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Roviditésjegyzék

MB — microbead

MP — mikropartikulum

MV — mikrovezikulum

PS — foszfatidilszerin

PC - foszfatidil-kolin

SM — szfingomilein

PhE - foszfatidil-etanolamin

CD - cluster of differentiation

Cy5 — Cychrom5

FITC - fluoreszcein izothyocianat

FS — forward scatter (atmend fényszoras)

LPS — lipopoliszaharid

PE — phycoerythrin

SC — side scatter (oldal iranyu fényszoras)
DIC — disszeminalt intravaszkularis koagulaco
EDTA - etilén-diamin-tetraecetsav

FEV1 - az els6 mp.-ben mért térfogat erdltetett kilégzeés kdozben
FVC - erdltetett kilégzési vitalkapacitas

Ig — immunglobulin

ISTH SSC — International Society of Thrombosis and Haemostasis Standardisation sub

Comitee



1. Bevezetés

A mikropartikulumokat eldszor Chargaff irta le 1946-ban, precipitabilis faktorként mely
a trombocita mentes plazmaban gyorsitja a trombin képzdédést. 20 évvel késébb Wolf
»trombocita pornak,, (platelet dust) nevezi el, mely a plazma ultracentrifugaldsa utan
képes trombin képzésre. A 90-es évektdl a mérési modszerek fejlddésének koszonhetden
tudasunk a  ,trombocita-porrol,,  kiszélesedett. = Ezeket a  részecskéket
mikropartikulumoknak (MP) illetve mikrovezikulumoknak (MV) nevezték el. A
késébbiekben kideriilt, hogy in vivo a trombocitan kiviil més sejtekbdl is eredhetnek és
nemcsak a keringésben, hanem mas testfolyadékokban igy a vizeletben, gerincveldi- €s

iziileti folyadékban, valamint a nyalban is kimutathatok.
1.1. A mikropartikulumok

A mikropartikulumok 0,1-1,0 um nagysagu, sejteredetli vezikularis strukturak, melyek
tartalmaznak membran szkeletont, de hidnyzik beldliik a mag és nem rendelkeznek
szintetikus kapacitassal. Felszinliikon sejteredetiik és a minta eldkészités/levalas
figgvényében kiilonboz6 mennyiségben expresszalhatnak foszfatidilszerint (PS)
(International Society on Thrombosis and Haemostasis; Scientific and Standardization
Commitee Meeting; Sydney, 2005). Ujabb irodalmi adatok szerint léteznek olyan MP-
ok, melyek felsziniikon nem expresszalnak PS-t. A MP-ok az extracellularis
mikrokdrnyezetbe sejtaktivacio, magas nyirofesziiltség hatasara, valamint az apoptozis
korai szakaszdban valnak le a sejtmembranrdl akér fiziologids, akar patoldgids
korilmények kozott. Kialakuldsuk tehat aktiv folyamat eredménye. Sejteredetiik
kimutathat6, mivel az ,,anyasejt” felszinén talalhaté fehérjékbdl magukkal vihetnek.
Szarmazhatnak a keringésben taldlhatd trombocitakbol, neutrofilekbdl, monocitakbol,
limfocitakbol és vorosvértestekbdl, valamint az endotél sejtekbdl. A MP-ok belsejiikben
hordozhatnak citoplazma és mag (pl. mitokondrium, enzimek, transzkripcios faktorok,

MRNS és DNS) komponenseket.
1.2. A mikropartikulumok szerepe és kimutatasukra hasznalt médszerek

A keringésben talalhat6 MP-ok keletkezésiiknek és sejteredetiiknek megfeleléen mind
fiziologias, mind patofiziologids szempontbdl sokféle szerepet betdlthetnek a
szervezetben. A trombocita eredeti MP-ok (PMP) kifejezett prokoagulans aktivitassal

rendelkeznek, ez feliiletegységre vonatkoztatva 50-100-szor nagyobb, mint az aktivalt



trombocitak esetében. Bizonyos MP-0k antikoagulans fehérjéket is hordozhatnak a
felsziniikon pl. emlitésre méltd a TFPI (tissue factor pathway inhibitor), Protein C,
Protein S, trombomodulin. A MP-ok szamos immunologiailag aktiv molekulat
szallithatnak, melyek a gyulladas medidtorainak tekinthet6k és proinflamatorikus
tulajdonsdggal birnak. In vitro kisérletek alapjan a komplement kaszkad aktivéalasaval
elindithatjdk a gyulladas folyamatat, valamint a leukocitdk kitapadasat, gordiilését és
tovabbi MP-ok levalésat kiillonb6zo sejtekbdl. A trombocita eredetiit MP-ok fokozhatjak
a mar kitapadt neutrofil sejtekhez tovabbi neutrofilek kapcsolodasat. Képesek
arachidonsav szallitdsara és ataddsara, mely noveli a monocitak endotél sejtekhez valod
kitapadasat. A MP-ok gyulladas gatlo tulajdonsdgokkal is rendelkeznek. A MP
proinflamatorikus tulajdonsagat tamogat6 in vivo bizonyitékok elsésorban a gyulladasos
folyamatokban mért emelkedett kiilonb6z6 sejteredetli MP szamra korlatozodnak.

Kezdetben a mikropartikulumok kimutatasara az ELISA, a szilard fazishoz kotott
(solide phase capture) technikak, az elektron mikroszkopia, valamint, az aramlasi
citometria allt rendelkezésre. Mivel a MP-ok jellemzése, élettani és korélettani
szerepének tisztdzdsa egyre nagyobb érdeklddésre tart szamot, ezen a teriileten is Uj
mérési modszerek keriiltek bevezetésre. Ilyenek az impedancian alapuldé aramlasi
citometria (impedance based flow cytometry), atomi er6 mikroszkdpia AFM (atomic
force microscopy), a transzmisszios elektron mikroszkopia TEM (transmission electron

microscopy) és az NTA (nanoparticle tracking analysis).

