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1. ROVIDITESEK JEGYZEKE

a3 integrinek integrins

ABP annexin-koto puffer annexin binding buffer

ACD-A  citromsavas, dextr6zos,  acid citrate dextrose - adenine
adenines alvadasgatlo anyag

ACPA ciklikus  citrullinalt  peptid  anti- cyclic citrullinated peptide
ellenes antitest antibody

ACR Amerikai Reumatolégus  American College of
Kollégium Rheumatology

ADAPT  adaptiv dializis-szeri ~ adaptive dialysis-like affinity
affinitason alapul6 technologia platform technology

Akt protein kinaz B protein kinase B

a-MEM oszteoklaszt tenyészethez ~ minimal essential medium o
ajanlott tap

ANOVA  varianciaanalizis analysis of variance

anti- karbamilalt  peptid ellenes  anti- carbamylated  protein

CARP antitest antibody

AP artritisz pszoriatika psoriatic arthritis (PSA)

AP-1 aktivator protein-1 activator protein-1

APC antigén prezentalo sejt antigen presenting cell

APO apoptotikus test apoptotic body

A-SAA akut fazis szérum amlyoid A acute phase serum amyloid A

ATCC Amerikai Sejtvonal Bank American Type Culture

Collection
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ATP adenozin-5'-trifoszfat adenosine-5'-triphosphate

AV annexin V annexin V

BAL bronchoalveolaris bronchoalveolar lavage
mosofolyadék

BMP csont morfogenetikus fehérje bone morphogenetic protein

CALCR  kalcitonin receptor calcitonin receptor

CAM sejtadhézios molekula cell adhesion molecule

CASPAR artritisz pszoriatika ~ Classification  Criteria  for
klasszifikacios rendszere Psoriatic Arthritis

c-Chl Casitas  B-sejtes  limfoma  Casitas B cell lymphoma
sejtvonal ubiquitin ligaz ubiquitin ligase

CCL, CXC kemokin ligandok chemokine ligands

CD sejtfelszini molekulak  cluster of differentiation
gyljténeve

cDNS komplementer DNS complementer DNA

c-Fms makrofag kolonia stimulalé  colony-stimulating factor 1
faktor receptora receptor

c-Fos retroviralis ~ onkogén  v-fos  human homolgy of retroviral
homologja oncogene v-fos

c-Jun AP-1  transzkripciés  faktor ~ AP-1  transcription factor
egyseég subunit

Cl- kloridion chloride ion

CO; szén-dioxid carbon dioxide

CPC kalibralo partikula calibration particules

CRP C-reaktiv protein C reactive protein
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CT komputertomografia computer tomography

CTLA-4  citotoxikus T-limfocita-  citotoxic T-lymphocyte-
asszocialt antigén-4 associated antigen-4

CTSK katepszin K cathepsin K

DAS betegségaktivitasi index disease activity score

DC- dendritikus sejt-asszocialt ~ dendrocyte expressed seven

STAMP  transzmembran fehérje transmembrane protein

AACt ciklus kiiszob (kvantitativ PCR  cycle treshold (during the
analizis soran) analysis of gPCR)

DIP disztalis interfalangealis iziilet distal interphalangeal joint

DLS dinamikus fényszoras dynamic light scattering

DMARD  betegségmoddositd disease modifying antirheumatic
antireumatikus szerek drugs

DNS dezoxiribonukleinsav deoxyribonucleic acid

dUuTP dezoxiuridin-trifoszfat deoxyuridine triphosphate

ECL erdsitett kemilumineszcencia enhanced chemiluminescence

EDTA etilén-diamin-tetraecetsav ethylenediaminetetraacetic acid

ERK extracellularis szignal-regulalta  extracellular  signal-regulated
kinaz kinase

ESCRT transzporthoz szikkséges ~ endosomal sorting complexes
endoszomalis valogato  required for transport
komplexek

EULAR  Europai Reuma Ellenes Liga European  League  Against

Rheumatism
EV extracellularis vezikula extracellular vesicle




DOI:10.14753/SE.2018.2115

EXO exoszoma exosome

FACS fluoreszcencia-aktivalta fluorescence-activated cell
sejtvalogatas/ aramlasi  sorting / flow cytometry
citometria

Fas apoptozis antigén 1 apoptosis antigen 1

FasL Fas ligand Fas ligand

FBS fotalis borjusavo fetal bovine serum

FCM aramlasi citometria flow cytometry

FITC fluoreszcein izotiocianat fluorescein isothiocyanate

FL fluoreszcens tengely aramlasi  fluorescence (axis during flow
citometria soran cytometry analysis)

FSC eléreszoras forward scatter

FSH follikulus stimulalé hormon follicule stimulating hormone

GAPDH  glicerinaldehid-3-foszfat glyceraldehyde 3-phosphate

GM130 Golgi matrix protein 130 Golgi matrix protein 130

Gpllb/Illa glikoprotein 1lb/llla glycoprotein llb/1lla

Grb2 novekedési  faktor receptor  growth factor receptor binding
kotott protein 2 protein 2

H+ hidrogénion hydrogen ion

HCO3- hidrogén-karbonat hydrogen carbonate

HIV human immundefficiencia virus ~ human immunedeficiency virus

HLA human leukocita antigén human leukocyte antigen

HSC human 6ssejt human stem cell

HSP hésokk protein heatshock protein
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IFN interferon interferon

IL interleukin interleukin

ITG integrin integrin

JIA juvenilis idiopatias artritisz juvenile idiopathic arthritis

LAMP lizoszoma-asszocialt membran  lysosome-associated membrane
protein protein

LIF leukémia inhibitoros faktor leukaemia inhibitory factor

LTB4 leukotrién B4 leukotriene B4

MAPK mitogén aktivalta protein kinaz mitogene  activated  protein

kinase

MCP metakarpofalangealis iziilet metacarpo-phalangeal joint

M-CSF makrofag kolonia stimulald ~ macrophage colony stimulating
faktor factor

Mf makrofag macrophage

MFGE8  tejzsir globulin - EGF faktor 8  milk fat globule- EGF factor 8
protein protein

MHC o hisztokompatibilitasi ~ main histocompatibility
komplex complex

MIF migracio inhibitoros faktor migration inhibitory factor

mikro fehérjekoncentraci6  mérésnél ~ micro bichinchoninic acid

BCA alkalmazott sav

mikro mikro ribonukleinsav micro ribonucleic acid

RNS/

miR

MMP matrix metalloprotedz matrix metalloprotease
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MRI magnesesrezonancia-képalkotdas ~ magnetic resonance imaging

MRNS hirvivé ribonukleinsav messenger ribonucleic acid

MTP metatarzofalangealis iziilet metatarsophalangeal joint

MV mikrovezikula microvesicle

MVB multivezikularis test multivesicular body

NC sejtmag nucleus

NFATcl  aktivalt T-sejt nuklearis faktor 1~ activated T cell nucleic factor 1

NF-xB nuklearis faktor k konnytlanc  nuclear factor « light-chain
enhancer B-sejtekben enhancer in B cells

NK természetes 0l6sejt natural killer cell

NKG2D  természetes Olosejt receptor 2 natural killer group 2 D
csoport D tag

NO nitrogén-monoxid nitrogen monoxide

NP nanopartikula (gNano  nanoparticule
késziiléknél a membran
jelolése)

NTA nanopartikula Llekoveté"  nanoparticle tracking analysis
analizis

Oc oszteoklaszt osteoclast

Oct4 oktamer-koto transzkripcios ~ octamer-binding  transcription
faktor 4 factor 4

OPG oszteoprotegerin osteoprotegerin

OSCAR  oszteoklaszt-asszocialt osteoclast-associated
immunglobulin-szerii receptor immunglobulin-like receptor

P2X7 purinoreceptor 7 purinoreceptor 7
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PAMP patogén-asszocialt molekularis ~ pathogen-associated molecular
mintazat pattern

PBMC periférialis mononuklearis  peripherial blood mononuclear
vérsejt cell

PBS foszfat-pufferelt séoldat phosphate-buffered saline

PDGF vérlemezke-novekedési faktor platelet-derived growth factor

PE fikoeritrin phycoerythrin

PerCP peridinin-klorofill protein  peridinin-chlorofill protein
komplex complex

PFA paraformaldehid paraformaldehyde

PFP vérlemezke-mentes plazma platelet-free plasma

PGE2 prosztaglandin E2 prostaglandin E2

pH hidrogén kitevo potentia hydrogeni

PIP proximalis  interphalangealis ~ proximal interphalangeal joint
iziilet

PPAR peroxiszoéma proliferator ~ peroxisome proliferator
aktivalta receptor activated receptor

preOc preoszteoklaszt preosteoclast

PTH parathormon parathormone

PTHrP parathormon-rokon protein parathoromone-related protein

PTPN22  nem receptorialis protein tirozin ~ non- receptorial protein tyrosine
foszfataz phosphatase

PU.1 PU boxot-koté transzkripcios ~ PU  box-binding transcription
faktor factor

PVDF polivinildién difluorid polyvinyldiene difluoride

10
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gPCR kvantitativ polimeraz ~ quantitative polymerase
lancreakcio chainreaction

