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BEVEZETES

Kering6 fehérvérsejtjeink kozott a legnagyobb aranyban
eléforduld sejtjeink, a neutrofil granulocitak (polimorfonuklearis
sejtek, PMN) alapvetd résztvevoi szervezetiink immunrendszerének.
Elséként érkeznek a fertézés helyére, ahol legfébb célpontjaikat
baktériumok ¢és egysejti  gombdk jelentik.  Célpontjaikat
mintazatfelismerd, valamint opszonin receptoraikkal ismerik fel.
Baktériumo6lé mechanizmusuk a klasszikus felfogas szerint a
tamadand6 részecske bekebelezésén (fagocitézisan), majd annak
sejten beliil, fagolizoszémaban torténd elpusztitasan és lebontasan
alapul. A baktériumok fagolizoszOmaban vald elpusztitisaban
alapvetd szerepet jatszik a granulocita NADPH oxidaz, mely
enzimkomplex szuperoxid aniont termel a fagoliszomalis lumen felé.
Ennek hianyaban bizonyos baktériumok (pl. Staphylococcus aureus)
eliminacioja zavart szenved, szemben pl. az Escherichia coli
eliminacidjaval. E mellett ismert egy extracellularis antibakterialis
mechanizmusuk is, melynek soran a neutrofil granulocita kiillonb6z6
antimikrobialis hatastu fehérjék kiséretében leadja nuklearis DNS-ét az
extracellularis tér felé, mely DNS az extracellularis térben mintegy
halét alkotva csapdaba ejti mind a korokozokat, mind az
antimikrobialis fehérjéket, melyek igy hosszan kifejthetik hatasukat

az immobilizalt mikrobakra.

A kozelmultban felismert extracellularis  vezikulak
foszfolipid kettésréteggel hatarolt, citoszolikus és integrans

membranfehérjéket, valamint kiilonb6z6 RNS-eket (m-, mi-, t-, r-,



avagy nem kddoloé RNS szekvencidk) tartalmazé képletek. Méretiil 10
nm ¢és 4 pm kozott valtozik, termelésiikre minden eddig vizsgalt
sejttipus képesnek mutatkozott. Osztalyzasuk részint méretiik, részint
képzbddésiikon alapul, a legkisebb méretti (10-100 nm kozotti)
exoszOmak a multivezikularis testek exocitdzisaval adédnak le, a 100-
1000 nm kozotti mikrovezikuldk (MV) a plazmamembran
bimbozasaval keletkeznek, mig az apoptotikus testek (1-4 um) a sejtek
apoptozisa soran jonnek létre. Funkcioik nagyban fiiggenek az Gket
1étrehozo sejttdl, igy ezek igen valtozatosak lehetnek. Ismert szerepiik
a sejtek kozti hirkozléstdl kezdve kiilonb6zé RNS-ek szallitasan at
komplett fehérjék transzportjaig, a véralvadasi folyamatok
elinditasaban és modulaldsaban, csakigy, mint példaul daganatos
sejtek attétképzésében. Ugyanakkor a neutrofil granulocita eredetii
extracellularis vezikulakrol igen kevés ismerettel rendelkeztiink,
korabbi kozlemények elsGsorban ezek immunmodulans hatésait

vizsgaltak.

A korabbi kozlemények azonban kevésbé vizsgaltak annak
lehetdségét, hogy a kiilonb6z6 stimulusokra kiilonbdzo dsszetételli és
funkcidju szubcellularis vezikulak keletkeznek-e, illetve arr6l sem
rendelkeztiink semmilyen informacidval, hogy a neutrofil granulocita
eredetli vezikulak hatnak-e, hathatnak-e kozvetleniil a baktériumok

talélésére.