2. Célkitizések

Laboratoriumi célok:

e A rendelkezésre allo irodalomi adatokbol kiindulva stabil mddszer kidolgozéasa a
mikropartikulumok izolalasara és Beckman-Coulter FC500 aramlasi citométeren
val6 mérésére.

e Kontroll csoport kialakitasa, a modszer tesztelése egészséges Onkénteseken,

referencia tartomany kialakitasa céljabol.
Klinikai célok:

e A mikropartikulumok klinikai jelentdségének vizsgalata szeptikus betegekben.

e A mikropartikulumok klinikai jelentosége COPD-s betegekben, kiilonos tekintettel a

crer



3. Anyag és modszer

3.1. Mintakezelés

A jelenleg rendelkezésre allo irodalmi adatok figyelembevételével a mintavétel a
kontroll és beteganyag esetében konyokhajlati vénabol, rovid leszoritdas utan 21G-S
tivel 2,7 ml-es 3,8% (0,129 M) Naz-citrattal alvadasgatolt (Becton Dickinson) zart
vérvételi rendszerli mintavételi csovekbe tortént. Az els6 3 ml vér nem keriilt
felhasznalasra. A mintdk azonnal szallitasra keriiltek és egy oran beliil feldolgoztuk

Oket.
3.2. A mikropartikulumok izolalasa

A MP-ok izolalasara jelenleg nincs egységes modszer, centrifugdldsi idék és erdk
tekintetében is szdmos moddszer terjedt el. A MP-ok izoldldsdra sajat modszert
dolgoztunk ki. A MP-ok izolalasdhoz az elsé centrifugalas 800Xg-vel 20 perc
szobahOmérsékleten tortént, melynek eredményeként trombocita dis plazmat nyertiink.
1,5 ml feliiliszét egy masik centrifugacsdbe vittlink at és 1500Xg-vel 20 percig ujra
centrifugaltuk. Az igy nyert trombocita szegény plazméabodl 1,0 ml szupernatanst 0j teszt
csGbe vittiink at és tovabbi 20 percet centrifugaltuk 1500Xg-vel. A sejtmentes plazma
feliiluszojanak 500 pl-ét Eppendorf cs6be vittiik at és a MP-at 18.000Xg-vel iilepitettiik
10 percig. A szupernatanst ovatosan eltavolitottuk a pelletrél ugy, hogy 25 ul plazmat
az Eppendorf cs6 aljan hagytunk. A MP-at 20 sec-ig torténd vortexeléssel ovatosan
reszuszpendaltuk, majd 1,0 ml CaCl>-t nem tartalmazo Apo-binding pufferbe (10
mmol/l HEPES, 5 mmol/l KCI, 1 mmol/l MgClz, 136 mmol/l NaCl, pH=7,4) vettiik fel.
A HEPES-t a Sigma-Aldrich KFT-t61 (Budapest, Magyarorszag), mig a tobbi analitikai

tisztasagu reagenst a Reanal KFT-t6l (Budapest, Magyarorszag) szereztiik be.
3.3. A mikropartikulumok mérése

A MP-ok mérésére jelenleg nincs egységes ¢€s standardizalt mérési moddszer. A
kiilonb6z6 mérési modszerekkel mért eredmények nehezen Osszehasonlithatok. A
leginkdbb elterjedt mérési modszer az dramlési citometria. Nagy eldnye, hogy a MP
szam megadasa mellett egyszerre képes jellemezni a kiilonboz6 eredetti MP-Kat.

Intézetiinkben a MP mérések beallitasat egy Beckman Coulter FC500 késziiléken
végeztikk. Két 1ézerfényforrassal rendelkezik: kék argon-ion lézer (488 nm) és egy

opciondlis vOrds szilardtest 1ézer (633 nm). A fluoreszcens jeleket 5 fluoreszcens



csatornan detektalja: FL1=521nm/40, FL2=575nm/40, FL3=620nm/20, FL4=675nm/40,
FL5=755nm/40. Az FS detektor gyiijté szoge 2-16°, ami nem teszi lehetévé a 0,4 pm
alatti részecskék pontos elkiilonitését a fény és elektromos hattérzajtol.

Munkank elkezdésekor a MP-ok aramlasi citometrias mérésére nem allt rendelkezésre
standardizalt mérési modszer. A kés6bbiekben az ISTH (International Society of
Thrombosis an Hemostasis) egy ajanlast fogadott el, amelyhez az altalunk kidolgozott

tobblépcsds modszer nagymértékben hasonlit.
SAJAT MODSZERUNK OSSZEFOGLALASA
3.3.a. A CD markerek és fluoreszcens jelolések kivalasztasa

A MP-ok kimutatasara és sejteredetiik meghatarozasara kivalasztott CD markereket,

fluoreszcens jelolésiiket és gyartojukat az 1. Tablazat mutatja be.

