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1. Kivonat

2019. decemberében megjelent SARS-CoV-2 koronavirus a felelds a sulyos akut
légz6szervi szindroma Kivaltasaert, amely egy vildgszintii jarvanyos megbetegedést okozott. A
programozott sejthalalt evolicidsan konzervalt Gtvonalak szabalyozzak, amelyek kritikus szerepet
jatszanak a fejlédésben és az immunvalaszban. A sejthalal szerepet jatszik legtobb koros folyamat,
de a normélis szovetek szabéalyozasanak lényeges részében is. A SARS-CoV-2 fert6zés
kdvetkeztében jellemz6 a PANoptozis, egy Ujonnan leirt, gyulladdsos programozott sejthalél
aktivacioja, amelyet a PANoptoszoma, egy citoplazmatikus multimer fehérje komplex iranyit. A
PANoptoszoma képes parhuzamosan miikOdtetni az apoptozist, nekroptdzist és a piroptdzist,
amelyek harom, eddig autonémnak tekintett ttvonal.

Kutatasunk soran SARS-CoV-2 virussal fert6z0tt péciensek transzkriptomjénak
profilemzését végeztilk a PANoptoszomat képez6 gének aktivitasanak tekintetében. Vizsgaltuk a
ZBP1- fligg6 PANoptoszoma részet képezé RIPK3 és MLKL (nekroptdtikus fehérjék) és a
CASP3 (apoptdtikus fehérje) génexpresszios mintazatat RT-qPCR- el a SARS-CoV-2 virussal
tortént fertézést kdvetden fels6 légutak hamsejtjeiben. Kutatasunk soran vizsgaltuk a mintakhoz
tartozd szemelyek eletkorat, nemét, elhaldlozasi ardnyat, tarsbetegségeit, illetve a fobb
laboratériumi paraméterek (CRP, kreatinin, urea, limfocitak) valtozasat.

Kutatasunk soran kapott eredményeink alapjan arra a kdvetkeztetésre jutottunk, hogy az
altalunk feldolgozott mintdkhoz tartoz6 SARS-CoV-2 virussal fert6zott betegek (stlyos
kimenetelii, aneszteziol6gia és intenziv terapids osztalyon fekvé betegek) nagyobb aranyban
haldloztak el, mint a SARS-CoV-2 virust tekintve negativak. Az altalunk feldolgozott mintak
betegei kozott nagyobb aranyban talalhatdk férfiak. Pozitiv betegeknél a CRP, a kreatinin és az
urea esetében mennyiségi novekedést figyeltink meg a mintavételek kozétt, mig a limfocitak
esetében nagyobb mértékii csdkkenés volt a jellemz6. A nekroptoszoma génjeinek expressziojat

tekintve, a legmagasabb expresszidt az MLKL esetében, mig a legalacsonyabbat a RIPK-3 esetében



figyeltink meg. Annak érdekében, hogy megmagyarazhassuk a RIPK-3 gén expresszidjanak

alulszabalyozasara tovabbi kisérletek szlikségesek.



2. EIméleti bevezeto

2019 végén Kinaban, Wuhan (Wuhan) tartomanyban kitért egy megmagyarazhatatlan
tidégyulladast okozd jarvany, majd 2020 januarjaban egy Uj koronavirus fajt azonositottak
(Paraskevis és mtsai. 2020). 2020. februar 11-ig 6sszesen 45 000 tiidégyulladasos esetet
jelentettek 26 orszaghdl. Az esetek mintegy 96,8%-at Kinabdl jelentették, amelyek koziil a Hubei
tartomanyban €16 betegek az esetek 75%-at tették ki (Kim és mtsai. 2020).

A koronavirusok (CoV-k) a hazi- és vadon €16 allatokban, betegségek széles spektrumat
okozzak, az enyhe és sulyos bélrendszeri, 1égzdszervi és szisztémas megbetegedesektdl kezdve,
megfazast vagy tidogyulladast is okoznak (Hasoksiz, Kilig és Sara¢ 2020). Hét koronavirusfajrol
ismert, hogy emberi fertézést okoz, amelyek kozll 4, a HCoV 229E, a HCoV NL63, a HCoV
HKU1 és a HCoV OC43 jellemzéen megfazasos tlineteket okoz, mig a tobbi, nevezetesen a
SARS-CoV (stlyos akut légzdszervi szindromés koronavirus) és a MERS-CoV (kozel-keleti
légz6szervi szindrdmas koronavirus) zoonozis eredeti, és sulyos l1égzészervi megbetegedést okoz
és halélhoz is vezethet (Arias-Reyes és mtsai. 2020; Hasokstiz, Kili¢ és Sarag 2020).

A Coronaviridae csaladba tart6z6 SARS-CoV-2 virus okozta a 2019-ben megjelent,
COVID-19 vilagjarvanyt. A Coronaviridae viruscsalad tagjai pozitiv szalu, burokkal rendelkezd,
sSRNS- virusok, melyeknek genomja 4 £6 strukturalis fehérjét kodol. Amint az 1. abra mutatja, a
tlskefehérje (S), nagy feliileti nydlvanyokat alkot. A nukleokapszid szimmetridjanak a
kialakitasaban, a genomi RNS-t kérilvevé nukleokapszid fehérje (N) a felelés. A transzmembran
fehérje (M) a transzmembran folyamatokért felelés, mig a burkol6 fehérje (M) a bimbdzasban
jatszik szerepet. Az M és az E fehérjék esetében foszfoproteinekrél, mig az S és az N fehérjékkel
kapcsolatban glikoproteinekrél beszéliink. A genom 5 — '3 "végei tartalmaznak egy — egy poli (A)
régiot, tovabba egy — egy sapkat (Arias-Reyes és mtsai. 2020; Hasoksiz, Kilic, és Sara¢ 2020;
Lee, Channappanavar, és Kanneganti 2020; Zheng és mtsai. 2021).

A B-koronavirus fertézés soran megfigyelték, hogy a proinflamatorikus citokinek, igy a
tumor nekrdzis faktor (TNF)-a, interleukin (IL)-6, IL-1B és interferon (IFN)-y3,4,5,6 erételjes
felszabadulasa tortenik, amelyek bar a veleszuletett immunvalasz kritikus Oszzetevéi, citokin
vihart okozva, gyulladésos sejthalél eléidezésével a gazdaszdvetekben és szervekben jelentés kart

okozhat (Lee, Channappanavar és Kanneganti 2020; Zheng és mtsai. 2021)



A SARS-CoV-2 virust, a fert6z0tt egyénektél szarmazo kenetmintdkbdl azonositottak,
amelyek a torkabdl és orrabol szarmaztak. Az id6é elérehaladtaval torténtek probalkozasok, a
széklet- és vérmintakbol torténé azonositasra is, amelyek sikeresek voltak. Mivel a
legkézenfekvobb mddszer az azonositasra a torokbdl és orrbol valé izolélés, igy az a mddszer a
legelterjedtebb.

Tiiskefehérje (S)
Nukleokapszid fehérje
(N)

Transzmembran fehérje
(M)

Angiotenzin konvertalé
enzim (ACE2)

Burkolé fehérje (E)

ssSRNS

Receptor koté domén
(RBD)

1. d&bra: A SARS-CoV-2 virus és az angiotenzin atalakito enzin szerkezete, specifikus fehérjéi
(Médositva, Hasokstiz, Kili¢ és Sara¢ 2020 alapjan)

2.1. A koronavirusok okozta COVID-19 jarvany terjedése

A COVID-19 jarvany terjedésének legjelentésebb Utvonala a légzdszervi cseppek
inhalacidja vagy nyalkahartyan tortén6 lerakddasa, de mas atviteli mddok is felmeriltek (pl.
levegén keresztiil és faeco-oralis Uton, vagy a szennyezett targyakkal valo érintkezés). A virus
inkubacios idészaka 0-14 nap kozott valtozhat. A COVID-19, az embereket és az allatokat is
érinti, sulyos karokat okozva a légutakban, beleértve a tiid6t is. Tlnetei kdzott gyakran fellelhetd,
az anozmia, laz, szaraz kohoges, faradtsag, fejfajas, szedilés, hasi fajdalom, hanyinger, hanyas,



anoszmia, dysgeusia, hasmenés, de rosszabb esetekben, akér véralvadasi zavarok, szivmikodési
zavar, majkarosodas, veseelégtelenség alakulhat ki (Larsen és mtsai. 2020).

A meglévé tudomanyos bizonyitékok alapjan Ugy tiinik, hogy a meleg és nedves éghajlat
csokkenti a COVID-19 terjedését, valamint arra kdvetkeztetésre jutottak, hogy a COVID-19
terjedésében fontos és jelentGs szerepet jatszanak a valtozd paraméterek (mint példaul a
népstrtiseg, a vasarlderd, a kdzegeszségugyi beavatkozasok, az elszigetelési intézkedések, az
altalanos egészségligyi politikak, a nepstirtiség, a kdzlekedés, a kulturalis szempontok) (Mecenas
és mtsai. 2020).

A COVID-19 virussal megfert6z0tt és diagnosztizalt betegek szdma vilagszerte 430
millidra tehet6, amelybdl kozel 6 millidan el is hunytak. A fertdzottek kozilt 2,7 millié roméniai
lakos volt és a betegségben elhunytak szama, Kicsivel tébb mint 6 ezer.