CELKITUZESEK

e Célunk volt a neutrofil granulocitadk  kiilonb6zd
biologiai/bakterialis, illetve farmakologiai  hatasokra
termel6dott extracellularis vezikulumainak mennyiségi és

mindségi jellemzése.

e Vizsgalni kivantuk a neutrofil granulocitak extracellularis
vezikulumainak a baktériumokra kifejtett hatasat in vitro és

ex vivo koriilmények kozott.

e  Vizsgalni kivantuk az extracellularis
ionkornyezet/iondsszetétel valtozasanak hatasit a PMN
intracellularis, illetve MV-on alapulé antibakterialis

kapacitasara.



MODSZEREK

A neutrofil granulocitak izoldaldsa

Onkéntes, egészséges donoroktol szarmazé friss, citrattal
alvadésgatolt vérmintakbdl siiriség alapjan, Ficole-Paque gradiens
segitségével kiilonitettiik el a neutrofil granulocitdkat. A kinyert
preparatum sejtszamat Biirker kamra segitségével, Tiirk-festéssel

mértiik, sejtosszetételét Giemsa-festéssel hataroztuk meg.

Mikrovezikulak (MV) termeltetése és preparaldsa PMN-ekbdl

A mikrovezikulakat az éket termel6 sejtektdl, avagy a vérplazma
sejtes elemeitd 5 perces, 500 g-s centrifugdlassal, valamint az ezt
kovetd 5 um-es sziiréssel izolaltuk. Magukat a MV-okat egy jabb,
15700 g-s, 10 perces centrifugalassal iilepitettiik, majd ezeket friss

médiumban felvéve alkalmaztuk kisérleteinkben.

A mikrovezikulak mennyiségének becslése — a fehérjemennyiség
analizise

A MV-ok mennyiségének meghatarozasara kétféle modszert
alkalmaztunk: fehérje tartalom valtozasanak kovetését, valamint
aramlasi citométert. A vizsgalt MV frakcio fehérjetartalmanak
meghatarozasahoz Bradford modszert alkalmaztunk. Irodalmi adatok
alapjan feltételezve, hogy az esetleges szolubilis fehérjék az altalunk
hasznalt szeparalasi metodussal nem iilepithet6ek, illetve aramléasi
citométerrel igazolva a preparatumok sejtmentességét, a mintdkban
mért, ujonnan megjelent fehérje mennyiséget MV eredetiinek

tartottuk. Bakterialis hatasra termelt MV esetén a felhasznalt
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crer

baktériumot tartalmazé mintdt hasonld szeparalasi 1épéseknek
vetettiink ald, mint a MV-okat, majd mértiik ezen (csak baktériumokat
tartalmazd) minta fehérje mennyiségét is. Ez utobbi értéket kivontuk
a bakterialis hatasra termelt MV (bMV) minta mért fehérje
mennyiségébol, igy kozelitve a valoban PMN eredetii fehérje

mennyiséghez.

A mikrovezikulak mennyiségének becslése — dramlasi citométer
alkalmazasa

A MV mérettartomanyaba esd, vezikularis természetti, PMN
eredetii események mennyiségét aramlasi citométer segitségével
vizsgaltuk. A detektalt események vezikularis természetét detergens
(10% ,,Triton X 100” 5 perc, szobahdn, enyhe razas) hozzaadasaval
igazoltuk. A mérettartomanyt (1 pm alatti események) részint endogén
z6ld fluorecens fehérjét (GFP-t) expresszalo Staphylococcus aureus
segitségével, részint gyari méret-standardokkal igazoltuk. Az
események (MV-0k) PMN-b6l vald szarmazasat a PMN komplement
3-as receptoranak (CR3) egyik lanca, a CD11b elleni, monoklonalis,

primeren fluoroférral konjugalt antitest segitségével vizsgaltuk.

Baktériumok prepardlasa és opszonizaldsa
A baktérium preparatumainkat 150 perces, 37 °C-os, enyhe razas
melletti ndvesztést kovetden centrifugalassal és mosassal tisztitottuk,

s s

mutatott optikai denzitasuk alapjan allitottuk be. A baktériumok



opszonizacidjat legalabb 3 egészséges donorbol szarmazéd kevert
vérszérummal végeztilk, ehhez a baktériumokat 20 percen &t

inkubaltuk 10 v/v % vérszérummal 37 °C-n razas mellett.

