terheltséget
jellemz6 pontrendszerek és a CRP+ EV-k kdzott.

4. Megtortént az adatbazis létrehozasa, ill. megkezd6dott a feltoltése.

Flow cytometrias komplement medialta cytotoxicitas vizsgalati modszert
fejlesztettlink ki.

Kimutattuk, hogy EV jelenlétében a NHSZ (normal human szérum) indukalta
CDC mértéke alacsonyabb.

lgazoltuk, hogy CRP jelenlétében az NHSZ indukalta CDC mértéke fokozodik.
lgazoltuk, hogy a rekombinans CRP kotédik az EV-khoz.

lgazoltuk, hogy a CRP megvaltoztatja az EV-k immunglobulin-koté képességét.
lgazoltuk, hogy a z eltérd glikdz koncentracidju sejttenyésztéd médiumban
tenyésztett EV-k immunoglobulin kot6 képessége eltérd.

lgazoltuk, hogy az eltérd glukdz koncentracioju sejttenyészté médiumban
tenyésztett EV-k immunoglobulin kot6 képességét nem befolyasolja a CRP
(el6)kezelés.



Koszonom a figyelmet!
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