2.2. A SARS-CoV-2 virus terjedésének utvonala

A SARS- és MERS-kutatasok, valamint a legUjabb SARS-CoV-2 szekvencia alapjan e
harom, embert fert6z6 koronavirusnak ugyanaz a receptora (ACE2). A fertézési mechanizmus az
2. abrén lathatd. Az ACE2, mas néven ACEH, az angiotenzin-konvertal6 enzim (ACE) dipeptidil-
karboxydipeptidaz csalad tagja. Az ACE2 receptor nagy affinitassal rendelkezik az Ang Il 1-es és
2-es tipusu ligandokhoz, és fontos szerepet jatszik szamos élettani funkcioban, példaul a
sejtproliferaciéban és hipertrofiaban, a gyulladasos véalaszban, a vérnyomasban és a
folyadékegyensulyban. Kutatasok soran vizsgaltak az ACE2 fehérjeszintjét emberi szervekben és
szovetekben, beleértve a léguti nyalkahartyat, tiidét, gyomrot, vékonybelet, vastagbelet, bort,
nyirokcsomokat, csecsemémirigyet, csontveldt, 1épet, majat, vesét és agyat. Az eredmények azt
mutattdk, hogy az ACE2 bdségesen kifejezodik a tiidében és a vékonybélben, valamint
gyakorlatilag minden szerv endotélsejtjeiben és simaizomsejtjeiben nagymértékben
expresszalodik. Ezért a keringési rendszerbe kerlilve a SARS-CoV-2 valdsziniileg a véraramlason
keresztul terjed. Ezek az adatok arra utalnak, hogy a SARS-CoV-2 nemcsak a légzérendszert
érinti, hanem potencialis veszélyt jelent az emésztérendszerre, az urogenitalis rendszerre, a

kdzponti idegrendszerre és a keringési rendszerre is (Zhang és mtsai. 2020).



A virus a gazdaszervezet célsejt-receptordhoz, ACE2 kotoédik, egyiittmiikodve a
gazdaszervezet transzmembran szerin-protedz 2-vel, TMPRSS2 (sejtfelszini fehérje), amely
elsésorban a léguti hamsejtekben és az érrendszeri endotélsejtekben fejezddik ki. Ez
membranfuzidhoz vezet, és a virusgenomot a gazdaszervezet citoplazméajéba juttatja. A membran
faziot kovetden, a virusreplikacio tovabbi lépései kdvetkeznek, viralis genom felszabadulasa,
transzlacio, proteolizis, RNS replikacio, a viralis genom transzkripcidja és replikacidja, a viralis
fehérje transzlacioja. Mindez a virus 0sszeszereléséhez, éréséhez és a virus felszabadulasédhoz
vezetnek (Cevik és mtsai. 2020; Harrison, Lin, és Wang 2020).
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2. dabra: A SARS-CoV-2 terjedésének Utvonala (Mddositva, Cevik és mtsai. 2020 alapjan)



2.3.  PANoptozis

A PANoptdzis, egy nemrégiben felfedezett (2020) dtvonala a proinflammatorikus
programozott sejthalalnak, amelyet egy citoplazmatikus multimer fehérjekomplex iranyit, a
PANoptoszoma (Samir, Malireddi, és Kanneganti 2020). A 3. abra a PANoptoszéma, a
programozott sejthaldl, eddig autondémnak tekintett, harom kulcsfontossagt utvonalat, az
apoptozist, a nekroptdzist, valamint a piroptdzist képes parhuzamosan mukddtetni. A
programozott sejthaldl donté szerepet jatszik a szervezet fejlodésében és a gazdaszervezet
védelmében.

A kdzelmultban végzett vizsgalatok ravilagitottak arra, hogy a harom ismert sejthalal tipus
kozott, piroptozis, az apoptdzis és a nekroptdzis mechanikai atfedések és a Kiterjedt, sokréti
keresztkapcsolat jellemz6. A PANoptozis sordn a gyulladasos sejthalal a piroptozis, az apoptdzis
és a nekroptdzis kollektiv aktivalasan keresztil kdvetkezik be, ami képes megkerilni az egyes
hal&lozési Utvonalak kdrokozo altal kdzvetitett gatlasat (Christgen és mtsai. 2020).

A szervezet megfelel6 fejlodéséhez, valamint homeosztazisahoz a programozott sejthalél
Osszetett folyamatanak végrehajtasa elengedhetetlen. Ezen talmenéen harom kulcsfontossagu
programozott sejthalal-Gtvonal (PCD), a piroptozis (inflammaszéma — fiiggé PCD, amelyet a
gazdermin csaléd tagjai hajtanak végre), az apoptozis (az apoptoszéma és a végrehajtod kaszpazok
alltal kozvetitett PCD) és a nekroptdzis (a RIPK3 és a downstream effector MLKL altal kdzvetitett
PCD) aktivalasa létfontossagl a gazdaszervezet patogének elleni védekezeséhez (Christgen és
mtsai. 2020). A piroptozist és a nekroptozist a sejthalal litikus, immunoldgiailag aktiv formaiként
jellemzik, mig az apoptozist torténetileg immunolégiailag csendesnek tekintették. Bar ezek az
utvonalak egyedi jellemzokkel rendelkeznek, kozos aktivacios mechanizmusokat hasznélnak
(Christgen és mtsai. 2020) .

Az ezeket a sejthalal-utvonalakat szabalyozé mechanizmusokra 6sszpontositd vizsgalatok
feltartdk és megallapitottdk, hogy egyes molekulak képesek szabalyozni a piroptozist, az
apoptozist es a nekroptozist. A Z-DNS-kot6 fehérjérsl (ZBP1) kidertlt, hogy mindharom dtvonal
aktivaldsdban dont6 szerepet jatszik. A Z-DNS-koté fehérje 1 (ZBP1) egy velesziiletett
nukleinsav-érzekel, amely szabalyozza a fejlédést, valamint a gazdaszervezet védelmi vélaszait

(Kesavardhana és mtsai. 2020). A ZBP1 aktivalasa esetén a szervezetben gyulladés, valamint



piroptdzis, nekroptozis és apoptozis (PANoptozis) jon létre, a RIPK3, a Kaszpédz-8 és az NLRP3
inflammaszoma  aktivalasaval. A kaszpaz-8 az  apoptdzis  elbsegitéje, valamint a
mechanizmusanak a része. Az enzimatikusan inaktiv kaszpaz-8 expresszidja egerekben
embrionalis letalitast és gyulladasos szOvetelhalast okozhat a nekroptdzis és a piroptozis
indukalaséaval (Jiang és mtsai. 2021). Emellett a transzformalé ndvekedési faktor béta-aktivalt
kinaz 1 (TAK1) aktivitdsdnak genetikai delécioval vagy korokozo altal kozvetitett gatlassal
torténé elvesztése a piroptozis, az apoptozis e€s a nekroptozis aktivalasdhoz vezet (Christgen és
mtsai. 2020) .

A homeosztazist szabalyozd transzformald nodvekedési komplexet  késdbb
PANoptoszomanak nevezték el. A PANoptoszomarol kezdetben kimutattak, hogy tartalmazza a
RIPK1-et, az apopt6zishoz kapcsol6do, kaszpaz-rekriminacios domént tartalmazd foltszer(i
fehérjét (ASC), a nukleotidkét6 oligomerizacios doménhez (NOD) hasonlo receptor-pirin domént
tartalmazo 3-at (NLRP3) és a kaszpaz (CASP) 8-at. Egy késébbi vizsgalat megallapitotta, hogy a
RIPK3, a CASP6, a Z-DNS-kot6 fehérje 1 (ZBP1) és a CASP1 szintén az |AV-fert6zésre valaszul
Osszeall6 PANoptoszOma Osszetevbi. Ezek a vizsgalatok egylttesen azt mutattdk, hogy a
PANoptoszoma a piroptdzis, az apoptozis és a nekroptdzis szempontjabdl kritikus molekulakat
tartalmaz, és képes mindharmat aktivalni a proinflamatorikus sejthalél végrehajtasa érdekében.
Ezért a PANoptozis egy olyan mechanizmust biztosit a gazdaszervezet szdmara, amely alternativ
sejthalal védelmi mechanizmusokat aktival, ha egy vagy tobb PCD-utvonal sériil egy korokozé
vagy mas blokad miatt (Samir, Malireddi, és Kanneganti 2020).

A velesziletett immunrendszer altal érzékelt korokoz6 aktivélja az intacelluléris jelatviteli
kaszkadokat, hogy proinflamatorikus immunvélaszt indukalja. Szamos veleszuletett szenzor

PCD-t is kivalt, vagy a szekretalt citokinek downstream hatésai révén.
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3. abra: A koronavirusok tébb programozott sejthalélt aktivalnak, a PANotézis aktivacidja
a koronavirus fert6zés esetében (Mddositva, Lee, Channappanavar, és Kanneganti 2020
alapjan)

2.3.1. Apoptdzis

Az apoptatikus sejthalalt "immunoldgiailag csendes” sejthalalként jellemezték, azonban
a legljabb kutatasok arra utalnak, hogy gyulladasos is lehet, mivel az apopt6zis kulcsfontossagu
szabalyozoi gyulladdsos mechanizmusokat aktivalnak. Az apoptézisnak Kitett sejtek morfologiai
valtozasokon mennek kereztill, a sejtmag és a kromatin kondenzécidja karosodik, a DNS
fragmentalddik és a membran elvékonyodik. Apoptotikus testek képzédnek, amelyek fagocitdzis
soran elpusztulnak (Christgen és mtsai. 2020).