RA reumatoid artritisz rheumatoid arthritis

Rab Ras-rokon protein Ras-related protein

Rac Ras-sal kapcsolodd botulinum  Ras-binding botulinum  toxin
toxin szubsztrat 1 substrate 1

Raf RAF  gén  altal  kodolt RAF gene-coded protooncogene
protoonkogén enzim enzyme

RANK nuklearis faktor «B receptor  receptor activator of nuclear
aktivatora factor kB

RANKL RANK ligand RANK ligand

Ras RAS gén altal kodolt kis GTPaz ~ RAS gene coded small GTPase
fehérje protein

RF reumatoid faktor rheumatoid factor

RGD arginin-glicin-aszpartat arginine-glycine-aspartic  acid
szekvencia sequence

RISC RNS indukalta némité komplex RNA induced silencing complex

RNS ribonukleinsav ribonucleic acid

RPMI Roswell Park Memorial Institute

SEC méretkizarasos kromatografia size exclusion chromatography

ShRNS rovid hajtiiszerti RN'S short hairpin RNA

SIC szolubilis immunkomplex solubile immune complex

SiIRNS rovid interferal6 ribonukleinsav ~ short interfering ribonucleic acid

SLAP Src-szerti adaptor protein Src-like adaptor protein

11
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SLE szisztémas lupus eritematdzusz systemic lupus erythematosus
SMnase Serratia marescens endonukleaz ~ Serratia marescens
endonuclease

Src nem-receptor protein tirozin  non- receptorial protein tyrosine
kinaz kinase

SSC oldalszoras side scatter

Syk 1ép tirozin kinaz spleen tyrosine kinase

TfR transzferrin receptor transferrin receptor

TGF tumor novekedési faktor tumor growth factor

Th helper T-limfocita helper T cell

TLR Toll-szerii receptor Toll-like receptor

TNF tumor nekrozis faktor tumor necrosis factor

TNFR1 TNF receptor-1 TNF receptor-1

TRAF6 TNF asszocialt faktor 6 TNF associated factor 6

TRAP tartaraz rezisztens acidotikus  tartrate resistant acidotic
foszfataz phosphatase

Treg regulatorikus T-limfocita regulatory T cell

TSG101 tumor szuszceptibilitasi gén  tumor susceptibility gene 101
101

TUKEB  Tudomanyos ¢s Kutatasetikai
Bizottsag

TUNEL  terminalis deoxinukleotidil ~ terminal deoxynucleotidyl
transzferdz jelolés transferase dUTP nick end

labeling

12
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uUb ubiquitin ubiquitin

UH ultrahang ultrasound

VEGF vaszkularis endotelidlis  vascular endothelial  growth
novekedési faktor factor

wWB western blot western blot

YKT6 szinaptobrevin homolég protein  Synaptobrevin homolog protein

13
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2. BEVEZETES

Az extracellularis vezikulak (EV-k, vagy az értekezésben a szoismétlés
elkeriilése miatt szinonimaként hasznalt vezikuldk) sejt-eredetii foszfolipid
kettosréteggel hatarolt strukturdk, az intercellularis kommunikacié résztvevdi, amelyek
mind fizioldgids, mint patologias folyamatokban szerepet jatszhatnak. [1] Az
extracellularis vezikulakkal (exoszomakkal, mikrovezikulakkal) kapcsolatos tudasunk
rendkiviil gyorsan gyarapszik, jelenleg még friss ¢és dinamikusan fejlodo
tudomanyteriilet révén sok vezikuldkhoz kothetd alapvetd kérdés var tisztazasra, mint
példaul standardizalt, megbizhaté izolalasi protokollok kidolgozasa -melyek
segitségével rovid 1d6 alatt, nagy tisztasdgban lehet extracellularis vezikula
preparatumokat elballitani-, képzoédésiiknek ¢és biologiai hatasaiknak —részletes

feltérképezése. (1. Abra)

Extracellularis vezikulakkal foglalkozo cikkek
szamanak valtozasa az id6 fuggvényében

3500
3000
2500
2000
1500
1000

1Al
0 — Iu

1960 1965 1970 1975 1980 1985 1990 1995 2000 2005 2010 2017

mexoszOma mmikrovezikula

1. Abra: Az extracellularis vezikulakrél (exoszomakrol, mikrovezikulakrol) sz616
kozlemények szamanak alakulasa 1950-2017.  kozott.

A vezikuldkkal foglalkozd tanulméanyok szdma (ordinata) az ezredforuldhoz kozel
(abszcissza) jelentds ndvekedésnek indult. (Az utolso adatpont a 2017. elsé félév végéig
megjelent cikkek szama.)

Forras: PubMed (pubmed.com) alapjan
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Az immunmedialt iziileti gyulladasok (artritiszek) a népesség 0,5-1 szazalékat
érintik. Ezen korképekre jelenleg még nem 4all rendelkezésre teljes gyogyulassal
kecsegteté oki kezelés. Az artritiszek patomechanizmusaban szamos immun- és
kotOszoveti sejt vesz részt. [2, 3] A csontfald sejtek (vagy masnéven oszteoklasztok)
mieloid eldalakbol differencialoddo multinuklearis sejtek, melyek a szervezetben
egyediiliként képesek csontszovetet bontani. [4] Az artritiszek patomechanizmusa soran
gyulladdsos kornyezetben az oszteoklasztok képzodése ¢és aktivalodasa zavart
szenvedhet, mely fokalisan a csontszerkezet megvaltozasat eredményezheti. [5-7] A
korfolyamat pontosabb megismerése révén kozelebb keriilhetiink a preklinikai
diagnosztika és az oki terapia lehetdségéhez.

Dolgozatomban féként a keringésben jelenlévd extracelluldris vezikuldk human

in vitro oszteoklasztogenezisre gyakorolt hatasaval foglalkozom.

2.1. Extracellularis vezikulak

2.1.1. Az extracellularis vezikulak tipusai, keletkezésiik modja

Az extracellularis vezikuldk membrannal hatarolt képletek, melyeket mind az
eukariota, mind a prokariota sejtek termelnek. [8-11] Az extracellularis vezikuldk
kutatdsa a 20. szazad kozepéig nyulik vissza. Elészor egy 1946-ban irddott
kozleményben emlitenek egy a vérlemezke-mentes plazmaban megtalalhato
prokoagulans hatasu precipitalhatd faktort, melyet 1967-ben elektronmikroszkopos
felvételek alapjan ,,vérlemezke porként” azonositottak. [12, 13] (1. Abra) Az elészor
miiterméknek véleményezett vezikuldk tanulmédnyozasa soran kideriilt, hogy ezek a
struktardk az intercellularis kommunikacid ) mddjat jelentik, mivel a donorsejtbdl
szarmaz6 molekuldk segitségiikkel eljuthatnak a recipiens sejtekhez €s modosithatjak
azok miikodését, igy a vezikulak szerepet jatszhatnak mind fiziologias, mind patologias
folyamatokban. [14, 15]

Az extracellularis vezikulak szubcellularis képletek heterogén csoportjat
alkotjak. Az eukaridta sejtek altal fiziologidsan is termelt vezikuldk legjelentdsebb
részét a Nemzetk6zi Extracellularis Vezikula Tarsasdg (International Society for
Extracellular Vesicles — ISEV, weboldal: isev.org) aktualis allaspontja szerint

keletkezésiik modja és atmérdjiik alapjan harom nagyobb csoportba (apoptotikus testek,

15
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mikrovezikuldk, exoszomak) soroljuk. [1, 16] Ezen a beosztason kiviil léteznek mas
tipust vezikuldk is, példaul a tumorsejtek altal termelt amdboid mozgasra képes
onkoszomak, illetve a baktériumok altal kibocsatott vezikulak is kiilonboznek
paramétereikben. Munkam soran az emlitett EV tipusok koziil az exoszomakkal és

mikrovezikulakkal foglalkoztam. [17]

APOPTOTIKUS TESTEK MIKROVEZIKULAK EXOSZOMAK

sejtmag . .

2. Abra: Az extracellularis vezikulak fébb fajtai és keletkezésiik modja.

Az extracellularis vezikuldk jelentds része harom nagyobb csoportba sorolhatdé be
méretiik €s képzddésiik alapjan. Néhany pm nagysaguak a programozott sejthalal soran
keletkezd apoptotikus testek (APO). A mikrovezikuldk (MV) a plazmamembran
leflizédése révén 1étrejové 100-1000 nm atmérdjli képletek, mig az exoszomak (EXO)
150 nm &tmér6t meg nem haladd, multivezikularis testek (MVB) tartalméanak
exocitozisa soran keletkezo, endoszomalis markereket hordozo strukturak.

