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1. Bevezetés

A hasi aorta aneurizma (AAA) olyan kéros allapot, amelyben az aorta
veseartériaktol disztalisan elhelyezkedd szakasza progressziv tagulast mutat,
ami az ér atmérdjének legalabb 150%-0s novekedését eredményezi a
szomszédos, nem beteg szakaszhoz képest. A kronikus aortabetegség
életveszélyes kovetkezményekkel jarhat, beleértve a megrepedt hasi aorta
aneurizmat, amelynek halalozasi aranya meghaladja a 80%-ot.

Az érfalon beliili koros elvaltozasok az immunsejtek altal kozvetitett
gyulladasos folyamatokbdl és a medialis réteg kovetkezményes lebomlasabol
erednek. A betegség kialakulasanak f6bb kockazati tényezoi kozé tartozik a
dohanyzas, a férfi nem, a pozitiv csaladi kortdrténet, az elérehaladott életkor,
a magas vérnyomas, a hiperkoleszterinémia, az elhizas, valamint szamos
sziv- és érrendszeri és periférias érrendszeri betegség. Szamos tanulmany
kimutatta, hogy a bélmikrobiom &sszetétele hozzajarul a kockazati tényezd
betegségek elérehaladasahoz vagy kdzvetleniil az aneurizma kialakulasahoz,
progresszidjahoz.

Ebben a doktori disszertacidban egészséges egyének és aneurizmas betegek
érfalainak mikrobiom profiljait, és az AAA betegek thrombus, vér, széklet
mikrobiomjanak 0sszetételét vizsgaltuk, mind baktériumok, mind gombak
tekintetében. A mikrobiom Osszetételét a bakterialis 16S rRNA gén alapjan
hataroztuk meg. A bakterialis 16S rRNA egy riboszomalis RNS, amely a
prokaridta riboszéma kis alegységében talalhatd, és elengedhetetlen a
fehérjeszintézishez. A 16S rDNS kilenc hipervariabilis régiot (V1-V9)
tartalmaz, amelyekb6l a V3-V4 szegmenseket amplifikaltuk, amelyeket
széles korben hasznalnak a baktériumok azonositdsara szolgalo

szekvenalasban.



A gomba mikobiom Osszetételének vizsgalatara az Internal Transcribed
hasznalnak univerzalis vonalkodként a gombak azonositasara és
osztalyozasara a nagyfoku variabilitisa és egyedi szekvencidi miatt. Ez a

régid a riboszomalis RNS-gének kozott talalhatd, és kulcsfontossag a

gombak biodiverzitasanak, okologidjanak és evolucidjanak
tanulmanyozasaban.
2. Célok

A disszertacid f0 céljai voltak, hogy els6ként vizsgilja meg az aorta
aneurizmas betegek érfalanak, thrombusanak, vérének ¢&s székletének
baktérium és gomba mikrobiomdsszetételét, ez alapjan

* meghatarozni, hogy az aneurizma bakteridlis mikrobiom eltér-e az
egészséges érfal bakterialis mikrobiomjatol.

* az aneurizmas betegek kiilonbozé mintaira - thrombus, vér és széklet -
jellemz6 baktérium mikrobiom &sszetétel kimutatasaval annak
megvizsgalasa, hogy az aneurizmas érfalban jelen 1évé baktériumok
szarmazhatnak-e a székletbdl, és eljuthatnak-e oda a véraramlas utjan.

* hogy az aneurizma bakterialis mikrobiomjanak enzimatikus aktivitasa
hozzéjarulhat-e az érfal karosodéasahoz.

* hogy az egészséges ér falara jellemz6 gomba mikrobiom kiilénbozik-e az
aneurizmas ér falara jellemz6 mikobiotikus floratol.

* hogy az aneurizmas betegek kiilonb6zé mintaiban kimutatott gomba
mikrobioma jelen van-e a székletben is, és eléri-e az ér falat a vér utjan.

« felismerni gombafajokat, amelyek szerepet jatszhatnak az egészséges
vérér falak védelmében vagy az aneurizmak kialakuldsaban és

progresszidjaban.



3. Modszerek

3.1. Mintavétel

Ebbe a prospektiv PhD vizsgélatba huszonnégy, hasi aorta aneurizmaval
diagnosztizalt beteget vontunk be, akik 2022 marciusatol 2023 februarjaig
estek at sebészeti beavatkozdson a Semmelweis Egyetem Sziv- és
Ergyogyaszati Kozpont Er- és Endovaszkularis Sebészeti Osztalyan.
Egészséges negativ kontrollként a vizsgalatban 12 szervdonortdl szarmazd
femoralis artéria mintat vizsgaltunk. Az AAA betegektdl az aneurizma fal

mellett, thrombus, vér és széklet mintat gyiijtottiink a vizsgalathoz.