A 4. &bra szemlélteti az apoptdzis folyamatat. Az apoptdzis 2 utvonalon aktivalddhat,
extrinsic vagy intrinsic utvonalakon keresztiil. Az extrinsic utvonalat a sejten kiviilrél érkezo
jelek, a halalos ligésok inditjak el, mig az intrinsic apoptozist tapanyag- vagy névekedési faktor

hidnya, DNS-karosodas vagy mas bels6 sejtstressz aktivalja. Az apoptdzis a sejthalal kaszpéz-8,
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kaszpaz-10 vagy kaszpédz-9-fuggé formaja, amelyet a kaszpaz-3 és kaszpaz-7 hajt vegre
(Koupenova és mtsai. 2021; Zheng és mtsai. 2020).

Az extrinsic apoptozis a halalreceptoroknak a ligandumjaik altal torténé aktivalasaval
indul be. llyen példaul a FAS aktivalasa a citotoxikus T-limfocitdkon (CTL) vagy természetes
0l6sejteken (NK) expresszalddo FASL (Fas-ligés) altal. Az adaptor fehérje FADD (Fas-asszocialt
halal-doménbdl) a pro-kaszpaz-8-al egyutt ezutan a halalreceptor citoszolikus doménjéhez
Kivégzokaszpazok, a kaszpaz-3 és -7 proteolitikus hasitasat, ami extrinsic apoptdzist valt Ki
(Christgen es mtsai. 2020; Donia és Bokhari 2021; Reed 2000).

Az intrinsic apoptozist bels6 sejtes stressz, példaul DNS-karosodas vagy ER stressz
valtja ki, ami a pro-apoptotikus BH3- fehérjék (példaul: NOXA, PUMA, BAD és BIM)
aktivalddasat indukalja. Ez az aktivacio kivaltja a BAX és a BAK aktivalodasat a mitokondrialis
kiils6 membran permeabilizacidjanak (MOMP) indukéldsa érdekében. A MOMP apoptogén
faktorok felszabaduldsahoz vezet, beleértve a citokrém C-t, amely kotédik az apoptotikus peptidaz
aktivalé faktor 1-hez (APAF1), és az APAF1 oligomerizacidjat indukalja. Az apoptoszoma
kialakulasa aktivalja az iniciator kaszpaz-9-et, amely ezutan a végrehajté kaszpazokat, a kaszpaz-
3-at és -7-et hasitja, hogy az intrinszik apoptozist elinditsa. Az intrinszik apoptézis tehat
aktivalodhat aktiv kaszpaz-8-on keresztul is, vagy véalaszul a CTL-ek és NK-sejtek altal
Iétrehozott perforin poruson keresztil felszabadul6 protedz granzim B-re, amely a BID aktiv tBID
formdjava torténé hasitasat kozvetiti, és a BAX-BAK-ot inditja be a MOMP és az apoptozis
indukalaséhoz (Field 2020; Hsu, Chiang, és Wang 2020).

Az apoptotikus sejthalal fontos szerepet jatszik a virusfertézott sejtek CTL és NK sejtek
altali elpusztitasaban is a virusfertézés megfékezése érdekében. Azonban az immunrendszer
Kijatszasa és a virus tulélési stratégiai érdekében szamos virus olyan virulenciafehérjéket kodol,
amelyek gatoljak az apoptotikus elhalast, példaul kaszpaz inhibitorokat. llyen példaul az egér
citomegalovirus (MCMV) VICA fehérjéje, amely gatolja a kaszpéaz-8-at, vagy a tehénhimlé virus
CrmA feherjéje, amely gatolja a kaszpéz-8-at és a granzim B-t. A kaszpazgatlok mellett a virusok
BCL-2 homoldgokat is kodolhatnak, hogy blokkoljadk a BAX- és BAK-medialt MOMP-fligg6

apoptozist, példaul az Adenovirus E1IB19K. A virusok a sejthalal elkerllésére iranyulé ezen
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Kisérletei altaldban alternativ PCD utvonalak aktivalédasdhoz vezet a gazdasejtekben, ami

ravilagit a PCD Utvonalak dsszekapcsolodasanak fontossagara (Field 2020).
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2. dabra: Az apoptdzis folyamata két aktivacids Gtvonalon (extrinszik és intinszik)
(Mddositva, Field 2020 alapjan)

2.3.2. Nekroptozis

A programozott sejthalal (PCD) egy alternativ mddja a nekroptdzis, amely az apoptozis
és a nekrdzis jellemzo6it hordozza és gyakran olyan esetekben aktivalodik, amikor az apoptdzis
gatolva van. Amint azt a 4. abra szemlélteti, a nekroptozist a RIPK3 altal aktivalt MLKL
oligomerizacid jellemzi a sejthalal kozvetitése érdekében (Zheng és mtsai. 2020). A TNFR1
receptor felismeri TNF-et és indukalja az I. komplex (ubikvitin allvanykomplex) kialakulésat,
amely magaban foglalja a TNF receptor 1-es tipusu halal-doménhez kapcsolddo adaptor fehérjét
(TRADD), a RIPK1 kinazt, valamint az E3 ubikvitin ligazokat (IAP) és a linearis ubikvitin lanc
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Osszeszerel6 komplexet (LUBAC). Ez a képzédmény kildnféle ubikvitin lancok siirii haldzatét
hozza létre, amelyek lehet6vé teszik szamos kinazkomplex, koztik a TABS/TAK1 és a
NEMO/IKKs rekrutalasat, beinditva a MAPK és az NF-xB jelatviteli utvonalakat, és lehet6vé
téve a tulélést eléseqitd és a gyulladasos genek expressziojat. Az 1. komplex disszociaciojat az
A20 és a CYLD deubikvitindzok kozvetitik, ami szdmos halalindukalé komplex kialakulasat
eredményezi. A TRADD rekrutalja a FADD-kaszpaz-8-at, amellyel a Ila komplexet képezi, ami
a kaszpaz-8 altal kdzvetitett apoptozist indukalja. A RIPK1 kinaz kapcsolodhat a Ila komplexhez,
hogy Ilb komplexet képezze és apoptozist indukaljon. A kaszpaz-8 aktivitas virusfehérjék
(példaul a vICAs vagy a CrmA) altal kozvetitett gatlasa a RIPK3 kindz bekotodeset valtja ki a I1b
komplexbe, ami az MLKL foszforilaciojat és nekroptdzist indukalja. A kaszpaz-8 gatlasa a vICAS
vagy a CrmA altal a TLR3 altal kozvetitett TRIF-RIPK1-FADD-kaszpaz-8 komplexen szintén a
RIPK3 rekrutacidjat eredmenyezi, hogy kozvetitse az MLKL foszforilacidjat és nekroptdzist
indukéljon (Field 2020; Ruskowski és mtsai. 2022; Schweizer és mtsai. 2021).

Alternativaként a nekroptézist aktivalhatja a Z-DNS-kot6 fehérje 1 (ZBP1) szenzor is,
egy RHIM doméneket tartalmazd 1SG, amely toborozza és aktivalja a RIPK3 altal indukalt MLKL
foszforilaciot, ezéltal sejthaldlt eredményeve. A ZBP1 altal kodzvetitett sejthalalt kilénbozé
virusfertézeések soran figyelték meg, példaul a citomegalovirus (CMV), Nyugat-Nilus virus
(WNV), Zika virus (Field 2020).

Mas PCD-utvonalakhoz hasonldéan sok virus rendelkezik olyan virusfehérjékkel,
amelyek gatoljak a sejtek nekroptdzisat. Példaul a VACV E3L virusfehérje egy N-terminalis Za.
doménnel rendelkezik, amely hasonlé a ZBP1-ben talalhatéhoz, és amely igy képes a
ZBP1helyére lépni, gatolva a ZBP1-RIPK3-t és blokkolja a nekroptozist (Field 2020).
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3. abra: A nekroptozis aktivalddasanak molekularis mechanizmusai virusfert6zés soran
(Mddositva, Field 2020 alapjan)

2.3.3. Piroptozis

A piroptézis a gyulladasos kaszpadzok, koztik a kaszpaz-1 és a kaszpéz-4/5 &ltal
kozvetitett litikus, gyulladasos sejthalal egy formaja, amely a membran felszakadasat
eredményezi a PAMP-ok és a DAMP-ok felszabaditasa érdekében. Az 5. abra bemutatja virus
fertzés sordn a piroptézis aktivalodasanak molekularis mechanizmusat. A piroptozist a
gazdermin csalad tagjai hajtjak végre, amelyek a gazdermin D (GSDMD) inflammaszéma-
aktivacio altal kozvetitett kaszpaz-1 hasitasaval aktivalédhat. A GSDMD kaszpaz-11, kaszpaz-4,
kaszpaz-5 vagy kaszpaz-8-medialt hasitasaval; a GSDME kaszpaz-3-medialt hasitasaval; vagy a
GSDMB granzim-A-medidlt hasitasaval aktivalhat6é (Zheng és és mtsai. 2020) .