Forras: Gyorgy B et al. (2011) Cell Mol Life Sci [18] alapjan

A beosztas szerint a legnagyobbak az 1-5 um nagysagl apoptotikus testek
(APO), melyek programozott sejthalal soran jonnek létre a fragmentalddo sejtekbol és
jelentds mennyiségii sejtmagkomponenst, igy DNS-t tartalmazhatnak. [19, 20] (2.
Abra)

100-1000 nm atmérdjliek a plazmamembran-eredetli ektocitdzis révén kialakuld
mikrovezikuldk (MV, egyes kozleményekben ektoszomaként vagy mikropartikulaként
keriilnek emlitésre, dolgozatomban ezeket a megnevezéseket nem hasznalom), melyek
keletkezését intracellularis kalcium-ion koncentracio emelkedés el6zi meg. Az
extracellularis adenozin-5’-trifoszfat (ATP) szint novekedése purinerg vagy trombin

csatornakat aktival, melyen keresztiil kalcium-ionok aramlanak a sejtbe, triggerelve a

mikrovezikula képzést. [21, 22] (2., 3. Abra)

16
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MV kele‘lckezése EXO keletkezése
f 1 f A 1
Mikrovezikula (MV) Exoszoma (EXO) EV felvétel madjai
J.
ngq L ( \
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3. Abra: A sejtek EV felvételének médjai és a mikrovezikulik, exoszomak
keletkezésének részletesebb mechanizmusa.

Az ATP-fiiggd P2X7 vagy trombin receptorok aktivalodasa révén megnd az
intracellularis  kalcium-ion koncentraci6, ami a foszfatidil-szerin tartalmi
membranképletek leflizodését valtja ki, igy keletkeznek a mikrovezikuldk. Az
exoszomak képzddéséhez nélkiilozhetetlen ESCRT fehérjék mar a korai endoszomaban
jelen vannak. A kései endoszoma membranjan megtalalhatdo molekulak is bekeriilhetnek
az exoszomakba, ezt kovetden Rab fehérjék segitségével exocitdlodnak ceramidban
gazdag membranrészek kornyezetében. Az extracellularis vezikuldkat a sejtek mind
endocitdzis, mind receptor-ligand kapcsolodds ¢€s internalizacido, mind vezikula-
sejtmembran fizid révén fel tudjak venni. ATP= adenozin trifoszfat, ESCRT= eszkort
fehérjék, MVB= multivezikularis test, P2X7= purinoreceptor 7, Rab= Ras-fliggd
protein, SMnase= Serratia marcescens endonukleaz, YKT6= szinaptobrevin homolog
protein

Forras: Basso M et al. (2016) Front Neurosci [23] alapjan

Az extracellularis vezikulak legkisebb képviseldi a 30-150 nm-es exoszomak
(EXO), melyek a késoéi endoszomabol 1étrejové multivezikularis testek (MVB)
exocitozisa soran keletkezé endoszomalis markereket tartalmazé képletek. [1, 24] (2., 3.
Abra) Az exoszomak kialakuldsa a harom csoportbél az eddig legrészletesebben
feltérképezett folyamat. Keletkezésiik soran a vezikuldris komponensek koncentralasa
tetraspanin fehérjék (pl. CD63, CD81) segitségével jon 1étre, a Rab27a és Rab27b
proteinek az MVB-k plazmamembranhoz kapcsolodasat segitik eld, a membranrol
torténd levalasaban pedig fontos szerep jut az ESCRT fehérjéknek. [25-29] (2., 3.
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Abra) Az extracellularis vezikulakat a recipiens sejtek mind a strukturak felszinén
hordozott receptor/ligand molekulak megkotésén, mind endocitozis és membranfizid
révén felvehetik. [14] (3. Abra)

Az extracellularis vezikulak tartalma rendkiviil széles palettan mozog:
szallithatnak intravezikularisan mind proteineket, mind nukleinsavakat, valamint
kiilonbozo lipid-természetli molekulak alkotjak burkukat, amihez k&totten a donorsejtre
jellemzO6 receptorokat, ligandokat, adhézios és fzios proteineket tartalmazhatnak. (4.
Abra) Az extracellularis vezikulakkal asszocialt molekuldk folyamatosan béviils
adatbazisa elérheté az interneten pl. evpedia.info; exocarta.org; microvesicles.org
oldalakon. Korabbi kutatasok soran még azt feltételezték, hogy csak a feleslegessé valt
molekulak csomagolédnak vezikuldkba, am késObbi eredmények ravilagitottak, hogy
nem csupan diszpozibilis anyagok keriilnek beléjiik a donorsejtekbél. [30]

Az EV-k molekularis dsszetétele meghatarozza lehetséges biologiai funkcioikat.
Az extracellularis vezikulak altal szallitott anyagok, akar bioldgiailag aktivabbak is
lehetnek, mint szolubilis formaban, erre példa a proapoptotikus hatast FasL vezikularis
kifejezOdése és erbteljes kotddése receptorahoz. [31] A vezikulak felszinén expresszalt
molekuldk, mint pl. az MHC-1, MHC-II, CD9, CD63, CD81, transzferrin a recipiens
sejtekkel ligand-receptor kapcsolatba 1épve befolyasolhatjak az intracellularis jelatviteli
Gtvonalakat. [25, 26, 32, 33] (4. Abra) Emellett a vezikulak foszfolipazokat is
szallithatnak, amelyek bioldgiailag aktiv lipid metabolitok segitségével stimulalhatnak
G-fehérje-kotott és nuklearis receptorokat. [34] A vezikulak lipidtartalma nem csupan
struktarelemként van jelen: bioldgiailag aktiv eikozanoidokat, koleszterolt &s
zsirsavakat 1s széllithatnak. A malignus sejt-eredetli extracellularis vezikuldk
szfingomielin  tartalma neoangiogenetikus hatassal bir. [35] A  vezikularis
lizofoszfatidilkolin limfocitakra Kifejtett kemotaktikus hatasa is ismert, valamint a

dendritikus sejtek érését is el6segiti. [36]
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4. Abra: Az extracellularis vezkulak molekularis dsszetétele.

Az extracellularis vezikuldk biomolekuldk rendkiviil széles spektrumat tartalmazhatjak.
Membranjuk lipidekbdl (szfingomielin, ceramid, foszfatidilszerin, koleszterin) és
fehérjékbol épiil fel. Membrankototten hordozhatnak tobbek kozott adhézids
molekulakat (tetraspaninok, integrinek), receptorokat (LAMP, TfR), az anyasejtre
jellemzé CD markereket, antigén prezentacioban szerepet jatsz6 (MHC I, MHC II) vagy
fuzidhoz sziikséges fehérjéket (annexin, flotilin) is. Intralumindlisan szallithatnak
enzimeket (elongacios faktorok, GAPDH), citoszkeletalis (aktin, tubulin), citoszolikus
fehérjéket (hisztonok, riboszoémalis proteinek, proteaszoma), szignaltranszdukcids
utvonalakban kitiintetett szereppel bird molekulakat (heterotrimer G fehérjék, syntenin)
¢és nukleinsavakat (DNS, mRNS, miRNS, egyéb nem-kodol6 RNS molekulak) is.
LAMP= lizoszéma asszocialt membran glikoprotein, MHC= 6 hisztokompatibilitasi
antigén, TfR= transzferrin receptor

Forras: Colombo M et al. (2014) Annu Rev Cell Dev Biol [1] nyoman

Az extracelluléris vezikuldk altal kivitelezett horizontalis RNS-transzfert eldszor
egér csontveldi sejtek embriondlis dssejt-eredetii vezikularis kezelése soran irtak le, ahol
az Oct4 mRNS-tartalmu vezikuldk a csontveldi sejtek Octd4 fehérje expresszidjat
valtottak ki. [37] Az extracellularis vezikulak DNS tartalma az RNS-nél kevésbé
feltérképezett, mitokondridlis és tumor-eredeti DNS eldforduldsat figyelték meg
vezikula mintakban, melyek révén az EV-k a horizontalis géntranszfer eszkozei

lehetnek. [38-41] Emellett sokféle fehérje természetii anyagot szallithatnak a vezikulak
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pl. enzimeket, citokineket, struktarfehérjéket, szignaltranszdukcios molekulakat, melyek
befolyasolhatjak a recipiens sejtek aktivacios allapotat, modosithatjak miikodésiiket. [1]
(4. Abra) A vezikulak glikolizaciés mintézata eltér az anyasejtjétdl. [42] Kiilonféle
patologias folyamatokban pl. petefészekrakban, policisztas vese betegségben és
galaktozémiaban specifikus mannéz és szialsav tartalmu glikoproteinekkel rendelkezd

vezikulakat irtak le. [22, 43-45]

2.1.2. Intercellularis kommunikacioé extracellularis vezikulakkal

Ahhoz, hogy az extracellularis vezikulak vektorialis szignaloszoOmaként
funkcionalhassanak sziikséges, hogy a donorsejt vezikulakat bocsasson ki, ezek a
képletek mobilisak legyenek, féléletidejiik kelloképp hosszi legyen ¢és elérjék a
recipiens sejteket.

Extracellularis vezikulak jelenlétét mar szamos testnedvmintaban kimutattak (pl.
cerebrospinalis folyadék, orrvaladék, nyal, bronchoalveolaris atmoso folyadék (BAL),
anyatej, vér, szinovialis folyadék, epe, amnionalis fluidum, ondd, méh folyadék, vizelet,
széklet) ez az informacié azt sugallja, hogy a vezikulak termelédése egy altalanos
folyamat, szerepet jatszhatnak a szervezet fiziologias miikodésének fenntartasaban,
emellett patologias viszonyok kozott megvaltozhat termel6désiik, funkciojuk is. [14]
Napjainkban rengeteg uj adat lat napvilagot az extracellularis vezikuldk biologiai
hatasat illetéen. [14] Az értekezés limitalt hossza miatt csak néhany, a dolgozat
témajahoz illeszkedd példat emelek ki.