3.2. DNS izolalas

A DNS izolalasat vérmintakbol a NucleoSpin Blood, Mini kit (Macherey-
Nagel, Allentown, PA, USA), mig aneurizma-, thrombus- ¢és
székletmintakbol a ZymoBIOMICS DNA Miniprep Kit (Zymo Research
Corp., Irvine, CA, USA) segitségével végeztik a gyartd utasitdsainak

megfelelden.

3.3. Bakterialis és gomba mikrobiom analizis

A bakterialis DNS-t amplifikaltuk a bakterialis 16S rRNA gén V3-V4 régiodjat
lefedd jelolt primerekkel. A PCR-t és a DNS tisztitasat az [llumina protokollja
szerint végeztiik. A gomba mikobiom vizsgalatat az ITS alapjan az [llumina
standard protokolljat kissé modositva alkalmaztuk. A PCR termékkonyvtarat
DNA 7500 Kit/DNA 1000 Kit és Agilent Bioanalyser segitségével értékeltiik.
A konyvtarak ekvimolaris koncentracidit 0sszegyujtottiik és szekvenaltuk
Illumina Miseq platformon Miseq Reagent Kit V3 felhasznaldsaval. A nyers
szekvenalasi adatokat az [llumina BaseSpace-bdl gyiijtottiik le, és az adatokat

a CosmosID bioinformatikai platformmal elemeztik. A mikrobiom
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bakterialis kozosségének funkcionalis képességeit és mennyiségét az

amplikontartalom alapjan a CosmosID PICRUST?2 eszkdzével monitoroztuk.

4. Eredmények

4.1. Bakterialis mikrobiom

Az egészséges ¢s aneurizmds érfal bakteridlis mikrobiom Osszetétele
szignifikans kiilonbséget mutatott alfa és béta diverzitas alapjan, mindkét
csoport jellemzden négy taxonbol all, kiilonbség az abundaciaban talalhatod,
miszerint az egészséges érfalban Proteobacteria 34%, Firmicutes 29%,
Bacteroidetes 10%, Actinobacteria 15%, ezen taxonok megoszlasa
aneurizmas érfalban 71%, 14%, 4%, 4%. Taxonokon beliili nemzetségek
abundancidja szintén kiillonbséget mutatott az egészséges €és az aneurizmas
érfalbol  szarmazd mikrobiomban. Normal érfalban Pseudomonas,
Staphylococcus, Corynebacterium, Propionibacterium, mig a beteg érfalban
Acinetobacter, Burkholderia, Escherichia, Escherichia-Shigella,
Sphingobium, Finegoldia nemzetségek abundancidja szignifikansan

magasabb volt (1. abra).
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1. abra Az egészséges ¢és aneurizmas érfal mikrobiomjanak relativ

taxonbdsége: (A) torzs szintll, (B) nemzetség szintli megoszlas

AAA betegek kiilonb6z6 mintainak a bakterialis mikrobiom &sszetételét
megvizsgalva béta diverzitas alapjan a mintatipusok elkiiloniilt csoportokat
alkotnak. A székletben nagy mennyiségben eléfordul Finegoldia,
Peptoniphilus, Bacteroides, Anaerococcus és Prevotella nemzetségek nem
voltak kimutathatok a vérben. Mig a vérben ujonnan megjelend
Enhydrobacter ¢és Cutibacterium és az ismertebb Propionibacterium,
Moraxella nemzetségek gyakoribbak voltak az aneurizmaban ¢és
thrombusban, de nem voltak jelen a székletben. Az aneurizma és thrombus
falaban jellemzé baktérium nemzetségeket, Sphingobium, Acinetobacter,
Aquabacterium, vér- és székletmintaban nem vagy nagyon kis mennyiségben
volt kimutathato. Escherichia és az Escherichia-Shigella nemzetségek nagy
mennyisége a bélmikrobiombol szarmazhat, mivel a székletben is nagy

mennyiségben fordul eld (2. abra).
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2. abra Hotérkép az aneurizma-, vér-, trombus- ¢és székletmintakban

kimutatott 25 legnagyobb relativ abundanciaji nemzetségekrol

Megvizsgalva a mikrobiomban jelenlévd baktériumok enzimaktivitasat a
CosmosID PICRUST2 program alkalmazasaval, kiilonbség figyelhetd meg
az egészséges €s az aneurizmas érfalban, a normal érfalra jellemzd
mikrobiomjai tobb vas-kelat-transzportalo6 ATP-az, polaris aminosav-
transzportaldé  ATP-az,  monoszacharid-transzportalo  ATP-az,  N-
acetilmuramoil-L alanin-amidazt és nem specifikus szerin/treonin protein
kinazt tartalmaz, mig a beteg érfal magasabb glutation-transzferazt,
NADH:ubikinon-reduktazt, acetil-CoA C-acetiltranszferazt, peptidilprolil-

izomerazt és enoil-CoA hidratazt tartalmaz (3. abra).
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3. abra A szignifikdnsan eltérd, prediktdlt enzimaktivitisok LEfSe
oszlopdiagramon torténd abrazolasa az egészséges kontroll és az aneurizmas