Az inflammaszoma aktivalodasa virusfertézesek sordn a specifikus PAMP-okat
érzékelé PRR-ekre valaszul torténik. Ilyen példaul az AIM2 (dsDNS), a CARDS8 (HIV-proteaz)
és az NLRP1 (hosszu dsRNS) altali kozvetlen érzékelés; vagy az NLRP3 (ionos fluxioni, ATP
vagy ROS) altali kdzvetett érzékelés. Az inflammaszomak hagyomanyosan egy PRR-szenzorbdl,

az ASC adaptorfehérjébdl és a kaszpaz-1-bol allnak, ahol az aktivalt kaszpaz-1 felszabadul, majd

15



proteolitikusan hasitja a pro-IL-1p-t és a pro-IL-18-at bioaktiv gyulladasos citokinekké. Ezzel
egyidejlileg az aktiv kaszpaz-1 hasitjaa GSDMD-t, hogy felszabaditsa a porusképzé N-terminalis
fragmentumot (N-GSDMD), hogy membranpdrusokat hozzon létre, és inditsa el az aktiv IL-1 és
IL-18 felszabadulaséat, valamint piroptotikus sejthalélt indukaljon. A Sendai- és Nipah-virus V
fehérje kozvetlenul az NLRP3-hoz tud kétédni, hogy gétolja az NLRP3 6noligomerizacidjat, és
megakadalyozza az NLRP3 és az ASC 0Osszeszerelodesét az inflammaszoma aktivalasahoz.
Ezenkivill az EV71 3C proteaza kepes hasitani az NLRP3-at vagy a GSDMD-t a piroptozis gatlasa
érdekében (Field 2020; Yu és mtsai. 2021)

Mig a virusfert6zések soran az inflammaszéma és a piroptdzis aktivalodasara szamos
példa van, a virusok kozvetlenil is beavatkozhatnak a piroptotikus sejthalalba az inflammaszéma
aktivalddasanak szabalyozasaval vagy a piroptotikus végrehajtdé GSDMD célba veételével (Yu és
mtsai. 2021). Egyes virusfertézések soran a virus V fehérje koézvetlenul az NLRP3-hoz tud
kotodni és gatolja az NLRP3 dnoligomerizéciojat és az NLRP3-ASC Osszeszerel6dést, ami az IL-
1B felszabadulés csokkenéséhez. Ezaltal az immunvélasz is csokken és nd a virus tulélési esélye
(Field 2020).
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4. dbra: A piroptozis aktivalodasanak molekularis mechanizmusai virusfertézés soran
(Mddositva, Field 2020 alapjan)
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2.3.4. PANoptoszéma

A programozott sejthalalt evollciosan konzervalt utvonalak szabalyozzak, amelyek kritikus
szerepet jatszanak a fejlédésben és az immunvélaszban. A proinflammatorikus programozott
sejthalal ujonnan felismert Gtjat, a PANopt6zist egy nemrégiben azonositott citoplazmatikus
multimer fehérjekomplex iranyitja, amelyet PANoptoszomanak neveztek el. A PANopt0zis revén
tobbféle sejthaldl utvonal aktivalasa lehetéseéget biztosit a gazdasejtek szaméra, hogy
megakadalyozzak a korokozokat a felismerés elkertiléseben. A PANoptoszéma a programozott
sejthalal harom kulcsfontossdgl madjat - a piroptozist, az apoptdzist €s a nekroptozist - képes
parhuzamosan miukddtetni és koordindlni az egyes utvonalak kulcskomponenseinek
kolcsonhatasait. A RIPK1, a RIPK3, a CASP8, az NLRP3, az ASC és a FADD keépesek
kolcsonhatasba lépni, hogy PANoptoszomat alkossanak, azonban a PANoptoszoma komplex
Osszeszerel6dése, a PANoptoszéma teljes Osszetétele és a PANoptoszoOma Osszeszerelédését
irdnyitd mechanizmusok még ismeretlenek. Példaul nemrégiben megallapitottak, hogy a kaszpaz-
6 (CASP6) clésegiti az IAV altal indukalt PANoptoszomat, és szerepet jatszik a ZBP1 és a RIPK3
kdzotti kolcsonhatés elésegitésében 1AV fertézést kdvetden, ami arra utal, hogy ez a fehérje a
ZBP1 PANoptoszoma egyik 0Osszetevdje(Christgen és mtsai. 2020; Samir, Malireddi, és
Kanneganti 2020) (Christgen és mtsai. 2020).
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3. Célkitiizés
Jelen tudomanyos kutatas alatt intenziv osztalyon fekvé, intubalt betegekt6l szarmazé

mintakbol nyert fels6 leguti hamsejtekbdl izolalt transzkriptomon molekularis modszerekkel
vizsgaltuk a SARS-CoV-2 indukalt sejthalalt.

A veleszuletett immunszenzor, a ZBP1 a PANoptoszoma képzédésének és aktivaciojanak
pozitiv szabalyozoja. A ZBP1-fliggé PANoptoszoma részét képezi a ZBP1 (érzékels), a RIPK3 és
MLKL (nekroptétikus fehérjéek) és a CASP3 (apoptdtikus fehérje). A kutatdsunk célja a
PANoptoszoma komponensei (RIPK3, CASP3, MLKL) expresszios mintazatanak meghatarozasa
SARS-CoV-2 virussal tortént fertézést kovetden. A SARS-CoV-2 fert6z0ott tiinetmentes személyek
esetében az immunvalasz, a molekularis hattér még nem ismert. A kutatdsunk soran mindezek
mellett figyelembe vettiik a mintakhoz tartoz6 személyek életkorat, nemét, elhalalozéasi aranyat,
tarsbetegségeit, illetve a fébb laboratoriumi paramétereinek (CRP, kreatinin, urea, limfocitak)

valtozasat.

Jovébeni céljaink kozott szerepel tovabbi molekuléris Utvonalak aktivalédasanak vagy
gatlasanak felderitése SARS-CoV-2 fert6zott egyének esetében, kilénds hangsulyt fektetve a

tinetmentes és a sulyos (esetleg halalos) lefolyasu fertézésekre.
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4. A kutatas modszertana

4.1. Elemzett mintak

Jelen kutatdshoz a mintakat a Csikszeredai Megyei Siirgésségi Korhdz COVID 19
diagnosztika laboratériuma biztositotta. A mintdk a korhaz aneszteziologia és intenziv terapias
osztalyan fekvo betegekt6l szarmaztak, amelyek a Romaniaban érvényes, embereken végzett
kutatasok etnikai felllvizsgélatarol sz616 torvénynek megfeleléen (az Eurdpai Parlament és Tanacs
2016. aprilis 27.-ei 679. szam( rendeletének 2018. julius 01.-t6l hatalyos modositasanak
értelmében, 95/46/EK iranyelvének hatalyon kivil helyezésérdl) kerlltek feldolgozasra, anonim

modon, a betegek beleegyez6 nyilatkozataval.

Az elemzett mintdkat a Csikszeredai Megyei Siirgdsségi Korhaz, aneszteziologia és
intenziv terapids osztalyon gyijtotték be, olyan betegektél, amelyeknek sulyos allapotuk
kovetkeztében intubacidt alkalmaztak. A mintavételezés soran a betegek légutjaiban hasznalt
aspiracios szonda 5 cm-es darabjat kellett eltavolitani és 3 mL virus transzport médiumot, VTM-
et (REF C67VvC1001, LOT 20210623) tartalmazd tubusba helyezni. A mintdk feldolgozésat a
sejtek begytijtése jelentette ezen tubusokbdl, centrifugélassal. Az RNS izolalasanak 1épéséig, a

begyijtott mintdkat -80 C°—on fagyasztva taroltuk.

4.2. Modszerek

4.2.1. RNS izolalas

A mintdk begyiijtéset kovetden, a sejtek feltdrasa, az RNS izolalasa és tisztitasa
kovetkezett. Ehhez optimélisnak a peqGOLD Total RNA Kitje (VWR Life Science peqGOLD,
Amerikai Egyesiilt Allamok - LOT 13683424073-19) bizonyult, mivel alkalmas 100 pg 6ssz-RNS

izolalasara eukariota sejtekbol és szovetbdl egyarantt.

1 https://si.vwr.com/assetsvc/asset/sl_S1/id/17035099/contents, letltés datuma: 2022.11.17.
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Az RNS izolélashoz, a megfeleld steril kornyezet biztositdsahoz a Telstar Class Il
Microbiological Safety Cabinet Bio Il Advance Plus (Azbil Telstar Technologies S.L.U.,
Spanyolorszag) laminaris fllkét hasznaltuk.