A vérplazmaban talalhat6 extracellularis vezikulak jelentds része trombocitaktol
ered, de mind a fehérvérsejtek, mind a vorosvértestek, endotélsejtek bocsatanak ki
extracellularis vezikuldkat. A vérlemezkéktdl szarmazo vezikulak a véralvadast
foszfatidil-szerin ¢és glikoprotein receptor (Gpllb/Illa) tartalmuk révén képesek
befolyasolni, emellett mononuklearis vérsejtek stimulalasara is képesek. [46, 47]
Reumatoid artritiszben (RA) és szisztémas lupus eritematozuszban (SLE) az érpalyaban
képz6dé trombocita-eredetii  mikrovezikuldak autoantigéneket hordozhatnak, ami
elésegitheti az immuntolerancia gatlasat, emellett a vezikuldk kapillarisokon keresztiil
bejuthatnak az iziiletbe és ott stimulalhatjak a fibroblasztokat, azok proinflammtatdrikus
miikodését. [48, 49] A vérpalyaban talalhatd vezikulak élettartama irodalmi adatok
alapjan 0,5-5,5 dra kozott valtozik. [50, 51] Az EV-ket a keringésb6l a célszervek
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veszik fel, melyek Willekens €s mtsai szerint a kdvetkez6képp alakulnak: maj (44,9%),
csont (22,5%), bor (9,7%), izom (5,8%), 1ép (3,4%), vese (2,7%), tidoé (1,8%). [52]
Ezzel szemben a melanoma-eredeti extracellularis vezikuldk legnagyobb hanyada a
tidében kertl felvételre, ami azt sugallja, hogy a vezikulak biodisztribucidja nem
véletlenszerii. [50] Az EV-k felszinén expresszalodo molekulak limitaljak, hogy milyen
sejtféleségek képesek interakcioba 1épni veliik pl. a B-sejt-eredetii szialsavat kifejez6
extracellularis vezikuldkat CD169-et (szialoadhezin) expresszalé makrofagok képesek
felvenni. [53] A cirkulaciéban jelenlévd vezikulak fehérje és RNS tartalma
megvaltozhat malignus folyamatokban, mint pl. glioblasztomaban és melanomaban.
[54] Terhességben is mdodosul a plazma vezikulaprofilja: novekszik az EV-k szama,
illetve placenta-eredetli exoszomak is megjelennek a szisztémas keringésben. [55, 56]
Az extracellularis vezikulak befolyasolhatjdk az immunrendszer miikodését.
Szallithatnak proinflammatérikus hatastt anyagokat (pl. citokineket, antigéneket,
modulalhatjak is a citokinek hatasat. [57-59] Virus (pl. citomegalovirus) vagy
mikobaktérium fert6zott endotélsejtek és makrofagok képesek olyan vezikulakat
kibocsatani, amik antigéneket transzferalnak a dendritikus sejteknek, ezzel timogatvan
a T-sejt dependens immunvalaszt kialakulasat. [60, 61] Emellett az extracellularis
vezikulak érett dendritikus sejtekrél (DC) mas korabbi differencialodasi stadiumban
1év6 dendritikus sejteknek MHC molekulakat szallithatnak, igy fokozva a tumorellenes
immunvalaszt. [62, 63] Emellett a vezikuldk kozvetleniil is részt vehetnek az
antigénprezentacioban, mivel professzionalis antigénbemutatdo sejt (APC pl. B-
limfocita, dendritikus sejt) -eredetii vezikulak mind MHC-I, MHC-II, mind pozitiv
kostimulatoros molekulakat (pl. CD28) tartalmazhatnak, melyek segitségével peptid
természetli antigéneket mutathatnak be a T-sejteknek. [64-66] Az APC-k és a limfocitak
kozott 1étrejové immunoldgiai szinapszisban szintén transzferalodhatnak extracellularis
vezikulak. [67] A hizdsejtek altal kibocsatott vezikulak aktivalhatjak a DC-ket, valamint
a T-, B- limfocitakat és el6segithetik a kereszt-prezentaciot is. [68, 69] BAL
folyadékbol izolalt extracellularis vezikulakon is leirtak MHC expressziot, melynek
szerepe lehet a mukodza asszocialt nyirokszovet altal kozvetitett immunvalaszben. [70]
A velesziiletett immunrendszer mikodését is befolyasolhatjdk az EV-k, mivel

szallithatnak ,,toll like receptorokat” (TLR), patogén-asszocialt molekularis mintazatot
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(pathogen associated molecular pattern -PAMP) pl. lipoarabinomannant; de emellett a
citokin, mMRNS, miRNS tartalm vezikuldk is hatassal lehetnek a velesziiletett
immunrendszer sejtjeire. [71-74] Neutrofil granulocita-eredetii extracellularis vezikulak
reaktiv oxigén metabolit ¢&s opszonizacidé fliggetlen antibakterialis hatéassal
rendelkeznek. [75] Makrofag-eredetli vezikulak naiv monocitak aktivalodasat valthatjak
ki miRNS dependens uton. [76] A vizeletben jelenlévé EV-k védd hatastiak lehetnek a
fertézésekkel szemben, mivel antimikrobidlis peptideket, bakterialis és viralis
receptorokat hordozhatnak. [77]

Emellett az extracellularis vezikuldak nem csak immunstimulans, hanem
immunvalaszt gatlé hatassal is rendelkezhetnek. TGF-B tartalmi exoszomak
szupresszalhatjak a CD8+ T-sejteket és eldsegithetik a regulatorikus T-limfocitak (Treg)
differencidlodasat. A vezikuldk membrankotdtten NKG2D receptort is hordozhatnak,
ami gatlo hatassal van a természetes 616 (natural Killer - NK) sejtekre, igy az antitumor
immunvalaszra is. [78, 79]

A szinovialis folyadék vezikulaprofiljat leginkabb autoimmun betegségekben
vizsgaltak. [80-82] A reumatoid artritisz patomechanizmusa soran autoantigénként
funkcionald poszttranszlaciés modosulassal 1étrejové citrullinalt peptidek eloszlasaban
szerepet jatszanak az iziiletben jelenlévd extracelluléris vezikuldk. Emellett a vezikuldk
immunglobulinokkal is komplexet alkothatnak, citokineket, integrineket, egyéb
adhézids ¢és sejtmag-eredetii molekuldkat szallithatnak, melyek hozzéjarulhatnak a
gyulladas propagacidjahoz. [83] Munkacsoportunk korabbi eredményei alapjan,
artrézisos, reumatoid artritiszes ¢és juvenilis idiopatias artritiszes (JIA) betegek
szinovialis folyadék vezikulaprofilja jelentdsen eltér: RA-ban tobb CD41+ (trombocita
marker), és CD3+ CD8+ (citotoxikus T-limfocitakra jellemz6é molekuldk), valamint
CD19+ (B-limfocita marker) mikrovezikula van jelen, mint JIA-ban és artrozisban. A
vezikulaszam a sejtek mennyiségével nem mutatott korrelaciot, ami arra enged
kovetkeztetni, hogy a sejtek aktivaciés dallapotdval és nem a szamaval all

Osszefliggésben a termelt vezikulak mennyisége. [80]
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2.1.3. Az extracellularis vezikulak szerepe a diagnosztikaban

A sejtek altal kibocsatott vezikuldk szama, illetve molekularis Osszetétele
kiilonboz6 betegségekben megvaltozhat; ezek alapjan az extracellularis vezikulak
diagnosztikus, prognosztikus és prediktiv biomarkerként is funkcionalhatnak.

