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Roviditések jegyzéke

ANCA - anti — neutrofil-citoplazma antitest

ARDS - akut respiracios disztressz szindroma (acute respiratory dystress syndrome)
BCR - B limfocita receptor

bMYV - bakterialis stimulusra termelt mikrovezikulum

BPI - bektérium permeabilitast fokozo fehérje (bactericidal permeability increasing protein)
CD14 - lipopoliszacharid receptor

CD16 - Fcy receptor 111

CD - cluster of differentiation

CFU - colony forming unit - osztodasra képes baktérium

CGD - kroénikus granulomatézus betegség (chronic granulomatosus disease)
CR - komplement receptor (complement receptor)

DAF - decay-accelerating factor, CD55

DAMP- damage associated molecular pattern

DLS - dinamikus fényszorodasi teszt (dynamic light scattering)
ERK- extracellular-signal-regulated kinase

EV- extracellularis vezikulum

FcR - Fc receptor

FITC - fluorescein isothiocianat

fMLP - formil-metionin-leucin-fenylalanin

FPR - N-formil-peptid receptor

GFP - green fluorescent protein

H>0: - hidrogén peroxid

HBSS- Hank's Balanced Salt Solution

HNP - human neutrofil peptid

Hv1- human voltage-gated proton channel 1

ICAM - intercellular adhesion molecule

IL- interleukin

IRAK- Interleukin-1 receptor-associated kinase

LAD- leukocitaadhézio deficiencia

LB - Luria-Bertani médium

LFA-1 - lymphocyte function-associated antigen 1

LPS - lipopoliszacharid

Mac-1 - macrophage-1 antigén, integrin aMB2, CR3, CD11b/CD18
MAP(K)- mitogén aktivalt protein (kinaz)

MBL- mannose-binding lectin

MCP - membrane cofactor protein, CD46

MPO- mieloperoxidaz

MSSA - methicillin szenzitiv Staphylococcus aureus

MV- mikrovezikulum

MVB - multivesicular body, multivezikularis test

NADP- nikotinamid-adenin-dinukleotid-foszfat oxidalt alakja
NADPH- nikotinamid-adenin-dinukleotid-foszfat redukalt alakja
NET- neutrophil extracellular trap

NF-xB- nuclear factor kB

NGAL - neutrofil zselatinaz-asszocialt lipokalin
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NLR- NOD-like receptor

NOD- nucleotide-binding oligomerization domain
NOX- NADPH oxidaz

OCL - hipokKlorit ion

OD - optikai denzités

PAMP - pathogen-associated molecular pattern, patogénhez tarsult molekularis mintazat
PECAM - platelet endothelial cell adhesion molecule, CD31
PECAM-1- platelet-endothel cell adhesion molecule-1
PGRP - peptidoglycan recognition protein

PKC- protein kinaz C

PMA - phorbol myristate acetate, forbol észter

PMN - polimorfonukledris sejt, neutrofil granulocita
PMV - phorbol észter hatasara termelt MV

PPARg- peroxisome proliferator-activated receptor g
PRR- pattern recognition receptor

RNS - ribonukleinsav

ROS- reaktiv oxigén gyokok

R-PE - red-phycoerythrin

SMV - spontan termelddott mikrovezikulum

SOD- superoxide dismutase

Syk- spleen tyrosine kinase

TF - tissue factor, szoveti faktor

TGFp1 - transforming growth factor béta

TLR- toll-like receptor

TNFa - tumor nekrdzis faktor alfa
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1. Irodalmi hattér

1.1 Az immunrendszer torzsfejlodése — néhany gondolat

Az immunrendszer fogalomkore alatt egy olyan Osszetett, redundans és
haldzatosan felépiild struktirat értiink, melynek legalapvetébb feladata az adott é161ény
védelme kiilsé behatoloktol, illetve a sajat, de mar nem megfeleléen miikodo sejtektol.
Az immunrendszer elGalakjainak tekinthetd, valamelyest mar a szervezet védelmére
specializalt sejtek — az irodalomban ma elfogadott nézetek szerint — evolucios 1éptékkel
mérve igen koran, a tobbsejtliség kialakulasaval gyakorlatilag egy idoben, mintegy 2
milliard éve, a cianobaktériumokkal és nyalkagombakkal egyiitt jelentek meg [1].
Mindemellett a szervezet védelmét ellato sejtek és rendszerek toretlen és gyors titemil
fejlodése is megfigyelhetd az evolicio soran [2, 3]. A fenti két tényez6 (korai megjelenés
¢s folyamatos fejlodés) egyiittes jelenléte folyamatos evolicids kényszer, evolicids
hajtoeré meglétére utal [4].

Az immunrendszer Osszetettsége és sokrétiisége a fenticknek megfeleléen a
természetes szelekcid soran létrejott, egymasra épiild, véletlenszerti — de a mindenkori
kihivasoknak és korlatoknak megfeleld, aktudlisan (€s nem feltétlen hosszi tavon)
hasznos, avagy elényos valtozasok dsszességébdl alakult ki [4]. Ebbol a gondolatbdl tobb
fontos kovetkeztetést lehet levonni:

l. Mivel az ujonnan megjelend tulajdonsagok a mar meglévé rendszerek
fejlodésével, atalakulasaval jonnek létre, érdemes vizsgalni az eredeti elemeket, illetve a
valtozast indukalo evolucids kihivas jellemzdit is, mivel alapvetden meghatarozzak az uj
folyamat korlatait és eldnyeit is.

Il. Az evolucid soran nem a legjobb megoldasok, hanem a korabbi rendszerekhez
képest aktualisan hasznosabb folyamatok rogziiltek — jellemzden a régebbi mechanizmus
valamilyen szinti fennmaraddsa mellett. Az Gjabb mechanizmusok kialakuldsa és
beépiilése — jellegénél, ,kiforratlansaganal” fogva — viszont rengeteg potencialis
hibaforrast is belekodolt a rendszer miikodésébe, melyek ugyantigy rogziilnek. Azaz az
evolucid soran kialakult rendszerek miikodése sose tokéletes — sot, elvileg sem lehet az,
viszont egy-egy feladat ellatasara rendszerint tobbféle mod és mechanizmus is

kialakulhatott.
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1. Mivel egymassal szemben fejlédo (evolvalodo) éldlények csoportjairol van szo,
fontos figyelembe venni reprodukcids sebességiiket. Amelyik gyorsabb reprodukcioval
rendelkezik, az elvileg nagyobb valtozékonysag 1étrehozasara képes. Ezzel a hatrannyal
a lassabban szaporodd ¢€l6lények oly modon vehetik fel a kiizdelmet, hogy vagy a
gyorsabban fejlodd entitdsok nem valtozé tulajdonsagaira épitenek, vagy maguk
kifejlesztenek egy olyan mechanizmust, mely maga a gyorsan valtozd élolényekhez
hasonlatos sokféleség létrehozasara képes.

Ezzel egyiitt érdemes belegondolni, hogy ¢letiink sordn a szervezetiink hany
millidrdszor talalkozik kiilonféle korokozokkal, hanyszor keletkeznek benne daganatos
sejtek, és mégis, az eseteknek a taldlkozdsokhoz képest csak igen elenyészo,
szazezrelékes hanyadaban okoz ez akar csak minimalisan észrevehetd valtozasokat [5, 6].

Azaz pl. az emberi immunrendszer igen j6 hatdsfokiinak mondhato.

1.2 Az immunrendszer altalanos szervezédése

Az ember immunrendszere a ma elfogadott nézetek szerint egy Osibb,
,velesziiletettnek”, vagy ,természetesnek” nevezett részbdl, illetve egy — evolucios
mércével mérve — Gjabb (mintegy 5-600 millio éves) [2] ,,adaptivnak” nevezett részbdl
tevOdik 6ssze. Mindkét rendszerhez tartoznak mind sejtes, mind oldott (szolubilis, avagy

humoralis) elemek (1. tablazat).

Adaptiv Velesziiletett Nem besorolt
immunrendszer immunrendszer elemek
Sejtes B limfocitak Neutrofil granulocitak v T-sejtek
dsszetevok T limfocitak Eozinofil granulocitak NK sejtek
Bazofil granulocitak CD5" B sejtek
Makrofagok, Monocitak
Dendritikus sejtek
Szolubilis | Immunglobulinok Komplement rendszer Citokinek
elemek Antibakterialis peptidek

1. tablazat: Az immunrendszer elemeinek besorolasa. (Erdei Anna tankdnyve [1] nyomén)

Igen fontos megjegyezni, hogy a két rendszer evollcidsan elég ideje van jelen

ahhoz, hogy alkalmazkodjanak egymas jelenlétéhez, azaz miikodésiikhoz fel- és
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kihasznaljadk a masik rendszer elemeit is (pl. immunglobulin receptorok a neutrofil
granulocitakon ¢és makrofagokon [7], avagy mintazatfelismeré receptorok a B
limfocitakon [8]). A két rendszer egylittes jelenléte bizonyos esetekben annyira atfed,
hogy az illet sejttipust (pl. az NK-sejteket) vagy szolubilis elemeket nehéz kétséget
kizaroan besorolni.

Az immunrendszer két aga kozt szamos hasonldsagot taldlhatunk. Mindkét
rendszer elemeire altalanosan jellemzé a nagyfoki mobilitds, melynek segitségével
elemeik képesek eljutni a szervezet kiilonb6z6 pontjaira. Nagyon fontos, hogy mindkét
rendszer képes az idegen behatolok és a nem megfeleléen mikodd sajat sejtek
felismerésére és tamadasara, ugyanakkor a normal miikodést sejtek tolerdlasara.
Hasonldan fontos tulajdonsdga mindkét rendszernek a kommunikéacid. Ez jellemzden
ligandum-receptor alapon szervezddik, mely lehet sejt és sejt kozotti kozvetlen kapcesolat
soran létrejové (pl. immunolodgiai szinapszis), avagy oldott ligandumokon, mint pl.
citokineken vagy kemokineken keresztiil megvalosulo folyamat. Napjainkban egyre tobb
példat talalunk egy Gjabb, kész fehérjék és/vagy nukleinsav egyik sejtrél masik sejtre valo
atjuttatasan alapuldo kommunikacios rendszerekre, az extracellularis vezikulakra. Ezzel a
témakorrel részletesebben kiilon fejezetben foglalkozok majd. Fontos tovabbi
tulajdonsaga az immunrendszer mindkét aganak, hogy bizonyos funkcidk ellatasara —
eltér6 hatékonysaggal ugyan, de — jellemz6en tobb mechanizmus is képes lehet [1, 6, 9].
Ezt a jelenséget hivjuk redundancidnak.

Mely tulajdonsagokban kiilonbozik lényegesen az adaptiv és a velesziiletett
immunrendszer? Az egyik alapvetd kiilonbség a ,,célpont” felismerésének elve: a
velesziiletett immunitas jellemzden evolacidsan jol konzervalt, altalanosan elterjedt, de
épp ezért nem specifikus mintazatokat ismer fel. Koérokozok esetén ,,pathogen associated
molecular pattern”-r6l, PAMP-eknak, sajat, de sériilt sejtek estén ,,damage associated
molecular patterns”-r6l, DAMP-eknak nevezziik ezeket a mintazatokat. A fenti
mintazatokat felismerd receptorok neve funkcidjukbol szdrmazik, mintazatfelismerd
receptoroknak nevezziik 6ket (,,pattern recognition receptors, PRR) [10, 11]. Specialis
tulajdonsdga a PRR-eknek, hogy a sejtfelszini receptorok mellett 1éteznek intracellularis,
illetve nem sejthez kotott (szolubilis) valtozataik is [12, 13]. De melyek is ezek a
mintazatok, illetve ezek mely tulajdonsagéan alapul a felismerés mechanizmusa? Kémiai

szerkezetiiket tekintve a PAMP-ok és a DAMP-ok igen heterogének, lehetnek lipidek,
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szénhidratok, nukleinsavak, avagy fehérjék, illetve ezek kombindcidi is (pl.
lipopoliszacharid, gliikoz-amino-glikanok, duplaszala RNS, RNS-immunglobulin
komplex, lipoteikolsav, stb.). Ezért igen meglepd, hogy egy-egy konkrét PRR jellemzden
tobb ligandum megfeleld affinitasti felismerésére is képes. Ennek hatterében jelen
ismeretink szerint (szemben pl. az immunglobulinokkal) nem a fenti molekulak kozti
tényleges 0Osszetételbeli/szekvencia szerinti hasonlosag, hanem leginkdbb az adott
molekuldk altal felvett térszerkezet és felszini toltések elhelyezkedésének (mintazatanak)
hasonlatossaga all [14, 15].

Az adaptiv immunrendszer receptorai (B- és T-Sejt receptorok, azaz BCR és TCR)
egész mas elv mentén jottek létre az evolucioé soran. E receptorok sokkal kisebb méretii
ligandumok felismerése képesek, sokkal nagyobb specificitassal. Tehat egy-egy ilyen
receptor, szemben a velesziiletett immunrendszer receptoraival, jellemzden 1, esetleg
néhany kiilonb6zo ligandum felismerésére alkalmas. Viszont az ilyen receptorokbdl még
az egyedfejlodés soran, szomatikus génatrendezodéssel egy olyan széles paletta jon 1étre,
mely barmely relevans kémiai szerkezet (fehérje, lipid, szénhidrat, nukleinsav,
glikoproteinek, proteoglikanok, stb.), felismerését biztosithatja, mégpedig specifikusan.
Ily médon — elvileg — barmely Gjonnan kialakult (korokozé vagy épp sajat) jellegzetesség
is felismerésre keriilhet a receptorok altal. Mivel az adaptiv immunrendszer esetében
olyan sokféle mintazat/szekvencia felismerésére képesek, hogy abba jo eséllyel ,,sajat”,
nemhogy az adott fajra, hanem kifejezetten csak az adott egyedre jellemz6 ligandumok
(pl. MHC szekvencidk) is beletartoznak, ezért biztositani kell, hogy ,,sajat” ligandumot
célpontként ne ismerjen fel. Ez a szelekcid azonban — az egyedre specifikusan jellemzd
szekvencidk miatt — kotelezoen az egyedfejlddés soran kell hogy végbemenjen. Az
adaptiv immunrendszer receptorai tehat egyénre jellemzdek, egy adott ligandum
felismerése pedig két kiilon egyedben més és mas jellegzetességek alapjan torténhet.

A felismerési mechanizmusok kozotti kiillonbségek az immunrendszer egészének
tovabbi mukodésére is alapvetd hatdssal vannak. Mivel a velesziiletett rendszerhez
tartozd elemek ligandumai az evolicid sordn rogziiltek, a receptorokat hordozo
sejtek/elemek tobbnyire tovabbi szelekcids/tanuldsi 1épések nélkiil, akar azonnal is
képesek feladataik maximalis ellatasara. Ezen feliil — mivel viszonylag kevés ligandum
tartozik a konzervalt mintazatok csaladjaba — viszonylag kevés féle receptorral lefedhetd

a teljes felismerendd spektrum. Ily modon — tobbféle mintizatfelismerd receptort
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hordozva — akar egyetlen sejt is képes lehet a legkiilonfélébb célpontok felismerésére.
Amennyiben viszont pont a rogziilt tulajdonsagokban tér el egy korokozo a szokvanyos
mintazatoktol (pl. Mycobacterium tuberculosis), avagy elrejti azt a szervezet eldl (pl. az
obligat intracellularis baktériumok, mint pl. a Clamydia torzsek), a korokozok felismerése
a mintazatfelismerd receptorokon biztosan romlik, akar meg is hiusulhat. Epp ezért
fontos, hogy a velesziiletett immunrendszer elemei — pl. immunglobulin receptorok

segitségével — képesek nem konzervalt mintazatok felismerésére is.

1.3 A neutrofil granulocita

A neutrofil granulocita (mas néven polimorfonuklearis neutrofil sejt, PMN) az
emberi fehérvérsejtek egyik legnagyobb szamban el6forduld sejttipusa. Mikodését
tekintve a velesziiletett immunrendszer tipusos képviseldjének tekinthetd, funkciojat
tekintve a falosejtek kozé sorolhatd. Fé célpontjait a baktériumok és egysejtii gombak
adjak [1]. A PMN-ek klinikai és immunoldgiai jelentdségét jol mutatja, hogy mind
alulmiikddésiik (mint pl. a neutropenia, vagy a kronikus granulomatozis betegség, azaz
CGD, [16, 17]), mind tulmtikodésiik (akut respiratorikus disztressz szindroma, ARDS

"or

[18, 19]) jellemzden sulyos, €letet veszélyeztetd allapotokhoz vezethet.

1. abra. A neutrofil granulocitik sejtalakjaik sokfélesége elektronmikroszképos felvételeken. Az ,,A”
panelen oldatban lebegé PMN-rdl késziilt elektron mikroszképos felvételt lathatunk. A szerzé Kittel
Agnessel kozos munkija. A ,,B” panelen egy PMN figyelheté meg az intersticiumban.
Elektronmikroszképos felvétel Burns kozleményébél [20]. A jel6lé mindkét felvételen 2 pm, a nyilak
pedig egy-egy PMN granulumra mutatnak. Erdemes megfigyelni a gombszerii és az elnytjtott forma
kozti eltéréseket.

1.3.1 A neutrofil granulocitak altalanos jellemzése
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A PMN-ek a keringésben mintegy 12-15 um atmérdjii gdmb alaku sejtek, melyek

a szovetkozti térben aktiv helyvaltoztatasra és extrém alakvaltozasra is képesek. (1.A és
1.B abra).
Az érett alakok — neviiknek megfeleléen — soklebenyli és viszonylag nagy méreti
sejtmaggal, valamint rengeteg neutralisan fest6dé citoplazmatikus granulummal
rendelkeznek. Erésiik a csontvel8ben torténik mieloid progenitor sejtekbél, jellemz8en 9-
12 nap alatt — az itt talalhat6 sejtek képezik a PMN-ek un. csontveldi készletét, ,,pool”’-
jat. Erésiiket kovetden keriilnek a vérkeringésbe, itt nyugalmi koriilmények kozott a
fehérvérsejtek mintegy 40-60%-at teszik ki. Mindazonaltal — ragcsalokon végzett
mérések alapjan — a keringésben talalhatd6 PMN-ek legfeljebb 2-5 %-t jelentik a szervezet
teljes PMN készletének [21]. A PMN-¢ek a keringésben fiziologias koriilmények kozott
emberben mintegy 12 orat toltenek, melyet kovetéen kivandorolnak a szévetkozi térbe,
ahol apoptozis soran eliminalédnak, maradvanyaikat jellemz6n makrofagok veszik fel
[22, 23]. A harmadik jelentds PMN készletet a marginalis PMN-ek adjak, ezek a
neutrofilek a tiidd, a m4j, valamint a vese ereiben kitapadva helyezkednek el, ahonnan
viszont gyorsan mobilizalhatoak [21]. Energetikai sziikségletiiket jellemzden inkabb
anaerob modon, laktat képzésével fedezik [24].

A PMN-ek feladatukat tekintve professzionalis falosejteknek tekinthetdek,
melyek elsddleges célpontjait leginkabb a baktériumok és egysejtii gombak jelentik. A
klasszikus elképzelés szerint a keringésben 1évé6 PMN-eket amennyiben megfeleld
ingerek (kemokinek, kemoattraktansok, esetleg citokinek) érik, szelektinek és integrinek
segitségével eldobb gyengén, majd erdsen kitapadnak a szintén szelektineket és
adhezineket kihelyezd, ,,aktivalt” endotél sejtekre, végil iranyitott €s aktiv folyamatok
révén mintegy ,,atbujnak” az endotél sejtek rétegén [25, 26] (2. abra). Mindekozben a

PMN ¢és az endotél kapcsolata folyamatosan fenntartja az érfal folytonossagat.

Elfogas Paracellulans és transzcellulins
\ Adbézié transzmigricio
Gordilés Lassi gordulés Rogralés erdsodése, Intravaszkuliris  Paracelluliris k

szétteritlés  kuszis

@%

(o ol ©
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2. abra: a PMN-ek érpalyabdl valé kilépése, illetve az abban részt vevo fobb sejtfelszini elemek (Ley
abrajanak médositasa [26])

Az érfalon vald atjutast kovetden az intersticidlis térben aktiv kemotaxis ttjan,

kemokin receptoraik segitségével keresik fel a kemotaktikus molekulak forrasat. A

szovetkozi vandorlassal parhuzamosan kezdik el elébb szekretoros vezikulumaik, majd

tercier granulumaik {ritését is, az igy leadott matrix metalloproteazok (MMP-K), illetve

neutrofil elasztaz (NE) molekulak nagyban segitik vandorlasukat [27]. A kemotaxis

végén, a kemotaxis ,,célpontjaban” aztan sejtfelszini receptoraikkal (PRR-kel, Fc-

receptorokkal és komplement receptorokkal, 2. tablazat, 3. abra) megkotik az idegen

elemeket.
receptor receptort . jelatvitel :
alkotd ligandum A kovetkezmény
neve - inditasa
fehérje
PMN talélés
CR1 CD35 C3b, C4b, iC3b PKC 1t reaktiv gyok termelés
citokin termelés
CR3 CD11b- | iC3b, ICAM-1, LPS, .
(MAC-1) | CDi8 | fibrinogén, ... ITAM | ltsd.- FeR
CD11c- . oL
CR4 cD18 iC3b, fibrinogén
CD11a- . .
LFA-1 cD18 ICAM-1, 2, 3 SFK PLCy 1: Itsd.: FcR
FcyRI cDe4 | 1gG (PLCy T <X ﬁ,’g‘G ! chff T IsdiCRI
ITAM T [cat degranuécid,
FcyRIla CD32 1gG b PI3K 1 —  P-inozitol jelpalyak 1 fagocitozis,
N fagolizaszéma
Fcy R CD16 19G Rho/Rac 1 —» aktin atrendez6dés kialakulasa
FcyRIl b CD32 1gG ITIM ITAM folyamatok gétlasa
di- és triacil-lipopeptidek,
) lipopeptidek, LPS, dsRNS, | - [
TLR-ok ssRNS, CpG DNS, RNS- IRAK » NFkB 1 —» fehérje expresszi6 véltozasa
e e
lektinek getlin, profitinszerd ITAM —» PI3K1 —» ltsd.: FeR
molekulak, peptidoglikan,
heparan-szulfat,
CaR CD88 | Csa Ras/Rho és Rac 1 y ;
PLCP 1 emotaxis
C3aR C3a

2. tablazat: A PMN néhany sejtfelszini receptora, illetve azok f6bb jelatviteli palydi mai ismereteink
szerint [28-34]. A roviditések magyarazatat lasd a ,,Roviditések jegyzékében”.