1. Téblazat: A kivalasztott CD markerek, sejteredetiik, fluoreszcens jel6lésiik a gyartd megnevezésével.

CD marker Sejteredet Fluoreszcens Gyarto
jelolés

CD61 (GPIIb/Il1a) Trombocita FITC Beckman-Coulter
CDA41 (GPIIb/111a) PE-Cy5 Becton-Dickinson
CD42a (GPIb/V/IX) FITC Becton-Dickinson
PACL1 (GPIIb/llla) FITC Becton-Dickinson
CD31 (PECAM-1) Endotél sejt PE Becton-Dickinson
CD62E (ELAM-1/E-szelektin) PE Becton-Dickinson
CD45 Pan leukocita FITC Beckman-Coulter
CD13 (Aminopeptidaz N) Leukocita PE Beckman-Coulter

(neutrofil, eozinofil,
bazofil, monocita)

CD14 (LPS-R) Monocita PE Beckman-Coulter

CD235 (Glycophorin A) Vorosvértest PE Becton-Dickinson

CD56 NK, LGL sejt PE-Cy5 Becton-Dickinson

Annexin V Altalanos, PS-hez FITC, Cy5 Becton-Dickinson
kotodik

Egér IgG1 I1zotipus kontroll FITC, PE, PE/Cy5 Becton-Dickinson

Roviditések: FITC: fluoreszcein izothyocianat; PE: phykoerythrin; Cy5: Cy-Chrome5 (PE-Cy5
konjugatum); Ig: immunglobulin; LPS-R: lipopoliszaharida receptor, NK: natural Killer; LGL: large
granular lymphocyte; NCAM: neural cell adhesion molecule; PECAM-1: platelet endothelial cell
adhesion molecule.



3.3.b. A mikropartikulum méretkapu meghatarozasa

A MP méretkapu meghatarozasdhoz - melynek létrehozésa a valdédi események
elkiilonitéséhez sziikséges az elektromos hattérzajtol és a hattértol - FITC-el jelolt 0,3-
0,5-0,9 um atméréji polisztirén mikro gyongyoket hasznaltunk (a SoftFlow KFT, Pécs,

Magyarorszag ajandéka). A FSC, SSC és fluoreszcens csatornakat logaritmusos skalara
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1. Abra. MP méretkapu meghatarozasa mikrogyongydk segitségével. Roviditések: MB: microbead, MP:
mikropartikulum, FS: forward scatter, SS: side scatter.

A MP méretkapu als6 hatarat a 0,5 pm-es gyongy felsd részénél hataroztuk meg
(kiiszob), mivel az FS/SC hisztogramon az ez alatti mérettartomanyban a 0,3 ¢és 0,5um
nagysagli mikrogyongyok mar atfedést mutatnak, vagyis ebben a mérettartomanyban a
citométer nem tudnd egyenként elkiiloniteni a MP-kat. A méretkapu felsé hatarat a
0,9um-es mikro gyongy felsd és kiilsé részénél hataroztuk meg (1. Abra). Ebben a MP
méretkapuban a puffer és a MP-ot tartalmaz6 minta elvalik a hattértdl és az elektromos
hattérzajtol.

3.3.c. A mikropartikulum méretkapun beliil az AnnexinV pozitiv MP-ok

meghatarozasa

A MP méretkapun beliil MP-ként hataroztuk meg azokat az eseményeket, melyek a
fluoreszcensen jelolt AnnexinV-vel pozitivak €s fluoreszcencia intenzitasuk az izotipus

kontroll és a mintat nem tartalmazo puffer felett van (2. Abra).
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2. Abra: AnnexinV* események meghatarozasa a MP méretkapun beliil az izotipus kontroll
levondasa utan. AnnexinV, trombocita (CD61) és endotél (CD31) marker* MP-ok.

meghatarozasa és a MP-ok jelolése

A fluoreszcens jelolési CD markerek optimalis jelolési koncentraciojanak
mellyel megjeldltiik a MP-ot nem tartalmaz6 Apo-puffert és a MP mintat. Optimalisnak
tekintettiik azt az antitest jelolési koncentraciot, ahol a MP-t tartalmazdé minta
eseményszama tisztan elkiilonithetd volt a puffertdl és az izotipus kontroll hattértdl. Az
eddigiek alapjan tehat MP-nak tekintettiink minden olyan eseményt, mely az altalunk
meghatarozott MP kapuba esett, AnnexinV-el jel6l6dott és fluoreszcencia intenzitasa
meghaladta az izotipus kontrollét. A MP-ok sejteredetének meghatarozasdhoz a
hasznaltuk. A MP jeloléshez az izolalt Apo-binding pufferben felvett mintabol 10ul-t
jeloltink 100ul 2,5mmol/l CaClz-al kiegészitett Apo-binding pufferben, az elézdleg
optimalis jelolékoncentraciora higitott 10ul végtérfogatban felvett antitesttel. A mintak
jelolése 30 percig sotétszobdban, szobahdmérsékleten tortént. Az eredményeket CXP

sofware segitségével értékeltiik ki.
3.4. Pozitiv és negativ kontroll mérése

Pozitiv kontrollként egészséges onként jelentkezOktdl gylijtott trombocita dis plazma

kalcium ionophore-al A23186 (Sigma Aldrich, 25 pumol/ml) valé stimuldldsa utidn



izolalt MP-at hasznaltunk. Negativ kontrollnak AnnexinV-el jeloltik a MP-at 2,5

mmol/l EDTA (etilén-diamin-tetraecetsav) jelenlétében.

3.5. Reprodukalhatésag és a mintavételtél eltelt idé befolyasa a mért MP

mennyiségekre

A modszer reprodukalhatosaganak tesztelése érdekében két oOnkéntes egészséges
egyéntdl két kiillonbozo idépontban vettiink le harom-harom mintat. A mintak izolalasat,
CD markerekkel valé jelolését és mérését egymas utan végeztik el. A két kontroll
esetében a szdmitott variaciods koefficiensek alapjan (<20%) mindegyik mért CD marker
esetében a modszer a mintavétel, izolalés, jelolés, mérés tekintetében reprodukalhatonak
tekinthetd. Vizsgaltuk, hogy a mintavétel ideje utan az izolalas idépontja mennyiben
befolyasolja az 0ssz és a kiilonbozé CD markerekkel jelolt MP-ok mennyiségét. A
mintavétel utdn azonnal izolalt és az 1 oras iddbeli eltolodéassal nyert MP-ok szamaban
nem talaltunk szignifikans kiilonbséget.