Az EV-k szamat ,rezisztiv pulzus érzékel6 eljarassal” (,,resistive pulse sensing
method”, gNano, IZON), fényszorason alapuld technikakkal (dynamic light scattering=
DLS, nanoparticle tracking analysis= NTA) és aramlasi citometriaval (flow cytometry=
FCM) hatarozhatjuk meg. Szisztémas gyulladassal jar6 autoimmun korképekben, mint
pl. reumatoid artritiszben, Sjogren vagy antifoszfolipid szindroémaban,
vaszkulitiszekben, szisztémas  szklerdzishan és  szervspecifikus — autoimmun
megbetegedésekben pl. szklerdzis multiplex és 1. tipusu diabétesz mellitusz esetében a
vérlemezke markerekre pozitiv extracellularis vezikulak szamanak novekedését irtak le.
[84-86] Polimidzitiszben, dermatomiodzitiszben munkacsoportunk eredményei alapjan a
szérumban talalhaté limfocita és monocita markereket hordozé EV-k magasabb
szamban fordulnak el6, mint az egészséges donorokbdl szarmazod mintakban. [87]
Kardiovaszkularis betegségekben pl. szivelégtelenségben, generalizalt ateroszkler6zis €s
trombozis esetében megnovekedett mennyiségii endotél- ¢és trombocita-eredetii
extracellularis vezikulat irtak le. [88-91] A vezikulaszam korrelalhat a kardialis
torténések valdsziniiségével, a szivelégtelenség sulyossagaval, igy a kiilonboz6
kardiovaszkularis események bekovetkezésének esélye megbecsiilhetd a vezikulak
vizsgalataval. [88-94]

Emellett az extracellularis vezikuldk  szallithatnak  autoantigéneket,
proinflammatoérikus citokineket vagy tumorantigéneket, melyek mérése informativ lehet
diagnosztikai szempontbol. [64, 81, 83] De nemcsak a tumorsejtekt6l szarmazé EV-k
modosithatnak a donorsejttdl eltérd sejttipusok miikodésén, azok vezikularis fehérje
expresszids mintazatan pl. prosztata karcindma esetén a vérlemezkék altal kibocsatott
vezikulakban is el6fordul tumorsejt eredeti MRNS. [95] Emellett a daganatsejtekbdl
szarmazod, vagy malignus hatasra mas sejtekben képz6dott vezikulak tartalmazhatnak
prokoagulans faktorokat, igy hozzajarulva a daganatos betegségekben gyakori

tromboembolias sz6védmények kialakulasahoz. [96, 97]
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2.1.4. Az extracellularis vezikulak terapias felhasznalasi lehetéségei

Mivel a daganatsejt-eredetii extracellularis vezikulak eldsegithetik a malignus
transzformaciot, a korfolyamat fenntartasat, valamint citokineket, autoantigéneket,
MiRNS-eket hordozd vezikuldk részt vehetnek autoimmun reakciok indukalasiban,
gyulladasos valasz kivaltasaban, igy eltavolitasuk terapias értékkel birhat. [54, 98] A
keringésbdl torténd kisziirésiikre kinal lehetdséget az ADAPT (adaptive dialysis-like
affinity platform technology), melyet eddig az exoszomakkal megegyezd
mérettartomanyu képletek (hepatitisz C, human immundeficiencia virus) eltavolitdsara
mar sikeresen alkalmaztak. [96, 97, 99, 100]

Az extracellularis vezikuldknak a sejtek kozotti kommunikacidban alapvetd
szerepe van. Azt az elényds tulajdonsagot alapul véve, hogy az EV-k kiilonb6z6 fehérje
¢és nukleinsav (hirvivé, mikro, révid hajtiszerii, rovid interferald6 RNS) természetii
anyagok targetalasara lehetnek alkalmasak, akar génterapias eszkozként is
kiaknazhatoak. [101, 102] A vezikulakba csomagolt molekulak féléletideje megndhet,
illetve a megtervezett Osszetételi extracellularis vezikuldk nem testidegenek, igy az
immunvalasz is elmarad elleniik. Az exoszomak a vér-agy gaton is képesek atjutni,
mely tulajdonsag kiillonosen izgalmas terdpids felhasznalasi lehetdséget vet fel
gyogyszermolekuldk, biologiai terdpids készitmények kozponti idegrendszeri

bevitelével kapcsolatban. [103-105]

2.1.5. Az extracellularis vezikulak izolalasanak, tarolasanak és

vizsgalatanak kihivasai

Az extracellularis vezikuldkkal kapcsolatos publikaciok szdma az elmult
években jelents novekedésnek indult (1. Abra), ezzel parhuzamosan folyamatosan
fejlodnek a vezikula izolalasi, tarolasi protokollok is. Jelen fejezetben 6sszefoglalom az
extracellularis vezikuldk szeparalasaval kapcsolatban felmeriild gyakorlati kérdéseket.

A mintagyiijtés és tarolds modja alapvetden befolyasolhatja a kinyert vezikuldk
szamat és mindségét. Sejtvonal-eredeti vezikula szeparalas esetén a sejteket fotalis
borjusavo  (FBS)-mentes, vagy extracellularis vezikula depletalt (16 o6ra
ultracentrifugalas 100 000 g-n és 0,2 um-es filtracid) tapoldatban kell tartani, kiilonben

az allati-eredetli vezikuldk is kiiilepednek az izolalas soran. Testnedvek (pl. vér, iziileti
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folyadék) gytijtése esetén befolydsolhatja a prepardtum mindségét a minta levételéhez
hasznalt tii atmérdje, a leszoritas mértéke, a tarolasi hémérséklet és id6. [106, 107]
Emellett a vérvételi csovekben hasznalt antikoagulans természetli anyagok is jelentOs
hatassal vannak a preparatumokban jelenlévé vezikulaszamra. Munkacsoportunk
korabbi eredményei alapjan az ex vivo vezikulaképz6dés a citromsavas-dextr6zos
(ACD-A) cs6ben a legalacsonyabb. [108, 109]

Mivel a vezikulak szubcellularis részecskék, az atfedé mérettartomanyba es6 és
hasonldé  siriiségli  fehérjeaggregatumok,  immunkomplexek,  kalcium-foszfat
mikroprecipitatumok, lipoproteinek, baktériumok és virusok szennyezhetik a mintakat.
[18, 110, 111] Emiatt nagyon fontos a megfelelden steril mintavétel és izolalasi
technika, valamint kontrollok alkalmazdsa a biologiai hatds detektdldsdhoz. A
mikrovezikuldk proteinaggregatumoktol valo elkiilonitésére munkacsoportunk kordbban
kidolgozott egy modszert, - a differencial detergens lizist- mely a vezikuldk és a
szennyezd proteinek eltérd detergens-érzékenységén alapul. [108] A differencial
detergens lizis 1ényege, hogy az 4ramlési citometridval lemért szubcellularis méretli
képletek azon része mikrovezikula, amely a detergens hozzdadasa utdn mar nem
detektalhato. [112, 113] Az exoszomak detergens szenzitivitasa munkacsoportunk
eredményei alapjan jelent6sen elmarad a mikrovezikulakétol. [113] Az EV
preparatumokrol transzmisszios elektronmikroszkopos felvételeket (TEM) is lehet
késziteni, ahol a vezikuldk kerek, vagy ovalis képletekként abrazolddnak, koriilottik az
esetleges szennyez6 fehérjeaggregatumok leginkabb szalcsas megjelenésiiek. [112]

Az extracellularis vezikulak elkiilonitésére gyakorta alkalmazott moédszer a
differencial centrifugalas, gravitacios sziréssel kiegészitve. [114] Ezen protokoll soran
elészor a sejtes elemeket ilepitjiik ki, majd egyre novekvd fordulatszammal
centrifugdljuk a mintat, kdzben a kontaminalé elemeket (pl. vérlemezkék, szétesett
sejtek, fehérjeaggregatumok) gravitacios filtracioval kiilonitjik el. A plazma-eredetii
mikrovezikulak ¢€s exoszémdk vizsgalatdhoz a periférias vérmintakat 2500 g-n
centrifugéljuk 15 percig, ami eldszor egy vérlemezkében gazdag plazmat eredményez,
ezt kovetdéen 2500 g 15 perc centrifugalassal a vérlemezkék nagy részét is kitilepitjiik,
majd a vérlemezke-mentes plazmat 0,8 um-es filteren szlrjiik at (raadott nyomas nélkiil,
a képletek diszpergalddasat megel6zvén). [115] Tapasztalataink alapjan a

mikrovezikuldk 12500-20000 g, az exoszoméak 100000 g nehézségi gyorsuldssal
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tilepithetéek ki legnagyobb effektivitassal a mintabdl. A centrifugalast szukroz denzitas
gradienssel is lehet 6tvozni, ahol 1,13-1,19 g/ml sirtségi frakcioban helyezkednek el
az exoszomak és az mikrovezikulak is. [114] Minden egyes centrifugalasi és filtracios
1épéssel veszitiink az izolalni kivant vezikulapopulaciobol is. [109] Példaul a 0,8 um-es
szliréssel eltavolitjuk a nagyobb atmérdjii mikrovezikulak (800-1000 nm) egy részét. Az
exoszomakat méretkizarasos kromatografiaval (size exclusion chromatogrpahy - SEC),
¢s CD marker alapjan (pl. CD63 tetraspanin molekula) térténd pozitiv magneses
szeparacioval is el lehet kiiloniteni. [116-119] A SEC soran a fehérjeaggregatumok és
az exoszomak kiilonbozo fazisban folynak 4t az oszlopon, de ezutin egy
ultracentrifugalasi 1épés sziikséges a minta koncentralasdhoz. [120] A vezikulak
felszinén expresszalt molekula alapjan torténd elkiilonitésnél figyelembe kell venni,
hogy az extracellularis vezikulaknak jelen tudasunk szerint nincsen egy darab jol
definialt markeriik, hanem marker kombinaciok detekcidja ad megbizhatobb eredményt.
fgy az adott membrankotstt molekulat nem expresszald, de mégis az exoszoma
kategorianak megfeleld vezikuldkat elveszitjiik a mintabol. A mikrovezikuldknak az
exoszomaknal is nehezebben definialhatéak a jellemz6 markereik. [24, 121]
Nagyrésziikre jellemz6 a foszfatidil-szerin externalizacid, ami miatt annexin V pozitiv
eseményként azonosithatoéak aramlasi citometria segitségével. [122] Az alkalmazott EV
szeparacios eljaras a vezikuldk méreteloszlasat is befolyasolhatja. A vezikuldk akar
fuzionalhatnak is a protokoll sordn, igy a fizioldgiasndl nagyobb méretli képleteket
detektalhatunk. Az el6z6 fejezetben emlitett vezikuldkra vonatkoz6d mérethatarok
konszenzus protokollok eredményei, ugyanakkor vannak méretbeli atfedések a
csoportok kozott. Egy-egy méret alapjan torténd elkiilonitd eljarés segitéségeével csak
bizonyos jol behatarolt atmérdjii képleteket tudunk szeparalni. [114]