Az RNS izolalas els6 1épéseként a sejtlizist indukald oldat elkészitése szlikséges, amely
magéaba foglal 660 pL lizis puffert (TRK Lysis Buffer, LOT 24079GF56), 20 uL DTT-t (LOT
9Y013441) és 20 uL proteindz K-t (LOT 201M, REF 31-00846), amelynek 30 mg-jat, 1,5 mL
nukledz mentes vizben oldottuk fel (Nuclease-free Water, LOT 24075DZ60). Minden mintahoz
700 pL oldatot adtunk hozza, majd a sejtek feltarasanak érdekében az MP-FastPrep-24™ (MP
Biomedicals, Amerikai Egyesilt Allamok) malom segitségével 5 m/s-os sebességgel 20
masodpercig roncsoltuk.

A sejtek feltarasat kdvetbden, 20 percig, 37 “C-o0s razatd inkubatorba helyeztik a mintakat
(Thermo Scientific Digital Heating Shaking Dry Bath Cat. num: 88880028, Kdrea), majd ezt
kovetéen centrifugaltuk a MicroCL 21R Centrifugéval (Thermo Scientific™, Németorszag),
21100 g-n 5 percig. A centrifugélas soran kapott feltilisz6t a pegGOLD RNS homogenizalo
oszlopokra (LOT 24076EX36) pipettaztuk, majd 1 percig 13000 g-n centrifugaltuk. A centrifugalas
sorén az atfolyo a 2 mL-s gyt tubusokba (LOT 24074G276) kerllt, amelyet nukledz mentes
centrifugatubusokba athelyeztiik és 70 %-os tisztasagu etanollal (100%-o0s tisztasagu etanolbdl
higitas soran 70 %-0s oldatot készitettiink, LOT 426) 1:1-hez aranyban higitottuk. Az elegyet a
kovetkezo lépésben vortexeltik a Vortex V-1 plusz (BioSan, Lettorszag) miiszerrel, majd a
peqGOLD RNS mini oszlopra (LOT 24077CL78) pipettaztuk és 10000 g-n 1 percig centrifugaltuk.
Ezen lépést kétszer ismétltiik meg, mivel = 1.400 pL elegy keletkezett az etanollal vald higitéas
sordn, de a mini oszlop maximalisan 700 pL-es kapacitassal rendelkezett. A hasznalt gyiijté
tubusokat eldobtuk és a mini oszlopra 250 pL mosépuffert (RNA Wash Buffer I, LOT 24078EZ59)
pipettaztunk, majd 1 percig 10000 g-n centrifugaltuk.

A centrifugalas utan a gytijt6 tubusokat cseréltik, tovabba ebben a 1épésben tortént meg
a mini oszlopok DN-azzal torténé kezelése, amelyhez az E.Z.N.A. RN-4z mentes DN-az | kitjét
(Omega Bio-TEK, Amerikai Egyesilt Allamok - LOT E109126263-22) hasznaltuk. A mini
oszlopokra 1,5 pL DN-&z I-et (LOT 24886A016) és 73,5 pL DN-az | emeszt6 puffert (LOT
23462AN18) pipettaztunk, majd inkubaltuk szobahémérsékleten (21,1 °C) 15 percig. Az inkubalast
kdvetéen a mini oszlopra 250 uL mosépuffert pipettaztunk, majd centrifugaltuk 1 percig 10000 G-
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n. A gyijtétubusok cseréje utan 500 pL mosopuffert pipettdztunk az oszlopra, majd centrifugaltuk
30 maésodpercig, 10000 g-n. A hasznalt gyiijt6 tubusokat Ujra cseréltik, majd az oszlopokra 80 %-
os etanolt (100%-os etanolbol higitottuk) pipettaztunk, centrifugaltuk 1 percig 10000 G-n. Miutan
ezt a lépest megismételtiik és lecseréltik a gytjté tubusokat, centrifugaltuk 21100 g-n 2 percig a
mini oszlopokat, annak érdekében, hogy az oszlopon fennmaradt folyadékot (pl. mosopuffer,
alkohol) teljesen eltavolitsuk.

Véqul tiszta, nukledz mentes centrifuga tubusokba (LOT 311-08-051) helyeztiik 4t a mini
oszlopot, hozzaadtuk az elicidhoz szikséges 50 pL nukledz mentes vizet, majd 2 percig 21100 g-
n centrifugaltuk.

4.2.2. RNS koncentracio mérés és normalizacio

Az ¢l6z6 fejezetben bemutatott sejtfeltaras, RNS kivonas és tisztitas soran kapott RNS
mennyisegét Invitrogen Qubit 2.0 flurorométerrel (Thermo Fisher Scientific, Egyesult Kiralysag)

mértik.

Annak érdekében, hogy a cDNS szintézis sordn minden mintabo6l ugyanolyan
mennyiségli DNS-t szintetizaljunk, a kiindul6 RNS koncentraci6 minden mintdban megegyez6
kellett legyen, igy a legalacsonyabb koncentraciéhoz viszonyitva, 1 ng/uL-s koncentraciora

normalizaltunk minden mintat.

Az RNS koncentracidjanak meghatarozasahoz a Qubit™ RNA HS Assay Kitjét
(invitrogen by Thermo Fisher Scientific, Amerikai Egyesiilt Allamok - LOT 2167159, REF
032855) hasznaltuk. Készitettiink egy oldatot, amely tartalmazott 199 pL puffert (Qubit™ RNA
HS Buffer, LOT 2167159, Q 32855B) és 1 L reagenst (Qubit™ RNA HS Reagent *200X, LOT
2167159, REF Q32855A). Ebbdl az oldathbol 195 pL -t, mig az izolalt RNS-b6l 5 pL pipettaztunk,
0,5 ml-s centrifuga tubusokba, majd vortex segitségével homogenizaltuk az olatokat. 2 percet
hagytuk szobahdmérsékleten allni, majd a Qubit 2.0 fluorométer segitségével lemértik az RNS
koncentraciokat és normalizdltuk a mintdk RNS koncentracidjat 1 ng/uL-re a megfelel6

mennyiségt nukleaz mentes vizzel kiegészitve.
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4.2.3. cDNS szintézis

A cDNS szintézis vagy reverz transzkripcié az a folyamat, amely soran a templatként
szolgalo izolalt RNS-t, az enzim (reverz transzkriptaz - RNS fliggé DNS polimeraz, amely 5’-3°
aktivitassal rendelkezik) és a nukleotidok (ANTP mix) segitésével, hdmérséklet hatasara (42 °C-on
) cDNS-¢ irodik &t 2.

A cDNS szintézist a RevertAid H Minus First Stésard cDNA Synthesis Kit (Thermo
Fisher Scientific Baltics UAB, Litvania - LOT 00995520, REF K1632) segitségével végeztik el.

Mintanként 1 puL primer (100 pM, Oligo dT 18 Primer, LOT 00323485), 8 pL puffer (250
mM Tris,-HCI, 250 mM KCI, 20 mM MgCl,, 50 mM DTT, 5X Reaction Buffer, LOT 00728751),
1 uL RN-4z inhibitor (20 U/uL, Ribolock RNase inhibitor, LOT 00736465), 2 uL 10 mM dNTP
Mix (10 mM, LOT 00985207), 1 pL reverztranszkriptdz (200 U/puL, RevertAid Reverse
Transcriptase, LOT 00728754) és 27 pL (1 ng/uL koncentraciéji) RNS. A komponensek
Osszemérése utan az elegyet vortexeltik, majd inkubaltuk 1 érat 42 °C-on a rdzatd inkubatorba,
hogy a reakcid vegbemenjen. Az egy ora lejarta utan a héfokot felemeltiik 70 °C-ra, 5 percig annak
érdekében, hogy a reakciot inhibaljuk.

A cDNS téarolasédhoz a mintékat 4x-re higitottuk (120 puL nukledz mentes vizet adtunk a
mintahoz) és -80 °C-on taroltuk (CryoCube®F570h, Eppendorf, Egyesiilt Kiralysag) a mintak

tovabbi felhasznalasaig.

4.2.4. SYBR Green valos ideji polimeraz lancreakcié (SYBR Green gPCR)
4.2.4.1. ASYBR Green gPCR soran hasznalt elegy el6készitése

A SYBR Green qPCR soran az AccuPower® 2xGreenStar™ Qpcr Master Mixet 3(Bioneer
Corporation, Dél-Korea - LOT 2103C, REF K-6253) hasznaltam. A méreseink soran vizsgaltuk a

2https://assets.thermofisher.Com/TFSAssets/LSG/manuals/MANOOlZ?lS RevertAid FirstStrand cDNA Syn K162

1 _UG.pdf, letdltés datuma: 2022.11.17.
3 https://AccuPower ® 2X GreenStarTM QPCR Master Mix 8-11, letdltés datuma: 2022.11.17.
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GAPDH (Glyceraldehyde 3-phosphate dehydrogenase, Gliceraldehid-3-foszfat dehidrogenéz), az
MLKL (Mixed lineage kinase domain like pseudokinase, Vegyes vonalli kinaz domén, mint
pszeudokindz), RIPK3 (Receptor-interacting serine/threonine-protein kinase 3, Receptor-
interakcidban 1év6 szerin/treonin-protein kindz 3) és a CASP3 (Caspase-3, Kaszpaz-3) gének

kifejez6désének mertékét vizsgaltuk.

A gqPCR mix el6készitését megel6zéen primer mixeket készitettlink a forward és reverse
primerekb6l minden vizsgalt génre. Az elegyek 200 L végtérfogattal rendelkeztek, amelyh 10 puL
forward primer, 10 pL reverse pimer és 180 pL nukléz mentes vizet (LOT 196991) tartalmazott.