4. A modszer alkalmazasa beteganyagon

4.1. Kontroll csoport kialakitasa, referencia tartomany szamitas, a modszer
tesztelése

A kontroll csoportot 20 egészséges, Onkéntes egyénbdl alakitottuk ki. Nem szerinti
megoszlasuk: 10 férfi és 10 nd. Atlag életkoruk 57 év (49-63). Eletkor tekintetében
bevalasztasi szempontként a késébb vizsgalni kivant betegcsoportjaink életkorat vettiik
figyelembe, ahhoz alakitottunk ki hasonlé életkortt kontroll csoportot. Kizard
kritériumnak tekintettiik - akarcsak késdbbiekben a betegcsoportok esetében - az
anamnézisben eléforduld ismert hematologiai betegséget, citosztatikus kezelést az
elmalt 3 honapban, nagy dozist, hosszan tartd szteroid kezelést, a trombocitdk
funkciogjat befolydsolo gyodgyszerek (pl. acetil-szalicilsav) szedését, vér transzfuzid vagy
disszeminalt intravaszkularis koagulacd (DIC>5 score-al) eléfordulasat az el6z6 néhany
honapban, valamint diagnosztizalt antifoszfolipid szindromat (APS).

A kontroll csoportban mért MP mennyiségek referens értékeit a teljes kontroll

csoportban és nemek szerint a 2. Tablazat mutatja be.



2. Tablazat: Referencia tartomany (median, 25 és 75 percentilis) a kontroll csoportban (n=20) valamint a
kontroll csoport bontdsa utdn a nék (n=10) és a férfiak (n=10) kozétt. Az értékek MPx105/ml-ben
megadva

CD Kontroll csoport Noék Férfiak
marker
Median 25-75 Median 25-75 Median 25-75
MPx10%/ml percentilis ~ MPx10%ml  percentilis ~ MPx10%ml percentilis

Ossz MP 2,20 (1,24 - 5,98) 2,03 (1,24 - 3,70) 2,67 (1,14 - 4,85)
CD61 2,11 (1,08 - 5,87) 1,94 (1,19 - 3,65) 2,57 (1,08 - 4,70)
CDA41 1,51 (0,69 - 5,39) 1,44 (0,83 - 2,46) 1,84 (0,69 - 3,35)
CD42a 0,21 (0,05 - 1,06) 0,16 (0,05 - 0,32) 0,29 (0,07 - 0,79)
PAC1 0,17 (0,07 - 0,94) 0,13 (0,07 - 0,20) 0,25 (0,06 - 0,94)
CD31 0,83 (0,34 - 3,42) 0,76 (0,34 - 1,63) 0,98 (0,35 - 1,96)
CD62E 1,77 (0,90 - 5,62) 1,68 (0,93-3,17) 2,12 (0,90 - 4,11)
GIyA 0,29 (0,13 -2,71) 0,23 (0,15 - 0,65) 0,53 (0,13 - 1,69)
CD45 1,90 (0,96 - 5,68) 1,78 (1,06 - 2,94) 2,24 (0,96 - 3,82)
CD13 1,64 (0,84 - 5.54) 1,57 (0,89 - 3,19) 2,12 (0,84 - 3,79)
CD14 0,07 (0,03 - 0,16) 0,07 (0,05-0,11) 0,09 (0,03-0,21)
CD56 1,05 (0,52 - 5,08) 0,93 (0,52 - 1,88) 1,23 (0,52 - 3,06)

Az egyes CD markerek vonatkozéasaban a férfiak és a ndk kozott szignifikéns kiillonbség
nem mutathato ki.

4.2. A modszer tesztelése beteganyagon

4.2.1. Szeptikus betegcsoport

Vizsgalatainkat a Pécsi Tudoményegyetem Regionalis Kutatasetikai Bizottsaganak
engedélyével végeztiik (2406/2005). A betegektdl irdsos beleegyezd nyilatkozatot
kértiink, miutan a vizsgalatokrol és a vérvételrdl részletes tajékoztatast kaptak.
Vizsgalatainkba 24 o6ran beliil diagnosztizalt két vagy tobb szervelégtelenséggel
rendelkez6 sulyos szeptikus beteget (n=27) vontunk be az Aneszteziologiai és Intenziv
Terapias Intézet Intenziv terdpids részlegérdl. A betegek szepszis besorolasi kritériumai
az alabbiak voltak (2016 el6tti ajanlas): laz (>38°C) vagy hipotermia (<36°C),
tachikardia (>90/perc), tachipnoe, megvaltozott tudatallapot, hiperglikémia, leukocita
szam >12.000 sejt/ul vagy <4.000 sejt/ul, emelkedett C-reaktiv protein (CRP>10mg/1)

és szérum procalcitonin (PCT>5ng/ml) szint. Kizarasi kritériumként a kontroll



csoportnal felsoroltakat alkalmaztuk. A vizsgdlat végpontjai: a Dbeleegyezés
visszavondsa, ill. exitus a vizsgélat ideje alatt. A klinikai status kovetésére naponta
tortént a MODS (Multiple Organ Dysfunction Score) és SOFA (Sequential Organ-
Failure Assessment) érték szamitas. Valamennyi betegtél az intenziv osztalyra vald

felvételkor (els6é napon), valamint a 3. és 5. napon tortént mintavétel és MP vizsgalat.
4.2.1.a Eredmények