Baktérium tulélés vizsgalata

A Dbaktérium tGlélés vizsgalatihoz a laboratoriumunkban
kifejlesztett félautomata baktérium elimindcids tesztet hasznaltuk.
Ennek soran a baktériumokat PMN-nel, avagy MV-mal, 37 °C-n,
enyhe razas mellett, 30 percen at inkubaltuk, mikozben a kisérlet
kezdetén, majd minden 10. percben mintat vettiink. Ezen mintakat a
tovabbi reakcio leallitasa érdekében jéghideg, 1 mg / ml saponin
tartalmtit HBSS médiumba helyeztiik, majd -80°C-n feltartuk. Ezt
kovetéen egy 10 x higitasi 1épést kdzbeiktatva minden mintat 10 x
nagyobb térfogatt LB médiumba helyeztiink. Mintainkat 96 lyuka
lemezen, ELISA fotométerben 37 °C-n rdzas mellett inkubaltuk,
mikozben kovettiik a mintak optikai denzitasanak valtozasat 620 nm-
es hullimhosszon, jellemzéen 8-10 o6ran at. A baktériumok
mennyiségére az optikai denzitds valtozasa alapjan, a kalibralod
(kizardlag  baktériumot  tartalmazd) mintdk  segitségével

kovetkeztettiink.

A MV-ok, valamint a PMN-ek fixdldsa és fluoreszcens jelolése
fluoreszcens konfokalis és video mikroszkopiahoz

A vizsgalatokban a MV preparatumokat nem opszonizalt S.
aureus baktériumokkal (ezek jellemzden, de nem mindig endogén

GFP-t expresszalo USA 300 S. aureus torzsbe tartoztak) inkubaltuk,



majd az inkubacidt kovetéen a mintdkat — az MV preparalas utolséd
centrifugaldsdval megegyez0 paraméterekkel — iilepitettik. A
mintdkat kis térfogatban felvéve el6zetesen 96%-0s alkohollal
zsirmentesitett fed6lemezre rétegeztiik szobahdn, majd tilepedést
kévetben mostuk 6ket. A MV-ok, illetve a PMN-ek fluoreszcens
jelolése a fed6lemezen zajlott. Amennyiben
intravezikularis/intracellularis jel6lést kivantunk alkalmazni, a mintat
0,5%-o0s ,,Triton X 100” 5 perces alkalmazasaval permeabilizaltuk. A
MV-ok PMN eredetének igazolasara jellemzéen a CR3 valamely
lanca (CDI11b, illetve CDI18) elleni monoklonalis, primeren
fluoroforral konjugalt ellenanyagot, vagy pedig az aspecifikus
membranlipid jeldl6 PKH-2 festést hasznaltunk (a gyartd eldirasainak
megfelelden). A myeloperoxiddz kimutatasa, elhelyezkedésének
vizsgalata szintén anti-human monoklonalis antitestek, illetve ezen
antitestek elleni, fluoroforral konjugalt masodlagos antitestek
segitségével tortént. Az aktint fluoroforral jeldlt falloidin segitségével,
a foszfatidil-szerint pedig fluoreszcensen jelzett Annexin V-tel
mutattuk ki. Az autéfluoreszcencia kizarasahoz nem jeldlt mintat, az
antitestek negativ kontrolljaként azonos izotipusu, de nem specifikus
antitestek keverékét haszndltunk. A vizsgalt mintdk vezikularis
természetét detergens alkalmazaséaval igazoltuk. A konfokalis, illetve
a konfokalis videdmikroszkopids méréseket Zeiss LSM 510, illetve
710 konfokalis mikroszkoppal végeztik. A videdmikroszképos
felvételekhez a fed6lemezeket a MV-ok felhelyezése elétt BSA-val
fedtiik, magat a felvételt oldatban (HBSS) tartott MV-on, 37 °C-on,



fiitott objektiv és targyasztal mellett készitettiik. A felvételeket

,Imagel 1.41” program segitségével analizaltuk.