11
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3. abra A ligandum-receptor kotést kovetoen aktivalodo fobb jelatviteli utak (Underhill [33]
nyoman)

1.3.2 A PMN fagocitézisanak menete

Mivel a dolgozatban bemutatott kisérletek értelmezéséhez nem sziikséges
feltétlentil, és mivel igen Osszetett, hatalmas irodalommal rendelkezd téma, a fagocitozis,
valamint a fagolizoszoma kialakulaséat iranyitod jelatviteli utvonalak részletes és mély
ismertetésétol eltekintek. Mindazonaltal a fagocitozis beindulasahoz, illetve a mikrobak

elpusztitasahoz sziikséges alapvetd folyamatokat szeretném vazlatosan targyalni.

1.3.2.a. A baktériumok opszonizacidja

Mint a 2. tablazatban, illetve a 3. abran lathat6, a PMN-ek plazmamembranjaban
az idegent kozvetleniil azonositdo mintazatfelismerd receptorok (PRR-k) mellett igen nagy
szamban szerepelnek olyan receptorok is, amelyek az immunrendszer valamely szolubilis
eleme (mint pl. a komplement rendszer, és/vagy az immunglobulinok) altal megjelolt,
azaz opszonizalt mikrobakat ismerik fel [1, 6, 35]. Az opszonizacid létrejottében két
alapvet6, egymast segité folyamat ismert. Az egyik a komplement rendszer aktivalodasa,
a masik specifikus immunglobulinok kotédése a mikrobak antigénjeihez.

A komplementrendszer a vérben és a testnedvekben inaktiv allapotban jelenlévo,

egymast lancreakciohoz hasonlatosan, kaszkadként aktivald proteaz pro-enzimek,

12
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szabdlyz6 molekuldk, illetve bizonyos aktivalt faktorokat megkotd receptorok
Osszessége. Az Osszetevok tulnyomo része a majban termelddik. A kaszkad aktivacioja
jelen ismereteink szerint a felszini antigént kotott antitesteken alapuld klasszikus modon,
a mannozt kotd lektin (Mannose Binding Lectin, MBL) altal elinditott MBL-uton,
valamint a — szialsav hianyaban a mikrobak felszinéhez kotddé — C3, B és D komplement
fehérjéken keresztiil elinduld alternativ tton lehetséges. Mindharom aktivacids Ut
ugyanarra a kozos ttra fut dssze, melynek lényege, hogy kialakul valamelyik, a C3-at
hasité C3 konvertaz komplex. A C3 konvertazok a C3 hasitasa kovetkeztében kialakulo
aktiv terméken, a C3b-n keresztiil a C5 konvertaz 1étrejottét indukaljak, mely C5
konvertaz végiil a C5 hasitasaval hozza létre az enzimatikusan szintén aktiv C5b-t. Mivel
egy-egy enzimkomplex jellemzden nem csak egy szubsztratot hasit, a folyamat kinetikaja
exponencialis jelleget mutat. A komplement aktivalodasdnak harom {6 kovetkezménye
ismert. ElIs6 a membrant tamad6 komplex (membrane attack complex, MAC) kialakulasa,
mely maga kozvetleniil képes a mikrobak felszini integritisanak megtorésére, igy azok
elpusztitasara. A masik kovetkezmény kemotaktikus hatast (de enzimatikusan inaktiv)
fragmentek, a C3a és C5a keletkezése, melyek alapvetdek — tobb mas sejthez hasonldan
— a PMN-ek kemotaxisaban. A harmadik kovetkezmény pedig mikroba jelolése,
opszonizacidja, ami a mikroba felszinéhez k6t6d6 C3 fragmentumokon (C3b, iC3b, C3d)
keresztiil valosul meg. A mikrobak felszinén rogziilt komplement molekulakat a
megfeleld (C3R, CI1R) receptorain keresztiil igen nagy hatékonysaggal képes kotni a
PMN. A folyamat szelektivitasat tehat a komplementrendszer, azon keresztiil pedig végso
soron vagy immunglobulinok, vagy evolaciosan jol konzervalt mintazatokhoz (manno6z
jelenléte, illetve szialsav hianya) kotddé komplement fehérjék biztositjak [1, 6].

A specifikus immunglobulinok szintén képesek a mikrobak opszonizaciodjara,
amennyiben megfelelé mennyiségben kotddnek a felszini antigénekhez. A kotddést
koveten aztan két folyamat is elindulhat parhuzamosan. Egyrészt — mint fentebb is
olvashat6 — a felszinhez k6t6dott immunglobulinok elindithatjak a komplementrendszer
klasszikus aktivaciés utvonalat. Ez utobbi miikodés leginkabb az IgM osztalyu
antitestekre jellemzd. Masrészt a mikrobak antigénjeihez vald kotdédést kovetden a
megfeleld antitest receptorokkal (Fc-receptorokkal) rendelkez6 sejtek kozvetleniil is
képesek felismerni a jelolt entitdsokat. Ez utobbi folyamat féleg az IgG osztalyu
antitestekre jellemz6 [1, 6].
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1.3.2.b. A PMN fé6bb fagocitotikus receptorai

Maga a fagocitézis a fagocitdlandd 4gens megragaddsaval kezdddd, aktiv
citoszkeletalis atrendezédéssel jarod folyamat. Jellemzo, hogy in vivo a PMN-ek egy-egy
célpontjukat egyszerre tobbféle receptorukkal kotik [33], mely mechanizmus nem csak
az azonositas megfeleld precizitasaban, hanem — kiilonboz6 jelatviteli folyamatok
egylittes aktivalasa miatt — a fagocitdzis gyorsitasaban is alapvetd szerepet jatszik (3.
abra, 2. tablazat, [1, 36]). Fontos megjegyezni azt is, hogy az opszoninok hianya — mar
csak a nagyobb mennyiségii receptor-ligand kolcsonhatas elmaradasa miatt is —
erbteljesen csokkenti a felismerés, és igy a kovetkezményes fagocitozis hatékonysagat

[35] — ez utobbi megfigyelést sajat kisérleteink is alatdmasztottak (4. és 19.A abra).

10 pm

4. abra. Az opszonizicié szerepe a baktériumok fagocitézisiban. A felvételeken endogén zold
fluoreszcens fehérjét (GFP-t) termelé nem opszonizalt (A), illetve opszonizalt (B) Staphylococcus
aureus (zold) fagocitozisa lathato CD11b elleni monoklonalis antitesttel jelolt PMN (piros) altal, 30
perc alatt, 37 °C-on. Transzmisszios fluoreszcens mikroszkoppal késziilt felvételek. Sajat felvétel.

Mindemellett meg kell emlitenem, hogy a kiilonb6z6 opszonin (azaz Fc- és
komplement-) receptorok jelentdsége a PMN esetén eltér [35, 37-39]. Ez utdbbi allitast
tamasztjak ala azon megfigyelések, melyek szerint — a fent emlitett receptorok
intracellularis jelatviteli utvonalaiban talalhatd sok k6zos vonas ellenére — mas €s mas,
egyedi jellegzetességek figyelhetdek meg a kiilonbdz6 opszoninok PMN-re gyakorolt
hatasaban. Roviden, felsorolasszeriien ismertetnék néhany kiragadott példat: az Fc-

receptor kozvetitette fagocitozis estén a PMN-ek jellemzdéen allab segitségével veszik
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korbe célpontjukat, mig a komplement receptorok kozvetitette fagocitdzis esetén a
bekebelezendd mikroba mintegy besiillyed a PMN membranjaba [35]. A komplement ill.
az Fc-receptorok intracellularis jelatviteli utjaiban kiilonbségek is kimutathatoak:
elébbiekben a Rho, utdobbiakban a Cdc42 szerepe tiint fontosabbnak [39]. EX vivo
vizsgalatok eltérést igazoltak a keringésben, illetve az intersticiumban talalhat6 PMN-ek
opszonin-receptor preferancidjaban: intravaszkularisan inkabb az Fc-, az intersticialis
térben pedig a komplement receptorok jelentésége tlinik nagyobbnak [40].

Kiilon kell széIni egy meglehetdsen specialis receptor, a CR3, mas néven Mac-1,
avagy B2 integrin mitkodésérdl is. A CR3 két nem kovalensen kapcsolodd transzmembran
fehérjelancbol, a CD11b-bél és a CD18-bdl felépiilé heterodimer, mely az intracellularis
jelatvitelben alapvetéen fontos, ITAM szekvenciat hordozé segédlanchoz (pl. DAP-12)
kapcsolodik [41]. Mikodését tekintve — a tobbi B-integrinhez hasonléan — alapvetd
szerepet jatszik a PMN-ek és monocitak endotélre valo kitapadasaban (pl. az ICAM-1
kotésén keresztiil), de nagy affinitassal koti az opszonizald komplement elemeit (pl. iC3b)
[41]. Ezen feliil képes a Gram negativ baktériumok LPS-ének, a kollagén, az alvadasi X-
es faktor, a fibrin és a fibrinogén, illetve ciszteinben gazdag és denaturdlt fehérjék
megkdotésére is [42-48]. Sajnalatos modon viszont mind a mai napig nem tisztazott eléggé,
hogy miként képes egy receptor ennyi kiilonb6zd, azonosithatd kozos szekvencidval nem
rendelkez6 ligandum megkdotésére [49, 50]. A CR3 affinitasa ligandjai irant valtozhat,
ebben egyértelmiien igazolodott a PMN-t ér6 hatasok szerepe. Ezek szerint meg kell
kiilonboztetni egy ,,inside-out” szignalizacios haldzatot, melynek keretében a sejtet érd
(kemokin- és citokin receptorokon kozvetitett) hatasok PLCy és PKC aktivalodasan
masik mechanizmus, ,outside-in” jelatviteli Utvonal viszont a mar aktivalodott
(ligandumot kotott) komplement receptorokbdl indul ki, és Ras, PKC illetve PI3K
aktivalodasan keresztiil hat részint a sejtre, részint a konforméciot még nem valtott CR3-
ra [51, 52]. A CR3 egyedi klinikai jelentdségét jol mutatja, hogy a CD18 hianyaban in
vivo erésen csokken a PMN-ek kilépése az érpalyabol, mely korkép ,,leukocyte adhesion
defficiency sydrome 1” (LAD-1) néven ismert [53],. In vitro eredmények szerint CR3

hianyaban igen nagy mértékben csokken a PMN-ek baktérium eliminald kapacitasa [54].

1.3.2.c. A fagolizoszoma jellemzése és a baktériumok elpusztitasa
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A fagocitozis intracelluldris irdnyitdsdban részint tirozin kinaz kaszkadok, részint
kis G fehérjék vesznek részt (2. tablazat, [35, 36, 40, 55, 56]). Normal koriilmények
kozott maga a fagoszoma igen szorosan koveti a fagocitalt részecske méretét, azaz a
szabad fagoszomalis tér igen kicsi [57]. Ennek egyenes kovetkezménye, hogy a valami

moddon ide keriilé molekuldk és vegytiletek lokalis koncentracidja igen magas értékeket

érhet el.
Azurofil (primer) Specifikus (szekunder) Zselatinaz (tercier) Szekretoros
granulumok granulumok granulumok granulumok
MPO Laktoferrin Zselatinaz CR1
Neutrofil elasztaz Katelicidinek Leukolizin CR3
Katepszin G Lizozim Lizozim FPR
Proteindz 3 Kollagenaz NRAMP1 CD14
Azurocidin Leukolizin PGRP CD16
Defenzinek (HNP1-4)  Citokrom b558 Baktenecinek
BPI NGAL

3. tablazat: a neutrofil granulocita granulumjainak jellemzé 6sszetevéi

A fagocitdzist kovetden indul be a fagoszoma érése. Ennek sordn a fagoszoma
Osszeolvad elébb a szekretoros, majd a tercier, a szekunder, végiil a primer
granulumokkal [58], 1étrehozva a fagolizoszémat. A granulumok tartalma igen valtozatos
és Osszetett (3. tablazat) [59, 60], zommel koézvetlen antibakterialis hatasu
peptideket/fehérjéket (katelicidinek, defenzinek, azurocidin, baktericid/permeanilizald
fehérje (BPI)), baktériumok bontdsdhoz sziikséges enzimeket (lizozim, kollagenaz,
zselatindz, elasztdz, mannoziddz), valamint kiillonb6z6 plazmamembran receptorokat (pl.
CR1, 3) tartalmaznak.

Ugyanakkor Osszetételiik alapjan sok egyéb, a direkt antimikrobialis hatasokon
talmutatd folyamatban felmeriilt részvételilk. A teljesség igénye nélkiill bemutatnék
néhany példat ezekre is: a szekretoros vezikula és tercier granulum membranfehérjéi
kozott integrineket, a szekunder és primer granulum fala szelektineket tartalmaz, melyek
szerepet jatszanak a diapedezisben [61]. Az azurocidin (primer granulum) kemotaktikus
¢és immunrendszert aktivald hatasa bizonyitott [62]. A szekretoros vezikula opiatjainak
szignifikans fajdalomcsillapitd hatasat ugyancsak igazoltak [63, 64]. A szekunder és a

primer granulumok nyomelemek (pl. vas) illetve — a baktériumok szamara is fontos —
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vitaminok (Bi2) nagy mennyiségben valé megkotésére alkalmas szallitofehérjéket is
tartalmaznak, melyek a mikrobak osztédasat szignifikansan képesek gatolni [65]. A
granulumok heparin koté fehérjéik (HBP), illetve a vérlemezke aktivalo faktor (PAF)
tartamuknal fogva hatassal vannak az alvadasi folyamatokra is [66, 67].

A fagolizoszoma kialakuldsaval egylitt torténik a fagocita NADPH-oxidaz
citoplazmatikus és citoszolikus alegységeinek 0Osszeépiilése is. E folyamat
szabalyozasaban mai ismereteink szerint alapvetd szerepet jatszanak a Rac kis GTP-az
fehérjék [68-70]. A fagocita NADPH-oxidaz citoplazmatikus NADPH-rol szallit
elektronokat fagolizoszomalis Oz molekulakra, melyek igy szuperoxid gyokké (O27)
alakulnak. Jol jelzi a folyamat intenzitdsat az ilyenkor tapasztalhatd drasztikus O2-
fogyasztas novekedés, a ,respiratory burst” [71]. A keletkezett szuperoxid gyok a
granulumokbol szdrmazdé enzimek (szuperoxid diszmutiz ¢és mieloperoxiddz)

segitségével biztositja a tovabbi reaktiv oxigénszarmazékok képzddését [72-74]. (5.A

abra).
A
H,0, H,0
2H,0+0, OH- ,ZAZ_&
2 HOCI
102
2 R-NH,
F
20
50 2 H,0, H,O 2 R-NHCI
NADPH @
40, 4R H* CI-
NADP*
+ H*
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5. abra: A PMN fagolizoszomaja. ,,A”: a fagolizoszoma reaktiv gyok termelé enzimrendszere. NOX:
NADPH-oxidaz, SOD: szuperoxid diszmutiaz, MPO: mieloperoxidaz, R-HNCI: kléramin, HOCI:
hipokloros sav, Oz: szuperoxid, H202: hidrogén peroxid. ,,B”: a fagolizoszoma téltésvandorlasanak
lehetséges iranyai. Laboratériumunk kézleménye [75] alapjan késziilt abrak.

A reaktiv oxigén gyokok (ROS) jelentdsége a mikrobak kozvetlen eliminalasaban
igen Osszetett, mivel nem csak sajat, kdzvetlen roncsold hatasukkal vesznek részt a
mikrobak elpusztitasaban, hanem szerepet jatszanak az enzimatikus eliminacios
mechanizmusok aktivalédasaban, illetve — attételesen — még a kemotaxis indukcigjaban
is [76]. Mindemellett a ROS-ok jelentsége fiigg az eliminalandé mikrobatol [77, 78] is,
mely kiilonbség mogott (tobbek kozott) megtalalhatdak a mikrobanak a reaktiv gyokoket
bontd enzimrendszerei (pl. a S. aureus esetén a katalaz), vagy a mikroba egyedi
érzékenysége (pl. Gram negativ, illetve pozitiv sejtfal) [79, 80] is.

A reaktiv gyokok targyaldsa esetén tehat meg kell kiilonboztetni azok kdzvetlen,
in vitro mérheté antibakterialis hatasat, a PMN egyéb rendszereire gyakorolt hatasat,
illetve azt az allapotot, mikor szisztémads koriilmények kozott, szervezeti szinten
vizsgaljuk hatasaikat.

A reaktiv gyokok kozott egyértelmiien a HOCl a leghatékonyabb, torzstdl fiiggden
akar mikromolaros koncentracioban [80, 81] is erés baktericid hatassal rendelkezhet, mig
pl. a H202 vagy a O2~ egyértelmiien nagysagrendekkel kisebb direkt toxicitassal bir [82,
83]. A fenti eredményekkel jol 6sszecsengenek azon in vitro eredmények, melyek MPO-
hianyos (tehat HOCI képzésére képtelen) emberek és egerek neutrofil granulocitéi esetén

az egészségeshez képest joval lassabb iitemi baktérium eliminédciordl szamoltak be
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bizonyos baktériumtorzsek esetén [84]. Ugyanakkor a fenti gondolatmenetet érdekesen
arnyalja az a tény, hogy — szemben a ROS termelésre képtelen NOX-hidnyos (CGD)
(HOCI) termelésére képtelen) betegek alig mutatnak klinikai fenotipust [84, 85]. Ennek
magyarazatdban az irodalom mind a mai napig nem egységes, azonban tobb kozlemény
is utal r4, hogy MPO hiany esetén egerekben igen nagy mértékben fokozddik a
kemokinek termelddése a gyulladas helyén, melynek kovetkeztében szignifikdnsan tobb
PMN ¢és makrofag akkumulalédik a gyulladas helyén, azaz elképzelhetd, hogy az ilyenkor
tapasztalhatd mindségi deficitet mennyiségi valasz fokozasaval oldja meg az
immunrendszer.

A NADPH-oxidaz miikodése a ROS képzés mellett igen fontos az intracellularis
tér, valamint a fagolizoszéma lumen iondsszetételének, polaritdsanak és pH-janak
szabalyzasaban is (5.A és B abra). A reaktiv gyokok képzése intracellularisan protonok
megjelenésével, a fagolizoszoémaban pedig protonok felhasznalédasaval és OH™ gyokok
keletkezésével jar, mely folyamatokkal parhuzamosan — részint laboratoriumunk altal is
igazoltan — elébb K*, majd nagy mennyiségii proton aramlik a fagolizoszoéma terébe,
melynek kovetkeztében depolarizalodik a PMN [75, 86, 87]. Tovabbi toltéskompenzald
ionként egyes szerzOk felvetették a Cl lehetséges szerepét is [88]. Jol mutatja a
szuperoxid termelés és a fenti ionaramok kapcsoltsagat, hogy NADPH-oxidaz hianya
avagy inaktivitasa esetén a utobbi ionaramok jelentésen csokkennek [75, 87, 89], noha
maguk az ionok bizonyitottan nem az oxidazon keresztiil mozognak [86]. A két folyamat
(az oxidaz aktivaloddsa valamint az iontranszport) nettd kovetkezménye a fenntartott
elektrontranszport altal biztositott folyamatos szuperoxid képzddés, relative stabil, kozel
neutralis fagolizoszomalis és intracellularis pH [90, 91], illetve a PMN depolarizacidja
mellett [87]. Megjegyzendd, hogy a fagolizoszéma pH-ja a granulocita NADPH-oxidaz
hianyos, azaz elektrontranszportra, illetve szuperoxid képzésére képtelen PMN-ekkel
rendelkez6 betegek esetén egyértelmiien savanyubb [90, 92]. Azaz a NADPH-oxidaz
mikodésének egyik kovetkezménye valoban a toltéskompenzacio lehet. Mivel viszont a
kompenzal6 ionaramok mozgasat nem csak az elektromos toltések (elektromos gradiens),
hanem a koncentracios viszonyok is (kémiai gradiens) nagyban meghatarozzak [93],

jogosan meriil fel az az elképzelés, miszerint az extracellularis tér Osszetétele — a

19



DOI:10.14753/SE.2015.1740

kompenzalé ionaramokra gyakorolt modositd hatdsan keresztiill — szignifikansan
befolyasolhatja a NADPH-oxiddz miikddését (is).

A NADPH-oxidaz miikodésének tovabbi, eddig kevésbé vizsgalt aspektusa a
granulum matrixaban kotott enzimek aktivacioja és/vagy kotésbol valod felszabaditasa
[92, 94]. Az irodalom nem egységes a fenti jelenség targyalasaban, az oxidaz
miikddésének tobb kovetkezményét (K* bedramlasa, pH valtozas, depolarizacid) is
tarsitottak mar a granularis enzimek aktivacidjaval.

Mint lathaté tehat, a fagolizoszémaban egyszerre vannak jelen a NADPH-
oxidazhoz kothetd antibakterialis hatdsok (reaktiv gyokok, megfelelé pH), illetve a
granulumokhoz kothetd fehérjék és peptidek (pl. enzimek és antimikrobialis peptidek). A
ma elfogadott nézet szerint a két antimikrobialis arzenal jelentdsége egy adott mikroba
intracellularis eliminalasaban fligg magatol az eliminalandé mikrobatol is. Mig gombak
esetében egyértelmiinek tiinik a HOCI vezet6 szerepe a karositasban [78, 85, 95], és S.
aureus oOlésében is igazolt az oxidaz fontossaga, addig az E. coli eliminacioja

fiiggetlennek mutatkozott a reaktiv gyokoktol [87, 92].

1.3.3 A PMN extracellularis antimikrobialis hatasai: a ,,Neutrophil Extracellular
Trap” (NET)

2004-ben jelent meg a ,neutrofil extracellular trap”-et, a NET-et leird els6
kozlemény [96]. Az eredeti kdzlemény szerint a neutrofil granulocita IL-8, forbol-észter
(PMA), avagy LPS indukcié hatdsira a NADPH-oxiddz miikodése mellett a
maghartydjanak lebontasat kovetd ordkban leadja DNS-€t, hisztonjait, valamint bizonyos
granularis fehérjéit (f6leg a neutrofil elasztazt, mieloperoxidazt, laktoferrint és katepszin
G-t) az exracellularis tér felé, mely folyamat végiil a sejt pusztuldsdval zarul.
Mindekozben a leadott anyagokbdl az extracellularis térben kialakul egy fibrillaris-
globularis halézat (a NET), mely antibakteridlis hatissal bir. Azaz egy specialis
szervezésli programozott sejthalal — mintegy altruista modon — alapjat képezi egy
extracellularis antibakteridlis mechanizmus kialakuldsdnak. Mara tobbé-kevésbé
ismertek mind a NET-et 1étrehozo sejt jelatviteli folyamatai, mind a NET hatasanak
alapjai.