Mindhéarom mérési idopontban (1., 3. €s 5. napon) szignifikansan magasabb 0ssz
mikropartikulum szamot mértiink a szeptikus betegek korében a kontroll csoporthoz
viszonyitva (valamennyi p<0,01). A CD61" és CD41" MP-ok szama a vizsgalat ideje
alatt valamennyi idOpontban szignifikans emelkedést mutatott a szeptikus
betegcsoportban a kontrollhoz viszonyitva (mindkettd esetében p<0,01). Mindkét
trombocita marker és az 6ssz MP szam esetében is megfigyelheté az enyhe MP szam
csokkenés az 5.-ik vizsgalati nap végére. A szintén trombocita eredetli CD42a" MP
szam is emelkedést mutatott az 1. 3. és 5.-ik napon a szeptikus betegek esetében
(p<0,05). Az aktivaciéos PAC1 trombocita markert hordoz6 MP-ok szama viszont
szignifikans csokkenést mutatott az 1. és az 5.-ik vizsgalati napon. (p<0,05). A harom
kiilonboz6é vizsgalati napon mért CD62E* endotél eredetli MP szam nem mutatott
szignifikans eltérést a szeptikus és kontroll csoport 6sszehasonlitdsakor. A 20 talélo és a
7 nem tuléld szeptikus beteg MP eredményeinek statisztikai elemzése sordn nem
talaltunk szignifikans kiilonbséget a két csoport kozott egyik vizsgalati idépontban sem.
A szervelégtelenségek szdma és az Ossz MP szdm kozotti Osszefliggés statisztikai
vizsgalata soran szignifikans kiilonbséget lehet kimutatni a 2 szervet és az 5 szervet
érintd szervelégtelenség esetén. Két szervelégtelenség esetén az O0ssz MP szam
szignifikansan megemelkedett az Ot szervelégtelenségben szenveddkhoz képest
(p<0,05).

4.2.2 A krénikus obstruktiv tiidébeteg (COPD-s) csoport

4.2.2.1. Prospektiv vizsgalat COPD-s betegek

A vizsgélatba 6sszesen 50 COPD-ben szenvedd beteget vontunk be a 2008-2010 kozti
idészakban. Bevalasztasuk a tiidogyodgyaszati szakrendelésen ¢és a Megyei

Tidégondozoban  kontroll vizsgalatra megjelentek korébol, illetve az  l.sz.

Belgyogyaszati Klinika Pulmonologia osztalyan kordbban kezelt betegek behivasaval
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tortént. Vizsgalatainkat a Pécsi Tudomanyegyetem Regionalis Kutatasetikai
Bizottsaganak engedélyével végeztiik (3429/2009). A betegek miutan a vizsgalatokrol
és a vérvételrdl tajékoztatast kaptak, aldirasukkal hivatalos beleegyezésiiket adtak a
vizsgalathoz. A betegeket két csoportba soroltuk be: 1. stabil COPD-s betegek (34
beteg) és 2. COPD-s betegek akut exacerbacioban — AECOPD (16 beteg). A betegeket a
GOLD stadium besorolas (horgétagitdé inhalacidja utdn mért FEV1-érték- az els6
masodpercben mért térfogat erdltetett kilégzés kozben) alapjan osztottuk sulyossagi
csoportokba (Magyar Tiid6gyogyasz Tarsasagi ajanlasa, GOLD stadiumok, 2006):

I. enyhe: FEV1>80 referencia% (ref%)
I1. kozépstlyos: 50 ref%< FEV1 <80 ref% tlinetmentes,vagy panaszos
III. stlyos: 30 ref% < FEV1 <50 ref%
IV. nagyon sulyos: FEV1 <30 ref% vagy FEV1 <50 ref% + kronikus 1égzési
elégtelenség (PaO2 <60 Hgmm +/- PaCO, > 50 Hgmm) vagy cor pulmonale
tiinetei

Mind a négy stadiumban igazolhatd 1éguti obstrukcio: FEV1/FVC (erdltetett kilégzési

vitalkapacitas) <70%. Exacerbaltnak tekintettiik azokat a betegeket, akik korhazi
beutalasra szorultak, és akiknél silirgds intravénds kortikoszteroid kezelést kellett
inditani a stlyosbodd tiineteik miatt pl. a kopetmennyiség novekedése, kohogeés vagy
respiratorikus distressz jelei. Stabil COPD-s csoportba soroltuk be a rendszeres éves

ellendrzésre jelentkezd betegeket, akiknek nem voltak 1j tiineteik.
4.2.2.1.a Eredmények

A betegek demografiai, klinikai, gyodgyszerszedési, légzésfunkcidos és rutin
laboratériumi adatait a 3. Tablazatban tiintettiik fel. A kontroll csoport ebben az esetben
i1s a korban illeszkedd Onkéntes, tarsbetegségektdl mentes egyénekbdl (n=19) allt. A
kontroll egyének atlag életkora 57 év (49-63), nd:férfi megoszlas 10:9 volt, dohanyzok
aranya 42%.
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3. Tablazat: Demografiai, klinikai, gyogyszerszedési és 1égzésfunkcios adatok a stabil és exacerbacios
(AECOPD) hetegekben.

Stabil COPD AECOPD p-érték
(n=34) (n=16)

Kor* 63 (54-70) 63 (56-67) 0,755
Férfi* 20 (59) 9 (56) 0,863
Kroénikus tarsbetegség

DM# 2 (6) 5 (31) 0,03

CvD* 20 (58) 9 (56) 0,863
Dohéanyzas* 20 (59) 10 (62) 0,804
Gyogyszerszedés

Ca**-csatorna 8 (23) 10 (62) 0,009

blokkolo*

B-blokkold* 17 (50) 7 (44) 0,680

ACEI* 13 (38) 6 (37) 0,898

Statin® 2 (6) 3(19) 0,320

ICS* 25 (74) 14 (87) 0,464

LABA* 26 (77) 14 (87) 0,698

LAMA?# 32 (94) 14 (87) 0,245
Légzésfunkcio

FEV1/FVC* 0,56 (0,41-0,63) 0,49 (0,37-0,55) 0,179

FEV1 ref%* 0,52 (0,36-0,67) 0,56 (0,45-0,67) 0,925
GOLD stadium

GOLD I-I1* 21 (62) 10 (62) 0,96

GOLD II-1Vv* 13 (32) 6 (37) 0,96
Rutin laboratoriumi paraméterek

Koleszterin* 5,50 (5,00-6,80) 4,95 (4,10-6,10) 0,151

(mmol/L)