A mintak tarolasa is kitiintetett szereppel bir. A sorozatos fagyasztas-felolvasztas
a vezikularis képleteket degradalhatja, igy azok morfologidja nem lesz teljes
hitelességgel vizsgalhatdo. Valamint a vérlemezke-tartalmu plazma hiitése soran a
trombocitak az in vivo vezikulakibocsatast meghaladd mennyiségii extracellularis
vezikuldt generdlhatnak, igy nem a mintdban eredetileg ténylegesen jelenlévo
vezikulaszamot detektalhatjuk. Emellett idovel a képletek degradalédhatnak is a nem

megfeleld hémérsékleten tarolt mintakban. [109]
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2.2. Oszteoklasztok

Az oszteoklasztok, vagy mas néven csontfalo sejtek sokmagvu hematopoietikus-
eredetii specializalt makrofagok, melyek atméréje akar tobb szaz um is lehet. (5. Abra)
Legfobb feladatuk a csont és az elmeszesedett porcszovet lebontasa. Mikodésiiket
szdmos hormon, szolubilis faktor ¢és sejt-sejt interakcid is befolydsolhatja.
Fokozott/megvaltozott miikodésiik megfigyelheté példaul csontritkulasban és immun-
medialt gyulladasos iziileti betegségekben, mely korképek patomechanizmusanak
teljesebb megértéséhez, Gjszerii diagnosztikus és terapias lehet6ségek alkalmazasahoz
jérulhat hozzé a csontfald sejtek képzddésének €s aktivalddasanak pontos megismerése.

[7,123]

e % N
a 5 bﬂ r‘ \

Tas

5. Abra: A csontfalé sejt.

Az egér csontveldi sejtekbdl differencialtatott kb. 200 pm 4&tmérdjii, sokmagvu
oszteoklaszt tartarat rezisztens savanyu foszfatazt (TRAP) expresszal, mely lila
szinreakciét ad a leukocita acidotikus foszfataz citoldgiai festék komponenseivel
reagalva. A fixalt 6ridssejt koriil tobb egymagvia TRAP pozitiv csontfald sejt eldalak is
megfigyelhetd.
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2.2.1. A csontszovet és a csontsejtek altalanos jellemzése

A csontszovet funkcioi szertedgazoak: testiink vazat alkotja, a mozgas passziv
eleme, asvanyianyag- és zsirraktar, tovabba a csontvelében zajlik a vér alakos
elemeinek képzése. Emellett csontsejteink folyamatos kapcsolatban — allnak
immunsejtjeinkkel, igy az immunhomeosztazisra is jelentds hatast gyakorolnak. [124] A
csontok az egyedfejlédés és novekedés soran kétféle modon képzdédnek: a lapos csontok
dezmalis Uton jonnek létre, melynek soran a mezenhimabol alakul at a csontszdvet; a
csOves csontok és a csigolyak pedig enchondralis csontosodassal képz6dnek, mely soran
el6szor poresejtek jonnek 1étre, majd a bendvo erek mentén alakulnak ki a porc- és a
csontsejtek. [125, 126]

A csontok allomanyat extracellularis matrix és csontsejtek alkotjak. A matrix
jelentds részt hidroxiapatit kristdlyokbol, kollagénekbdl, proteoglikdnokbdl és egyéb
nem-kollagén fehérjékbdl all. A csontsejtek kozé tartoznak a csontszovet felépitéséért
felel0s oszteoblasztok, a matrixba beépiild, mechanoszenzoros oszteocitadk és a
csontbontast végzo oszteoklasztok. [127] Emellett a csontokban egyéb sejtféleségek is
el6fordulnak, mint példaul a mezenhimalis el6alakokbol fejlédé adipocitak, kotészoveti
sztromasejtek, valamint a vérképzésért felelds sejtek és a vaszkulatira sejtjei. A
csontsejtek nemcsak a csontszovet kialakulasa (modeling) alatt aktivak, hanem egész
életiink soran, mivel a remodelingnek nevezett jelenség révén csontszévetiink
folyamatos, dinamikus valtozason megy keresztiil, évente hozzavetdlegesen
csontallomanyunk 5-25%-a Gjul meg ilyen modon. [128, 129] A remodeling folyaman a
hematopoietikus eredetii csontfald sejt eldalakok fizionalnak, 1étrehozva a multinuklealt
specializalt makrofagokat, melyek felsorakoznak a bontani kivant csontfeliilet mentén,
majd aktivalodnak és iiregeket vajnak a csontba, ezutan apoptotizalnak. [129] Helyiiket
a mezenhimalis prekurzorbdl differencialédo csontépité sejtek veszik at, amelyek
szintetizaljak az 0j kollagénben gazdag szerves matrixot (0szteoid) és eldkészitik a
mineralizaciét. A mineralizalt allomany nemcsak az alkalikus pH-n keletkez6
hidroxiapatit-kristalyokbol all, hanem ionok (pl. foszfat, bikarbonat) és nyomelemek
(magnézium, cink, fluor) is beépiilnek a csontba. [130] Ez az anabolikus folyamat, akar
honapokat is igénybe vehet. Inaktivalodasuk utan az oszteoblasztok oszteocitakka
alakulnak, mely sejteknek mechanoszenzoros receptoraik révén fontos szerepiik van a

remodeling helyének kijelolésében. [131]
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2.2.2. A csontfalo sejtek fejlodése

Az  oszteoklasztok  hemopoietikus  eredeti  mieloid  eldalakokbol
differencialodnak, mely folyamathoz makrofag kolonia stimulalo faktor (M-CSF),
valamint RANKL (nuklearis fakor xB receptor aktivatoranak ligandja) jelenléte és
sejtadhézio is sziikséges. (6. Abra) Ezen informacidk ismeretében laboratoriumi
koriilmények kozott csontveldi sejtek hianyaban, periférias vérmintdkbol szeparalt
monocitakbdl is lehetséges érett csontfald sejteket differencialtatni citokinek és
megfelel6 letapadasi feliilet (pl. adhézios sejtkulturahoz ajanlott lemez, csontlapocska)

biztositasa révén. [132]

RANKL RANKL
M-CSF integrinek integrinek
M-CSF R]\I‘KL D]iTAMP DCj‘I; AMP
HSC makrofag/  preoszteoklaszt multinuklearis érett,
oszteoklaszt oszteoklaszt aktivalt
eléalak oszteoklaszt

6. Abra: Az oszteoklasztok differencialédasa.

A hematopoietikus eldalakok M-CSF hatdsara makrofag iranyba kezdenek fejlédni,
mely differencialédasi utvonalrél a RANKL stimulus tereli el 6ket, minek hatasara
csontfalo sejtekre jellemz6 géneket fejeznek ki (pl. tartarat rezisztens savanyu foszfataz-
TRAP, katepszin K), majd integrinek és DC-STAMP molekulék segitségével sokmagvii
preoszteoklasztokka fuzionalnak, melyek aktivacios szignalok hatasara érett, polarizalt
csontfald sejtekké valnak. DC-STAMP= dendritikus sejt-asszocialt transzmembran
fehérje, HSC= hematopoietikus 6ssejt, M-CSF= makrofag kolonia stimulaloé faktor,
RANKL= nuklearis fakor kB receptor aktivatoranak ligandja

Forras: https://www.geneverlab.info/resources alapjan

Az M-CSF egy foként az oszteoblasztok altal szekretalt citokin, mely a
csontveldi Gssejtek makrofag iranyba valo fejlodését inditja meg. [133, 134] Az M-CSF
transzmembran receptordhoz, a tirozin kinaz aktivitdsu c-Fms-hez kotddve fejti ki

hatasat. (7., 8. Abra)
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7. Abra: Az oszteoklasztok fébb jelatviteli utvonalai.