1. tablazat: A felhasznalt primerek tulajdonsagai

Forward primer Reverse primer
Gén
Szekvencia Olvadasi G/C Bazis Szekvencia Olvadasi G/C Bazis
(5-3) hémérséklet arany hossz (5'-3) hémérséklet arany hossz
(O (%) (bp) (0O (%) (bp)
GAPDH TGAAGGTCGGAGT 62,33 50 26 CATGTGGGCCAT 65,58 62,50 24
CAACGGATTTGGT GAGGTCCACCAC
Kaszpéz-3 GTTTGAGCCTG 56,10 55 20 TGGCAGCAT 54,25 55,56 18
AGCAGAGAC CATCCACAC
RIPK-3 CGCCTGCTG 54,25 55,56 18 GTGAGCCTC 53,22 55,56 18
AAAGAAGTG CCTGAAATG
MLKL TTCACCCATA 54,54 50 20 GGATCTCCTG 52,99 45 20
AGCCAAGGAG CATGCATTTT

A GAPDH gén vizsgélatahoz elkészitettik azt a primer mixet, amely tartalmazta a
GAPDH nukleotid szekvenciajara specifikus forward és reverse primereket (1. tablazat). A forward
primer szekvenciaja 5’ TGAAGGTCGGAGTCAACGGATTTGGT3, olvadasi hémérséklete 62,33
°C, a G/C arany 50,00%, a bazis hossza 26 bp, mig a reverse primer szekvenciaja
5CATGTGGGCCATGAGGTCCACCACS3’, olvadasi hémérséklete 65,58 °C, a G/C arany
62,50%, a bazis hossza 24 bp.
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A maésodik primer mix a CASP3 gén nukleotid szekvencidjara specifikus primereket
tartalmazta 1. tablazat). A forward primer nukleotid
szekvencidja 5GTTTGAGCCTGAGCAGAGACZ, olvadasi homérséklete 56,10 °C, a G/C arany
55,00%, a bézis hossza 20 bp, mig a reverse primer szekvencidja
5TGGCAGCATCATCCACACZ, olvadasi hémérséklete 55,78 °C, a G/C arany 55,56%, a bazis
hossza 18 bp, a fragmens hossza pedig 83 bp volt.

A harmadik primer mix azokat a primereket tartalmazta, amelyek a RIPK3 génre volt
specifikus (1. tablazat). A forward primer nukleotid szekvencidja
5CGCCTGCTGAAAGAAGTGZ, olvadasi homérséklete 54,25 °C, a G/C arany 55,56%, a bazis
hossza 18 bp, mig a reverse primer szekvencidja ’GTGAGCCTCCCTGAAATG3’, olvadasi
hémeérséklete 53,22 °C, a G/C arany 55,56%, a bazis hossza 18 bp, a fragmens hossza pedig 122
bp volt.

Az MLKL gén jelenlétének a vizsgalatahoz sziikséges primer mix tartalmazta a génre
specifikus primereket (1. tablazat). A forward primer nukleotid
szekvencigja S TTCACCCATAAGCCAAGGAGZ, olvadasi homérséklete 54,54 °C, a G/C arany
50,00%, a bazis hossza 20 bp, mig a reverse primer
szekvencidja 5’GGATCTCCTGCATGCATTTT3’, olvadasi homérséklete 52,99 °C, a G/C arany
45,00%, a bazis hossza 20 bp, a fragmens hossza pedig 155 bp volt.

A mérés soran hasznalt elegyhez az eléz6 Iépésben szintetizalt, 4x-re higitott cDNS-ekbol
8 pL-t, az AccuPower® 2xGreenStar™ Qpcr Master Mixbél (LOT 2103C, REF K-6253) 10 pL-t,

mig a primer mixbdl 2 pL-t pipettdztam mintanként.

Az elegyet a mérés elétt szuszpendaltuk, majd spineltem a Capsulefuge PMC-580 Mini

Centrifugaval (GILSON GMCLab, Japan), az elegy homogenizalasanak érdekében.
4.2.4.2. ASYBR Green gPCR

A mintédkban jelen levé cDNS mennyiségének a meghatarozasara (QPCR soran) egy

nukleinsavfestékre épiil6 modszert alkalmaztam. A SYBR Green mddszer soran SYBR z06ld szinii
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fluoreszcens festéket tartalmazd mixet (AccuPower® 2xGreenStar™ Qpcr Master Mixet)
hasznaltam. Az emlitett festék egy olyan fluoreszcens molekula, amelyet nukleinsav (DNS)
kimutatasara alkalmaznak és valos idejii PCR (qQPCR) soran a DNS mennyiségi meghatarozasat
biztositja. A PCR reakcié soran a DNS-festék komplex a kék fényt (a kék fény tartoménya 380-
500 nm) elnyeli (Amax = 497 nm) és intenziv, fluoreszcens z6ld fényt bocsajt ki (Amax = 520 nm),
amelynek az intenzitasa aranyos a PCR termék mennyisegével, tehat minél tébb a termék annal
intenzivebb a kibocsatott fluoreszcens jel. Ezaltal mérhetévé valik a mintdban levé cDNS

mennyisége a kibocsétott fluoreszcens jel altal.

A SYBR Green gqPCR reakciohoz a CFX96 valos idejii PCR (BIO-RAD, Szingapur)
detektald rendszer késziilékét hasznaltam a hozza tartoz6 programmal. A program els6 részében
tortént a denaturacio (szétvalik a DNS kett6s széla), 95 °C -on, a méasodik részben tortént a
primerek bekapcsolodasa, 53 °C -on és végul 72 °C-on megtortént az elongécié (a szél
meghosszabbitasa). A denaturacio, a primerek bekapcsolddasa és az elongécié 39 cikluson
keresztiil ismétlédott, minden ciklus végén mérve az Gjonnan szintetizalt DNS szalba integralddott
SYBR Green intenzitasat. A program legvégen lassu, fokozatos felftités soran (53 °C-rol 95 °C-ra)
mérve a SYBR Green intenzitast vizsgaltuk a disszociacids gorbéket, amelyek informéaciét adnak

az alkalmazott primerek specificitasardl.

1 Z 3 4 5 [

96.0C 95.0C 95.0C
10:00 0:15 1:00

720C
0:30

oo

520C
0:30

B

6. abra. A gPCR program homérsékleti profilja
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5. Kutatasi eredmények bemutatasa és targyalasa

Eredményeink kiértékelése soran tobb parametert vizsgaltunk. Figyelembe vettik a
feldolgozott mintdkhoz tartozd betegek életkorat, nemét, elhalalozasi ardnyat, SARS-CoV-2
virusra pozitiv vagy negativ teszt eredményiiket, illetve tarsbetegségeiket. Elemeztik a vizsgalt
mintakhoz tartoz6 fébb laboratoriumi paramétereket, tovabba vizsgaltuk a kiilonbodzé sejthaldl

tipusu atvonalak f6bb genjeinek expresszios szintjét.

5.1. Vizsgalati csoportok nemek szerinti eloszlasa

A 7. abra tartalmazza a vizsgalati csoportok nemek szerinti eloszlasat az életkoruk
fuggveényében. Megfigyelhetjiik, hogy férfiak esetében a median alacsonyabban helyezkedik el,
mint az 0ssz. és a nok esetében, ellenben megfigyelhetd, hogy a legidésebb vizsgalt betegek (3
személy) a férfiak korében voltak.
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7. ébra: A vizsgalt mintdak nemek szerinti abrazolasa az életkor fiiggvényében

Vizsgaltuk a csoportok nemek szerinti eloszlasat, a SARS-CoV-2 virusra pozitiv és
negativ diagnosztizalas fliggvényében. A 8. abra szemlélteti, hogy a vizsgalt 28 minta csupan
39,29%-a (11 személy) szarmazott noéktdl, mig 60,71%-a (17 személy) férfiaktol. A pozitiv
mintak 37,5%-a (6 szemeély) n6i betegektdl szarmazott, mig 62,5%-a (10 személy) ferfiaktol. A
negativ mintdk 41,67%-a noktél (5 személy), mig 58,33%-a (7 személy) férfiaktdl ered. Az
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altalunk vizsgélt, intenziv terdpias osztalyon fekvo sulyos kimenetelii esetek kozul, a férfiak
nagyobb  mértékben fert6z6dnek meg a SARS-CoV-2 virussal, mint a ndk.