Az eredetileg ismertetett NET-képzési folyamat alapvetéen a NADPH-oxidaz

Raf-MEK-ERK kinaz-kaszkad utvonalanak folyamatos aktivaciojan alapul, mely az
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oxidaz hianyaban nem is képes aktivalodni [97]. Egy 2010-bdl szarmazé tanulmany
ugyanakkor oxidaz fiiggetlen NET-képzésrol szamolt be [98]. A NET képzési folyamat,
mivel szamos ponton szignifikansan kiilonbozik mind az apoptdzistol, mind a nekrdzistol,
mara a nemzetkdzi irodalom altal elfogadottan is a sejthaldl uj, egyedi formajaként
targyaljak, NET-6zis néven [99]. A kiilonbségek koziil kiemelendd, hogy a NET-6zison
atesett, mag nélkiili PMN-ek még képesnek mutatkoztak kemotaxisra és fagocitozis alapt
baktérium eliminaciora is [100].

A NET-06zis folyomanyaként kialakulo ,,neutrofil extracellular trap” a DNS szalak
alkotta (részben hisztonok altal stabilizalt) haloszeri szovedék és a fent emlitett
antimikrobialis fehérjék komplexe. Antimikrobialis hatasanak alapja a mikrobak
immobilizacidja [101-103], mely DN-az kezeléssel teljességgel felfiiggeszthetd [104-
106]. Es bar a kimutatott antimikrobialis fehérjék lokalis koncentracidja igen magas
értékeket érhet el, ezek hatasat a NET-ben az ujabb eredmények nem tamasztottak ala
[107]. Ugyanakkor érdekes kisérletsorozattal igazoltak, hogy a NET képes lehet a
tamadott baktériumok virulencidjanak csokkentésére [100].

A NET invivo relevanciajanak megitélése nem egységes. Egyrészt tobben is jol
dokumentéltan igazoltdk a NET-re jellemz6é DNS fibrillumok és hisztonok jelenlétét
gyulladasos szovetekben [108], valamint ezek lehetséges miikodését bakterialis fertdzés
alatt [105], ugyanakkor kétségtelen tény, hogy a NET Osszetevoi és a genny Osszetétele
pontrol pontra egyezik.

A NET megismerése kapcsan mindazonaltal kiemelném, hogy alapvetden
formalta &t a PMN-ekrdl alkotott tudomanyos képet. Egyrészt a NET képzését, a ,,NET-
ozist” egy 1, addig nem besorolt programozott sejteliminaciés mechanizmusként lehet
felfogni. Masrészt az addig kizardlag informacidhordozonak tekintett DNS-hez tarsit egy
egészen 1j, és nem kissé meglepd funkciot. Harmadrészt a NET elveiben egy abszolut 0j
antibakterialis mechanizmust is jelent, mely részben a baktériumok haloba ragadasan,
azaz immobilizéciojan alapul. Negyedrészt elveiben jelent Gjdonsagot, hogy egy eddig
obligat fagocitanak gondolt sejttipus az extracelluldris térben is képes a korokozok

eliminalasara.
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1.4 Az extracellularis vezikulak (EV)

1.4.1 Altalanos jellemzés

Az extracellularis, mas néven szubcellularis vezikulakrdl szolo elso
kozlemények még az 1960-es és ’70-as években jelentek meg [109, 110]. Azodta,
kiilonosen az elmult 10 évben exponencidlisan ndovekvd szamu kozlemény foglalkozik
veliikk. Maguk az EV-k 30 nm és 4 um ko6zotti atmérével rendelkezé, foszfolipid kettds
membran altal hatarolt, specifikus fehérje- és lipidosszetétellel jellemezheto képletek.
Erdekes tulajdonsaga az extracellularis vezikulaknak, hogy igen sokszor talalhatoak
benniik kiilonb6z6 formaju RNS-ek, ugy mint mRNS [111], miRNS [112], r- és tRNS
[113], valamint nem kodolo RNS szakaszok [114] is. A dolgozatban a tovabbiakban az
egységes nevezéktan érdekében — adott esetben az eredeti kdzleményekben szerepld
nevezéktantol is eltérve — a kisebb méretti vezikulakat kovetkezetesen exoszomanak, a
nagyobb méretiicket mikrovezikulumnak, MV-knek fogom jeldlni, az apoptotikus testek
megnevezeésén nem valtoztattam.

Mai ismereteink szerint minden eddig vizsgalt sejttipus képesnek mutatkozott
termelésiikre. Osztalyzasuk alapvetéen méretiik és keletkezésiik alapjan torténhet: a
kisebb, 30 nm-t6l mintegy 100 nm-ig terjedé exoszomak jellemzéen multivezikularis
testekben keletkeznek, és ezek felnyilasaval keriilnek az extracellularis térbe [115, 116]
(6. abra). A nagyobb, 1 pum-ig terjedd, a szerzotdl fiiggéen mikrovezikulanak (MV),
ektoszomanak, avagy mikropartikulanak is nevezett képletek kozvetleniil a
plazmamebranbol fiizédnek le ,blebbing”-gel (bimbdzassal) vagy ,,sheddinggel”
(lemorzsoldodassal) [116-119] (6. abra). Egy harmadik osztalyukat jelentik az apoptotikus
testek, ezek mérete jellemzden 1-4 pm koriil van, és — neviikknek megfelelden —
apoptotizald sejtekbdl szarmaznak. Egy adott extracellularis vezikula csoportba sorolasa
a kurrens nemzetk6zi irodalomban torténhet azok mérete, illeteve keletkezése alapjan is,
de ugy tlinik, hogy egyre erbteljesebb a konszenzus, mely szerint a besorolast sokkal
inkabb érdemes a keletkezés (és az elvalasztas) koriilményei alapjan megtenni, semmint
méretlik alapjan, mivel az EV-k 6sszeolvadadsa vagy éppen aprézddasa (azaz méretiik

valtozasa) igazolt folyamatnak tekintheto.
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Nagyon fontos tulajdonsaga az EV-knek, hogy (szemben a sejtes elemekkel)
szervezetlink barmely helyére, barmely testfolyadékba és barmely testvaladékba képesek
eljutni [117, 120, 121], hatasuk igy szervezetiinkben barhol érvényesiilhet [122, 123].
Kijelentheto tehat, hogy az EV-k igen altalanos és gyakori jelenségnek szamitanak.

30-100 nm 100 — 1000 nm l1pm =5 pum 8um — 15 ym
virusok baktériumok vérlemezkék
fehérje komplexek ‘
Exoszémak Mikrovezikulumok (MV) Apoptotikus testek sejtek
N J
Y

Extracellularis vezikulumok (EV)

6. abra. Az extracellularis vezikulak csoportjai. Buzas Edit 6sszefoglaloja nyoman [116] késziilt abra,
nevezéktanaban a jelen dolgozatban alkalmazotthoz igazitva.

Az EV-k biologia jelentdsége kapcsan a legtobb kozlemény a sejtek kozotti
hirkdzlésben betdltott szerepet vizsgalja. Mara igazolddott, hogy ennek soran nem csak
ligandumok [124-126], hanem kész fehérjék (pl. receptorok) [127-129], s6t mRNS,
és/vagy miRNS szallitasat is végzik [128, 130]. E tulajdonsaguk alapjan az EV-k
vizsgalata egyre nagyobb teret nyer a klinikai diagnosztikaban is [121, 131, 132], mivel
olyan sejttipusok miikodésérdl és allapotarol nyerhetiink altaluk informaciot, melyek
egyébbként rutinszeriien nem felkereshetéek. A sejtek kozotti kommunikacidban valo
részvétel mellett rengeteg mas folyamatban is vizsgaljak szerepiiket. A teljesség igénye
nélkiil emliteném meg az alvadasi folyamatok gyorsitasaban [133, 134], a daganatos

sejtek attét képzésében [135], a tracheobronchialis epitélsejtek antiviralis védekezésében

crer
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Az EV-k kutatasanak egyik legkomolyabb kihivasat elvalasztasuk és azonositasuk
jelenti. Az elvalasztési technikak jelenleg két alapvetd irdnyvonalat kdvetnek. Az egyik
megkozelités az EV-k fizikai tulajdonsagain (mint példaul méret, tdmeg, stirtiség) alapul.
A MV-k viszonylag konnyen izolalhatoak ily mdédon, mivel a joval nagyobb sejtektol
méret szerinti szliréssel, a kisebb méretli (igy kisebb tomegil) exoszomaktol pedig
helyesen megvalasztott centrifugaldsi paraméterekkel (15000 — 30000 g) jol
elkiilonithetoek. Az ily modon késziilt preparatumok Osszetétele viszont nagyban fligg a
kiindulasi minta 0sszetételétdl (pl. mas sejtek, avagy indukald agensek jelenléte), ami —
kiilondsen vegyes Osszetételll kiinduldsi minta esetén — az eredmények igen gondos
interpretacidjat teszi sziikségessé. Az exoszomak ugyancsak szeparalhatdak
centrifugaldssal, ezek a szolubilis fehérjékkel, illetve fehérje- és immunkomplexek
illepithetdségével nagysagrendileg azonos, 80 000 — 120 000 g koriili tartomanyban
tilepednek [118], ami egyben azt is jelenti, hogy a minta Gsszetételének kontrollalasa
kiemelten fontos ezen esetekben is. A fenti szennyez6désektdl valo elkiilonitésre ilyenkor
jol alkalmazhat6 a silirliség gradiens segitségével torténd lilepités, mely modszerrel akar
az exoszomak kozott is tobb populaciot lehet elkiiloniteni [139].

Megkozelithetd az EV-k szeparalasa valamely specifikus Osszetevdjiik, mint
példaul membranfehérjéik vagy lipid OsszetevOik jelolése alapjan is. Ilyenkor a
szeparalashoz alkalmazhatunk pl. immunprecipitaciot, melynek soran protein A-val
boritott magneses, vagy éppen nagy tomegii gyongyok segitségével izolalhatjuk a keresett
EV-ket [117, 130]. Jelolhetjiik a kivalasztott Osszetevot fluoreszcensen is, példaul a
membranfehérjéket antitestekkel, magat a lipid kettds membrant nem specifikus
membranfestéssel (mint pl. a PKH csalad reagensei), vagy jelolhetiink jol meghatarozott,
az extracellularis vezikuldkban ismerten dtsuld lipideket, mint pl. a foszfatidil szerint (pl.
Annexin V-tel). A fluoreszcens jeldlésre pozitiv populdciot aztan aramlasi citométerben
miikodé ,,cell sorter”-ral, vagy specialis, kifejezetten az EV-k vizsgalatara kifejlesztett
NanoSight késziilékkel kiilonithetjiik el [140].

A specifikus jelolésen alapul6 elvalasztasi technikdk egyben atvezetnek minket az
EV kimutatasanak kérdéskoréhez is. Az EV-k jelenlétének, keletkezésének igazoldsara
az egyik alapvetd megkozelités azok lathatova tétele. Mivel viszont az EV-k (30 nm és
1000 nm kozotti)) mérettartomanya csak részben esik a lathatdé fénnyel még elérhetd

felbontasba, sokszor specidlis megkdzelitéseket vagyunk kénytelen alkalmazni. A
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nagyobb méretii MV-ok altalaban még éppen jol detektalhatoak aramlasi citométerrel és
megfeleld objektivvel rendelkezd mikroszkdpokkal, kiilonosen ha fluoreszcensen is
jeloljik 6ket [118, 141, 142]. A kisebb méretli exoszomak megjelenitésére pedig
hasznalhatunk specialis konfokalis technikakat, mint pl. a Nanoscale Superresolution
Microscopy-t [143], vagy NanoSight-ot, elektronmikroszkopos vagy akar atomerd
mikroszkopos technikakat, avagy egész mas elven alapul6 eljarasokat, mint pl. dinamikus
fényszorodasi teszteket (Dynamic Light Scattering, DLS) [144-146]. Mivel ezen
technikak ismerete dolgozatom megértéséhez nem sziikséges, részletesen nem kivanom
ismertetni Oket.

A preparalt EV frakciok Osszetételének vizsgalata — féleg miRNS és mRNS
tartalmuk felismerése oOta — szintén igen dinamikusan fejl6dé tudomanyteriilet. A
kiilonb6z6 proteomikai, lipidomikai és RNS profilt feltard technikdk ismertetése szintén
nem lehet célja dolgozatomnak, azt viszont érdemes megjegyezni, hogy a fenti
technikakkal sziiletett eredmények alapvetéek (és mara mar nem is nélkiillozhetéek) az
EV frakcion végzett, azok esetleges bioldgiai funkcioinak vizsgélatara tervezett kisérletek
tervezésében.

Az EV-kel kapcsolatos kutatdsokban azonban sosem szabad megfeledkezni arrol
a tényrdl, hogy rendszerint igen kis méretii vezikulak nem egyszer igen kis mennyiségii
mintdjarol van sz, melyekben a folyamatos valtozast (pl. az EV-k 6sszeolvadésat, avagy
aprozodasat, vagy akar aggregaldodasat) sokszor nehéz kivédeni. Ily moddon ezen
tudomanyteriileten kiilondsen fontos a kiinduldsi koriilmények (teljes vér, sejtkultira,
vagy sejtizolatum) helyes megvalasztasa, a preparatumok gondos el0készitése, illetve a
kapott kisérleti eredmények gondos és Ovatos értékelése. Mivel jellemzden a kisérleti
eszkozok mérési-felbontdsi hatdran mozgunk, fontos ezen hatarok kimérése az adott
eszkoznél, illetve ajanlott a kiilonbdz6 mérési technikak kombinalt alkalmazasa [118,
147]. Igen fontos kontrollt jelent a feltételezett EV-k igazolasaban azok eliminalasa
valamely, a szerkezetiiknek megfeleld modszerrel (pl. detergensekkel) [140], illetve

vezikularis struktirajuk igazolasa elektron mikroszkdopos technikakkal.

1.4.2 APMN EV-i
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A PMN eredetli EV-r6l viszonylag hézagos ismeretekkel rendelkeziink. Az elsd
kozlemények a kemotaktikus fMLP, illetve az autoimmun korképekre jellemz6 anti-
neutrofil citoplazma antitest (ANCA) hatasat kovetden izolalt exoszomaknak az endotél
aktivaciojaban (IL-6, IL-8 szekrécio, ICAM-1 expresszid) betoltott szerepét targyaltak
[148-150]. Igen sok ismeretet koszonhetiink Dr. Schifferli laboratériumanak [151-161].
Munkéssaguk soran alapvetéen a PMN-ek altal kiilonb6zd hatasokra termelt EV-k mas
immunsejtekre (mint pl. monocitédkra) gyakorolt hatdsait, azon beliil pedig jellemzden a
citokin szekrécidban megnyilvanulo valtozasokat vizsgaltak. Eredményeik alapjan — tobb
mas, szintén PMN eredetli EV-k hatasaival foglalkozé kdézleménnyel 0sszecsengden
[162, 163] — a PMN altal termelt EV-k mas sejteken alapvetden aktivitast gatlo hatasa
mediatorok és citokinek termelddését indukaltak.

Mas vizsgalatok a PMN-EV-k alvadasi folyamatokra kifejtett hatdsaval
foglalkoznak. Relevans kozlemények mutattak be a PMN eredetii MV-ok endotél sejtekre
gyakorolt aktival6 hatasat. Ezen vizsgalatok az endotél sejtkultirakon részint az alvadasi
folyamatokat serkentd sejtfelszini valtozasokat, részint fokozott szoveti faktor leadést
igazoltak [148, 149]. Tovabbi kozlemények Meningococcus infekcioban szenvedd
betegek PMN eredetli EV-it vizsgaltak, ezekben szdveti faktort igazoltak, illetve méréseik
szerint az PMN EV-k fokoztdk a thrombin kialakulasat [164]. Ujabb kézlemények a
PMN-EV thrombocitakra kifejtett hatasat vizsgaltak, eredményeik szerint részint PAF
[165], részint [B-integrinjeik (Mac-1 [166]) segitségével fokoztak a thrombocita
aktivaciot.

Mint lathato tehat, a neutrofil granulocita esetében az irodalmi adatok zommel a
Kisebb, manapsag exoszoémalisnak (100 nm koriili) nevezett frakciot vizsgaltak. Kevés
adat szOlt a nagyobb, 1 pm-ig terjedd6 mikrovezikularis (MV) frakciorol, és alig
rendelkeztiink irodalmi adatokkal a keletkezést kivaltd stimulusok jelentOségérol.
Mindemellett — nem csak a PMN-¢ek esetében, hanem altalanossagban is — alig néhany
kozlemény foglalkozik annak lehetdségével, hogy az elvélasztott vezikulum frakciok
parhuzamosan esetleg tobbféle vezikulum populaciét is tartalmazhatnak. Es bar relevans
informaciokkal rendelkeztiink a PMN eredeti EV-k sejtek kozotti kommunikacion
talmutato, kozvetlentil kivaltott hatasairol (pl. szoveti faktor és felszin biztositasa a
véralvadasi kaszkadok elinditasahoz [164]), korabban senki nem vizsgalta ezen vezikulak

esetleges szerepét a PMN-ek legalapvetobb funkcidjaban, a baktériumolésben.
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A fenti gondolatmenetnek, illetve adatoknak megfelelden tlztik ki kutatasi

céljainkat.
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2. Ceélkituzések

Célunk volt a neutrofil granulocitak kiilonbdzd biologiai/bakteridlis, illetve
farmakolodgiai hatdsokra termelddott extracellularis vezikulumainak mennyiségi

¢s mindségi jellemzése.

Vizsgalni kivantuk a neutrofil granulocitdk extracellularis vezikulumainak a

baktériumokra kifejtett hatasat in vitro és ex vivo koriilmények kozott.

Vizsgalni kivantuk az extracellularis ionkdrnyezet/iondsszetétel valtozasanak

hatasat a PMN intracellularis, illetve MV-on alapul6 antibakterialis kapacitasara.
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3. Modszerek

3.1 A neutrofil granulocitak izolalasa

Onkéntes, egészséges donoroktol szarmazo friss, citrattal alvadasgatolt
vérmintakat 30 percen at iilepitettiik dextrdnnal, ami altal a vorosvérsejtek nagy része
elkiilonilt a fehérvérsejtektol. Ezt kovetden a kiilonb6zo fehérvérsejteket stirtiségiik
alapjan, Ficole-Paque gradiens segitségével kiilonitettiik el egymastol. A megmaradt
vorosvértest-szennyezést 30 masodperces hipozmotikus lizissel tavolitottuk el
mintainkbol. A kinyert preparatum sejtszamat Biirker kamra segitségével, Tiirk-festéssel
meértiik, sejtosszetételét Giemsa-festéssel hataroztuk meg. Ez utdbbi szerint az izolalt
sejtek atlagosan 97%-ban neutrofil granulocitanak bizonyultak, szennyezésként a
leggyakoribb sejttipus vorosvértest (2%,) valamint eozinofil granulocita (0,3-0,7%) volt,
monocitat ugyanakkor elvétve sem talaltunk a sejtek kozott [87, 142]. A kinyert sejtek
¢letképességét rutinszeriien mikroszkop segitségével, Erithrosyn B membran integritast
igazolo festéssel ellendriztiik, mely moddszert meghatarozott idénként Annexin V és
propidium 1odid festéssel, aramlasi citométer hasznalataval validaltuk. Ez utobbi
modszereket a gyartok protokoljainak megfelelden végeztik. A szeparaciot
szobahémérsékleten, pirogénmentes oldatokkal végeztiik. A preparalt sejtek — hacsak a
kisérleti kortilmények nem kivantdk masképp — preparalasukat kovetden legfeljebb 2 6ran
beliil felhasznalasra kertiltek. A sejtek €letképessége ekkor — az altalunk hasznalt

modszerekkel vizsgalva — szignifikansan nem csokkent.

3.2 Mikrovezikulak (MV) termeltetése és preparalasa PMN-ekbél

Vizsgaltuk a PMN-ek spontan, illetve kiilonboz6 aktivatorok hatdsara
tapasztalhato MV termelését. Ehhez 9 x 10%/ml sejtet inkubaltunk Hank’s Balanced Salt-
sodium-ban (HBSS-ben) a kisérletben jelzett agenssel (4. tablazat) 500 ul végtérfogatban
a jelzett ideig, enyhe razas mellett (80 ciklus/perc), 37 °C-n. Az inkubaciot kdvetden a
mintakat a sejtes elemekt6l 5 perces, 4 °C-0s, 500 g-s centrifugalassal, illetve az ezt
kovetd 5 pum-es szliréssel (Millipore Millex SV 5 pm) tisztitottuk meg. A mintdk
sejtmentességét aramlasi citométerrel, méret szerinti elkiilonitéssel vizsgaltuk. A MV-

okat a mintabol egy tjabb, 15700 g-s, 10 perces centrifugalassal iilepitettiik. Ezt az
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iledéket az eredeti térfogatban, friss médiumban felvéve vizsgaltuk tovabb. A preparalasi

szekvencia a 7. abran lathato.

feltiliszé feliilaszé
PMN szlirése 5 uM-en =) 18700 9 (exosz6mak)
+ StMUIUS s 200 0 perc
5 perc
20 perc, 37 °C, MV-ok
enyhe razds sejtek

7. abra. A mikrovezikuldk (MV) elvalasztasanak altalunk alkalmazott szekvencidja.

agens neve . alkalmazot’t .. |behatas ideje| hémérséklet
végkoncentracioé

spontan termelés olddszer 20 perc 37 °C
forbol észter (PMA)[167] 100 nM 20 perc 37 °C
Staphylococcus aureus (ATCC: 29213)

Eserichia coli (ATCC: ML-35)

Proteus mirabilis (ATCC: 8259) 9 x 107/ml 20 perc 37 °C
- opszonizalassal vagy a nélkil) [87]

zimozan [55] 100 ng/ml 20 perc 37 °C
fMLF [168] 1 uM 20 perc 37 °C
TNFa [168] 20 ng/ml 120 perc 37 °C
LPS [169] 100 ng/ml 120 perc 37 °C
CXCL-12 [170] 100 ng/ml 5 perc 37 °C

4. tablazat. Kisérleteink soran a MYV termelés Kkivaltisahoz hasznalt dgensek alkalmazasanak
koriilményei.

3.3 Mikrovezikulak preparalasa human plazmabol

Ex vivo vizsgalatokhoz MV-okat részint egészséges donorok, részint klinikailag
igazolt és relevans Staphylococcus aureus infekcidban szenvedd, szeptikus betegek
vérplazmajabol izolaltunk. Szeptikus betegek esetében a mintavétel —a betegek tajékozott
beleegyezést kovetden, Egyetemiink Etikai Bizottsaganak engedélyével 6sszhangban —
Egyetemiink Aneszteziologiai és Intenziv Terapids Klinik4jan tortént. A vérmintdk
alvadasat citrattal gatoltuk, a mintakat 4 °C-on szallitottuk laborunkba. Az ex Vvivo
vizsgélatokhoz hasznalt egészséges vérmintakat hasonld koriilmények kozott, hasonlo
szallitdsi proceduranak vetettiik ala, mint a szeptikus vérmintdkat. A plazma MV

frakciojanak izolalasa a plazma 500 g-vel torténé iilepitését kdvetden megegyezett a
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PMN-b6l in vitro koriilmények kozti izolalas 500 g centrifugalasi 1épését kovetd

szekvenciajaval.