Az OSZteObIaSZt eredeti M-CSF sejtfelszini receptoréhoz -a tirozinkinéz aktivitésﬁ c-
szolublhs vagy membrankotott RANKL transzmembran receptoraval, a RANK- kal
kapcsolodva az NF-kB, NFATcl transzkripcios faktorok aktivalodasat segiti eld,
melynek kovetkeztében az oszteoklasztokra jellemzd gének expresszidja ndvekszik. A
RANKL kotodését OPG molekuldk gatolhatjadk. A TNF transzmembran receptoranak
stimulacidja a RANK tutvonalhoz hasonlitosan NF-kB aktivacioval jar. A csontfalo sejt
eldalakok a kornyezd csontfelszinnel o3 integrineken keresztiil Iétesitenek
kapcsolatot, mely interakci6 tobbek kozott a Syk és Rac proteinek aktivalodasat és a
citoszkeleton kovetkezményes atrendezddését vonja maga utdn. AP-1= aktivator
protein-1, c-Fms= M-CSF receptor, c-Fos= protoonkogén, a retroviralis onkogén v-fos
homologja, c-Jun= AP-1 transzkripcios faktor egység, protoonkogén, ERK=
extracellularis szignal redukalta kinaz, M-CSF= makrofdg koldnia stimuldlé faktor,
NFATcl1= aktivalt T-sejt nuklearis faktor 1, NF-kB = nukleéris faktor x koénnyii-lanc
enhancer B-sejtekben, OPG= oszteoprotegerin, Rac= Ras-sal kapcsolédé botulinum
toxin szubsztrat 1, RANK= nuklearis fakor kB receptor aktivatora, RANKL= nuklearis
fakor kB receptor aktivatoranak ligandja, Syk= Iép tirozin kindz, TNFR-1= tumor
nekrozis faktor receptor 1, TRAF6= TNF receptor asszocialt faktor 6

Forras: Marton N et al. (2012) Immunolégiai Szemle [135] alapjan

Az utvonal negativ regulétorai a SLAP fehérjék (SLAP-] és SLAP-2) melyek a

crer

transzkripcids faktornak a SLAP-pal szemben c-Fms expressziot fokozo hatdsa van,
valamint kifejez6dése fontos szerepet jatszik az Ossejtek monocita irdnyba torténd

differencidlodasaban. A c-Fms receptoron keresztiili stimulus Ras G-protein és Raf-
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kindz aktivacion kozvetitve ERK fehérjék foszforilacidjat eredményezi, melyek a
nukleuszba transzlokalodva sejtosztddashoz sziikséges (pl. ciklin dependens kindz)

fehérjék expressziojat valtjak ki. [137] (7., 8. Abra)

M-CSF

Proteaszoma ERK
Akt 1/2

cycli c-Fos =
Monocita/ Makrofag/ Oszteoklaszt L;DA] ’ o

8. Abra: A c-Fms receptoron Kkeresztiili szignaltranszdukciés itvonal.
A csontveldi hematopoietikus dssejteken, monocitadkon, makrofagokon és oszteoklaszt
prekurzorokon kifejez6dé M-CSF receptor sajat tirozin kinaz aktivitassal bir. PI3- és
MAP kinazok segitségével beinditja az Akt ¢és Erk utvonalakat, melyek a
sejtosztodashoz sziikséges fehérjék expresszidjat valtjak ki. A c-Fms proteaszomalis
lebomlasat valtjak ki a SLAP fehérjék (SLAP-1 és SLAP-2), melyek c-Cbl-fiiggé
ubikvitinizaciot segitenek eld, igy fontos szerepet jatszanak a negativ feedbackben.
Akt= protein kinaz B, c-Cbl= Casitas B-sejtes limfoma sejtvonal ubiqutin ligaz, cyclin-
D= sejtciklusban szerepet jatszo fehérje, c-Fms= M-CSF receptor, c-Fos=
protoonkogén, a retroviralis onkogén v-fos homologja, ERK= extracellularis szignal
redukalta kindz, Grb2= novekedési faktor receptor kotott protein 2, MAPK= mitogén
aktivalta protein kindz, P= foszfat csoport, SLAP-2= Src-szerii adaptor protein-2, Src=
nem-receptor tirozin kinaz, Ub=  ubikvitin

Forras: Marton N et al. (2015) Mediators of Inflammation [136] alapjan
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Ahhoz, hogy a makrofag-oszteoklaszt kozos prekurzorok fejlédése csontfalo sejt
iranyba induljon meg, elengedhetetlen az oszteoblasztok vagy kotdszoveti- ¢és
immunsejtek altal kifejezett membrankotott vagy szolubilis formaban is kifejez6do,
TNF szupercsaladba tartozo RANKL molekula. (6., 7. Abra) Transzmembran receptora
a RANK a c-Fms-el szemben nem rendelkezik sajat enzimaktivitassal, de
citoplazmatikus szegmentumdhoz TRAF adaptor fehérjék csatlakoznak, melyek AP-1,
NF-kB, NFATcl transzkripcios faktorok aktivalasaban vesznek részt, ezzel csontfald
sejtekre jellemzo fehérjék, mint példaul a katepszin K, tartarat rezisztens savas foszfataz
vagy a kalcitonin receptor expresszidjat eredményezve. [138-140] (7. Abra) A RANKL
kapcsolodasat receptorahoz a foképp az oszteoblasztok altal szecernalt oszteoprotegerin
(OPG) molekula képes megakadalyozni. [141] Tehat az oszteoblasztok RANKL és
OPG termelésének aranya alapvetd fontossagll az oszteoklasztok aktivalodasaban. Mint
emlitésre keriilt, a RANKL a TNF szupercsaladba tartozd molekula, a csalad tobbi
eleme is triggerelheti az oszteoklasztogenezist, mint pl. a tumor nekrozis faktor o (TNF-
0). [142] (7. Abra) Err6l bdvebben lasd a ,,2.2.4. Csontimmunologia” fejezetet.

A RANKL 4ltal meginditott szigndltranszdukcids utvonalak eredményeképp
preoszteoklasztok jonnek létre, melyek kemokinek altal vezérelve megkozelitik
egymast, majd membrankotott DC-STAMP molekuldk segitségével fuzionalva
létrehozzak a  sokmagvii  Oriassejteket. (6. Abra) Ehhez az interakcidhoz
elengedhetetlenek az ayfBs integrinek is, melyek a csontmatrix RGD-szekvencidit (pl.
oszteopontin)  ismerik  fel. [143-145] Az integrinek  altal  meginditott
szignaltranszdukcioban szerepe van az Src és fokalis adhézios kinazoknak is. A
differencidlodas soran a sejtvaz atrendezddik, valamint a fokalis adhézids komplex és az

aktin gytr( is kialakul. [146, 147]
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1. Kalcitoninreceptor 10. Prosztanoidreceptor

2. Ca’*-szenzor receptor 11. CTLA4-receptor

3. RANK 12. Kemokinreceptorok

4. TNF-receptor 13. pH-szenzor receptor

5. Interleukinreceptorok 14. Osztrogénreceptor

6. PTH-receptor 15. PPAR-garmma receptor
7. IFN-receptor 16. Szteroidreceptor

9. IGF-receptor

9. Abra: A csontfalé sejtek receptorai.

Az oszteoklasztok szamos hormon, ndvekedési faktor, citokin, kostimulacios vagy pH
szenzoros receptort fejeznek ki. CTLA-4= citotoxikus T-limfocita-asszocialt antigén-4,
HSP= hdsokk protein, IFN= interferon, IGF= inzulinszerii novekedési faktor, pH=
hidrogén kitevd, PPAR= peroxiszoma proliferator aktivalta receptor, PTH=
parathormon, TNF= tumor nekrdzis faktor

Forras: Marton N et al. (2012) Immunolégiai Szemle [135] alapjan

A csontfalo sejt fejlodéshez sziikséges M-CSF, RANKL, adhézidos molekulak
mellett mas stimulusok is szabalyozzak az oszteoklasztogenezist. Ezt a csontfald
sejteken kifejez0dd szamos citokin €s hormonreceptor jelenléte is jelzi (bovebben lasd
2.2.4. Csontimmunologia és 2.2.5. A csontfald sejtek koros mukddésével tarsuld

korképek c. fejezetek). [135] (9. Abra, 1., 2. Tablazat)
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2.2.3. A csontbontas folyamata

Az érett sokmagvu csontfald sejtek aktivacios szignalok hatdsdra reszorpcids
mikodésbe kezdenek. (1. és 2. Tablazat) A csontmatrix bontasa az ugynevezett
Howship-lakinakban jon 1étre, melyek az oszteoklasztok csontfelszinhez torténd szoros
kitapadasa révén képzodo liregek. A csontfald sejtek integrinek segitségével rogziilnek a
matrixhoz, melyben a citoszkeleton atrendezédése révén fibrillaris aktin molekuldkbol

kialakulo gytirti is fontos szerepet jatszik. [4]

1.Tablazat: A csontfalo sejtek képzodését és aktivitasat befolyasoléo hormonok.

Serkent Gatol
follikulus stimulalé hormon (FSH) kalcitonin
gliikokortikoiok szexualszteroidok

kalcitriol [1,25-(OH),-D3 vitamin]
parathormon (PTH)
parathormon rokon protein (PTHrP)

Forras: Das Subhajit CJC et al. (2013) Drug Des Devel Ther; Liu P et al. (2017) Nature
[148, 149] nyoman

A kitapadt sejtek polarizaltak, mivel két funkciojaban jol -elkiiloniilé
membranrésszel rendelkeznek: az tireg fele tekintd hullamos felszinli (4n. ruffled
border) apikalis, valamint az interstitiummal hataros bazolateralis membrannal. (10.
Abra) [4] Az intracellularis karboanhidraz enzim miikodése révén H' ionok jonnek
létre, melyek az apikalis oldalon vakuolaris tipusa H'-ATP-izok segitségével
szekretalodnak a laktina felé. Emellett a reszorpcios tiregbe Cl csatornakon keresztiil
kloridionok is iriilnek, igy kialakitva az egyik legalacsonyabb pH-ju kornyezetet a
szervezetben. A Kkloridionok a bazolateralis membranon elhelyezked6 bikarbonat-klorid
antiporter segitségével jutnak be az oszteoklasztokba, illetve a 2-es tipust
karboanhidraz altal termelt HCO3™ ionok itt tavoznak el a sejtb6l. [150] Az apikalis
oldalon nem csak ionok, hanem proteolitikus enzimek is (mint példaul a lizoszomalis
cisztein proteaz katepszin K, tartarat rezisztens savas foszfataz, matrix
metalloproteazok) tiriilnek a reszorpcios iireg felé. [4] (10. Abra)

A sosav és az enzimek egyiittes hatdsa révén a csontmatrix részlegesen lebomlik.