A szuperoxid termelés mérése

A neutrofilek extracellularis szuperoxidtermelését a szuperoxid-
diszmutazzal gatolhato ferricitokrom-c redukcid alapjan mértiik
tobbutas fotométerben, 550 nm hullamhosszon, citokrém-c
jelenlétében, 37 °C-on, HBSS médiumban. A hattérértékek levonasa
utdn a kapott extinkcidértékeket a citokrom-c abszorpcios
koefficiense segitségével (21 mM-1cm-1) szamoltuk at szuperoxid

anyagmennyiségre.

Western blot

Western blot analizishez a MV-okat Laemli puffer segitségével
lizaltuk, 15 perces 96 °C-os hdkezelést 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 tartalmazé PBS oldatban. Az
immunreaktivitast laktoferrin esetén 1:1000-es higitasu poliklonalis
antitesttel, aktin esetén 1:10 000-es, mieloperoxidaz esetén 1:500-as
higitasti monoklonalis antitesttel, majd tormaperoxidazzal konjugalt,
1:5000-es higitasi masodlagos antitesttel vizsgaltuk. Az antitestek
kontrolljaként teljes PMN lizatumot, illetve izotipus elsddleges
antitesteket alkalmaztunk. Az antitesteket 5% ovalbumint tartalmazo
PBS-ben hasznaltuk. Az immunreaktivitas mértékét denzitometriaval

vizsgaltuk, ,,Jmage]” program segitségével.



Statisztikai modszerek

A bemutatott kisérleteket legalabb négy kiilonb6z6 donorbol
szarmaz6 mintan végeztiik el. A tobb mérés atlagat bemutatd abrakon
a atlag szorasat (SEM) tiintettiik fel (az elemszam az abraalairasban
szerepel). Reprezentativ eredmény bemutatas esetén az altalunk
legjellemzébbnek  vélt eredményt szerepeltettik. A kapott
eredményeket ,,Statistica 117 programmal értékeltiik. Mivel azt az F
proba minden bemutatott értéknél engedte, az eredményeket paros
vagy kétmintas t-probaval hasonlitottuk 6ssze. Amennyiben tobbféle
koriilményt hasonlitottunk 0Ossze egy kisérletsorozaton beliil,
egyszempontos variancianalizist végeztiink. A kiilonbségeket akkor

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

Dinamikus fényszorasi teszt

A dinamikus fényszorasi teszteket szobahémérsékleten, ALV
goniométer €s MellesGriot diddalézer (hullamhossz: 457,5 nm)
segitségével késziiltek. Az események atmérodjét szférikus kozelitéssel

szamoltuk [118].

Elektronmikroszkopia

A MV-kat az elektronmikroszkopos vizsgalatainkhoz 15700 g-s
ilepitést kovetden 4% paraformaldehid 60 perces alkalmazéasaval
fixaltuk. A mintak utofixalasa 1%-os OsO4 oldattal tortént, szobahon,
30 perces inkubacids idével. A mintdk dehidralasa etanollal tortént, a

beagyazas 1% uranil-acetat és 50% etanol 30 perces kezelését



kovetden Taab 812 segitségével tortént. 12 oras, 60 °C-on végzett
polimerizacidt kovetden tortént a blokkok metszése, a mintak
vizsgalata Hitachi 7100-as elektronmikroszkop, illetve Veleta, a 2k x
2k MegaPixel side-mounted TEM CCD kamera (Olympus)
segitségével tortént. A kapott felvételeket ,,Adobe Photoshop CS3”,

valamint , Image J” szoftverek segitségével analizaltuk.