3.4 A mikrovezikulak mennyiségének becslése — a fehérjemennyiség analizise

A MV-ok mennyiségének meghatarozasara kétféle modszert alkalmaztunk. Egyik
modszeriink 1ényege a vizsgalt MV frakci6 fehérjetartalmanak meghatarozasan alapul,
ehhez ismert mennyiségli albumin kalibracio alkalmazasa mellett Bradford modszert
alkalmaztunk. Irodalmi adatok alapjan feltételezve, hogy az esetleges szolubilis fehérjék
az altalunk hasznalt szepardldsi metdodussal nem iilepithetdek, illetve aramlési
citométerrel igazolva a prepardtumok sejtmentességét, a mintakban mért, Gjjonnan
megjelent fehérje mennyiséget MV eredetiinek tartottuk. Bakterialis hatasra termelt MV
(bacterial MV, bMV) esetén a felhasznalt baktériummal megegyezd mennyiségli és
vetettlink ald, mint a MV-okat, majd mértiik ezen (csak baktériumokat tartalmazd) minta
fehérje mennyiségét is. Ez utobbi értéket kivontuk a bakteridlis hatisra termelt MV
(bMV) minta mért fehérje mennyiségébdl, igy kozelitve a valoban PMN eredetli fehérje

mennyiséghez.

3.5 A mikrovezikulak mennyiségének becslése — aramlasi citométer alkalmazasa

A MV mérettartomdnyaba esd, vezikularis természetli, PMN eredetli események
mennyiségét aramlasi citométer segitségével is vizsgaltuk. A detektalt események
vezikularis természetét detergens (10% ,,Triton X 100 5 perc, szobahdn, enyhe razas)
hozzaadéasaval igazoltuk. A mérettartomanyt (1 pm alatti események) részint endogén
z0ld fluorecens fehérjét (GFP-t) expresszald Staphylococcus aureus segitségével, részint
gyari méret-standardokkal igazoltuk. Az események (MV-0k) PMN-bdl valo szarmazasat
a PMN komplement 3-as receptoranak (CR3) egyik lanca, a CD11b elleni, monoklonalis,
primeren fluoroforral konjugalt antitest segitségével vizsgaltuk. (Az antitestekkel
kapcsolatos koriilmények ¢és kontrollok a fluoreszcens jelolési moddszereket leird
alfejezetben talalhatoak). A kétféle modszer eredményeit egymassal szemben vizsgalva

szignifikans korrelaciot tapasztaltunk (8. abra).

31



DOI:10.14753/SE.2015.1740

3500 -

3000 - R = 0,8589 *
p = 0,007

—~ 2500
2000 -

1500 -

(esemény /

1000 ~

500

CD11b pozitiv, MV méretii események

0 T T T 1
0 0,01 0,02 0,03 0,04

MV frakcio fehérje koncentracié (mg/ml)

8. abra. Korrelacio a Bradford modszerrel, illetve az aramlasi citométerrel becsiilt MV mennyiség
kozott. Az egyes pontok Kkiilon-kiilon kisérletek soran, az aznap rendelkezésre allé sMV, pMV vagy
bMV izolatumok kéziil véletlenszeriien Kkivalasztott mintdk parhuzamosan mért eredményeit
tartalmazza.

3.6 Baktériumok preparalasa és opszonizalasa

Kisérleteinkhez hasznalt meticillin szenzitiv S. aureus térzs (ATCC: 29213) a
Semmelweis Egyetem Mikrobiologiai Intézetének ajandéka, az endogén GFP-t
expresszalo S. aureus torzs (USA 300) William Nauseef (Department of Internal
Medicine, University of lowa, College of Medicine, Towa, USA) ajandéka laborunk
szamara. A baktérium torzseket (az USA 300 esetében chloramphenicol jelenlétében
Bertani (LB) élesztOkivonatban taroltuk -80°C-n, 1 ml-es adagokban. Napi méréseinkhez
mindig 1 porci6 tartalmat hasznaltuk, ezt 20 ml LB-ben, 3 6rén at, erds keverés mellett
37°C-n inkubaltuk, majd jéghideg PBS-sel mostuk. Az utolsé mosast kovetéen a
baktériumokat HBSS (137 mM NacCl, 5.4 mM KCI, 0.25 mM Na;HPQO,, 5,5 mM

glikoz, 0.44 mM KH2PO., 1.3 mM CaCl;, 1.0 mM MgSO., 4.2 mM NaHCOs)

crer

Osszefliggést laboratoriumunk munkatarsai kordbban kioltas alapt csiraszamlélési

modszerrel is ellendrizték.
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A baktériumok opszonizaciojat legalabb 3 egészséges donorbol szarmazé kevert
vérszérummal végeztilk, ehhez a baktériumokat 20 percen 4t inkubaltuk 10 v/v %
vérszérummal 37 °C-n razas mellett, majd PBS-sel mostuk és HBSS-ben vettiik fel a

mintakat.

3.7 Baktérium tulélés vizsgalata

A baktérium tulélés vizsgalatahoz a laboratériumunkban kordbbi témavezetom,
Dr. Rada Balazs, illetve altalam kifejlesztett félautomata baktérium eliminacids tesztet
hasznaltuk [87]. Ennek lényege, hogy a baktériumokat (jellemzden 9 x 10’ CFU / ml-es
végkoncentracidban — az ettdl valo eltérést kiilon jelzem) 9 x 10° / ml koncentracioji
PMN-nel, avagy ugyanennyi PMN-bol szeparalt MV-mal, néhany (kiilon jelzett)
kisérletben pedig ettdl eltérd mennyiségi MV-mal inkubaltuk minimum 0,6 ml
Ossztérfogatban, 37 °C-n, enyhe razas mellett, 30 percen at. A tamadand6 baktériumok
opszonizaltsagat, avagy annak hidnyat az adott kisérlet tdrgyalasanal jelzem. A kisérlet
kezdetén, majd minden 10. percben mintat vettiink, ezt — a tovabbi reakcio leéllitasa
érdekében — 10 x térfogata jéghideg, 1 mg / ml saponin tartalmi HBSS médiumba
helyeztiik. A 30. perces (utols6) mintavételt kovetden a PMN tartalmt mintdkat (a PMN
teljes baktérium 0lési kapacitasanak vizsgalata véget) fagyasztassal (20 perc -80°C-n)
feltartuk. A PMN baktérium 6lésével valo dsszehasonlithatosag végett minden mas (MV,
kalibracidé) mintat ugyanilyen kezelésnek vetettiik ald. Ezt kovetden egy 10 x higitasi
lépést kozbeiktatva minden mintat 10 x nagyobb térfogati LB médiumba (10g/I tryptone,
5¢g/l élesztd kivonat, 80 mM NaCl, 1 mM NaOH, desztillalt vizzel higitva, pH=7,4)
helyeztiink. A fent alkalmazott protokoll a baktériumok életképességét méréseink szerint
szignifikansan nem befolyéasolta. Mintainkat végiil 96 lyuku lemezen, ELISA
fotométerben 37 °C-n razas mellett inkubaltuk, mikozben kovettiik a mintak optikai
denzitdsanak valtozadsat 620 nm-es hulldmhosszon, jellemzden 8-10 o6ran at. A
baktériumok mennyiségére az optikai denzitas valtozasa alapjan, a kalibral6 (kizarolag
baktériumot tartalmazo) mintdk segitségével kovetkeztettink [87]. A konnyebb
kovethetdség érdekében minden kisérletben a kiindulasi (0. perces) mintdhoz képest, %-
os aranyban dabrazoltuk az adott mintavételi idépontban tapasztalhaté baktérium

mennyiséget.
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Bels6é kontroll gyanant az adott minta hével kezelt (100 °C, 10 perc), igy
antibakterialis hatassal nem rendelkezd valtozatat, illetve (Gjabb kontroll gyanant)
1donként az adott mintaval megegyezd tomegl albumint tartalmaz6 mintat hasznaltunk.
Ezen kontrollokban a baktériumok szdma az inkubacidé végén rendre meghaladta a
kiinduldsi baktérium mennyiséget, viszont e két kontroll kozott szignifikans eltérés
méréseink szerint nem volt. Az antibakterialis hatas tovabbi (pozitiv) kontrolljaként intakt
PMN-¢k baktérium eliminaléd képességét is vizsgaltuk ugyanazon a lemezen. A MV-ok
antibakterialis hatasanak méréséhez, illetve modositasahoz hasznalt agensek, valamint

alkalmazasuk koriilményeit az 5. tablazat tartalmazza.

agens neve alkalmazott végkoncentracio behatas ideje hémérséklet
Staphylococcus aureus,
Escherichia coli,
Proteus mirabilis 9 x 107/ml 30 perc 37 °C
(opszonizalva vagy
opszonizalas nélkil)
Wortmannin (Sigma .y o
Aldrich) 300 nM 5 perc elSinkubacié (37 °C
Cytochalasin B (CB) "y o
(Sigma Aldrich) 10 uM 5 perc elSinkubaciéo |37 °C
Latrunculin A (Latr.A) C s o
(Sigma Aldrich) 10 uM 5 perc elSinkubacié 37 °C
Jasplakinolide (jaspl.) . o
(Sigma Aldrich) 1 uM 5 perc eléinkubacié |37 °C
EDTA 1 mM 5 perc elSinkubacio |37 °C
anti CD18, 6.7 kl6n, a
CD18 funkcidjat nem 1 pg/mi 30 perc eléinkubacié [37 °C
gatlolja (Dako)
anti CD18, TS/1 klon,
CD18 funkcidjat gatolja |5 ug/ml 30 perc eléinkubacié [37 °C
(BioLegend)
Saponin 1 mg/ml 5 perc szobahd
Triton X 100 a MV-ok .
feloldasahoz 10% (witv) 5 perc szobah§

5. tablazat. A MV-ok, illetve PMN-ek antibakterialis hatasanak vizsgalatahoz alkalmazott Agensek,
valamint alkalmazasuk koriilményei. Az alkalmazott agensek a gyarté alkalmazasi eléiratainak
megfelelden tortént.

3.8 A MV-o0k, valamint a PMN-ek fixalasa és fluoreszcens jelolése fluoreszcens
konfokalis és vided mikroszkopiahoz

A vizsgalatokban a MV prepardtumokat nem opszonizalt S. aureus
baktériumokkal (ezek jellemzden, de nem mindig endogén GFP-t expresszaldo USA 300

S. aureus torzsbe tartoztak) inkubaltuk, majd az inkubaciét kovetden a mintakat —az MV
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preparalas utolsd centrifugalasdval megegyezd paraméterekkel — iilepitettik. A
kisérleteinkben kontrollként alkalmazott, nyugvé PMN-ket 500 g-vel iilepitettik. A
mintakat kis térfogatban felvéve el6zetesen 96%-0s alkohollal zsirmentesitett
feddlemezre rétegeztiik szobahdn, majd tilepedést kovetden 3x PBS-sel mostuk dket. A
MV-ok, illetve a PMN-ek fluoreszcens jelolése jellemzéen a fedélemezen zajlott.
Amennyiben intravezikuldris/intracelluldris jelolést kivantunk alkalmazni, a mintat
0,5%-o0s ,,Triton X 100 5 perces alkalmazéasaval permeabilizaltuk.

A MV-ok PMN eredetének igazolasara jellemzoen a CR3 valamely lanca (CD11b,
illetve CD18) elleni monoklonalis, primeren fluoroforral konjugalt ellenanyagot (Dako,
Németorszag, a jelolés koriilményei: végkoncentracio: 1 pug/ml, 30 percen at, 37°C-on)
[142]), vagy pedig az aspecifikus membranlipid jel6l6 PKH-2 (Sigma, USA) festést
hasznaltunk (a gyartd el6irasainak megfeleléen). A myeloperoxidaz kimutatasa,
elhelyezkedésének vizsgalata szintén anti-human monoklondlis antitestek (Abcam,
Egyesiilt Kiralysag; 4 pg/ml, 30 perc, 37°C), illetve ezen antitestek elleni, fluoroforral
konjugalt masodlagos antitestek segitségével (Invitrogen, USA; 4 pug/ml, 30 perc, 37°C)
tortént. Az aktint fluoroforral jelolt falloidin segitségével (Invitrogen, USA; 0.1 wt/vol
%, 30 perc, 37°C), a foszfatidil-szerint pedig fluoreszcensen jelzett Annexin V-tel
(Beckton Dickinson, USA; alkalmazas a gyarto eldirasa szerint) mutattuk ki.

Kontrollként a bMV esetében a fenti kisérleteket oly modon is elvégeztiik, hogy
aktivaciojuk el6tt jeloltiik a PMN-eket primeren fluoreszcens antitestekkel, majd ezt
kovetben tortént a MV-ok termeltetése és izolalasa. Az izolalt MV-kat pedig nem
opszonizalt baktériumokkal inkubaltuk, végiil kovetkezett az iilepités €s fedélemezre valo
helyezés. Mivel ez utobbi modszer sokkal nagyobb mennyiségli antitestet igényelt, illetve
az antitestek sorsa (pl. antitest ligandumaval egyiitt torténd internalizacidja, a fluorofor
kiégése, stb.), valamint az antitestek PMN-re gyakorolt hatdsa igen nehezen volt
kontrollalhato, igy csak a legfontosabb koriilmények kontrolljaként végeztiik el Oket.
Ezen utobbi modszerrel sziiletett eredményeik szerencsére jol korreldltak a reakcio
lezajlasa utan tortént jelolések eredményeivel.

Az autofluoreszcencia kizardsdhoz (a fluoreszcens jeldlés negativ kontrolljaként)
nem jel6lt mintat, az antitestek negativ kontrolljaként azonos izotipust, de nem specifikus
antitestek keverékét hasznaltunk. Pozitiv kontroll gyanant PMN-eket jeldltiink az adott

jelolési metodikéaval (intracelluldris fehérjék esetén a fent leirt permeabilizalasi metodus

35



DOI:10.14753/SE.2015.1740

mellett). A vizsgalt mintak vezikuldris természetét — az dramlasi citometrids mérésekhez
hasonléan — detergens alkalmazasaval igazoltuk.

A konfokalis, illetve a konfokalis videdémikroszkdpids méréseket Zeiss LSM 510,
illetve 710 konfokalis mikroszkoppal végeztiik. Kiilonb6zd jeldld anyagok egyiittes
alkalmazasa esetén a detektalasi koriilmények helyes megvalasztasat egyszeresen jelzett
mintdk minden detektalasi csatornaban torténd gerjesztésével igazoltuk. Mivel
végeztiink, a gerjesztési €s detektalasi koriilményeket gy valasztottuk meg, hogy a
fluoroforok kiégése (quenching-je) a minta vizsgalata alatt az eredeti detektalt intenzitas
legfeljebb 50 %-aig csokkenjen.

A videdmikroszkopos felvételekhez a feddlemezeket a MV-ok felhelyezése el6tt
BSA-val fedtiik, magat a felvételt oldatban (HBSS) tartott MV-on, 37 °C-on, fiitott
objektiv és targyasztal mellett készitettikk. A fixalt mintdk esetében minden egyes
fed6lemezen 9 kiilonbozo teriilet keriilt vizsgalat ala, minden teriileten beliil 3-3 régiorol
készitettiink felvételt. A felvételeket ,,ImageJ 1.41” program segitségével analizaltuk.

A fluoreszcens mikroszkopos vizsgélatok statisztikai analizisét a kovetkezd
modon végeztiik: a felvételeket 3 kiértékeld egymastol fliggetlentil analizalta, majd a
kapott eredményeket atlagoltuk. Az analizal6 személyek nem rendelkeztek informacidval
arrol, hogy a vizsgalt képek mely kisérlet eredményeként sziilettek. Aggregalddott MV-
nak tekintettiik azon MV-kat, ahol az aggregatum atméréje meghaladta a 1,5 um-t, illetve
aggregalt baktériumnak tekintettilk azon eseményeket, mely legalabb egy MV-mal

kapcsolatot 1étesitett.

3.9 A szuperoxid termelés mérése

A neutrofilek extracellularis szuperoxidtermelését a szuperoxid-diszmutazzal
(12,5pg/ml) gatolhatd ferricitokrom-c redukcié alapjan mértiik tobbutas fotométerben,
550 nm hulldmhosszon, 108/ml koncentracioban, 100 pM citokrém-c jelenlétében, 37 °C-
on, HBSS médiumban. A hattérértékek levondsa utdn a kapott extinkcioértékeket a
citokrém-C abszorpcios koefficiense segitségével (21 mM~cm™) szamoltuk 4t szuperoxid

anyagmennyiségre.

3.10 Western blot
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Western blot analizishez 10’ PMN aktivacijat kdvetden szeparaltunk MV-okKat.
A MV-okat Laemli puffer segitségével lizaltuk, 15 perces 96 °C-os hokezelést kovetden
10 (wt/vol) %-0s SDS-poliakrilamid gélen futtattuk, végiil nitrocellukloz membranra
blottoltuk. A nitrocelluléz membrant 1 6ran at kezeltiik 5 % albumint és 0,1 (wt/vol) %
Tween 20-at tartalmaz6 PBS oldatban. Az immunreaktivitast laktoferrin esetén 1:1000-
es higitasu poliklonalis antitesttel, aktin esetén 1:10 000-es, mieloperoxidaz esetén 1:500-
as higitasi monoklonalis antitesttel, majd tormaperoxidazzal konjugalt, 1:5000-es
higitasu masodlagos antitesttel vizsgaltuk. Az antitestek kontrolljaként teljes PMN
lizatumot, illetve izotipus elsddleges antitesteket alkalmaztunk. Az antitesteket 5%
ovalbumint tartalmaz6 PBS-ben hasznaltuk. Az immunreaktivitdas mértékét

denzitometridval vizsgaltuk, ,,ImageJ]” program segitségével.

3.11 Statisztikai médszerek

A bemutatott kisérleteket legalabb négy kiilonb6z6é donorbdl szarmazod mintan
veégeztiik el. A tobb mérés atlagat bemutatd abrakon a atlag szorasat (SEM) tiintettiik fel
(az elemszam az 4braaldirasban szerepel). Reprezentativ eredmény bemutatas esetén az
altalunk legjellemzObbnek vélt eredményt szerepeltettilk. A kapott eredményeket
LHotatistica 117 programmal értékeltiik. Mivel azt az F préba minden bemutatott értéknél
engedte, az eredményeket paros vagy kétmintds t-probaval hasonlitottuk 0Ossze.
Amennyiben tobbféle koriilményt hasonlitottunk Ossze egy kisérletsorozaton beliil,
egyszempontos variancianalizist végeztiink. A kiilonbségeket akkor fogadtuk el

szignifikansnak, ha a ,,p” értéke kisebb volt, mint 0,05.

3.12 Dinamikus fényszorasi teszt

A dinamikus fényszoréasi teszteket szobahOmeérsékleten, ALV goniométer és
MellesGriot diddalézer (hullamhossz: 457,5 nm) segitségével késziiltek. Az események

atmérojét szférikus kozelitéssel szamoltuk [118].

3.13 Elektronmikroszkopia

A MV-kat az elektronmikroszkopos vizsgalatainkhoz 15700 g-s iilepitést

kovetden 4% paraformaldehid 60 perces alkalmazasaval fixaltuk. A mintak utofixalasa
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1%-0s OsOg4 oldattal tortént, szobahdn, 30 perces inkubacids idovel. A mintak dehidralasa
etanollal tortént, a beagyazas 1% uranil-acetat és 50% etanol 30 perces kezelését
kovetéen Taab 812 segitségével tortént. 12 oras, 60 °C-on végzett polimerizaciot
kovetéen tortént a blokkok metszése, a mintak vizsgalata Hitachi 7100-as
elektronmikroszkop, illetve Veleta, a 2k _ 2k MegaPixel side-mounted TEM CCD
kamera (Olympus) segitségével tortént. A kapott felvételeket ,,Adobe Photoshop CS3”,

valamint ,,Image J” szoftverek segitségével analizaltuk.

3.14 A tarszserzok kozotti munkamegosztas

Az értekezésben az ,,Eredmények” fejezetben bemutatott kisérletek a szerzd sajat
munkéja soran sziilettek. Az elektronmikroszképos, valamint dinamikus fényszorasi
kisérletek természetesen az adott modszert igen jol ismerd tarsszerzok hathatds iranyitasa
és feliigyelete mellett késziiltek. A tarszerzok kizarolagos munkaja révén sziiletett (pl.

proteomikai) eredményeket kiilon jelzem dolgozatomban.
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4. Eredmények

Az irodalmi hattér ismertetése, illetve a célkitlizésben ismertetett
gondolatmenetnek megfelelden eldszor a keletkezett MV-ok mennyiségi és mindségi
analizisét mutatom be, majd ezt kovetden 1épek tovabb a MV-ok lehetséges funkcioinak

vizsgalatat szolgalo kisérletekre.

4.1 A keletkezett MV-ok alapveté jellemzése

Els6 feladatként tehat vizsgalni kivantuk, hogy mely koriilmények kdzott, milyen
hatasokra, milyen kinetikaval termelnek a PMN-ek MV-okat. Ennek vizsgalatahoz
viszont elengedhetetlen az is, hogy igazoljuk a kisérleteinkben detektalt események
valoban MV-0k, azaz vezikularis természetli, foszfolipid kettés membrannal hatarolt
struktarak. A két gondolati kor (a vezikuldris természet, illetve a termelddés
koriilményeinek vizsgalata) szorosan Osszefiigg, hiszen vizsgalni is csak olyat lehet, ami
mar megtermelddott. Ezért kisérleteim bemutatisat a vezikularis természet igazolasat
koriiljaro kisérletek megbeszélésével kezdem, és kérem az olvasé szives tlirelmét, mikor
mintegy megeldlegezem, hogy a PMN — kiilonb6z0 aktivald dgensek hatisara — valoban
nagy mennyiségben képes MV-k termelésére. A fejezet tovabbi részében — reményeim

szerint — kielégit6 valasszal tudok majd szolgalni a MV-k keletkezésérol is.

4.1.1 A MV-ok mérete

Kisérleteink tervezésének egyik legmeghatarozobb koriilménye nyilvanvaldan a
detektalando események mérete, hiszen — méretiiknél fogva — egész mas technikakkal
vizsgalhatéak a MV-k, mint pl. az exoszomak. Igy hét eldszor az altalunk elvélasztott
frakcioban taldlhatd események méretének meghatarozasat biztositd kisérleteket
mutatnam be.