VVT szam™* (T/L) 4,89 (4,43-5,22) 4,99 (4,49-5,29) 0,677

TCT szam™ (G/L) 232 (172-276) 267 (195-328) 0,112

FVS szam* (G/L) 7,55 (5,76-9,76) 13,53 (8,99-15,85) <0,001

hs-CRP* (mg/L) 5,65 (3,50-8,30) 9,67 (2,93-23,61) 0,114

Az adatok, mint median (IQR)* és n (%)* vannak megadva. A valtozok 6sszehasonlitisira Mann-
Whitney U és Chi-square tesztet hasznaltunk. DM: diabétesz mellitusz; CVD: kardiovaszkularis betegség;
ACEI: angiotenzin konvertald enzim inhibitor; ICS: belélegzett kortikoszteroid; LABA: hosszan hat6 -
agonista; LAMA: hosszan haté muscarin antagonista; GOLD: Global Initiative for Chronic Obstructive
Lung Disease; FEV1: erdltetett kilégzési térfogat az 1. masodpercben; FVC: eréltetett vital kapacitas;
VVT: vorosvértest; TCT: trombocita; FVS: fehérvérsejt; hs-CRP: magas szenzitivitasi C-reaktiv protein.

A COPD-ben szenvedd betegekben, exacerbaciotol fiiggetleniil szignifikdansan
magasabb MP szamok mérhet6k a kontroll csoporthoz képest. CD62E*, CD41",
CD42a", CD14" mikropartikulumok szignifikansan emelkedett értéket mutatnak az akut

exacerbacioban szenveddkben, a stabil betegekhez képest (4. Tablazat).
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4. Tablazat: Mikropartikulumok szama a kontroll csoportban, valamint stabil és exacerbacioban szenvedd
COPD-s betegekben.

CD marker Kontroll Stabil COPD AECOPD p-érték p-érték
(X10%mL) (n=19) (n=34) (n=16) Kontroll vs Stabil vs.
stabill AECOPD AECOPD

Annexin V+ 2,18 53,74 61,15 <0,001 0,747
(1,33-3,70) (35,08-76,38) (44,26-73,39)

CD31+ 0,79 10,35 15,59 <0,001 0,164
(0,48-1,40) (7,78-17,04) (11,82-21,95)

CD62E+ 1,72 29,87 44,09 <0,001 0,011
(0,97-3,17) (26,85-40,58) (33,43-59,21)

CD61+ 2,10 48,36 54.99 <0,001 0,992
(1,22-3,65) (32,02-73,68) (38,18-65,73)

CDA41+ 1,51 37,99 61,15 <0,001 0,018
(0,90-2,46) (32,69-52,59) (44,25-73,39)

CD42a+ 0,17 1,32 3,19 <0,001 0,002
(0,12-0,30) (0,92-1,51) (1,49-5,69)

PAC1+ 0,15 0,57 0,52 <0,001 0,182
(0,09-0,23) (0,28-3,05) (0,15-0,76)

GlyA+ 0,28 8,21 11,93 <0,001 0,133
(0,16-0,59) (6,76-11,59) (5,03-18,98)

CD45+ 1,88 37,67 43,21 <0,001 0,670
(1,10-2,94) (26,34-59,24) (20,29-60,07)

CD13+ 1,62 30,37 41,44 <0,001 0,904
(0,99-3,19) (21,32-5500) (26,91-46,07)

CD14+ 0,07 0,29 0,624 <0,001 0,008
(0,06-0,11) (0,08-0,48) (0,44-0,98)

CD56+ 1,02 43,99 61,15 <0,001 0,240

(0,63-1,88) (32,81-54,94) (42,02-73,40)
Az adatokat, mint median és (IQR) abrazoltuk. Kruskal-Wallis teszt.

GOLD stadium alapjan egy mikropartikulum esetében mutattunk ki kiilonbséget. A
PAC1" MP-ok szama szignifikansan magasabb volt a sulyosabb COPD-ben (GOLD IlI-
IV) szenveddkben, mint GOLD I-II stadium esetén. Tobbvaltozos analizissel forditott
korrelaciot talaltunk a CD62E*, CD42a* és a CD14" MP mennyiségek, valamint a
FEV1/FVC hanyados (-0,406, -0,473, -0,440, p<0,001) kozott.

4.2.2.2. Retrospektiv vizsgalat a COPD-s betegcsoportban

2018-ban elvégeztik a 2010-ben vizsgalt COPD-s betegcsoportunk retrospektiv
vizsgalatat. A kiilonb6zd sejteredeti MP-k és a 7 éves kimenetel kozotti
Osszefiiggésekre voltunk kivancsiak. A vizsgalatainkba 2010-ben bevont 50 betegbdl
(34 stabil, 16 exacerbalt), mind az 50 beteg elektronikus adatbdzisban (eMedSol)

rogzitett adatait sikeriilt kovetniink. A mintavételt kovetd 7 évben visszamendleg
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valamennyi betegnél regisztraltuk a sulyos, korhazi felvételt igénylé exacerbaciok

szamat, az SBO megjelenéseket, valamint a haladlozas datumat.
4.2.2.2.a Eredmények