EREDMENYEK
Eredményeink szerint a periférias vérbol szeparalt human

neutrofil granulocitdk mind spontan, mind pedig a legkiilonfélébb
stimulus  hatdsara  termelnek  extracellularis  vezikulakat.
Meghataroztuk ezek méretét, mely alapjan a vizsgalt extracellularis
vezikulak a mikrovezikulak kozé sorolhatdéak, méretiik tehat fél
nagysagrenddel haladta meg a PMN granulumait, egy nagysagrendel
az exoszOmik méretét. Erdekes modon méretiik fiiggetlennek
bizonyult a termelddésiiket kivaltd stimulustol. Ezen uniformizaltsag
mogott a PMN MV termelési mechanizmusanak jellemzdin tal
elképzelhetd, hogy a MV szeparalas fizikai hatasai is megtalalhatoak.
Igazoltuk, hogy az altalunk vizsgalt vezikulakat foszfolipid kettds
membran hatarolja, illetve hogy ezen membran iranyultsiga (a
transzmembran fehérjék epitopjainak elhelyezkedése alapjn)
megegyezik a donor sejt membranjanak iranyultsagéval. Igazoltuk a
komplement receptor 3 (CR3) két lancanak (CD11b és CD18) nagy
mennyiségll jelenlétét a vizsgalt MV-ok membrajaban. A szeparalt

MV-k mennyiségét, illetve fehérje Osszetételét alapvetden
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meghatarozta a termelddésiiket kivaltd inger. A termelést kivaltd
ingerek koziil ki kell emelni az opszonizalt S. aureus jelentdségét,
hiszen olyan vezikula populacié (bMV) keletkezését indukalja, mely

szignifikans antibakterialis hatassal rendelkezik.

A PMN ¢és a bMV antibakterialis mechanizmusa kozott
szamos kiilonbséget sikeriilt igazolnunk. Az elsd markans kiilonbség
a baktériumok opszonizacidjanak sziikségességében rejlett: a PMN-
nel szemben a bMV hatasa egyaltalan nem fiiggétt a tamadandd
baktérium opszonizaltsagatol. Jelentds kiillonbség mutatkozott a
baktériumok és bMV-k kozti interakcio természetében is, amennyiben
a PMN fagocitadlja, majd a fagolizoszOmaban tamadja a
baktériumokat, szemben a bMV-vel, mely a felszinéhez kotve
aggregalja a baktériumokat. Eltérést mutatott a PMN, illetve a bMV
mikodésének fiiggése a pH-tdl is, hiszen a bMV (a PMN NADPH-
oxidazt gatld) savanyu pH-n is megorizte mikddoképességét.
Kiilonbség mutatkozott az antibakterilis hatas jellegében is, hiszen a
PMN  baktericid hatasaval szemben a bMV  inkabb
bakteriosztatikusnak tekinthetd. Ugyanakkor az extracellularis klorid
ion megvonasa nem befolyasolta sem a PMN, sem a bMV
antibakterialis hatasat. Véleményiink szerint a PMN esetében a klorid
ion megvonasa nem volt képes érdemben befolyasolni a NADPH-
oxidaz muiikodését, igy az ettdl fliggd intracellularis baktériumolési

mechanizmusokat sem.

A human PMN S. aureus eliminacidja nem elképzelhetd a

fagocita NADPH-oxiddz miikodése nélkiil. Ezért az oxidaz
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jelentdségét is vizsgaltuk kisérleteink sordn, viszont az ezzel
kapcsolatos eredmények részletes ismertetését munkatarsam, Lérincz
M. Akos doktori értekezésében tervezziik. Roviden annyit viszont
szeretnék jelezni, hogy eredményeink tobb iranybdl is igazoljak, hogy

a bMV hatasa fliggetlen az oxidaz miikodésétol.

Az eddig egyetlenként ismert PMN eredetii extracellularis
antibakterialis mechanizmus, a Neutrofil Extracellular Trap (NET)
szintén szamos ponton kiilonbozik a bMV-k hatdasmechanizmusatol.
Fontos kiilonbség a jelenség kialakulasdhoz sziikséges id6: mig a
bMV képzddése 20 perc alatt telitédik, a NET kialakulasa 2-4 ora alatt
megy végbe. Eltér a két folyamat gatolhatosaga is: a bMV miikodése
felfiiggeszthetd az aktin-citoszkeleton, illetve a CR3 gatlasaval,
valamint a vezikulak struktirajanak karositasaval, mely hatasok nem
befolyasoljak NET-et. Kiilonbség mutatkozik a folyamat
elindulasaban is: a NET képzddés LPS és PMA hatdsara lesz a
legnagyobb mértékii, a MV-ok kozill viszont az opszonizalt

részecskék hatasara keletkeznek a hatast hordozo vezikulak.