Az MV frakcidkban talalhaté vezikularis események méretének meghatarozasara
tobbféle technikat is igénybe vettiink. Nagyobb mennyiségli, vezikularis természeti
minta méret szerinti vizsgalatanak egyik legprecizebb moédja a dinamikus fényszorodasi
tesztek (DLS, Dynamic Light Scattering,) alkalmazasa. A DLS kisérletek Veres Daniel

(Semmelweis Egyetem, Biofizikai és Sugarbioldgiai Intézet) segitségével késziiltek. Ezen
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kisérletek eredménye — nagy meglepetésiinkre fiiggetlentil a termelést kivaltd tényezotol
— alapvetden két méretbeli populaciot irt le MV frakcidinkban: a kisebb koriilbeliil 100
nm-es atmérével, a nagyobb atlagosan 500 nm-es atmérdvel rendelkezett (9.A abra). A
parhuzamosan, Kittel Agnes (MTA, KOKI) segitségével elvégzett elektronmikroszkopos
mérések szintén hasonld eredményre jutottak (9.B abra), igy igazoltnak vettiik, hogy
detektalt eseményeink zome a 0,2 — 1 pm kozotti tartomanyba esik, zomiik pedig eléri,

illetve meg is haladja a 0,5 pm-es atmérat.

10 100 1000 10000

atmérd (nm)

9. abra. A MV-ok mérete. Az ,,A” dbra reprezentativ felvételt mutat MV-k dinamikus fényszoras
alapjan mért méret szerinti megoszlasarol. Az ,,x” tengelyen a méret, az ,,y” tengelyen az adott
méretii MV-ok relativ mennyisége talalhato. A ,,B” abra MV-k reprezentativ elektron-mikroszképos
felvétele lathato. Kittel Agnes segitségéve késziilt felvétel.

Mindemellett érdemes megfigyelni a reprezentativ elektronmikroszkdpos
felvételen a jol kivehetd vezikuldrs strukturakat, illetve a vezikuldk belsejében fellelhetd
elektrodenz bennéket. Ez utdbbi — irodalmi adatok alapjan — alapvetéen fehérjék vagy
szénhidratok jelenlétére utal. Fontosnak tartom annak megjegyzését is, hogy az altalunk
detektalt vezikulak fél nagysagrenddel nagyobbak, mint a PMN-ek granulumai (1.B

abra).

4.1.2 A MV-ok vezikularis természetének igazolasa

Mint lathat6 tehat, a nagyobb méretii MV-aink mérete mar beliil esik a lathato
fényen alapuld kisérletes technikék elméleti feloldoképességén. Igy a MV-ok tovabbi
vizsgalatdhoz — a joval szélesebb korti vizsgalati-kisérletes lehetdségek miatt —
fluoreszcens mikroszkopos és dramlési citometrids technikdkat is igénybe vettiink (a

Modszerek fejezetben leirt kontrollok mellett).
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10. abra. MV-k jelolése PKH festékkel. Az ,,A” panel mutatja a PKH fluoreszcenciajat, a ,,B” panel
pedig a faziskontraszt felvételt. A ,,C” panel mutatja a két felvétel egyesitett képét. Az abra ,,D”
részén egy reprezentativ, aramlasi citométerrel végzett mérés eredménye lathaté. A MV-ok
autofluorecenciajaval szemben a PKH-val jelolt minta egyértelmii pozitivitast mutat.

Detektalt eseményeink foszfolipid bilayer hatarol6 membranjanak igazolasara
tobbféle modszert is alkalmaztunk. Elsé megkozelités gyanant fluoreszcensen jelzett,
lipid kettosrétegbe interkalalodo jelolést, a PKH-2-t [171] hasznaltuk. Mint a 10.A és
10.C abran lathato, a festék egyértelmiien jeldlte mintdinkat konfokalis mikroszkopos
méréseinkben. Ehhez hasonlé eredményt tapasztaltam aramlasi citométer segitségével
végzett méréseimben is (10.D abra). Erdemes megfigyelni a mikroszképos felvételek
esetén a fluoreszcens jelek, illetve a faziskontraszt technikaval kimutatott események

egyiittallasat, kolokalizaciojat is (10.C abra).
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11. abra. A MV-ok jelolése Annexin V-tel. Reprezentativ Aramlasi citometrias kisérlet.

A fenti lipid kettOsréteg kimutatas mellett specifikus, membranra jellemzd lipid
kimutatéasi probat is végeztliink. Mivel az irodalmi adatok alapjan az EV-k lipid kettds
membranjdban erdteljes foszfatidil-szerin dusulas jellemzd, megprobalkoztunk ennek
specifikus kimutatasaval. Ehhez fluoreszcensen jelzett Annexin V-t hasznaltunk [172].
Mint a 11. és a 12.A abran lathato, az irodalmi adatokkal Gsszecsengéen a MV-ok
egyértelmiien jelolddtek Annexin V-tel mind konfokalis mikroszkoppal, mind aramlési
citométerrel végzett vizsgalatainkban.

A lipid kettdsréteg kimutatasa mellett felmeriilt az a kérdés is, hogy a MV-k
membranja vajon hasonld iranyultsaggal rendelkezik-e, mint a PMN-ek
plazmamembranja, azaz hogy ami a PMN membranjanak extracellularis oldalan
helyezkedik el, hasonldéan helyezkedik-e el a MV-okban. Ennek eldontésére olyan
transzmembran fehérjéket specifikusan jelold antitesteket hasznaltunk, melyek az adott
fehérjék extracellularis epitopjait ismerik fel. Ehhez igéretes célpontok volt a PMN-ben
nagy mennyiségben jelenlévé CR3 (Mac-1, B2 integrin) lancai (CD11b és CDI18),
valamint a CD177. Tovabbi elénye volt eme fehérjék kimutatisanak, hogy egyiittes
jelenlétiik nagy specificitassal igazolta, hogy az adott MV-ok valéban PMN eredetiick
[173]. Mint a 12.B abran lathat6, a MV-ok valdban jol jellédnek CD11b elleni antitesttel.
A fenti eredményekkel teljesen identikus eredményeket kaptunk amennyiben a CD11b
helyett CD18, illetve CD177 elleni specifikus jelolést alkalmaztunk (29.A abra). Azaz

az altalunk elvégzett vizsgdlatok alapjan a MV termelddése soran meg6rzi a sejt
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membranjanak irdanyultsagat, illetve a vizsgalt MV-ok valdban jo eséllyel a PMN-ekbdl

szarmaznak.

A B

Annexin V anti CD11b

C

faziskontraszt

Annexin V- zold
CD11b - piros

12. abra. MV-ok lipid- és fehérje specifikus jelolése. Reprezentativ fluoreszcens konfokalis
mikroszkopos felvétel. A mintat egyszerre jeloltiik Annexin V-tel (A), illetve human CD11b elleni
antitesttel (B). A ,,C” panel faziskontraszt eljarassal késziilt. A ,,D” panel a harom felvétel
egyesitésével késziilt.

Erdemes megfigyelni azt is, hogy a CD11b jelolése jol kolokalizal az Annexin V

pozitivitassal (12.D abra), igazolva, hogy ugyanazon entitdisok jelolédnek mind lipid-,

43



DOI:10.14753/SE.2015.1740

mind fehérjespecifikus markereinkkel. Hasonldé eredményekre jutottunk CDI18 és
Annexin V, CD11b és PKH-2, valamint CD18 ¢s PKH-2 kettds jelolése esetén is.
Mintaink vezikularis természetének tovabbi, rutinszeriien is alkalmazhatd
igazolasahoz, a fentiek mellett még egy modszert vezettiink be. Ennek alapja, hogy a lipid
membrannal hatarolt MV-k detergens alkalmazasaval jellemzden jol feloldhatdak. Ehhez
szintén parhuzamosan alkalmaztunk mikroszkopos €és dramlési citométeres technikékat.
Mint lathat6 a 13. abran, detergens hatasu szaponin vagy Triton hatasara a fenti technikak

altal MV-ként azonositott események eltiintek.

g, A pMV g B pMV + . C HBSS
< =13 detergens =3

SEC-H
S5C-H

FSC-H imm " URSCH i

13. abra. Reprezentativ aramlasi citometrias eredmények MV méret (FSC)- és granulaltsag (SSC)
szerinti eloszlasardl. ,,A”: MV-k detergens alkalmazasa elétt, illetve ,,B”: MV-ok detergens (10%
Triton X 100, 5 perc) alkalmazasa utan. A ,,C” panel csak az oldoszert (HBSS) tartalmazé mintat
mutatja. A nyil jeloli a fluoreszcens lipid jelol6dés (PKH-2) alapjan azonositott MV frakciét.

Osszefoglalva tehat eddigi eredményeinket, kiilonbdzé membranlipid jeldlések
mellett detergens segitségével is igazoltuk MV-ainkban a lipid bilayer jelenlétét, a
kivélasztott membranfehérjek extracellularis epitopjainak vizsgalataval igazoltuk, hogy a
MV membranja megodrizte a donor sejt membranjanak irdnyultsdgat. Ezen feliil
bemutattuk, hogy a lipid-, illetve fehérje specifikus jeloléseink egyiittesen jelennek meg
az altalunk vizsgalt MV-okon. Fenti eredményeinket a tovabbiakban is felhasznaltuk az

altalunk vizsgalt események vezikularis természetének rutinszerii igazoldsara.

4.2 A MV-0k keletkezésének vizsgalata
A kovetkez6 témakor, amivel részletesebben foglalkoztunk, az a MV termelddését
meghataroz6 aktivatorok kérdéskore. Ehhez természetesen elengedhetetlen a keletkezett

MV-ok mennyiségének meghatarozasa. A MV-ok mennyiségének kovetésére (a
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Modszerekben leirt kontrollok figyelembevételével) kétféle modszert hasznaltunk
parhuzamosan:

1. a MV preparatum vezikularis eredetii fehérjetartalmanak vizsgalatat, illetve

2. aramlasi citométerrel mérhetd, MV méretii, PMN eredetli eseményszamanak mérését.
Az aramlasi citométerrel végzett kisérletek zomét munkatarsammal, Lérincz M. Akossal

kozosen végeztiik.

4.2.1 Az MV termelést Kkivalto agensek

El6szor tehat a kiilonb6zo agensek hatasara fellépd MV termelést vizsgaltuk
(14.A abra). Az adott agens esetén a sziikséges koncentraciot és inkubacids idét a PMN
megfeleld szintli aktivacidjahoz a szakirodalom szerint sziikséges 1d6 alapjan allapitottuk
meg (Mddszerek fejezet).

Els6 kiemelendé megfigyelésiink, hogy a PMN-ekbdl izolalt MV frakcioban (a
modszerek ismertetésekor leirt kontrollokat figyelembe véve) mindenféle aktivacio
nélkiil is talaltunk MV-nak megfeleld entitdsokat. A tovabbiakban ezen MV frakciot
»spontdn termelddott” azaz sMV frakcionak neveztik el. Az sMV-k jelenlétét
fluoreszcens- és elektronmikroszkopos vizsgalataink is megerdsitették — ezen kisérleteket
a kovetkez6 fejezetben targyalom majd.

Mint lathato, a kiilonboz6 PMN-t aktivalo agensek hatasara a spontan MV
termeléshez képest a legnagyobb mértékli ndvekedést opszonizalt S. aureus
hozzaadasaval értiik el (14.A abra). Az igy nyert vezikulum populaciét hivtuk a
tovabbiakban ,,bakterialis hatasra termelt MV”’-nak, azaz ,,bMV”-nek. Lathato tovabba,
hogy a PKC aktivator forbol észter (phorbol myristrate acetate, PMA) alkalmazaséaval
szintén szignifikdns eltérést tapasztaltunk az sMV-hez képest mindkét detektalasi

modszer esetén. A PMA hatasara keletkezett MV populaciot — a bMV és sMV

crer
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14. abra. A MV-ok termel6désének vizsgalata. ,,A”: Az MV frakcioban — kiilonb6z6 agensek hatasara
— tapasztalhat6 fehérje tartalom, valamint MV méretii, PMN eredetii vezikuliris események
mennyiségének valtozasat mutatja. Az MV termelés indukciéjahoz hasznalt anyagok koncentraciéjat
a Modszerek fejezetben tiintettem fel. ,,B”: opszonizalt, illetve nem opszonizalt S. aureus, E. coli,
illetve zimozan hatidsara tapasztalhat6 fehérje mennyiség valtozasa az MV frakciéban. n=4, SEM. #:
p<0,05, a jelzett értékek kozott.

Megtigyelhetd tovabba az is, hogy az egyéb termelést inditd stimulusok, mint a
nem opszonizalt S. aureus, a kemotaktikus hatast bakterialis tripeptid fMLF, a bakterialis
sejtfal alkotd LPS, a citokin TNFa, illetve az IL-8 receptor agonista CXCL-12
alkalmazasa esetén vagy nem tapasztaltunk szignifikdns novekedést a becsiilt MV
szamban az sMV frakcié vezikulumtartalmahoz képest, vagy a kétféle modszer joval
kevésbé koherens eredményt mutatott (pl. nem opszonizalt S. aureus esetén). Tekintve,
hogy a két detektalasi mod kozott statisztikailag erds korrelacidt tapasztaltunk
(Moddszerek fejezet), felmeriil, hogy a két mdodszer eredményei kdzott mutatkozo eltérés
talan a szeparalt MV-ok mérete és fehérje tartalma kozti ardny megvaltozasa miatt
léphetett fel. De mivel a legnagyobb mennyiségi valtozast nem ezen mintdknal
tapasztalatuk, tovabbd a MV mennyiségének valtozasa pMV és bMV esetén sokkal
koherensebb volt, igy tovabbi kisérleteinkhez alapvetden ezen aktivatorokat hasznaltuk,
igy eme kiilonbség magyarazata a tovabb nem vizsgalt aktivatorok esetén tovabbra is
nyitott.

Kiemelném, hogy a PMN S. aureus hatasara fellépd MV termelése alapvetéen
fliggdtt az opszonizacid meglététdl. Ezért tehat vizsgalni kivantuk maganak az
opszonizacidnak, illetve ezaltal az opszonin receptoroknak a szerepét a MV-termelésben.

Ennek modellezéséhez az in vitro koriilmények kozott az NFkB ttvonalon keresztiil [174]
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steril gyulladast indukald, és mindemellett jol fagocitalhatod zimozant (azaz élesztd sejtfal
kivonatot, B glukant) [175] hasznaltunk opszonizalassal, illetve anélkiil. Mint lathat6 a
14.B abran, opszonizacid nélkiil zimozan hatdsara a PMN erdteljesebb MV termelést
mutatott, mint nem opszonizalt baktérium hatasara, viszont az opszonizacid alkalmazasa
a zimozanon, illetve a kiilonb6z6 baktériumokon eltiintette a kiilonbséget az indukald
agensek hatdsa kozott. Hasonld eredményeket tapasztaltunk aramldsi citometrids
méréseinkben is. Azaz felmeriil, hogy az MV-termelés fokozasaban — a fagocitozishoz
hasonlatosan — az opszonin receptorok meghatarozobbak, mint a mintazatfelismerd

receptorok.

4.2.2 Az MV termelés kinetikaja

Vizsgalni kivantuk az optimalis behatasi id6t is a pMV, illetve a bMV esetében.
Mint a 15. abran lathato, mind az opszonizalt S.aureus (15.A abra), mind a PMA (15.B
abra) hatasara keletkezett MV-ok becsiilt mennyisége — detektalasi modszertdl
fiiggetleniil — telitési kinetikat kovetett, mely a telitést az indukciot kovetd 20. percben
biztosan elérte. Igy tovabbi kisérleteinkben jellemzéen 20 perces aktivacié alatt
termelddott MV-okat hasznaltunk. Fontos kiemelni, hogy e telitési kinetika mindkét
stimulus esetében jelentkezett, illetve hogy ezt mindkét modszerrel igazolni tudtuk.
Erdemes megfigyelni azt is, hogy a 0. perces mintdhoz képest legkorabban a 10. percben
tapasztalunk szignifikans eltérést a MV-ok mennyiségében.

A fenti kisérletsorozat egyrészt azt mutatja, hogy a bMV és a pMV frakcio esetén
egyarant jelen van egy ,,alap”, eleve meglévé MV populécio, és ehhez adodik hozza az
indukci6 hatasara keletkez0 MV-k csoportja. Masrészt pedig a kimutathatdéan telitddo
kinetika indirekten utal az MV-termelést iranyit6 intracellularis jelatviteli utak és az 1j
MV-ok definitiv keletkezéséhez sziikséges folyamatok meglehetésen rovid,
eredményeink szerint percekben mérhetd iddétényezdjét is. Ezen pontok a MV
keletkezését vizsgald, immaron intracelluléris jelatviteli folyamatokat kdvetd jovobeni

kisérletek alapjat (és egyben kontrolljat) jelenthetik.
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15. abra: A bMV és a pMV termelddésének kinetikaja. Az ,,A”panel a kizarélag baktériumot
tartalmazo mintabél preparalt MV frakcid, az aktivator nélkiil kezelt (azaz sMV) minta, valamint a
jelezett médon kezelt baktériummal a jelzett ideig tart6 egyiittes inkubaciot kovetéen szeparalt MV
frakciok fehérje tartalmat mutatja, azaz az itt bemutatott fehérje mennyiségek a PMN-b6l, valamint
a baktériumokbél szarmaz6 fehérjék mennyiségének osszegét mutatjak. Ahhoz, hogy kizarléag a
PMN eredetii fehérjék mennyiségét becsiilhessiik, a bakterialis hatassal 1étrehozott mintak fehérje
tartalmabol kivontuk a csak baktérimot tartalmazé kontroll minta fehérje tartalmat (mely
modszerrel valésziniileg valamelyest alulbecsiiljiik a PMN eredetii fehérjék mennyiségét). A tovabbi
abrakon a bakterialis hatisra termelt MV frakciok netté (azaz baktériumt6l mentes) fehérje
koncentraciojat mutatom. A ,,B”panel PMA hatasara a jelzett id6 alatt keletkezett, aramlasi
citométerrel detektalhat6, PMN eredetii, mikrovezikula méretii eseményeket mutatja. n=4, SEM. #:
p <0,05, n.s.: p>0,05

4.2.3 A PMN az MV termelést kovetéen

Vizsgalni kivantuk tovabba azt a kérdést is, hogy az altalunk vizsgalt MV-ok ¢él0,
avagy haldoklo és/vagy szétesett PMN-ekbdl keletkeztek-e. Ehhez vizsgélat ald vettiik
magukat a MV termelésen atesett PMN-eket. Mint a 16. abran lathat6, a bMV termelés
20 perce nem valtoztatott sem a PMN-ek rutinszerti vitalis festddésekkel szembeni
jelolodésén (16.A abra: Erytrosin B festés a membran integritas vizsgalatara, 16.B abra:
Propidium jodid jel6lés az extracellular térbdl hozzaférhetd DNS jel6lésére), sem a PMN-
ek szaman (16.C abra). Mi tobb, a bMV termelésen atesett PMN-ek szubmaximalis,
PMA hatasara adott szuperoxid termelése (16.D abra), illetve opszonizalt S. aureus
eliminécios képessége (16.E abra) szintén nem mutatott szignifikans eltérést a kontroll
PMN-ekhez képest.

Azaz kijelenthetd, hogy a PMN-ek MV termelésiiket kdvetden az altalunk
hasznalt tesztek alapjan sem mennyiségiikben, sem funkcionalitdsukban, sem

vitalitasukban nem mutatnak 1ényeges eltérést a kiindulasi allapotukhoz képest.
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16. abra. PMN-ek bMV termelés utan. ,,A”: Erytrosin B festés, ,,B”: propidium jodid festés, ,,C”:
abszolut sejtszam valtozasa. Az A, B, C mérések aramlasi citométer segitségével késziiltek. ,,D”: PMN
szuperoxid termelése citokrom c¢ redukciéo alapjan, 100 nM végkoncentracioji PMA stimulus
hatasara. ,,E”: PMN-ek opszonizalt S. aureus-szal szemben mutatott baktérium eliminacios
kapacitasa 30 perc alatt. n=4, SEM.

4.3 A keletkezett MV-ok mindségi osszetétele

Irodalmi adatok alapjan az altalunk vizsgalt MV-okban az A&ltalunk eddig
kimutatott fehérjéken tul igen sok egyéb fehérje jelenléte volt valdszintisithetd. A kérdés
megvalaszolasara a nemzetkozi irodalomban mdra mar alapvetdnek szamit proteomikai
vizsgalatok elvégzése. A proteomikai vizsgalatok elvégzéséhez laborunk egyiittmiikodést
kezdett Ken McLeish professzor laboratoriumaval (University of Louisville, USA).

Mivel a proteomikai méréseket nem magam végeztem, ezek menetérdl, illetve kisérletes

49



DOI:10.14753/SE.2015.1740

kontrolljairol nem kivanok részletekbe bocsatkozni, megelégszem az egyiittmiik6do
laboratérium altal szolgaltatott eredmények rovid bemutatdsdval. Az eredmények
ismertetése részleteiben megtalalhato kozleményiink [142] szupplemetumaban.

Mint a 17.A abran lathatd, egységnyi MV tomegre vetitve a bMV-ben az sSMV-
hez képest egyértelmiien nagyobb mennyiségben detektalhatdak antibakteridlis hatasu
fehérjék, ezzel szemben sem a citoszkeletalis elemek, sem a metabolizmusban részt vevo
fehérjék mennyiségében nem mutatkozott eltérés. Az antibakterialis fehérjék
mennyiségében megmutatkozd kiilonbség alapvetéen a bMV-ben eleve legnagyobb
mennyiségben jelenlévd fehérjék, jelesiil a laktoferrin, a mieloperoxidaz (MPO), illetve

a defensin 3 kifejezett dusulasanak volt koszonhetd.
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17. abra. A bMYV és az sSMV fehérje osszetételének osszehasonlitasa. Az ,,A” panelen a bMV és az
SMV proteomikai analizise alapjan igazolt fehérjék funkciéjuk alapjan tortént csoportositisa
lathat6. Az y tengelyen egységnyi MV tomegben taldlhaté, a jelzett funkcidval rendelkezé fehérjék
osszmennyisége lathaté. A ,,B” panelen azonos tomegii MV mintdk laktoferrin, mieloperoxidaz,
illetve aktin Western Blot-os analizise lathaté. A ,,C” panel a ,,B” panelen lithaté Western blot
kisérletek denzitometrias kiértékelését mutatja. n=4, SEM, #: p < 0,05

A legnagyobb mennyiségben jelenlévd antibakteridlis fehérjék kozti mennyiségi
kiilonbséget, illetve a citoszkeletélis elemek kozel azonos mennyiségben valo jelenlétét

az sMV ¢és a bMV kapcsan, mint a 17.B és 17.C abran lathatd, Western blot analizis
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segitségével is sikeriilt igazolni. Ezen feliil erételjes dusulast mutatott a bMV-ben az
SMV-hez képest a CD11b ¢és a CD18 (azaz a CR3 két lanca) is.