érfal mikrobiom-0sszetételei k6zott

4.2. Gomba mikrobiom

A gomba mikobiomot tekintve a négy kiilonbdzo anatdmiai helyrdl szarmazé
minta szignifikdnsan eltérd Osszetételt mutatott mind alfa, mind béta
diverzitasban. A négy mintatipust személyenként megvizsgalva a gomba
nemzetségek Osszetétele a P08, P20 beteg mintai hasonld eloszlast mutattak,
mig a P04, P07 teljesen eltértek. A P05, P06, P12, P18 magas Malassezia
(20%) arany az aneurizmaban és székletben parhuzamosan igazolhato, ami a
P22 betegben a vérrel transzlokaléodhat. A P24 paciens Malassezia
abundancidja mind az aneurizmaban, mind a vérben magas, elleneben a P14,
P16, P21 esetében a magas Malassezia csak az aneurizmara jellemz6 (4.

abra).
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4. abra A gombanemzetségek relativ abundancidjanak halmozott
oszlopdiagramon torténd abrazolasa egyénenként négy kiilonb6zo

mintatipusban: a — aneurizma, b — vér, s — széklet, t — thrombus

Az egészséges ¢és aneurizmas érfalak mikobiomjat Osszehasonlitva a
Tomentella (20,94%) ¢és a Didymosphera (13,36%) nemzetségek
szignifikansan magasabb gyakorisagat talaltuk az egészséges régidkban, mig
az aneurizmakban a f6 résztvevé a Malassezia (28,9%) volt nagyobb
mennyiségben jelen, emelkedett abundancidju Venturiales (6,37%)
nemzetség mellett. Az aneuizma mintdk mikobiom &sszetétele Malassezia
alapjan harom csoportra oszthat6. Az elsében magas Malassezia mellett
Tomentella és Didymosphera hianyzik a mintakbol. A kovetkezd csoportban
a Malassezia mennyiségének csokkenésével a két masik nemzetség
mennyisége novekszik, mig az utolsé csoportban a Malassezia hianyaban is
a Tomentella (7,8%), a Didymosphera (9,3%) alacsonyabb gyakorisaggal
jelenik meg az egészséges érfalhoz képest ami (20,94% és 13,36%) (5. abra).
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5. abra Az egészséges ¢s aortaaneurizmas mintak gomba-Osszetételének

hoétérképes megjelenitése
5. Kovetkeztetések

Kutatasunkban jelent6s kiilonbséget igazoltunk az egészséges és az
aneurizmas érfal baktérium és gomba mikrobiom Osszetétele kozott. A négy
mintatipus egyedi vizsgalatakor nem tudtuk sem megerdsiteni, sem kizarni a
bél-érfal-tengely 1étezését, de feltételezziik, hogy az érfalban kimutatott
mikrobiom a bélen kiviil mas anatomiai helyekrdl is szarmazhat, mint példaul
szajiireg, bor, hugyutak. Az egészséges érfalra és az aneurizmara jellemz6
eltér6 bakterialis enzimaktivitasok véddé vagy fokozo hatassal lehetnek az
aneurizma kialakulasara. A lokalis vasfelhalmozodas az érfalon beliil
hozzajarul az AAA kialakulasahoz, az egészséges érfalban 1év6 baktériumok
magas vaskelatot szallito ATP-az aktivitast mutatnak. AAA-ban egyes
aminosavak metabolizmusanak rendellenessége tapasztalhatd, a polaris
aminosavat szallito ATP-az szintén védé hatast. Mig az aneurizmas

mintdkban magas bakteridlis peptidilprolil izomeraz enzimaktivitasa
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hozzajarul az AAA progresszidjahoz. Megvizsgadlva a mikrobiomban
jelenlévé gomba nemzetségek eltérését az egészséges és az aneurizmas
érfalban, mi is alatdmasztjuk a Malassezia gyulladaskeltd, Tomentella
gyulladascsokkentd hatasat. Annak ellenére, hogy a gombak a teljes
mikrobiom csekély részeként szerepelnek szintén szerepiik lehet az AAA
progresszidjaban. A mikrobiomban résztvevd baktériumok és gombak
kozvetlen és kozvetve hozzajarulnak az egészséges érfal fenntartdsdhoz
illetve az aneurizma kialakulasahoz. Ezeknek tudatdban potencialis terapias
utvonalak nyilhatnak, pl. célzott gombaellenes kiegészité terapiak
alkalmazasa, melyek segithetnek a gyulladas csokkentésében illetve az AAA

kialakulasanak megel6zésében.
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