80,00

60,00

40,00

20,00

Vizsgélati csoportok nemek szerinti eloszlasa [%]

0,00

Ossz. Pozitiv Negativ

B No W Fer

8. abra: Vizsgalati csoportok nemek szerinti szazalékos eloszlasa

5.2. Vizsgalati csoportok SARS-CoV-2 virusra pozitiv/negativ szerinti

eloszlasa

A 9. dbra a SARS-CoV-2 virusra pozitiv és negativ betegeket abrazolja az életkoruk
szerint. Megfigyeltlk, hogy pozitiv betegek esetében a median ugyanott helyezkedik el, ahol az
0ssz.-nek. A negativ korosztaly lefedi a teljes vizsgalt életkorspektrumot (46-83 év), mig a pozitiv
mintak betegeinek életkora sziikebb intervallumban helyezkedik el (56-81 év).
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Eletkor [év]

+—HI. “i"—.—+

Ossz. Pozitiv Negativ
9. abra: SARS-CoV-2 virusra pozitiv és negativ betegek életkor szerinti megoszlasa

5.3. A vizsgalt mintdkhoz tartozo betegek elhalalozasi aranya

A 10. abra a SARS-CoV-2 virusra pozitiv és negativ betegek elhalalozasi aranyét
abréazolja. Megfigyeltik, hogy a 28 vizsgalt minta 57,14%-a (16 szemeély) bizonyult pozitivnak, a
SARS-CoV-2 virust tekintve, mig 42,86% (12 személy) volt negativ. Minden vizsgalt mintahoz
tartozo beteg kdzil csupan 17,86% (5 személy) maradt életben és 82,14% (23 személy) hunyt el.
A pozitiv személyek 87,50%-a (14 személy) hunyt el és csupan 12,50%-a (2 személy) maradt
életben. A negativ betegek 75,00%-a (9 személy) elhalalozott, mig 25%-a (3 személy) életben
maradt.

100,00
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82,14
75.00
75,00
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50,00
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25,00
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10. &bra: SARS-CoV-2 virusra pozitiv és negativ betegek elhalalozasi aranya

Vizsgalt mintdkhoz tartozé betegek elhaldlozasi aranya (%]
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5.4. Vizsgalt betegek tarsbetegségei

A 11. Abra az intenziven fekvo betegek tarsbetegségeit mutatja be, annak fiiggvényében,
hogy az adott paciens a SARS-CoV-2 virusra pozitiv vagy negativ teszt eredménnyel rendelkezett.
A SARS-CoV-2 virussal megfert6z6dott betegeknél leggyakrabban megfigyelt betegségeket
vizsgaltuk, a veseelégtelenseéget, a légzési elégtelenséget, a tiidégyulladast, valamint a
magasvérnyomast. Az alabbi dbran megfigyelhetjik, hogy a veseelégtelenség, mint tarsbetegseg
a pozitiv betegek 28,57%-ban (8 személy), mig a negativ betegek esetében csupan 14,29%-ban
(4 személy) volt. A pozitiv betegek 50%-nal (14 szemely) 1égzési elégtelenség lépett fel, mig a
negativak esetében ez csupan 17,86%-ara (5 személy) volt jellemzé. A SARS-CoV-2 virusra
pozitiv betegek esetében a tiidégyulladas a betegek 57,17%-nal (16 személy) jelen volt, mig a
negativ betegek esetében csupan 32,14%-nél (9 személy). Magasvérnyomas a pozitiv betegek
14,29%-nal (4 személy), mig a negativ betegek csupan 7,14%-nal (2 személy) volt jelen.

Tarsbetegségek megoszlasa [%]

Veseelégtelenség Légzési elégtelenség Tudégyulladas Magasvérnyomas
B Pozitiv [l Negativ

11. &bra: A vizsgalt betegek tarsbetegségeinek szazalékos megoszlasa

5.5. Fébb laboratoriumi paraméterek valtozasanak vizsgélata

A tovabbiakban részletezzik a fobb laboratoriumi paraméterek szazalékos valtozasat (12.
abra, 13. abra). A feketével jel6lt, Pozitiv (0-1) oszlopok az aneszteziologia és intenziv terapias

osztalyra valo bekerlléskor mért, valamint a mintavételezéskor mért értékek kdzotti szazalékos
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valtozést mutatjak be a SARS-CoV-2 virusra pozitiv betegek esetében. A pirossal jelolt,
Pozitiv (0-2) oszlopok az anesztezioldgia és intenziv terapiads osztalyra valo bekerlléskor mért,
valamint az elhalalozaskor/hazaengedéskor mért ertékek kozotti szazalékos valtozast abrazoljak
a SARS-CoV-2 virusra pozitiv betegek esetében. A sargaval jelolt, Negativ (0-1) oszlopok az
anesztezioldgia es intenziv terdpias osztalyra valé bekeriléskor mért, valamint a
mintavételezéskor mért értéekek kodzotti szazalékos valtozast mutatjak be a SARS-CoV-2 virusra
negativ betegek esetében. A zélddel jel6lt, Negativ (0-2) oszlopok az anesztezioldgia és intenziv
terapias osztalyra vald bekerlléskor mért, valamint az elhaldlozaskor/hazaengedeskor mért
értékek kozotti szazalékos valtozést abrazoljak a SARS-CoV-2 virusra negativ betegek esetében.

A 12. dbran megfigyelhetjik, a C-reaktiv fehérje (CRP) és a kreatinin id6beli valtozasat a
SARS-CoV-2 virusra pozitiv és negativ betegek esetében. A CRP és a kreatinin mennyiségi
valtozasait nyomon kovettik, az anesztezioldgia és intenziv terapias osztalyra vald bekeriiléstol
egészen a halal/hazaengedés napjaig.

A CRP esetében megfigyelhetjik, hogy a pozitiv betegek esetében atlag 521,02% -0s
ndvekedés figyelheté meg a CRP mennyisége az osztalyra vald bekeruiléskor- és a mintavétel
idépontjaban mért értékek kozott, mig a negativ betegek esetében ugyanez az érték 6,58% -ra
csokkent. Az osztalyra vald bekertléskor mért és a halal/hazaengedes idépontjaban mért CRP
mennyisége atlag 131,38%-0s ndvekedést mutatott a pozitiv betegek esetében, mig a negativaknal
118,78%-ot.

A kreatinin esetében is hasonl6 eredményeket kaptunk, a pozitiv mintadk esetében az
osztalyra valo bekerlléskor, valamint a mintavételkor mért értékek kozott atlag 135,7%-0s
mennyiségi ndvekedést figyeltiink meg, mig a negativ mintak esetében ez csupan 70,76% volt. A
halal/hazaengedéskor mért kreatinin érték atlagosan 249,63% -al ndvekedett a pozitiv mintak
esetében az osztalyra val6 bekertiléskor mért értékekhez képest, mig a negativ mintak esetében

ugyanez az érték 78,45% volt.

30



600
521,02

400

249,63

200

Fébb laboratériumi parameéterek valtozasa [%]

1357
131,38 118,78
-
6,58 . 70,76
0 —
CRP Kreatinin
@ Pozitiv (0-1) [l Pozitiv (0-2) Negativ (0-1) [ Negativ (0-2)

12. dbra: CRP és kreatinin id6beli valtozasa a vizsgalt betegek esetében

A 13. &bra az urea és a limfocitak mennyiségének id6beli valtozasat szemlélteti. Az urea,
valamint a limfocitdk csak az osztalyra valo bekeruléskor és a mintavételkor lett vizsgalva, a
hal&l/hazaengedés idépontjaban nem.

Megfigyelhetjik, hogy a pozitiv mintak esetében az urea atlag 216,36%-0s ndvekedést
mutat az osztalyra vald bekertléskor és a mintavétel idépontjaban mért mennyiségi értékekhez
képest, mig a negativ mintak esetében csupan 106,32%-o0s ndvekedeés volt.

A limfocitak esetében viszont az figyelheté meg, hogy a negativ betegeknél a névekedés
nagyobb mértéki, mint a pozitivaknal, ugyanis a negativ betegeknél atlag 24,81%-ban csdkkent
a limfocitdk mennyisége az osztalyra val6 bekerilés és a mintavétel kdz6tt, mig a pozitiv mintak
esetében 32,36%-ban.
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13. &bra: Az urea és a limfocitak idébeli valtozasa a vizsgalt betegek esetében

5.6. A Nekroptoszdma génjeinek expresszioja

A 14. abran tintettiik fel a nekroptoszéma génjeinek expresszios mintazatat, a nekroptoszéma
utvonalat szabalyozo fébb gének kifejezodésének mértékét a vizsgalt mintakban.