Osszességében tehat kijelentheté, hogy a PMN termelte MV-ok sszetétele
kisérleteinkben fiiggdtt ttol, hogy spontan, avagy opszonizalt baktériumok hatdséara
keletkeztek-e.

Tovabbi fontos kérdés volt szamunkra, hogy hol is helyezkednek el a fent jelzett
antibakterialis fehérjék a MV-okon beliil. A kérdés jelentdségét az adta, hogy
amennyiben ezen fehérjéket a MV-ok kiils6 oldaldn, mintegy a membranra tapadva
talaljuk, ugy jogosan meriilt volna fel annak lehetdsége, hogy ezen fehérjék a MV
termelés sordn esetleg felszabaduld granulumokbdl szarmaznak. Ezzel szemben a
amennyiben a vezikuldkon beliil talaljuk a keresett fehérjéket, az véleményiink szerint
inkabb amellett sz0l, hogy az adott fehérjek a MV-k képzddése soran keriilnek valamely
mechanizmussal a MV-okba.

A fenti kérdés eldontéséhez (mint az antibakterialis fehérjéket legnagyobb
mennyiségben tartalmazd6 MV-ket) a bMV mintékat valasztottuk, ezekben jeloltik a

MPO-t specifikusan felismer$ antitestekkel a MV-ok permeabilizalasa mellett, illetve

permeabilizalas nélkiil.

18. abra. MPO kimutatasa bMV-ben. Reprezentativ felvételek. Az ,A” felvétel a MV-ok
permeabilizalasa nélkiil, a ,,B” felvétel a MV-ok permeabilizalasat kovetéen késziilt. A MPO ellenes
antitestet vorosen flureszkalé masodlagos antitest jeloli.
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Mint a 18. abran lathato, a MPO-t specifikusan felismeré antitestek a
permeabilizalt MV-kat erdsebben jelolték, ami a mellett sz6l, hogy az MPO a vezikuldkon
beliil talalhat6. Ugyanezen a modon vizsgaltuk az aktin elhelyezkedését is a MV-okban,
és ezen vizsgalatainkban — az MPO-val megegyez6 modon — kizarolag a MV-ok

permeabilizalasat kdvetden jelolddott az aktin.

4.4 A MV-0k egy lehetséges funkcidojanak vizsgilata — a PMN eredetiic MV-ok
baktériumokra gyakorolt hatasa

Az egyértelmiien detektalt mennyiségi és mindségi eltérések a kiilonbozé MV
frakciok kozott egyenesen vezettek tovabb annak a kérdésnek a felvetéséhez, mi szerint

az Osszetételbeli eltérésekhez kapcsolhatok-e funkcionalis kiilonbségek is. Mivel a

proteomikai analizis alapjan a bMV-ben talalhato fehérjék igen nagy része antibakterialis

hatasarol ismert, és mivel pont ezek dusultak az sMV-vel szemben a bMV-ben, logikus
kovetkeztetéseként adodott a MV-ok esetleges antibakteridlis hatdsanak vizsgalata. Ezen
vizsgalatok bemutatasakor a kovetkezd logikat kovetem:

1. El6szor is vizsgalni kivantuk, hogy tapasztalhato-e a MV-frakciokat alkalmazva
antibakterialis hatas, és amennyiben igen, az vajon mennyiben kothetd magukhoz a
MV-okhoz, avagy esetleg valamiféle szolubilis agens hatasat tapasztaljuk az adott
1zolatumban.

2. A kovetkez6 kérdéskor azzal foglalkozik, hogy a tapasztalt hatds mennyiben fiigg a
tdmadandoé baktériumok jellemzditdl.

3. A harmadik kisérletsorozat pedig azt probalja majd megvizsgalni, hogy a tapasztalt
hatas a MV-ok mely tulajdonsagain alapulhat.

4.4.1 Az antibakterialis hatas és a MV-ok vezikularis természetének kapcsolata

A fenti gondolatmenetnek megfelelden — a Modszerekben leirt negativ és pozitiv
kontrollok figyelembevételével — vizsgaltuk a MV frakcidk baktérium talélésre kifejtett
hatasat.

A 19.A dbra baktérium tulélési tesztek alapjan mutatja a jelzett dgensnek az
opszonizalt S. aureus  tulélésére gyakorolt hatasat. A PMN hatasaval vald

Osszehasonlithatosag érdekében ezen tesztekben egységnyi PMN, illetve ugyanennyi
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PMN-bdl szeparalt MV hatésait vizsgaltuk. Magéban a tesztben az id6 fiiggvényében az
osztodni képes baktériumok szamanak valtozasat lehet leolvasni.

JOl lathat6 az abran az osztodoképes baktériumok szamanak csokkenése intakt
PMN ¢és — nagy meglepetésiinkre — bMV frakci6 esetén is, ezzel szemben az sSMV frakcio
¢s baktérium inkubacidja esetén novekvd baktériumszam volt tapasztalhat6. Ez utdbbi
novekmény hatterében véleményiink szerint (tdpanyagforrasként) az sSMV-k fehérje
tartalma allhat. A tovabbiakban — az egyszeriibb atlathatosag kedvéért — baktériumolési
tesztek esetén az adott mintdkban a kisérlet végén, a 30. percben talalhatd osztodasra

képes baktériumok aranya szerepel a kiindulési baktériumszamhoz képest.
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19. abra. MV frakciék baktériumokra gyakorolt hatisanak alapvetd feltételei. Az itt bemutatott
tulélési tesztekben a tamadandé baktérium opszonizalt S. aureus volt. Az ,,A” panel tipusos
baktérium talélési tesztek eredményeit mutatja. Az egyes mintdk egységnyi mennyiségii PMN-t,
illetve ugyanennyi PMN-bdl elvalasztott MV-t tartalmaztak. Lathaté, hogy a PMN és a bMV esetében
a kiindulasi értékhez képest az idé elérehaladtaval csokken, mig az sMV esetében novekszik a
baktériumok szama. n=47, SEM. A ,,B” panel bMV desztillalt vizzel, illetve saponinnal destrualt
mintainak a baktérium tulélésre gyakorolt hatiasat mutatja. n=4, SEM. A ,,C” panel egyedi kisérletek
bMYV frakcidinak fehérje tartalma, azaz (a Modszerekben leirtaknak megfeleléen) MV tartalma,
illetve a mintak baktérium tulélésre gyakorolt hatasa kozotti osszefiiggést abrazolja. n=47.

A fenti eredmények kapcsan elsd, €s talan legfontosabb kérdésként azt kivantuk
vizsgalni, hogy a tapasztalt antibakterialis hatas mennyiben fliigg a MV-ok szerkezeti
(vezikularis) épségétél. Ennek tisztazasara detergens alkalmazasaval, illetve
hipozmotikus lizissel, desztillalt viz segitségével felbontottuk a MV-kat. A lizis

megtorténtét aramlasi citométerrel és mikroszkopos vizsgalatokkal ellendriztiik. Ezt
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kovetden vizsgaltuk a lizalt MV-kat tartalmazo frakciok antibakterialis hatasat.
Kontrollként a MV-kat destrualo eljarasok direkt baktérium karosito hatasat is vizsgaltuk.
Mint a 19.B abran lathat6, a MV-ok eliminalasa tokéletesen kivédte az MV frakcid
antibakterialis hatasat, mi tobb, a baktériumok ezen mintakban ndovekedésnek indultak.
Ezen eredményeink alapjan tehat felvethetjiik, hogy a bMV frakcio antibakteridlis
hatasanak sziikséges ¢s alapveto feltétele a MV-ok szerkezeti épsége.

A kérdést igyekeztiink megvalaszolni oly modon is, hogy nem eliminaltuk, hanem
épp ellenkezdleg, fokoztuk a bMV-k mennyiségét. Mert amennyiben a fenti allitas igaz,
ugy a bMV-k szamanak emelésével egyre fokozodo antibakteridlis hatast kellene
tapasztalnunk. Mint a 19.C abran lathatd, ez a hatas valoban be is kdvetkezett, nagyobb
mennyiségli bMV jelenlétében romlott a baktériumok talélése, mig a bMV-k hdvel valo
destrudldsa és denaturalasa kivédte az antibakterialis hatast.

Osszességében tehat Gigy gondoljuk, hogy a detektalt antibakterialis tulajdonsag
alapvetden fiigg a MV-0k fizikai épségétol.

4.4.2 Az antibakterialis hatas és a tamadando baktériumok jellemzdoinek kapcsolata

A bMV frakci6 tehat — szemben pl. az sMV-kel — antibakterialis hatassal
rendelkezik, mely hatas alapvetéen fligg a vezikulak épségétél. E jelenség tovabbi
vizsgalataban alapvetden két uton indulhattunk el. Egyrészt vizsgalhattuk maganak a
tdmadando baktériumnak, illetve a baktériumot meghataroz6 tényezOknek (mennyiség,
opszonizacid, rajzasi képesség) a szerepét a bMV-vel valé interakcioban. A masik
oldalrél szemlélve pedig vizsgalhattuk a bMV-k kiilonb6z6 0sszetevdinek jelentoségét,
illetve magat a baktérium-vezikulum interakciot is. Ebben a fejezetben az eldbbi,
baktériumokkal foglalkozé kérdéskdrt kivanom ismertetni.

Mint az el6z0 fejezetben bemutattam, az altalunk rutinszertien hasznalt baktérium
tulélési tesztekben (melyekben a bakterialis végkoncentracio 108 bakt. / ml) a bMV hatésa
jol igazolhatonak bizonyult. Ez az eredmény azonban igen kevés informacioval szolgél a
bMV antibakteridlis hatdsdnak kapacitasarol, azaz arrdl az értékr6l, hogy mennyi
baktériummal is képes szembeszallni a bMV. Nem elhanyagolhat6 szempont az sem,
ezen kérdés megvalaszoldsaval arra is valaszt kaphatunk, hogy a PMN teljes
kapacitasdhoz képest vajon mekkora is a MV-ok jelentésége. Mivel az altalunk

rutinszerien hasznalt baktérium tulélési tesztekben a PMN teljes antibakterialis
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kapacitasanak csak egy toredékét hasznaljuk ki, a feltett kérdések megvalaszolasahoz
egyarant meg kell hatarozni a bMV-k és a PMN-ek maximalis antibakterialis kapacitasat.

A fenti gondolatmenet mellett a bMV-baktérium interakcio egy tovabbi lehetséges
tényezdjének, a tadmadando baktériumok opszonizaciojanak szerepét is vizsgalni
kivantuk, természetesen ugyancsak a PMN-hez hasonlitva. E gondolat alapjat az a mar
ismertetett eredmény adta, miszerint a MV-ok meglehetés mennyiségben hordozzdk a

CR3-t (12.B abra).
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20. abra. A MV és a PMN antibakterialis hatdsa a baktériumok jellemzéinek fiiggvényében. Az ,,A”
panelen egységnyi PMN, illetve ugyanannyi PMN-bél szeparalt bMV antibakterialis hatasanak
fiiggése lathato részint a timadand6 baktériumok koncentraciojatol, részint azok opszonizaciojatol.
Az ,R” a rutinszeriien hasznalt baktérium koncentraciot jeloli. A ,,B” panel ugyanakkora
mennyiségii bMV antibakteridlis hatisat mutatja a feltiintetett baktériumokkal szemben. Ezen
kisérletben szintén opszonizalt baktériumokat hasznaltunk. n=4, SEM, #: p < 0,05

A fenti kérdéseket megvalaszold kisérletek kivitelezéséhez — korabbi
méréseinkhez hasonloan — egységnyi PMN-t, illetve ugyanennyi PMN-bdl szeparalt MV-
t hasznaltunk. A kisérletek soran a PMN és bMV szam valtoztatas nélkiil hagyasa mellett
az inkubalt baktérium mennyiségét noveltiik.

Mint a 20.A abran lathato, az altalunk alkalmazott koriilmények kozott a PMN
opszonizalt S. aureus elleni kapacitasa (m) igen nagy, a telités 3 x 10° / ml-es baktérium

koncentracional érik el a sejtek. Ehhez képest a bMV-k kapacitdsa (A )igen kicsi, mar 10®
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baktérium / ml-es értéknél telitédik. Azaz opszonizalt baktériummal Szemben az

egységnyi PMN-bdl izolalt bMV a PMN-hez képest valoban csak toredék antibakteridlis

kapacitassal rendelkezik. Amennyiben viszont nem opszonizalt baktériummal szemben
vizsgaljuk az antibakterialis kapacitasokat, jol lathatd, hogy a bMV (A) kapacitdsa nem
tér el az opszonizalt baktérium ellen tapasztalt kapacitastol. Fontos megfigyelésiink, hogy

nem opszonizalt baktériumokkal szemben a PMN nem mutat antibakterialis hatast, igy a

bMV-k hatasa minden Aaltalunk vizsgalt koriilmény kozott erésebbnek bizonyult

opszonizalatlan baktériumokkal szemben, mint a PMN-eké (O).

Azaz a kovetkez6 allitasokat fogalmazhatjuk meg:

1. abMV hatasa fiiggetlennek bizonyult a tamadand6 baktérium opszonizaciojatol! Ez a
tulajdonsaga a bMV-nek élesen eltér a PMN-t6l!

2. a PMN baktériumolésében valoban kiemelkedd szerepe van az opszonizacionak.
Amennyiben viszont a PMN-t a bMV-hez viszonyitjuk, gy egyértelmii, hogy nem
opszonizalt baktériumok ellen az egységnyi PMN-bdl termelédott bMV messze
hatékonyabb, mint maga a PMN.

A fenti eredmények mellett vizsgalni kivantuk, hogy a detektalt antibakterialis
kapacitds vajon csak S. aureus ellen nyilvanul-e meg, avagy a bMV egyéb
baktériumtorzsek ellen is hatassal bir-e. Mint a 20.B abran lathato, az opszonizalt S.
aureus hatasara termel6dott MV-ok Escherichia coli (tovabba Bacillus subtillis és
Pseudomonas aeruginosa) ellen szintén hatékonynak mutatkoztak, mig — a rajzasra képes
— Proteus mirabilis ellen nem mutatott antibakterialis kapacitast. Azaz vizsgalataink

szerint elég széles a bMV-K repertoarja a tamadandé baktériumokkal szemben.

4.4.3 A MV-ok antibakterialis hatasat meghatirozo tényezok

A baktériumok és a tapasztalt antibakterialis hatas kozti kapcsolat vizsgalatat
kovetden szeretném ismertetni a MV-k egyes jellemzdinek az antibakteridlis hatasban
betoltott szerepét is.

4.4.3.a. Kiilonb6z6 MV-ok antibakterialis tulajdonsaganak 6sszehasonlitisa
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Mivel a bMV-k (szemben pl. az SMV-kel, 19.A abra) szignifikans negativ hatast
mutattak a baktériumok talélésére, vizsgalni kivantuk, hogy a MV-ok mely dsszetevdin
nyugszik ez a hatds. E vizsgalatokhoz el6szor azt kivantuk eldonteni, hogy az
antibakterialis tulajdonsdg mennyiben egyedi, avagy ¢éppen altalanos jellemzoje
kiilonb6zé PMN eredetii MV-oknak. Ahhoz viszont, hogy ezt megtehessiik, figyelembe

kell venniink, hogy az egyes aktivatorok hatasara eltérd mennyiségii MV termelddhet.
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21. abra. Kiilonb6z6 hatasra termelédott MV-ok antibakterialis hatasanak 6sszehasonlitasa. Az ,,A”
panel az S. aureus tilélését mutatja a jelzett stimulusok hatasara keletkezett, ugyanakkora tomegii
fehérjét tartalmazo MV-mal tortént 30 perces inkubaciot kovetéen. n=4. A ,,B” panel a jelzett minta
egységnyi fehérjetomegére normalt, a PMN-hez viszonyitott, korabbi kisérleteink alapjan szamitott
antibakterialis kapacitiasit mutatja. A gatolt baktériumok szamat a kizarélag HBSS-t tartalmazé
oldattal szemben hataroztuk meg. n=4, SEM #: p <0,05. A szignifikanciat az ,,A” panelen a bMV-re,
a ,,B” paneléen pedig a PMN-re vonatkoztatva jel6ltem.

Amennyiben tehat a MV-okat kivanjuk Osszehasonlitani, célszerli azokat azonos
mennyiségben alkalmazni. Azaz — az el6z6 fejezetben ismertetett kisérletekkel szemben
—nem az egységnyi PMN-bdl szepardlhato MV-okat, hanem valoban egységnyi MV-ot

(leginkabb egységnyi fehérjét) tartalmazo mintak 6sszehasonlitasara van sziikség. Ezen

crer
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koncentracioban alkalmaztuk az egyéb hatasra keletkezett MV-okat. Mint lathat6 a 21.A
abran, a bMV mintdinkhoz képest minden mas MV szeparatum szignifikdnsan kevésbé
gatolta a S. aureus novekedését, s6t, bizonyos MV-ok esetén (LPS-MV, sMV) kifejezett
osztodast mutattak a baktériumok. Azaz a PMN eredetli MV-ok antibakteridlis hatasa —a
MV-ok 6sszetételéhez hasonlatosan — fiiggest mutat a kivalto stimulustol. Azaz felmeriil,
hogy a specifikus hatds meglétéért esetleg a bM'V-ben specifikusan dusul6 fehérjék hatasa
is felelds lehet.

A specifikus fehérjék dusuldsanak jelentéségére utalnak azon szamitasaink is,
melyekben a MV-ok és a — rengeteg egyéb funkcioju fehérjét is tartalmazo — PMN-ek
antibakterialis hatasait egységnyi fehérjetomegiikre normalva hasonlitottuk 6ssze. Ezen
szadmitasaink sordn a kizardlag baktériumot tartalmazo minta, valamint a vizsgalt minta
baktérium tartalma kozti kiilonbséget (azaz a baktérium szam valtozasat a kontrollhoz
képest) osztottuk a vizsgalt MV avagy PMN fehérje tartalmaval. A 21.B abran a fenti
modon szamolt adatokat abrazoltam, a PMN értékéhez viszonyitva. Lathato, hogy a PMN
egységnyi fehérje tomegre esd antibakteridlis hatasdhoz képest mar a pMV is
szignifikdnsan nagyobb kapacitassal rendelkezik, a bMV normalt antibakterialis
kapacitasa pedig egy nagysagrenddel magasabb, mint a PMN-¢. Azaz a bMV fehérjéinek
egységnyi tomege joval erdteljesebben hat a baktériumokra, mint akar a PMN, akar a
pMV. Ezzel szemben az sMV esetén erdteljes baktérium osztodast tapasztaltunk (mint
azt a negativ antibakterialis hatas mutatja).

Mint mar korabban bemutattam, a bMV-k keletkezése telitési kinetikat mutat,
mely a kivaltd inger megjelenését kovetd 20. percben eléri a maximumot (15.A abra).
Fontos kérdés, hogy a bMV hatasédban alapvetdnek tind fehérje dusulas is lépést tart-e
ezzel a folyamattal, avagy a két folyamat eltérd kinetikat kovet. Ennek eldontésére a bMV
termelddése kozben vettiink MV mintékat, és vizsgaltuk ezen mintak fehérje tartalma és

antibakterilis hatasa kozotti 6sszefliggést.
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22. abra. A bMV termelédése soran izolalt MV-ok antibakterialis hatasanak vizsgalat. Az ,x”
tengelyen a MV frakciok fehérje tartalma (azaz a MV-ok mennyisége), az ,,y” tengelyen azok
antibakterialis hatisa lathaté. Az egyes pontoknal talalhat6 szimok a bMV termelédését kivalto
inger PMN-hez adasa ota eltelt (percekben mért) idét mutatja. n=4, SEM.

Mint a 22. abran megfigyelhetd, az bMV termelés beindulasat kovetd 10.
percben mar szignifikans mértékben fokozodik a MV termelés, azonban ezek a ,,korai”
MV-ok nem rendelkeznek antibakterialis hatassal. Ezzel szemben a 15. perces minta mar
J6l mérhetd hatassal bir a baktériumok tulélésre, a 20. és 40. perces MV-ok kozt pedig
eltérést a mért paraméterekben nem tapasztaltunk. Azaz nézeteink szerint valdban fennall
egy kiilonbség a MV-ok képzddésének, illetve a hatdsukban szerepet jatszo fehérjék MV-
ba kertilésének kinetikdja kozott, azonban ez a kiilonbség igen hamar kiegyenlitodik. A
fenti eredmények (pl. a 0’ és 10 perces mintak dsszehasonlitasa pl. a 15 perces mintaval)
alatamasztjak azt az elképzelést is, miszerint az altalunk vizsgalt MV populaciok
ténylegesen eltérd tulajdonsagu MV populaciobdl tevédnek 6ssze. Az egy populacion
beliili kiilonb6z6é MV-ok vizsgalata jelenleg is folyik laboratoriumunkban.

Osszességében tehat az altalunk hasznalt kisérletes koriilmények kozott az
egységnyi PMN-bOI keletkezett bMV az egységnyi PMN-hez képest kisebb, de azzal még
igy is Osszemérhetd antibakterialis hatassal bir opszonizalt S. aureus-szal szemben.
Amennyiben viszont egységnyi fehérje tartalomra vonatkoztatjuk az antibakterialis

kapacitasokat, a bMV hatasa — szamitas alapjan — egy nagysagrenddel erésebb, mint a
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PMN-¢, és jocskan meghaladja a tobbi MV-ét is. Ez utobbi eredmény alapjan — kiilondsen
a proteomikai eredmények fényében — elképzelhetd, hogy a bMV keletkezése esetében a

PMN mintegy specifikusan ,,csomagolja” az antibakterialis eszkozoket.

4.4.3.b. A MV-ok fehérjéinek egyedi szerepe az antibakterialis hatasban

A bMYV frakcid tobbi MV frakcidhoz képest tehat egyedi antibakterialis hatassal
bir. Az antibakterialis hatds tovabbi, részletesebb vizsgalatdhoz kétféle megkdzelitést
alkalmaztunk. Egyrészt — a proteomikai analizis soran nyert ismeretek alapjan
kivalasztott — fehérjék farmakoldgiai gatlasat terveztiik, masrészt pedig vizsgalni
kivantuk, hogy vajon miért sziikséges a MV strukturdlis épsége, azaz hogy van-e
kozvetlen kapcsolat a MV-ok ¢és a timadand6 baktériumok kozott. Ebben a fejezetben a

farmakologiai vizsgélataink eredményeit szeretném Osszefoglalni.
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23. abra. A bMV antibakteridlis hatasanak valtozasa gatlészerek mellett. Az egyes gatloszerek
célpontjait a szovegben jeleztem, alkalmazasuk Kkoriilményeit — irodalmi adatok alapjan

meghatarozva — a Mddszerek fejezetben jeleztem. n=4, SEM, #: p < 0,05. A szignifikanciat a bMV-
vel szemben vizsgaltuk.
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A proteomikai és Western blotos vizsgalatok nagy mennyiségli citoszkeletalis
fehérje jelenlétére utaltak, ezért vizsgaltuk, hogy mennyiben igényli az antibakteridlis
hatas az aktiv citoszkeletalis miikodéseket. Ehhez a bMV-ket a kdvetkez6 gatloszerekkel
kezeltiik a baktériumokkal valé inkubdcio elott: az aktin polimerizacid épiilé (pozitiv)
végének gatlasara Cytochalasin B-t [140] és Latrunculin A-t [176], a leépiilé (negativ)
vég gatlasara pedig Jasplakinolide-t [177]. Mint a 23. abran lathat6, mindharom
vegylilet hatasara erd6sen csokkent az antibakterialis hatas.