Teljes COPD populdcio haldlozas 7 éve alatt

Megvizsgaltuk a 7 évvel ezelott mért MP mennyiségek ¢€s a talélés kozotti 0sszefiiggést
a teljes COPD-s betegcsoportban. Azt talaltuk, hogy az elhalalozottakban (n=20), a
szisztémas keringésben 7 évvel ezel6tt mért 6ssz MP szam, a trombocita eredetii CD61"
és a leukocita eredetli CD13" mikropartikulum szam szignifikdnsan magasabb volt a
talélokhoz képest. A fent leirt MP szamok mellett a vorosvértest eredetli GlyA™ és a
trombocita eredetli PAC1" (aktivacios marker) MP szam is szignifikdnsan magasabb
volt a nem talélokben a talélékhoz viszonyitva a teljes COPD-s betegcsoportban.
Erdekes modon 2010-ben, amikor GOLD stadium alapjan vizsgaltuk a mikropartikulum
mennyiségeket, egy mikropartikulum esetében mutattunk ki kiilonbséget. A PAC1™ MP-
ok szama szignifikansan magasabb volt a sulyosabb COPD-ben (GOLD IlI-1V)
szenveddkben, mint GOLD I-1I stadium esetén (p=0,031).

Tobbszords regresszids analizist végeztiink, melybe az életkor, nem, FEVI/FVC, a
CRP, LABA, LAMA, vorosvértest szam, az 0ssz MP szam valamint a CD61%, CD13",
PACL" és a GlyA" MP szam Keriiltek bevonasra. Ennek alapjan a vOrosvértest szam
(OR: 5,3, 95%CI: 1,009-28,324, p<0,05) és a vorosvértest eredeti GIyA*
mikropartikulum szdm (OR: 1,2, 95%CI:1,001-1,527, p<0,05) a 7 éves mortalitas
fiiggetlen prediktoranak bizonyult.

Korrelacios analizissel vizsgaltuk, hogy a periférids vérben 1évo alakos elemek szdma
befolyasolja-e a MP-ok szamat. A PAC1" MP mennyiség és a vorosvértest szam kozott
az elhunytak korében pozitv korrelacidt (0,317, p=0,03), mig a trombocita szam és a

CD31" MP-ok szama kozétt forditott korrelaciot talaltunk (-0,485, p<0,05).

Retrospektiven vizsgaltuk, hogy a tl€ld és az elhalalozott betegcsoport kozott volt-e
kiilonbség a COPD-s betegek GOLD stadium szerinti sulyossagaban 7 évvel ezeldtt,
illetve az azota eltelt idében kialakult exacerbaciok szdmaban. Eredményeink szerint az
elhaldlozottakban szignifikdnsan magasabb volt az exacerbacidk szama 7 év alatt,
viszont a 7 évvel ezeldtti FEV1 besorolason alapulo GOLD stddiumban még nem volt

kiilonbség a két csoport kozott.
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erer

Ezt kovetéen olyan mikropartikulumokat kerestiink, melyek a stabil COPD-s
betegekben (n=34) eldre jelezhetik a gyakori exacerbaciot (>3/év). Eredményeink
szerint a gyakori exacerbaciot mutatd betegeknél az 6ssz MP ¢és a pan leukocita eredetli
CD45" MP szam szignifikansan magasabb volt, mint a ritka (<3/év) exacerbaciot
mutatd betegeknél (p<0,05). ROC analizis alapjan a gyakori exacerbaciokat, a pan
leukocita eredetli CD45" MP szam (Area: 0,708, 95%ClI: 0,532-0,888, p=0,047), a
vororosvértest szam (Area:0,744, 95%Cl: 0,566-0,922, p=0,020) ¢és a trombocita szam
(Area: 0,759, 95%CI: 0,574-0,941, p=0,014) jelezte leginkabb elére. Tobbszords

regresszids analizissel fliggetlen prediktort azonban nem talaltunk.
Gyakori exacerbacio és a tulélés

Ezt kovetden olyan mikropartikulumokat kerestlink, melyek a gyakori exacerbaciot
(exac numb> 3/év) mutatd betegekben a 7 éves megfigyelési idészakban a tulélés
fiiggetlen prediktorai voltak. ROC analizis alapjan, a CD45" mikropartikulumok
<8,5x10°/mL értéknél a talélést 73%-os szenzitivitassal és 86%-0s specificitassal jelezte
elére (Area: 0,81, 95%CI: 0,63-0,99, p=0,02). Tobbszoros regresszids analizissel,
melybe az életkor, nem, FEVI/FVC, CRP és CD45" MP Kkeriiltek bevonasra, csak a
CD45" mikropartikulum szdim mutatkozott a tGlélés fiiggetlen prediktoranak (OR: 0,75,
95%Cl: 0,55-1,00, p<0,05).

5. Uj megallapitasok

Laboratoriumi megallapitdasok:

1. A rendelkezésre 4ll6 irodalomi adatokbol kiindulva stabil médszert dolgoztunk ki a
mikropartikulumok izolalasara és Beckman-Coulter FC500 aramlasi citométeren vald
mérésere.

2. Kimutattuk, hogy az altalunk kidolgozott mddszer a VK%-ok alapjan (<20%)
mindegyik CD markerrel jelolt MP szam tekintetében reprodukalhato.

3. Igazoltuk, hogy a mintavételtdl eltelt id6 (1 o6raval mintavétel utan) a mért MP

mennyiségeket egyetlen CD marker esetében sem befolyasolja.

15



4. Referencia tartomanyt hoztunk létre egészséges egyénekbdl az 57 év (49-63)
korosztalyban a kiillonb6zd sejt eredeti MP mennyiségekre, mely a késdbbiekben

Osszehasonlitasi alapot képzett/képezhet a korban 116 betegcsoportokhoz.

Klinikai megallapitasok:
MP-ok klinikai jelentdsége a szeptikus betegekben:

1. Kimutattuk, hogy stlyos szeptikus betegek esetén az 0ssz mikropartikulum szam, a
besorolas utani 1., 3. és 5-ik napon szignifikdinsan magasabb, mint a kontroll

csoportban.