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
tényezo6tol fiigg. Eddigi munkdnk soran ezen faktorok kozil kettd
hatasat vizsgaltuk részletesen: a MV-ok és a baktériumok kozti
kapcsolatot, illetve a bMV-kben specifikusan dusulé antibakterialis
fehérjéket. A bMV ¢és a baktérium kozotti direkt kapcsolat, az

aggregalodas jelentdségét jol mutatja az a megfigyelés, mely szerint
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az aggregatumban 1évo baktériumok osztddasa elmarad a kontrollhoz
viszonyitva. A bMV-k és baktériumok Osszetapadasa, illetve annak
elmaradasa jol korrelalt a tapasztalt antibakterialis hatassal, a spontan
formalodott MV (sMV) és a bMV viselkedése kozott ez a
leglényegesebb eltérés. Az aggregaci6 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
megsziintettik a MV-ok struktirdjanak épségét. Az aggregaciod
kialakulasa gatolhatd volt a CR3 (B2 integrin, Mac-1), a PI3K illetve
citoszkeletalis elemek gatlasaval, valamint gliilkoz megvonasaval is. A
gatloszerek hatdsanak értelmezése kapcsan emlékeztetnék azon
affinitasat) ,inside out” jelatviteli utak 1is befolyasoljak.
Elképzelhetonek tartjuk, hogy a bMV-ken a CR3 konformacidja —
monocitakhoz hasonldan — eleinte alacsony affinitasu formajaban van
jelen, mely konformacié viszont a jelenlévé baktériumokkal
kapcsolodva megvaltozik, aminek kovetkeztében a CR3 ligandkotd
affinitdsa megné. Ez a folyamat ismerten aktin-citoszkeleton rendszer
fliggd, melynek mitkddése energiat is igényel. Ez esetben érthetévé
valna, hogy miért befolyasolja a bMV antibakterialis hatasat a

citoszkeleton gatldsa, avagy a glilkdz megvonasa.

Szintén erds korrelaciot tapasztaltunk az aggregatumba
keriilt MV-k mennyisége, illetve a MV-k hatasa kozott. A hatas
jelentdségére hivja fel a figyelmet a pMV és a bMV kozotti kiilonbség,
elképzelhetOnek tarjuk, hogy a pMV gyengébb hatasanak egyik okat
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az adott aggregdtumban egy baktériumra jutd MV-ok szdmanak
kiilonbségében kell keresni. A nagy méretli aggregatumok kialakulésa
jol gatolhatod volt ugyanazon kdriilményekkel, melyek a baktérium
megkotését is gatoltak. E gatldo hatds mogott — azon feltételezésbol
kiindulva, hogy elébb bMV-baktérium interakcié alakul ki, majd
ehhez kapcsolodnak ujabb baktériumok és MV-0k — véleményiink
szerint a baktériumok megragadasanak elmaradasa allhat. Erre utal az
a megfigyelés is, hogy a magukra hagyott MV-ok nem képeznek

aggregatumokat.

A bMV antibakterialis hatasanak masik fontos Gsszetevdje
lehet a bMV-kre jellemz6 antibakteridlis fehérjék dusulasa.
Véleményliink szerint ezen fehérjék megjelenése a MV-okban aktiv
folyamatok eredménye (mint erre indirekten a keletkezé6 bMV-k
fehérje tartalma ¢és hatasuk kozti Osszefliggés, illetve a MPO
intravezikularis elhelyezkedése is utal). Ezen fehérjék véleményiink
szerint feleldsek lehetnek az antibakterialis hatasért is, amennyiben az
aggregatumban igen magas lokalis koncentraciot érhetnek el. E kérdés

tisztdzasara jelenleg is folynak laboratériumunkban kutatasok.