Az aktiv citoszkeletalis miikodésre utaldé eredmények miatt vizsgaltuk a MV-k
energiaigényét is. A proteomikai analizis tobb, a sejtek energetikai haztartasaval
kapcsolatos enzimet igazolt a MV-okban, megprobalkoztunk a gliikoz megvonasaval.
Ezen beavatkozas szintén gatolta a bMV-k antibakteriélis hatasat. Mivel a PMN jelatviteli
folyamataiban alapvetd szerepet jatszik a foszfatidil-inozitol 3 kinaz (PI3K), ennek
gatloszerét, a Wortmannin-t [178] szintén kiprobaltuk, ekkor szintén csokkent
antibakterialis hatast tapasztaltunk. A CR3 (Mac-1, B2 integrin) gatlasa akar kdzvetleniil,
CD18 alegységének antitesttel (TS/1. klon) kivitelezett gatlasaval, akar a Ca™ és Mg**
EDTA-val valo kelalasan alapul6 gatlasaval [179] —a fentiekhez hasonlé modon — szintén
kivédte az antibakterialis hatast. Ezzel szemben a CD18 funkciojat nem gatlo, de magat
a fehérjét jelolo antitest (6.7-es klon) nem gatolta a bMV hatésat.

A fenti eredmények szerint tehat elképzelhetd, hogy az antibakterialis hatdshoz
sziikséges a MV-ok citoszkeletalis elemeinek aktiv atépiilése. Ezen feliil szlikséges lehet

az antibakterialis hatas kivaltasaban a CR3 egyik lanca, a CD18 is.

4.4.3.c. Az MV-baktérium interakcié anatomiaja

Mivel — mint korabban bemutattam — az antibakterialis hatas kapcsolatot mutatott
a MV-ok épségével/intaktsagaval is, vizsgalni kivantuk, hogy van-e, talalhato-e direkt
kapcsolat a MV-ok és a baktériumok kozott. Ehhez fluoreszcens mikroszkdpos

vizsgalatokat végeztiink, a Mddszerek fejezetben szerepeld metodikat kovetve.
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24. abra. A bMV-k és a baktériumok interakcioja inkubacidjuk alatt. Az ,,A” panel 3 felvételén nem
opszonizalt, endogén GFP-t termelé S. aureus (zold), illetve CD11b elleni antitesttel jelolt bMV-k
(piros) viselkedése figyelheté meg, a felvételeken jelezett ideig tart6 inkubacié végén. A ,,B” felvétel
1pm-es szeletvastagsaggal mutatja a baktériumok (z6ld) és bMV-k (piros) aggregatumat. Konfokalis
fluoreszcens mikroszképos felvétel.

Mint az 24.A abra mutatja, az inkubacio el6rehaladtaval a bMV-k és a
Staphylococcusok ko6zott elébb  kolokalizacio, majd aggregacio (Osszetapadas)
mutatkozott. Az aggregatumok vékony szeleti (1 pm-es) konfokalis mikroszkopos
vizsgalata (24.B abra) egyértelmiien elkiiloniilé vezikulakat és baktériumokat igazolt,
azaz nem Osszeolvadast és nem vezikulumba valo belépést tapasztaltunk.

Hasonl6é egyiittallasok kialakuldsat tapasztaltuk — az alkalamzott kiisérleti
koriilmények kozott baktericid koncentraciojo — aziddal kezelt, méréseink szerint
osztddasra képtelen S. aureus-ok és normal bMV-K, illetve E. coli és normal bMV-k
kozott. Ugyanakkor kizarolag bMV-t, vagy kizardlag baktériumot tartalmazo mintakban

a fent bemutatotthoz hasonld aggregatumok keletkezése elmaradt. Szintén nem
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tapasztaltunk aggregatumképzodést lizalt bMV-ket és intakt Staphylococcus-okat, avagy
P. mirabilis-t és intakt bMV-t tartalmazé mintakban sem. Azaz a mikroszkopban latott
aggregatumok ténylegesen csak intakt bMV ¢és baktérium egyiittes jelenlétében jottek
létre, az aggregatumok létrejotte ugyanakkor nem fliggott a  baktériumok
életképességétol. Erdekes megfigyelés, hogy a bMV E. coli-val, illetve P. mirabilis-szal
vald aggergatumképzése, illetve a bMV-k kordbban mar targyalt antibakteridlis hatasa
ugyanezen baktériumokra jo korrelaciét mutatott (20.B abra). Fontos kiemelni azt is,
hogy sem az sMV, sem a pMV baktériumokkal tortént inkubacidja soran nem tapasztaltuk

hasonlé aggregatumok kialakulasat.

4.4.3.d. A baktériumok aggregalodasa és az antibakterialis hatas kozotti kapcsolat
vizsgalata

Adoddik tehat a felvetés, hogy ezen aggregdtumok esetleg szerepet jatszhatnak a
bMV-k antibakterialis hatasaiban. Amennyiben viszont az aggeralodasnak szerepe van az
antibakterialis hatéas 1étrejottében, Osszefliggést kell tudnunk kimutatni az aggregatumba
keriil§ baktériumok szdma, illetve az antibakterialis hatas kozott. A felvetett 6sszefliggés
vizsgalatdhoz elvégeztiik mikroszkdpos felvételeink statisztikai analizisét, melynek soran
— tobbek kozott — vizsgaltuk, hogy a baktériumok mekkora hanyada talalhato
aggregatumokban.

Aggregalt baktériumnak tekintettiik azon baktériumokat, melyek legalabb egy
MV-mal kapcsolatot létesitettek. Kovetkezd 1épésként hasonlitottuk ezen statisztikai
eredményeinket a parhuzamosan végzett baktérium talélési tesztekben kapott
eredményekkel (25.A abra). Mint lathato, bMV esetében minél tobb baktérium keriilt az
adott mintdban az aggregatumokba, annal kevesebb osztédasra képes baktériumot
mutattak a tilélési tesztek. Erdekes eredményt mutat a pMV, mely a bMV-hez hasonl6
mennyiségben kotott baktériumokat, azonban antibakteridlis hatasa mégis elmarad a
bMV-¢é mogott. Kiilon felhivnam a figyelmet, hogy mar a 0. perces bMV minta nagyobb
aranyl aggregalodo baktériumot mutat, mint az sMV 30. perces mintdja. Ezt leginkabb
talan kisérlettechnikai okokkal magyarazhajtuk, de elképzelheté az is, hogy a bMV

ennyivel nagyobb affinitdssal ragadja meg a baktériumokat.
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25. abra. MV-ok antibakterialis hatasa, illetve az aggregalt baktériumok mennyisége kozotti
osszefiiggés. Az ,,A” panel a bMV, az sMV és a pMV altal aggregalt baktériumok aranya, illetve a
baktériumok tulélése kozti kapcsolatot mutatja, a ,,B” panel pedig a korabban mar ismertetett, a
bMYV elékezelését kovetéen annak antibakterialis funkcidjat gatlé vegyiiletek hatasat mutatja. n=4,
SEM.

Osszességében tehat a fenti statisztikai vizsgalataink alapjan a bMV-K
antibakterilis hatdsa, illetve az aggregatumokba keriilt baktériumok mennyisége kozott
szép korrelaciot tapasztaltunk: ahogy egyre nagyobb mennyiségben keriiltek a bMV-vel
kapcsolatba a baktériumok, ugy csokkent az osztodd baktériumok mennyisége.
Specialisnak mutatkozott a pMV helyzete, mely a fenti adataink alapjan hasonld
mértékben képes baktériumok megragadéasara, azonban nem volt képes azok kelléen
hatékony tdmadasara.

Hogy a bMV baktérium megragadasi képességében szerepld fehérjék kérdésében

tisztabban lassunk, megvizsgaltuk a kordbban mar ismertetett, a bMV eldkezelése esetén

crer
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mindegyik kezelés csokkentette a 30 perc alatt aggregalt baktériumok mennyiségét. Azaz
az alkalmazott gatlészerek valoban csokkentették a baktériumok bMV éltali
megragadasat, melynek iitemében csokkent a MV-ok antibakterialis hatasa. Azonban
szeretném felhivni arra is a figyelmet, hogy mind a Latrunculin, mind a Jasplakinolide,
mind pedig a Ca™ és Mg"™ megvonds a véarhatonal, azaz az aggregalt baktériumok
mennyiségéhez képest erésebben csokkentette az antibakterialis hatast. Tehat az aktin
gatlasa, illetve a Ca™ és Mg** megvonasa a fenti hatason tal is gatolta az antibakterialis
hatas kialakulasat. Ezen kiilonbségek okat még nem ismerjiik, felderitése jelenleg is

kutatasaink targyat képezik.

4.4.3.e. A aggregalt MV-ok mennyisége és az antibakterialis hatas kozotti kapcsolat

M¢ég egy fontos koriilményre szeretném felhivni az olvasé figyelmét. Mint a
mikroszkopos felvételeken is latszik, nem csak a megragadott baktériumok mennyisége,
hanem az aggregatumok mérete, illetve az abban taldlhaté MV-ok mennyisége is
novekszik az inkubacié soran a bMV esetén. Mivel az antibakterialis hatds hordozoja
vélhetdleg a MV, a tovabbiakban vizsgélni kivantuk az aggregatumokban talalhato MV-
k mennyisége és az antibakterialis hatas k6zotti kapcsolatot is (26. abra).

A staisztikai analizishez a kovetkezd feltételrendszert allitottuk fel: nagy méretii
aggregatumnak tekintettiilk azon eseményeket, ahol az 4&tmérdé meghaladta a 1,5 pm-t,
valamint bMV-t és baktériumot egyarant tartalmazott. Amint az a 26.A abran lathato, a
bMV 30 perces inkubacios mintaiban detektalhatd nagy méretli aggregatumok
mennyiségéhez képest minden vizsgalt koriilmény esetén szignifikansan kevesebb volt a
hasonld méretli egyiittallasok mennyisége. Mi tobb, mas MV frakciok (sMV, pMV)
estében nem tapasztaltuk nagy aggregatumok eléfordulasat. Tehat a nagy aggregatum
létrehozéasa — az antibakterialis hatashoz hasonloan — egyedi jellegzetessége a bMV-knek.
Kiilon kiemelném a pMV-t, mely (mint kordbban bemutattam) hasonlé mértékben koti a
baktériumokat, mint a bMV, viszont nagy méretli aggregatumokat egyaltalan nem képez.

Amennyiben a mar koradbban is hasznalt gatloszerek hatasat vizsgaljuk (26.B
abra), Ggy kijelenthetjiik, hogy mindegyik gatloszer esetén csdkkent a nagy méretii
aggregatumok mennyisége, mely jelenség csokkenésnél viszont erdsebben csokkent az

antibakterialis hatds Latrunculin, Jasplakinolide, illetve a Ca*™* és Mg*™* megvonds esetén.
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26. abra. Az aggregatumban taldlhaté MV-ok, illetve az antibakterialis hatas kézotti osszefiiggés. Az
»A” panelen a bMYV Kkiilonbo6z6 idejii inkubacios idejii mintai, a pMYV és az sMV talalhato, mig a ,,B”
panelen a kiilonb6zé gatloszerekkel kezelt bMV mintak taldlhatéak. A jelmagyarazat mind a két
panelre vonatkozik. n=4, SEM.

Azaz azt is kijelenthetjiik, hogy a bMV antibakterialis hatdsa nem csak attol fiigg, hogy
mennyi baktérium keriil kapcsolatba a bMV-vel, hanem attdl is, hogy 1-1 baktériumra
hany bMV (azaz talan mennyi antibakterialis fehérje) fejti ki hatasat. Az alkalmazott
gatloszerek hatdsanak elemzése pedig arra utal, hogy az egy baktériumra jutd6 bMV
mennyiségének csokkentése javitotta a baktériumok talélését. Mindezeken til — korabbi
adatokhoz hasonldéan — az aktin citoszkeleton gatlasa, illetve a kétértékii kationok
megvonasa a varhatonal nagyobb mértékben javitott a baktériumok helyzetén.

Tehat mikroszkopos ¢és baktérium tulélési tesztjeinket Gsszefoglalva, adataink

alapjan felvetddik, hogy az antibakterialis hatdst nem csak az aggregalodott baktériumok
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szama jellemzi, hanem az aggregatumban taldlhatdé MV-ok mennyisége is. Specidlis a
pMYV helyzete, mely bar jol koti a baktériumokat, nagy méretli egyiittallasok mégsem

jellemzik.

4.4.3.f. A bMV-baktérium interakcié idébeni kovetése

A fenti vizsgalatokra alapozva tehat megprobaltuk direkten is igazolni az
aggregdtumok antibakteridlis hatdsadt. Ennek vizsgalatdhoz el6szor bMV-t ¢és
baktériumokat aggregaltattunk, majd az aggregatumok kialakulasat kvetden a mintdkat
fluoreszcens videomikroszkop segitségével, a baktériumok osztédasahoz idealis
koriilmények (Luria Bertani baktérium ndveszté médiumban, 37 °C-n) kozott kovettiik

folyamatosan 45 percen (azaz kortibeliil 2,5 osztodasi cikluson) at.

0. perc 45, perc

S. aureus
aggregatumban

S. aureus
magaban

27. abra. Az aggregatumok baktérium osztéodast gatlo hatasa. Video mikroszkopos kisérletek soran
az inkubacio elso és utolsé pillanatiaban késziilt felvételek. Mint a kizarélag baktériumot tartalmazé
mintakban latszik, az alkalmazott koriilmények kedveznek a baktériumok (zold) osztédasanak,
ennek ellenére nem tapasztalhaté osztédas a Staphylococcusok bMV-vel (piros) képzett
aggregatumaiban. n=14.

Kontrollként kizarolag baktériumot tartalmazd, a vizsgalt mintdkhoz hasonld
szeparacion atesett mintakat hasznaltunk. Mint a 27. abra mutatja, a csak baktériumot

tartalmazod mintaban 45 perc alatt jol lathatéan szaporodasnak indultak a baktériumok,
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mig a bMV-vel 6sszetapadt Staphylococcusok nem mutattak jelét az osztodasnak. A fenti
videomikroszkopos mérések statisztikai analizise igazolta a felvételek alapjan sziiletett

benyomasunkat, mint az a 28. abran lathato.

3 WS aureus

aggregatumban 4
25 |@ S. aureus —
' magéaban (kontroll) |
o
) 2
2
> 19
©
[
c
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o 05
0
0 45'

288. abra. A 27. abran bemutatott aggregatumok keresztmetszeti felszinének valtozasa 45 perc alatt,
a kiindulasi méreteikhez képest. Az analizis ImageJ szoftver segitségével tortént. n=14, SEM. #:
p<0,05

Vizsgaltuk tovabba, hogy a fenti antibakteridlis hatds vajon bakteriosztatikus,
avagy baktericid-e. Ennek eldontésére el6bb mechanikai behatassal (ultrahang
alkalmazésaval) felbontottuk az aggregatumokat (mely koriilményt mikroszkop
segitségével igazoltuk) , majd vizsgaltuk a mintdkban 1évd baktériumok novekedésének
itemét. A kapott eredmények alapjan az aggregatumbol felszabadult baktériumok —
mégha némileg csokkent mértékben is — képesek voltak a szaporodasra, ami inkabb a

bMV-k bakteriosztatikus hatasara utalt (29. abra).
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299. abra. Az oszt6do6 baktériumok mennyiségének valtozasa az idé fiiggvényében a bMV-baktérium
aggregatumok ultrahanggal tortént feltarasat, avagy egyben hagyiasiat kovetden. A Kkontroll
baktériumok hasonlé izolalasi 1épéseken és ultrahangos kezelésen esetek at, mint az aggregatumokba
keriilt tarsaik. A baktériumok névekedését az LB médium optikai denzitasanak valtozasa mutatja.
Reprezentativ gorbe.

4.5 MV-ok ex vivo vizsgalata

Eddigi vizsgalatainkat egészséges donorok vérébdl izolalt PMN-ekbdl nyert MV -
kal, in vitro koriilmények kozott végeztiik. Azonban kivancsiak voltunk, hogy vajon az
€16 szervezetben is taldlunk-e hasonld jelenségekre és folyamatokra utalé nyomokat. A
kérdés megvalaszolasara ex vivo kisérleti rendszert allitottunk fel, ebben részint
egészséges onkéntesek, részint klinikailag igazolt friss S. aureus infekcioban szenvedd
betegek vérplazmajabol izolaltuk a MV frakciot. Ezt kdvetéen — az irodalom éaltal a
leginkabb PMN specifikus markernek tartott — CD11b-CD177 kettds jeloléssel vizsgaltuk

a preparatumokban a PMN eredetli események szamat.
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30. abra. Egészséges és bakteraemias betegek plazmajanak MV-ai. Az ,,A” panel a CD177 és CD11b
kettésen pozitiv, azaz jo eséllyel PMN eredetii MV-ok mennyiségét mutatja egészséges donorok,
illetve bakteraemias betegek vérplazmajaban. A ,,B” panelen egészséges donor, a ,,C” panelen
bakteraemias beteg vérplazmajabdl szeparalt, CD11b-vel jelzett MV-ok (piros) és endogén GFP-t
termelé S. aureus (zold) kozotti interakciot mutatja 30 perces 37°C-on végzett inkubaciét kovetoen.
Reprezentativ fluoreszcens konfokalis mikroszkopos felvételek. A ,,D” és az ,,E” panel a fenti médon
késziilt felvételek statisztikai analizisét mutatja. A ,,D” panelen az aggregatumban lévé MV-ok
aranyat, az ,,E” panelen pedig az aggregatumokba keriilt baktériumok aranyat mutatja. n=12, SEM,
#: p <0,05.

Mint az 30.A 4abra mutatja, az egészségesekhez képest a Staphylococcus
infekcioban szenvedék esetében joval tobb (vélhet6leg) PMN-eredetii MV-t tudtunk
izolalni. Vizsgaltuk tovabba, hogy miként viselkednek a plazmabol preparalt MV-ok
baktériumok jelenlétében. Mint az 30.C abran lathatd, a bakteraemids (szeptikus)
betegek CD11b-pozitiv MV-ai hasonl6 aggregatumokat hoztak 1étre, mint a bMV-k, ezzel
szemben az egészséges donorok MV-ai nem mutattak aggregédlodasi hajlamot a
Staphylococcus-okkal (30.B abra). A fenti felvételek statisztikai analizise (30.D és E
abrak) megerdsitette a reprezentativ felvételek sugallta benyomast, azaz a betegek

plazma MV-ai képesek voltak aggregalodni a baktériumokkal, és képesek voltak nagy
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MYV tartamu aggregatumok képzésére is, szemben az egészséges donorok plazma MV-
ival. Tehat az akut Staphylococcus fert6zésben szenvedd betegek plazmajabol szeparalt
MV-ok a bMV-hez, az egészséges donorok hasonld6 MV-ai az SMV-hez hasonld

viselkedést mutattak Staphylococcus-ok ellen.

4.6 Az extracellularis ionosszetétel szerepe a S. aureus elleni antibakterialis
folyamatokra

A S. aureus fagocitozison alapulo, intracelluléris eliminéacidja laborunk korabbi
munkassaga alapjan alapvetden fiigg a NADPH-oxidaz adekvat miikddésétol. Szintén
korabbi adat, hogy az oxiddz miikodésének obligat feltétele az altala szallitott elektronok
plazmamembranon valo ataramlasat kompenzald ionaramok (H*, Cl- és/vagy K*) megléte
(Irodalmi hattér és az 5.B abra). A kompenzalé ionaramok megléte és nagysaga igen
nagy mértékben fligg a fagolizoszéma, igy attételesen az extracellularis tér
iondsszetételétol.

Ugyanakkor a MV-ok aggregacio képzésében az aktiv citoszkeletalis
valtozasokon, illetve a CR3 miikodésen feliil szerepe lehet a felszini toltésének is,
(hasonlatosan pl. a mintazatfelismerd receptorok ligandum kotéséhez). A sejtek és MV-
ok felszini toltése fiigg az extracellularis iondsszetételtél is, az extracellularis
ionkOrnyezet valtozasa viszont jellemzd velejaroja sulyos fertdzéses allapotoknak.
Amennyiben tehat az extracellularis kornyezet jelentdsen befolyasolja a PMN és a bMV
antibakterialis hatasat, gy ennek lehet klinikai jelentdsége. Igy tehat vizsgalni terveztiik
ezen hatasok szerepét a PMN, illetve a MV-ok antibakterialis hatasaiban.

Munkatarsaim eredményei alapjan [75, 87] az extracellularis K* koncentracid
valtoztatasa, illetve a K™ ionofor valinomycin alkalmazasa jol detektalhato befolyassal
birt a fagolizoszoma 0Ossztoltésének (polaritasanak) valtozasara, azonban a PMN-ek
szuperoxid termelését, illetve opszonizalt S. aureus eliminald képességét egyaltalan nem
volt képes befolyasolni. Ez alapjan vetettiik fel, hogy a K* ion szerepe vélhetSleg
elenyészd az oxidaz elektrogenitdsanak kompenzalasaban, igy a S. aureus intracellularis
elpusztitasaban [87].