2. Sulyos szeptikus betegek esetében a besorolas utani 1., 3. és 5.-ik napon a trombocita
eredetli CD41%, CD61" és CD42a™ MP szam szignifikans emelkedését mutattuk ki a

kontroll csoporthoz viszonyitva.

3. Az aktivacios PAC1 trombocita markert hordozd MP-ok szamaban viszont

szignifikans csokkenést mutattunk ki az 1. €s az 5.-ik vizsgalati napon.

4. A kiilonbozo sejteredetit MP mennyiségek tekintetében egyik vizsgalati iddpontban
sem mutathatdé ki szignifikdns kiilonbség a taléld és a nem tuléld szeptikus beteg

csoportok kozott.

5. Kimutattuk, hogy sulyos szeptikus betegekben az 0ssz MP szam szignifikansan
magasabb a 2 szervet érintd szervelégtelenség esetén, mint az 5 szervelégtelenségben

szenvedoknél.

MP-ok klinikai jelentdsége COPD-s betegekben:

1. Elészor igazoltuk, hogy a stabil és akut exacerbacioban 1évé COPD-s betegek
keringésében szignifikansan magasabb az Annexin V* 6ssz MP szam, a trombocita
eredetii CD61*, CD41", CD42a", PAC1*, a vorosvértest eredetii GIyA™, a leukocita
eredetii CD45", CD13", a monocita eredetii CD14" és a limfocita eredetii CD56"
mikropartikulum szdm az egészséges kontrollokhoz viszonyitva. Az irodalomban
korabban csak endotél eredetii CD31" és CD62E" mikropartikulumokat vizsgaltak,

melyeknél szintén a fenti 6sszefliggést talaltuk.

2. Elészor irtuk le, hogy az akut exacerbacioban 1évé COPD-s betegek periférids

vérében a CD62E" endotél eredetl MP szam mellett a trombocita eredetit CD41%,

16



CD42a* valamint a monocita eredetii CD14" MP szam is szignifikansan magasabb,
mint a stabil COPD-s betegekben.

3. Kimutattuk, hogy a trombocita eredetii PAC1* aktivaciés markert hordoz6 MP-ok
szama szignifikansan magasabb a sulyosabb COPD-ben (GOLD I1I-1V) szenvedékben,
mint a kevésbé sulyos (GOLD I-11) COPD-s betegek esetén.

4. A teljes COPD populacioban a vorosvértest szam és GlyA* mikropartikulum szam a

7 éves mortalitas fliggetlen prediktoranak bizonyult.

5. A stabil COPD-s betegekben a pan leukocita eredetii CD45* MP szam clére jelezte
a 7 év alatti gyakori exacerbaciot és a gyakori exacerbacid csoportban a mortalitas

fiiggetlen prediktoranak bizonyult.
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7. Koszonetnyilvanitas

Szeretném megkoszonni témavezetémnek Prof. Dr. Kovacs L. Gébornak, hogy
biztositotta szamomra a kutatdshoz sziikséges feltételeket, a sok értékes tanacsat,
szakmai tamogatasat és toretlen bizalmat, valamint tars-témavezetémnek, Dr. Molnar
Tihamérnak a sok hasznos gyakorlati tanacsot ¢és segitségét a klinikai adatok
elemzésében ¢s kiértékelésében.

Koszonettel tartozom Dr. Magyarlaki Tamasnak, hogy megismertette ¢s megszerettette
velem az aramlasi citometridt, a sok eldrevive szakmai és barati beszélgetésért, a
tamogatasaért és bizalmaért. Koszondm Prof. Dr. Vermes Istvannak, aki lehetdvé tette,
hogy talalkozhassak Prof. Dr. Auguste Sturkkel és Dr. Rienk Nieuwlanddal a
mikropartikulumok elismert kutatdival és néhany nap erejéig betekintést nyerjek
amszterdami laboratoriumuk munkdjaba. Sajnos e dolgozat elkésziiltét egyikdjiik sem
érhette meg.

Ko6szonom Prof. Dr. Miseta Attilanak, hogy megismertette velem a kutatdéi munkat,
késébb pedig szigordval ¢és hajthatatlansagdval nagyban hozzajarult dolgozatom
1étrej6ttéhez.

Szeretném megkoszonni Prof. Dr. Kellermayer Miklosnak, hogy annak idején
ismeretlentil is bizott bennem ¢és lehetéveé tette palyakezdésemet a laboratériumi szakma
teriiletén, késObb pedig a sok biztatast.

Ko6szonom Dr. Miihl Dianénak és Dr. Ruzsizs Istvannak a szeptikus. ill. a COPD-s
betegek besorolasdban, klinikai adatainak gylijtésében és a pontos mintatovabbitisaban
nyujtott segitségét.

Koszoném Dr. Woth Gabornak és Dr. Kustan Péternek a szeptikus - ill. a COPD-s
betegadatok statisztikai elemzésében nyujtott segitségét.

Szeretném megkdszonni kollégaimnak és egyben barataimnak Dr. Lakatos Agnesnek,
Prof. Dr. Ludany Andreanak, Dr. Liszt Ferencnek, Prof. Dr. K8szegi Tamasnak és Dr.
Kiss Gabriellanak a sok buzditast és lelki tdimogatést.

Es végiil, de nem utolso sorban szeretném megkdszonni Szilleimnek és Nagytatamnak,
hogy verejtékes, faradtsagos €s néha erejiiket meghaladd munkajukkal lehetévé tettek
szamomra, hogy orvos lehessek.

Halaval tartozom lanyomnak, Teklanak és paromnak, Karcsinak azért a sok-sok
szeretetért ¢és torodésért, amivel koriilvettek, szikla szilard hatteret biztositva
munkamhoz.
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