Az aldbbi abran lathatd, a RIPK-3, a Kaszpaz-3 és az MLKL gének expressziojanak mértéke.
Megfigyeltlik, hogy a RIPK-3 gén 15,03%-ban expresszalddott, mig a Kaszpaz-3 31,74%-ban
expresszalddott. Az MLKL gén expresszidja volt a legnagyobb mértéki, 129,14%-o0s, amely a
nekroptdzis dnfoszforilacidra képes, kulcsfontossagu génje. Az MLKL gén megndvekedett szintje
magyarazatot ad, a szervezetben lejatszodo gyulladasos sejthalalra, amely a SARS-CoV-2 virus

esetében a betegeknél megfigyelhetd.
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14. dbra: A Nekroptoszéma génjeinek expresszids mintazata (RIPK-3, Kaszpaz-3 és MLKL)
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A 15. abran a RIPK-3 gén expresszios mintazata lathatd, olyan betegek esetében,
amelyekt6l tobbmintat vizsgaltunk. A RIPK-3 gén esetében vizsgaltuk egy olyan beteg mintait,
akit6l tobb mintat kaptunk, de mindegyik negativ volt a SARS-CoV-2 virura nézve és egy olyan
beteg mintait, akit6l szintén tobb mintat dolgoztunk fel, de mindegyik pozitiv volt a SARS-CoV-
2 virus tekintetében. Azt vizsgaltuk, hogy a RIPK-3 gén kifejez6désének mértéke hogyan valtozik,
ha ugyanazon betegt6l tobb minta szarmazik. Azt figyeltik meg, hogy annak a betegnek a
mintajanal, amelyikt6l a negativ mintak szarmaztak, a RIPK-3 gén expresszidja 104%-0s volt,
mig annal a betegnél, akitl pozitiv mintékat vizsgaltunk a gén expressziés mértéke 73%-0s
csokkenést mutatott az el6z6 méréshez képest. A rendelkezésre all6 szakirodalmi adatok SARS-
CoV-2 fert6zés eseteben magas RIPK-3 génexpressziot mutatnak kilonbozé sejttipusokban,
ellenben nem targyaljak az altalunk vizsgalt fels6 legutak hamsejtjeiben. Annak érdekében, hogy
valaszt kapjunk a RIPK-3 gén expresszidjanak alul szabalyozasara tovabbi kisérletek

szlikségesek.
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15. dbra: A RIPK-3 gén expresszios mintazata olyan betegek esetében, amelyekt6l tobb mintat
vizsgaltunk
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6. Kovetkeztetések

Az altalunk vizsgéalt 28 minta 39,29%-a (11 személy) sz&rmazott n6kt6l s 60,71%-a (17
személy) férfiaktdl. A pozitiv mintak 37,5%-a (6 személy) néi betegekt6l szarmazott, mig 62,5%-
a (10 személy) férfiaktol, amely egyezést mutat szdmos szakirodalomban fellelhet6 statisztikaval
(Gili és mtsai. 2021; Yang és mtsai. 2020). A negativ mintak 41,67%-a n6kt6l (5 személy), mig
58,33%-a (7 személy) férfiaktol ered. A negativ korosztaly lefedi a teljes vizsgalt
életkorspektrumot (46-83 év), mig a pozitiv mintak betegeinek életkora sztikebb intervallumban
helyezkedik el (56-81 év). Kovetkeztetésképp tehat elmondhatjuk, hogy az altalunk vizsgalt
intenziv terapias osztalyon fekvé sulyos kimenetelti betegek esetében a férfiak nagyobb mértékben
fert6zodtek meg a SARS-CoV-2 virussal, mint a nék. A negativ betegek életkorspektruma
szélesebb tartomanyu (46-83 év), mig a pozitiv betegetek egy sziikebb életkorspektrumon
mozognak (56-81 év).

A SARS-CoV-2 virusra pozitiv és negativ betegek elhalalozasi aranyat tekintve
elmondhatjuk, hogy a 28 vizsgalt mintahoz tartozo beteg kozil csupan 17,86% (5 személy) maradt
életben és 82,14% (23 személy) hunyt el. A pozitiv személyek 87,50%-a (14 személy) vesztette
életét és csupan 12,50% (2 személy) maradt életben. A negativ betegek 75,00%-a (9 személy)
elhaldlozott, mig 25%-a (3 személy) életben maradt. Konzekvenciaképp elmondhat6, hogy az
altalunk vizsgélt (sulyos kinenetelii, anesztezioldgia és intenziv terapias osztalyrol szarmazo)
betegek jelentésen nagyobb sz&zalékban hunytak el, mint ahanyan tulélték. (Gili és mtsai. 2021;
Yang és mtsai. 2020).

A SARS-CoV-2 virussal megfertéz6dott betegeknél leggyakrabban megfigyelt
tarsbetegségek a veseelégtelenség, a légzési elégtelenség, a tidégyulladas, valamint a
magasvérnyomas. Megfigyeltik, hogy a veseelégtelenség, mint tarsbetegség a pozitiv betegek
28,57%-ban (8 személy), mig a negativ betegek esetében csupan 14,29%-ban (4 személy) volt. A
pozitiv betegek 50%-nal (14 személy) légzési elégtelenség lépett fel, mig a negativak esetében ez
csupan 17,86%-ara (5 személy) volt jellemzé. A SARS-CoV-2 virusra pozitiv betegek esetében a
tidégyulladas a betegek 57,17%-nél (16 szemely) jelen volt, mig a negativ betegek esetében

csupan 32,14%-nal (9 személy). Magasvérnyomas a pozitiv betegek 14,29%-nal (4 személy), mig
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a negativ betegek csupan 7,14%-nal (2 személy) volt jelen. Osszességében elmondhatjuk, hogy
ezen négy betegség a SARS-CoV-2 virus tekintetében pozitiv személyek esetében jelentésen
tobbszor fordult elé (Yang és matsai. 2020).
A fébb laboratoriumi paraméterek tekintetében megfigyeltiik, hogy a C-reaktiv fehérje
(CRP), a kreatinin, az urea és a limficitdk idobeli valtozasat a SARS-CoV-2 virusra pozitiv és
negativ betegek esetében. A CRP esetében megfigyelhetjik, hogy a pozitiv betegek esetében atlag
521,02% -al n6tt a CRP mennyisége az osztalyra valo bekeriiléskor- és a mintavétel idépontjaban
mért értékek kozott, mig a negativ betegek esetében ugyanez az értéek 6,58% -ra csokkent. Az
osztalyra valo bekertléskor mért és a halal/hazaengedés idépontjaban mért CRP mennyisége atlag
131,38%-0s ndvekedést mutatott a pozitiv betegek esetében, mig a negativaknal 118,78%-ot. A
kreatinin esetében is hasonlé eredményeket kaptunk, a pozitiv mintak esetében az osztalyra valo
bekeruléskor, valamint a mintavételkor mért értékek kozott atlag 135,7%-0s mennyisegi
novekedést figyeltink meg, mig a negativ mintdk esetében ez csupan 70,76% volt. A
halal/hazaengedéskor mért kreatinin érték atlagosan 249,63% -al ndvekedett a pozitiv mintak
esetében az osztalyra valo bekeriiléskor mért ertékekhez képest, mig a negativ mintak esetében
ugyanez az érték 78,45% volt. Az urea esetében urea atlag 216,36%-0s ndvekedést figyeltiink meg
az osztalyra vald bekeriléskor és a mintavétel idépontjaban mért mennyiségi értékekhez képest,
mig a negativ mintak esetében csupan 106,32%-0s ndvekedés volt jellemz6. A limfociték esetében
viszont az figyeltuk meg, hogy a negativ betegeknél a ndvekedés nagyobb mértékii volt, mint a
pozitivaknal, ugyanis a negativ betegeknél atlag 23,81%-ban csdkkent a limfocitdk mennyisége az
osztalyra valo bekeriilés és a mintavétel kozott, mig a pozitiv mintak esetében csupan 32,39%-ban.
Kdvetkeztetésképp elmondhatjuk, hogy a CRP, a kreatinin és az urea mennyiségét tekintve
atlagosan jelent6s novekedést tapasztaltunk a SARS-CoV-2 virus tekintetében pozitiv mintak
esetében, mig a negativ mintdknal ez nem volt jellemz6. A limfocitak esetében viszont a SARS-
CoV-2 virusra pozitiv mintak atlagos mennyiségi csokkenését figyeltiink meg, a negativ mintakkal
ellentétben, ahol a mennyisegi ndvekedés volt jellemz6 (Gili és mtsai. 2021; Gupta, Marzook, és
Ahmad 2022).
A vizsgalt mintak esetében, a RIPK-3 gén 15,03%-ban, mig a Kaszpaz-3 31,74%-ban
expresszalodott. Az MLKL gén (nekroptdzis onfoszforilaciora képes, kulcsfontossagu génje)

expresszidja volt a legnagyobb meérteki, 129,14%-o0s. Az MLKL gén megndvekedett szintje
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magyarazatot ad, a szervezetben lejatszodéd gyulladasos sejthalélra, amely a SARS-CoV-2 virus
esetében a betegeknél gyakran megfigyelhet6. A RIPK-3 gén esetében vizsgalatokat végeztiink
olyan mintakon, amelyek egy betegekt6l szarmaztak. Vizsgaltunk olyan esetet, ahol tébb minta
szarmazott egy betegt6l, de mindegyik negativ volt a SARS-CoV-2 virura nézve és olyant is, ahol
mindegyik minta pozitiv volt. Megfigyeltiik, hogy a RIPK-3 gén kifejez6désének mértéke hogyan
valtozik, ha ugyanazon betegt6l tébb minta szarmazik. A RIPK-3 gén expresszioja 104%-0s volt
azon beteg esetében, ahol minden minta negativ volt, mig annal a betegnél, akit6l pozitiv mintakat
vizsgaltunk csupan 27% volt. Konzekvenciaképp elmondhatjuk, hogy az altalunk vizsgalt mintak
esetében a gyulladast okozo sejthalél dtvonalak génje, az MLKL gén expresszioja magas volt a
pozitiv mintak esetében. A rendelkezesre all6 szakirodalmi adatok SARS-CoV-2 fert6zés esetében
magas RIPK-3 génexpressziot mutatnak kilonbozé sejttipusokban, ellenben nem targyaljak az
altalunk vizsgalt fels6 légutak hdmsejtjeiben. Annak érdekében, hogy valaszt kapjunk a RIPK-3

gén expresszidjanak alul szabalyozésara tovabbi kisérletek szlikségesek.
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