Ex vivo vizsgalataink soran egészséges donorok, illetve S.
aureus fertézésben szenvedd betegek vérplazméjaban sikeresen
izolaltunk PMN eredeti MV-okat. Ezek mennyisége tobbszordsen
nagyobb volt a betegekben, baktériumokkal szemben tantsitott
viselkedésiik (aggregatum képzo hajlama) pedig nagyban hasonlitott
egészségesek esetén az sMV, a betegek esetén pedig a bMV in vitro

viselkedésére. Tekintve mas kutatdcsoportok eredményeit is,
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elképzelhetnek tarjuk, hogy az altalunk in vitro indukalt MV-okhoz

hasonlé vezikuldk in vivo is megjelennek.

Osszességében tehat kutatasiank soran az emberi neutrofil
granulocitdk egy korabban nem ismert extracellularis antibakterialis
mechanizmusat tartuk fel, melynek mitkodése fiiggetlen a tdimadando

baktériumok opszonizaciojatol.
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KOVETKEZTETESEK
Doktori munkdm soran a neutrofil granulocita eredetii

extracellularis vezikulak egy csoportjanak, a mikrovezikulaknak
mennyiségi, mindségi és funkcionalis vizsgalatat végeztem, kiilonds
tekintettel ezen vezikuldknak a baktériumokra kifejtett hatdsara.
Vizsgaltam tovabba az extracellularis ionkdrnyezet szerepét a
neutrofil granulocita, illetve a fenti mikrovezikuldknak a
baktériumokra kifejtett hatasara. Munkam soran a kovetkezd
megallapitasokra jutottam:

A humén neutrofil granulocita spontan is  termel
mikrovezikulakat, azonban ezek mennyisége ¢és Osszetétele is
valtozik, amennyiben a sejtet meghatarozott kiilsé ingerek érik.
Kiemelt jelent6sége van ezen ingerek kozott opszonizalt részecskék
bekebelezésének, mivel az ilyen hatasra termel6dott MV-ok nagy
mennyiségli antibakteridlis fehérjét tartalmaznak. Az altalunk
alkalmazott agensek a neutrofilek életképességét nem befolyasoltak a
mikrovezikulak termelése soran.

Az opszonizalt Staphylococcus aureus hatasara keletkezett
mikrovezikulak antibakterialis hatassal rendelkeznek. Hatasuk
vizsgalataink szerint bakteriosztatikus, fiiggetlen a tamadando
baktériumok opszonizaciojatol, valamint tobbféle (de nem az 6sszes)
baktériumtorzzsel szemben igazolhatd. Az antibakterialis hatas alapja
a mikrovezikuldk és a baktériumok Osszetapadasa. Minél tobb
baktérium keriil ilyen kapcsolatba, illetve minél tobb vezikula
talalhatd egy-egy baktériummal Osszetapadva, annal erdsebb az

antibakterialis hatds. A komplement receptor 3, az aktin-citoszkeleton,
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illetve a foszfatidil inozitol 3 kinaz (PI3K) gatlasa, valamint a gliikoz
megvonasa egyarant gatolta a fenti baktérium-vezikula kapcsolat,
valamint az antibakteridlis hatas kialakuldsat. Mindemellett hasonlo
jellegli és viselkedésii mikrovezikuldk jelenlétét sikeriilt igazolni
Staphylococcus aureus infekcioban szenvedék vérplazmajaban. A
neutrofil granulocitdk mikrovezikuldi egy korabban nem leirt
extracellularis antibakterialis mechanizmussal rendelkeznek.

Az  extracellularis  ionkOrnyezetben jelentés  klorid-ion
megvondsa nincs hatassal sem a neutrofil granulocitik NADPH-
oxidazénak, sem intracellularis, sem mikrovezikuldkon alapuld
antibakterialis mechanizmusainak miikdodésére. Az extracellularis
acidozis ugyanakkor hatékonyan gatolja a NADPH-oxidaz

muikodését, a mikrovezikulakét viszont nem.
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