A fenti eredmények logikus tovabbgondolésa volt az a kisérletsorozat, melyben a

protonkoncentracio, illetve a Cl” koncentracio valtoztatasaval igyekeztiink tisztdzni ezen

crer
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polaritasaban. Ahhoz, hogy a tdltéskompenzéciot egyszerlien vizsgalhassuk, olyan
szuperoxid termelést fokozo anyagot kerestiink, melynek hataséara a szuperoxid termelés
kellden nagy mérvii, és leginkabb az extracellularis tér felé iranyul, azaz az elektronok
mozgasa ¢és a toltéskompenzald ionok mozgadsa egyarant az intracellularis tér és az

extracellularis tér kozott valosul meg.
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301. abra. A PMN és a bMV miikodése valtozo extracellularis kornyezetben. Az ,,A” panel mutatja
a NADPH-oxidaz elektrogenitasat kompenzalé feltételezett ionaramokat extracellularis iranyu
szuperoxid termelés esetén. e.c.: extracellularis tér, i.c.: intracellularis tér. A ,,B” panel a PMN
szuperoxid termelésének, a ,,C” panel a PMN antibakteridlis hatasanak fiiggését mutatja az
inkubacids kozeg (tehat az extracelluldris tér) Cl" koncentracidjatol, illetve a kozeg pH-jatél. A ,,D”
panel a bMV antibakteridlis hatasanak fiiggését mutatja az extracelluldris tér osszetételétol. n=4,
SEM.
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Ennek modelljét a 31.A abra mutatja. Ezen kivanalmaknak a PKC aktivator PMA
hatasara fellépd szuperoxid termelés maradéktalanul megfelelt. A PMN-ek szuperoxid
termelését citokrom c redukcion alapuld modszerrel kovettiik.

A fenti modell alapjan tehat, amennyiben valoban jelentés a CI° ionok
az elmarad6 toltéskompenzdcid6 miatt csokkend szuperoxid termelést kellene
tapasztalnunk. Hasonlé megfontolas szerint amennyiben fontos a t6ltéskompenzacioban
a protonok szerepe, €s gatoljuk a protonok aramlasat (pl. a proton koncentracio
emelésével), ugy csokkend mértékii szuperoxid termelést kell tapasztalnunk. Ez utobbi
koriilményt nagy pufferkapacitasi HEPES oldattal, illetve alacsony pufferkapacitasu
fosztat pufferrel vizsgaltuk.

Mint a 31. B abran lathato, a Cl” ion elhagyasa az inkubacios oldatbol (azaz a CI
mennyiségét, amennyiben normalis volt az extracellularis pH, azaz a protonok aramlasa
rendben végbemehetett. Ezzel szemben az alacsony pufferkapacitasa kérnyezetben a H*
koncentraci6 emelkedésével parhuzamosan csokkent szuperoxid termelést tapasztaltunk.
szerepe vagy jol kompenzalodik egyéb ionokkal, vagy elenyész0. Ezzel szemben a
protonok dramlasanak gatlasa a miikodd oxidazt is tartalmaz6 membran két oldala kozott
erdteljesen gatolta az enzim milkddését. Ennek hatterében allhat az extracellularis
acidozis miatt csokkend elektrokémiai gradiens kovetkeztében lassuld proton
toltéskompenzacio, avagy esetleg az intracellularis acidozis, avagy az alacsony pH altal
gatolt proton pumpak miikodésének csokkenése is [180].

A fenti megkdzelitésen tul vizsgalni kivantuk, hogy befolyasolhatja-e a ClI™ ion
valamely egyéb modon (pl. a depolarizacon keresztiil) a PMN baktériumolését. Mint a
31.C abra mutatja, a ClI- mentes, de nagy pufferkapacitasu kézegben a PMN a kontrollhoz
teljesen hasonld mértékben 6lte az S. aureus-okat, szemben az alacsony pufferkapacitasa
(tehat gatolt szuperoxid termelésii) mintakkal [88].

Igy tehat véleményiink szerint az extracellularis Cl" ionok nem jatszanak kiemelt
szerepet a PMN NADPH-oxidazanak mukodésében ¢és baktériumolésében, az
extracellularis proton koncentracié emelése (aciddzis) viszont gatolta a PMN miikodését.

Az eddigi gondolatmenetet tovabbgondolva vizsgaltuk, hogy a fenti mértékben
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megvaltoztatott extracellularis iondsszetételnek van-e hatdsa a bMV-k antibakterialis
hatasara. E vizsgalataink hatterében az az elképzelés allt, miszerint a bMV-baktérium
interakciod kialakuldsaban esetleg szerepet jatszhatnak elektrosztatikus kolcsdonhatasok is.
Ennek megfelelden vizsgaltuk, hogy az extracellularis kornyezet K*, HT, illetve CI
koncentracioja befolyassal van-e a bMV-k antibakterialis hatasara. Természetesen mas
ionok (pl. Ca*™, Mg, szerves kat- és anionok), illetve a MV felszini polaritasanak
vizsgalata 1is felmeriilt, az ezzel kapcsolatos kisérletek jelenleg is folynak
laboratoriumunkban. A CI” és K* ionnal kapcsolatos eredményeinket a 31.D 4bra
mutatja. Lathat6, hogy a bMV miikodésére egyik vizsgalt koriilmény sem volt hatéssal,
mely eredmények koziil kiilon kiemelném, hogy — szemben a PMN-nel — acidozis esetén
sem tapasztaltunk hatascsokkenést.

Osszefoglalva, a PMN és a bMV hatasa kozott Gjabb kiilonbséget tudtunk
megfigyelni, amennyiben a PMN mikodését mar gatlo pH értéken a bMV antibakterialis

crer

a PMN, mind a bMV érzéketlennek bizonyult.
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5. Megbeszélés

Az emberi neutrofil granulocitdk extracellularis vezikuldir6l mar korabban is
ismert volt, hogy hatassal rendelkeznek mind endotél, mind monocita és makrofag
sejtekre. Mindemellett munkédm kezdetekor semmilyen informacioval nem rendelkeztiink
a PMN eredetli EV-knek a neutrofilek f6 célpontjaira, azaz a baktériumokra kifejtett
esetleges hatasairol.

Eredményeink szerint a periférids vérbdl szeparalt human neutrofil granulocitak
mind spontan, mind pedig a legkiilonfélébb stimulus hatasara termelnek extracellularis
vezikuldkat. Meghataroztuk ezek méretét, mely alapjan a vizsgalt extracellularis
vezikuldk a mikrovezikuldk k6z¢é sorolhatdak, méretiik tehat fél nagysagrenddel haladta
meg a PMN granulumait, egy nagysagrendel az exoszomék méretét. Erdekes modon
méretiik fliggetlennek bizonyult a termelddésiiket kivaltd stimulustol. Ezen
uniformizaltsag mogott a PMN MV termelési mechanizmusénak jellemzdin tul
elképzelhetd, hogy a MV szeparalas fizikai hatdsai is megtalalhatoak. Igazoltuk, hogy az
altalunk vizsgalt vezikulakat foszfolipid kettds membran hatarolja, illetve hogy ezen
membran iranyultsaga (a transzmembran fehérjék epitopjainak elhelyezkedése alapjan)
megegyezik a donor sejt membranjanak iranyultsagaval. Igazoltuk a CR3 két lancanak
(CD11b ¢és CDI18) nagy mennyiségli jelenlétét a vizsgalt MV-ok membrajaban. A
szeparalt MV-k mennyiségét, illetve fehérje Osszetételét alapvetéen meghatdrozta a
termelddéstiket kivalto inger. A termelést kivaltd ingerek koziil ki kell emelni az
opszonizalt S. aureus jelentdségét, hiszen olyan vezikula populacioé (bMV) keletkezését
indukalja, mely szignifikans antibakterialis hatassal rendelkezik.

A PMN ¢és a bMV antibakterialis mechanizmusa kozott szamos kiilonbséget
sikeriilt igazolnunk. Az els6 markédns kiilonbség a baktériumok opszonizacidjanak
sziikségességében rejlett: a PMN-nel szemben a bMV hatasa egyaltalan nem fiiggott a
tdmadandd baktérium opszonizaltsagatol. Jelentds kiillonbség mutatkozott a baktériumok
¢és bMV-k kozti interakcio természetében is, amennyiben a PMN fagocitalja, majd a
fagolizoszOmaban tamadja a baktériumokat, szemben a bMV-vel, mely a felszinéhez
kotve aggregalja a baktériumokat. Eltérést mutatott a PMN, illetve a bMV miikodésének
fiiggése a pH-tol is, hiszen a bMV (a PMN NADPH-oxidazt gatld) savanyu pH-n is

megorizte miikodoképességét. Kiilonbség mutatkozott az antibakterialis hatas jellegében
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is, hiszen a PMN baktericid hatasaval szemben a bMV inkabb bakteriosztatikusnak
tekinthetd. Ugyanakkor az extracelluléris klorid ion megvonasa nem befolyésolta sem a
PMN, sem a bMV antibakteridlis hatasat. Véleményiink szerint a PMN esetében a klorid
ion megvonasa nem volt képes érdemben befolyasolni a NADPH-oxidaz mikodését, igy
az ettdl fliggd intracellularis baktériumdlési mechanizmusokat sem.

Mint az irodalmi hattér targyaldsa soran ismertettem, a PMN S.aureus
eliminacioja nem elképzelheté a fagocita NADPH-oxiddz miikodése nélkiil. Ezért az
oxidaz jelentdségét is vizsgaltuk kisérleteink soran, viszont az ezzel kapcsolatos
eredmények részletes ismertetését munkatarsam, Loérincz M. Akos doktori értekezésében
tervezziik. Roviden annyit viszont szeretnék jelezni, hogy eredményeink tobb iranybdl is

igazoljak, hogy a bMV hatésa fliggetlen az oxidaz miikddésétol.

PMN NET bMV

ROS termelés sziikségessége + + -
DN-az érzékenység - + -
Opszonizacio sziikségessége + - -
Intakt vezikularis szerkezet + - +
Fagocitézis sziikségessége + - -
Citoszkeletalis rendszer épsége szikséges + - +
Glukoz jelenléte - - +
Hatasanak kialakulasahoz szikséges id8 azonnali 2-4 6ra 20 perc
Granularis fehérjék szilikségessége + + +
Antibakterialis hatés Baktericid | o BaNIeNO | Bakteriostatikus
pH érzékenység + nem ismert -

6. tablazat. A PMN, a bMYV és a NET antibakterialis hatasa kozotti fobb kiilonbségek.

Az eddig egyetlenként ismert PMN eredetli extracelluldris antibakteridlis
mechanizmus, a Neutrofil Extracellular Trap (NET) szintén szamos ponton kiilonbozik a
bMV-k hatasmechanizmusatol. Fontos kiilonbség a jelenség kialakulasahoz sziikséges
id6: mig a bMV képzddése 20 perc alatt telitédik, a NET kialakulasa 2-4 6ra alatt megy
végbe. Eltér a két folyamat gatolhatdsaga is: a bMV miikddése felfiiggeszthetd az aktin-
citoszkeleton, illetve a CR3 gatlasaval, valamint a vezikulék struktirajanak karositasaval,
mely hatasok nem befolyéasoljak NET-et. Kiilonbség mutatkozik a folyamat elindulasaban

is: a NET képzddés LPS és PMA hatasara lesz a legnagyobb mértékii, a MV-ok koziil
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viszont az opszonizalt részecskék hatasara keletkeznek a hatdst hordoz6 vezikuldk. A
bMV, a PMN és a NET kozotti kiillonbségeket kiemelve a 6. tablazat mutatja.

A bMV antibakterialis hatdsa tehat elég sok ponton eltér a neutrofil granulocita
eddig ismert antibakterialis mechanizmusoktol. Maga a bMV-fiiggd antibakterialis hatas
véleményiink szerint sok tényez6tdl fiigg. Eddigi munkank soran ezen faktorok koziil
kettd hatdsat vizsgaltuk részletesen: a MV-ok ¢és a baktériumok kozti kapcsolatot, illetve
a bMV-kben specifikusan dasul6 antibakterialis fehérjéket. A bMV és a baktérium kozotti
direkt kapcsolat, az aggregalodas jelent6ségét jol mutatja az a megfigyelés, mely szerint
az aggregatumban 1évo baktériumok osztddasa elmarad a kontrollhoz viszonyitva. A
bMV-k és baktériumok Gsszetapadasa, illetve annak elmaradasa jol korrelalt a tapasztalt
antibakterilis hatassal, az sSMV és a bMV viselkedése kozott ez a leglényegesebb eltérés.
Az aggregacid abban az esetben is kialakult, amennyiben el6lt baktériumot inkubaltunk
bMV-vel, elmaradt viszont, mikor a baktériumok magukra hagyva, osztddasukhoz idealis
koriilmények kozott keriiltek vizsgalatra, illetve akkor is, mikor megsziintettilk a MV-ok
struktirajanak épségét. Az aggregacio kialakulasa gatolhatd volt a CR3 (B2 integrin,
Mac-1), a PI3K, illetve citoszkeletalis elemek gatlasaval, valamint gliikdz megvonasaval
1s. A gatloszerek hatasanak értelmezése kapcsan emlékeztetnék azon tanulmanyokra,
befolyasoljak. Elképzelhetonek tartjuk, hogy a bMV-ken a CR3 konformacidja —
monocitakhoz hasonléan [52] — eleinte alacsony affinitasu formajaban van jelen, mely
konformacié viszont a jelenlévd baktériumokkal kapcsolodva megvaltozik, aminek
kovetkeztében a CR3 ligandkoté affinitdisa megndé. Ez a folyamat ismerten aktin-
citoszkeleton rendszer fiiggd, melynek miikddése energiat is igényel. Ez esetben
érthetévé valna, hogy miért befolydsolja a bMV antibakteridlis hatdsat a citoszkeleton
gatlasa, avagy a gliilkdz megvonasa.

Szintén erds korrelaciot tapasztaltunk az aggregatumba keriilt MV -k mennyisége,
illetve a MV-k hatasa k6zott. A hatas jelentdségére hivja fel a figyelmet a pMV és a bMV
kozotti kiilonbség, elképzelhetdnek tarjuk, hogy a pMV gyengébb hatdsdnak egyik okét
az adott aggregadtumban egy baktériumra juté MV-ok szamanak kiilonbségében kell
keresni. A nagy méretli aggregadtumok kialakuldsa jol gatolhaté volt ugyanazon
koriilményekkel, melyek a baktérium megkotését is gatoltak. E gatld hatas mogott — azon

feltételezésbdl kiindulva, hogy elébb bMV-baktérium interakcié alakul ki, majd ehhez
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kapcsolodnak tijabb baktériumok és MV-ok — véleményiink szerint a baktériumok
megragaddsanak elmaradésa allhat. Erre utal az a megfigyelés is, hogy a magukra hagyott
MV-ok nem képeznek aggregatumokat.

A bMV antibakterialis hatdsanak masik fontos Osszetevdje lehet a bMV-kre
jellemzd antibakteridlis fehérjék dusulasa. Véleményiink szerint ezen fehérjék
megjelenése a MV-okban aktiv folyamatok eredménye (mint erre indirekten a keletkezd
bMV-k fehérje tartalma és hatasuk kozti Osszefiiggés, illetve a MPO intravezikularis
elhelyezkedése is utal). Ezen fehérjék véleményiink szerint feleldsek lehetnek az
antibakterialis hatdsért is, amennyiben az aggregatumban igen magas lokalis
koncentréaciot érhetnek el. E kérdés tisztazasara jelenleg is folynak laboratdoriumunkban
kutatasok.

Ex vivo vizsgalataink soran egészséges donorok, illetve S. aureus fert6zésben
szenvedd betegek vérplazmajaban sikeresen izolaltunk PMN eredetii MV-okat. Ezek
mennyisége tobbszordsen nagyobb volt a betegekben, baktériumokkal szemben tantsitott
viselkedésiik (aggregatum képzd hajlama) pedig nagyban hasonlitott egészségesek esetén
az sMV, a betegek esetén pedig a bMV in vitro viselkedésére. Tekintve mas
kutatocsoportok eredményeit is [164], elképzelhetdnek tarjuk, hogy az altalunk in vitro
indukalt MV-okhoz hasonl6 vezikulak in vivo is megjelennek.

Osszességében tehat kutatdsiank sordn az emberi neutrofil granulocitdk egy
korabban nem ismert extracelluldris antibakterialis mechanizmusat tartuk fel, melynek

miikddése fliggetlen a timadand6 baktériumok opszonizacidjatol.
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6. Kovetkeztetések

Doktori munkdm soran a neutrofil granulocita eredetli extracellularis vezikulak

egy csoportjanak, a mikrovezikuldknak mennyiségi, mindségi és funkcionalis vizsgalatat

végeztem, kiilonods tekintettel ezen vezikuldknak a baktériumokra kifejtett hatdsara.

Vizsgaltam tovabba az extracellularis ionkOrnyezet szerepét a neutrofil granulocita,

illetve a fenti mikrovezikuldknak a baktériumokra kifejtett hatdsara. Munkam soran a

kovetkezd megallapitasokra jutottam:

A humaén neutrofil granulocita spontén is termel mikrovezikuldkat, azonban ezek
mennyisége ¢€s Osszetétele is valtozik, amennyiben a sejtet meghatarozott kiilsd
ingerek érik. Kiemelt jelentdsége van ezen ingerek kozott opszonizalt részecskék
bekebelezésének, mivel az ilyen hatasra termel6dott MV-ok nagy mennyiségii
antibakterialis fehérjét tartalmaznak. Az altalunk alkalmazott &agensek a

neutrofilek életképességét nem befolyasoltak a mikrovezikuldk termelése soran.

Az opszonizalt Staphylococcus aureus hatasara keletkezett mikrovezikulak
antibakterialis  hatdssal rendelkeznek. Hatasuk vizsgdlataink szerint
bakteriosztatikus, fliggetlen a tdmadandd baktériumok opszonizacigjatol,
valamint tobbféle (de nem az Gsszes) baktériumtorzzsel szemben igazolhat6. Az
antibakterialis hatas alapja a mikrovezikuldk és a baktériumok Osszetapadasa.
Minél tobb baktérium keriil ilyen kapcsolatba, illetve minél tobb vezikula
talalhatd egy-egy baktériummal Gsszetapadva, annal erésebb az antibakterialis
hatas. A komplement receptor 3, az aktin-citoszkeleton, illetve a PI3K gatlasa,
valamint a gliikdz megvondsa egyarant gatolta a fenti baktérium-vezikula
kapcsolat, valamint az antibakterialis hatas kialakuldsat. Mindemellett hasonlo
jellegii és viselkedésti mikrovezikulak jelenlétét sikeriilt igazolni Staphylococcus
aureus infekcidban szenveddk vérplazmajaban. A neutrofil granulocitak
mikrovezikuldi egy kordbban nem leirt extracellularis antibakterialis

mechanizmussal rendelkeznek.
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Az extracellularis ionkornyezetben jelentds klorid-ion megvonasa nincs hatassal
sem a neutrofil granulocitdk NADPH-oxid4dzénak, sem intracellularis, sem
mikrovezikuldkon alapuld antibakteridlis mechanizmusainak miikddésére. Az
extracellularis acidozis ugyanakkor hatékonyan gatolja a NADPH-oxidaz

mukodését, a mikrovezikulakét viszont nem.
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Osszefoglalas

Kering6 fehérvérsejtjeink kozott a legnagyobb aranyban el6forduld sejtjeink, a
neutrofil granulocitak alapvetd résztvevoi szervezetiink immunrendszerének. Elsoként
érkeznek a fertdzés helyére, ahol legfébb célpontjaikat baktériumok és egysejtii gombak
jelentik. Baktériumdld mechanizmusuk a tdmadandd részecske bekebelezésén
(fagocitozisan), majd annak sejten beliil, fagolizoszoémaban torténd elpusztitisan és
lebontéasan alapul.

A kozelmultban felismert extracellularis vezikulak termelésére minden eddig

vizsgalt sejttipus képesnek mutatkozott. Funkcidik nagyban fiiggenek az 6ket 1étrehozo
sejttdl, igy igen valtozatosak lehetnek. Ismert szerepiik a sejtek kozti hirkdzléstdl kezdve
kiilonb6z6 RNS-ek szallitdsan 4t komplett fehérjék transzportjdig, a véralvadasi
folyamatok elinditasaban és moduldlasédban, csakiugy mint példaul daganatos sejtek
attétképzésében. Ugyanakkor a neutrofil granulocita eredetii extracellularis vezikulakrol
igen kevés ismerettel rendelkeztiink.
a mikrovezikuldkkal foglalkoztam. Kisérleteink soran igazoltuk, hogy a PMN kiilonb6z6
hatasokra kiilonbozd dsszetételli és funkcidji mikrovezikuldkat termel. Az opszonizalt
részecskeék fagocitozisat kovetden keletkezett mikrovezikuldk specialis tulajdonsaga,
hogy tobbféle baktérium ndvekedését is gatoljak. Ezekben a vezikuldkban antibakterialis
fehérjék és felszini integrinek dusulasat is igazoltuk. A mikrovezikuldk antibakterialis
hatdsa a baktériumok és a mikrovezikuldk kozvetlen kapcsolatan alapul, azonban —
szemben a neutrofil granulocita miikodésével — fiiggetlen a tdmadandd baktériumok
opszonizacidjatol, illetve az extracellularis acidozistol. A vezikuldk nem opszonizalt
baktériummal szemben mutatott antibakterialis hatdsa meghaladja a PMN ugyanezen
kapacitasat. A fenti eredmények mellett nagy szamban sikeriilt kimutatnunk bakteridlis
fertézésben szenvedd betegek vérplazmdjabol neutrofil eredeti mikrovezikuldkat,
melyek vizsgalataink szerint sok hasonlésagot mutattak az in vitro antibakterialis hatast
mutaté mikrovezikuldkkal.

Osszességében tehat munkank soran a neutrofil granulocita egy eddig nem ismert,

extracellulars baktérium novekedést gatlo mechanizmusat irtuk le.
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Summary

Human neutrophilic granulocytes are the most abundant leukocytes in our blood.
These cells play fundamental role in the immune system. They are the first to migrate to
the site of infections, where their main function is to eliminate microorganisms (such as
bacteria and fungi). The process involves engulfment and segregation of the
microorganisms intracellularly, in phagolysosomes.

In recent years the existence and effects of cell-derived extracellular vesicles (e.g.
exosomes and microvesicles) have been revealed in several physiological functions,
depending mainly on the type of their original cell. The importance of these vesicles have
been demonstrated in intercellular communication, transfer of different type of RNA or
proteins, modulation of haemostasis, or in metastatization of tumour cells. Neutrophilic
granulocytes were also shown to create such particles, but little is known about their
functions.

Our aim was to investigate neutrophilic granulocyte-derived extracellular
vesicles. We observed that composition and function of the produced vesicles highly
depends on the stimulant of the PMN. One type of investigated particles, the
microvesicles produced upon opsonized bacterial stimuli represents specific
accumulation of antibacterial proteins, and also a significant effect on bacterial survival.
This antibacterial effect requires direct bacteria-vesicle interaction, but it is independent
from opsonisation of bacteria and also from acidosis of the extracellular enviroment. The
antibacterial capacity of these vesciles against opsonin free bacteria exceeded the capacity
of PMN. We were able to detect a large number of neutrophil derived microvesicles in
the blood plasma of bacteremic patients. Ex vivo these vesicles formed large aggregates
with bacteria, similar to in vitro generated micovesicles.

Taken together, in our experiments we described a new extracellular bacteriostatic

mechanism of neutrophilic granulocytes.
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