A hidroxiapatit kristadlyokbol oldott allapotba keriilnek a kalcium- és foszfationok, a
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proteolitikus enzimek pedig a proteoglikanokat és a matrixfehérjéket bontjak. A
degradaci6 soran mikroszkopikus fragmentumok keletkeznek, amelyeket az
oszteoklasztok az apikalis membran mentén fagocitalnak, majd az ellentétes oldalon a
bazolaterdlis membran funkciondlis szekretoros doménnek nevezett teriiletén
exocitalnak. Ezt a jelenséget nevezziik transzcitozisnak. [151] Az interstitium fele tiriil6
sok, asvanyi anyagok késobb a keringésbe jutnak. Feladatuk végeztével a csontfald

sejtek inaktivalddnak, majd apoptotizalnak. [4]

HCO3- Cl-

oszteoklaszt
bazolateralis

membran

apikalis

ayPs membran

CTSK MMP H+ Cl-
reszorpcios Ureg

10. Abra: A csontbontas folyamata.

A multinuklearis aktivalt csontfald sejt a csontfelszinhez kitapadva polarizalodik,
sosavat és emésztéenzimeket iirit az apikalis membranon keresztiil a reszorpcios tiregbe,
majd transzcitozissal a bazolateralis membranon keresztiil az interstitium felé tovabbitja
a lebontott matrix elemeket. ayPs= integrin, Ctsk= katepszin K, MMP= matrix
metalloprotedz

Forras: http://www.bioscience.org/2012/v4e/af/543/fig6.jpg alapjan

2.2.4. Oszteoimmunologia

A csontsejtek és az immunsejtek kapcsolatat vizsgald interdiszciplinaris
tudoméanyteriilet a csontimmunologia (vagy oszteoimmunoldgia), melynek kutatasi
eredményei segitenek megérteni a népbetegségnek szamitd csontritkulas és a
gyulladésos iziileti korképek patomechanizmusat, igy hozzéjarulva ahhoz, hogy ujszerti

kezelési lehetoségek bevezetésével a fokozott csontvesztéssel, csontatépiiléssel,
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iImmunregulacios zavarral jard betegségek hatékonyabb terapiaja lehetévé valjon. [130,
152, 153] Az oszteoimmunoldgia kifejezést japan és amerikai kutatok hasznaltak
elészor a kétezres évek elején. [154-156] Ebben a fejezetben roviden attekintjiik az
immunrendszer ¢és a csontsejtek kapcsolodasi pontjait, kiilonds tekintettel az
oszteoklasztokra.

A csontfald sejtek az immunsejtekhez hasonléan hematopoietikus eléalakokbol
fejlodnek. Emellett a csontszovet és a vérsejtek (és igy az immunsejtek) képzése
fizikailag és funkcionalisan is kapcsolodik, mivel a hematopoiézis helyszine a
csontveld, ahol az oszteoblasztok dajkasejtekként tamogatjak a mieloid eldalakok
érését, illetve a differencidlodas eldrehaladtaval az oszteoklasztok segitik a csontépitd
fontossdgat mutatja, hogy nagyfokl vérvesztés hatdsdra az oszteoblasztok és az
oszteoklasztok szama novekszik, ami elGsegiti az 0 vérsejtek képzddését. [123]
Parathormon (PTH) hatasara az oszteoblasztok IL-7 expresszidja fokozodik, ami
tamogatja a limfogenezist. Emellett PTH stimulusra a T-limfocitak serkentik a
csontsejtek érését is. [157]

Az oszteoklasztogenezishez elengedhetetlen TNF-csaladba tartoz6 RANKL
molekula génjének aktivacidjat (Isd. 2.2.2. Csontfald sejtek fejlodése, 6., 7. Abra)
el6szor T-sejtekben irtak le, majd csak késobb deriilt ki, hogy esszencialis szerepet
jatszik a csontbontdsban. A RANKL-ot nem csak a csontépitd sejtek expresszaljak,
hanem az iziiletekben jelenlévé fibroblasztok, valamint a B- és T-limfocitak is, raadasul
a csontveldi RANKL legnagyobb része (kb. 65%) nem oszteoblaszt, hanem B-sejt-
eredetli. [123, 158, 159] Emellett a B-limfocitak OPG-t is termelnek, igy az altaluk
expresszalt RANKL-OPG arany jelentdsen befolyasolja az oszteoklasztogenezist. [7,
123]

1999-ben publikaltak, hogy a T-limfocitak direkt és indirekt tuton is
befolyasolhatjak a csontfald sejtek képzodését. [160] Azdta szamos citokinrdl
bebizonyosodott, hogy hatassal van az oszteoklasztogenezisre, illetve a csontfald sejtek
aktivacidjara. Ezeket a molekulakat és feltételezett hatdsmechanizmusukat a 2.
Tablazat foglalja 6ssze.

A csontfald sejtek hatékony antigén-prezentalo sejtek, erre utal, hogy MHC |
mellett MHC 11, illetve CD80, CD86, CD40 molekulédkat is kifejeznek a felsziniikon.
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Az oszteoklasztok a limfocitak aktivitasat membrankotott molekulakkal —és
lipopoliszacharid stimulusra bekovetkez6 citokin termeléssel is modosithatjak (TNF-a,
IL-1, 6, 10). [161, 162] A limfocitak sem csak szolubilis molekulak termelésével
képesek hatni a csontfald sejtek keletkezésére, aktivitasara, erre példa, hogy a
regulatorikus T-sejtek CTLA-4 membran integrans koinhibitoros molekulaikkal direkt
kontaktussal is gatolhatjak az oszteoklasztogenezist. [163, 164] Ezen, a csont- és
immunsejtek szoros egyiittmiikddésére utald adatok alapjan megallapithatjuk, hogy a

csontsejtek €és az immunrendszer szabalyozasa szamos ponton dsszefondodik.

2. Tablazat: Az oszteoklasztok képzodését és aktivaciojat befolyasolé citokinek,
kemokinek és biologiailag aktiv kismolekulak osszefoglalasa.

ACPA= ciklikus citrullinalt peptid ellenes antitest, BMP= csont morfogenetikus protein,
CCL, CXCL= kemokin receptor ligandok, c-Fms= M-CSF receptor, c-Fos=
protoonkogén, IL= interleukin, LIF=leukémia inhibitoros faktor, LTB4= leukotrién B4,
M-CSF= makrofag kolonia-stimulalé faktor, MIF=makrofag migracio inhibitoros
faktor, NFATc1= aktivalt T-sejt nuklearis faktor 1, NO= nitrogén-monoxid, OPG=
oszteoprotegerin, PDGF= vérlemezke eredetii novekedési faktor, PGE2= prosztaglandin
E2, PH= parathormon, TNF-o = tumor nekrézis faktor o, TGF-B = tumor névekedési
faktor B

Serkent (+) / | Citokin Lehetséges hatasmechanizmus
gatol (-) neve
+ BMP-2,4 A RANKL fliggd oszteoklasztogenezist

tamogatjak.[165, 166]

+ CCL-2,3,9; Kemotaktikus hatastak, elésegitik az eldalakok
CXCL-12 migraciojat, fizidjat, oszteoklaszt specifikus gének

expressziojat. [145, 167-170]
- IFN-B A c-Fos dependens intracellularis
szignaltranszdukcié blokkoldsa révén gatolja az

oszteoklasztogenezist. [171]
-+ IFN-y Foként gatld hatasu, mivel az IL-1, RANK, PTH,

kalcitriol szignalizacios utvonalakat blokkolhatja,
de lehet serkenté is T-sejtek RANKL és TNF-a

expresszidjanak stimulalasa révén. [172, 173]
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Serkent (+) / | Citokin Lehetséges hataismechanizmus

neve

gatol (-)

+ IL-2 Oszteoklasztok sosav szekrécidjat noveli. [174]

- IL-4, Az IL-1 mediélta oszteoklasztogenezist gatoljak,

IL-13 mivel blokkoljak a ciklooxigenaz-2 enzim
miikodését €s igy a prosztaglandinok képzdodését.
[175]

+ IL-6 RANKL, PGE2 dependensen stimulal. [176]

-/+ IL-7 Szupprimalja a RANKL és az M-CSF szintet, de a
limfocitdk  aktivaldsa révén hozzajarulhat a
csontvesztéshez. [157, 177, 178]

+ IL-8 Autokrin mddon serkenti az oszteoklasztogenezist,
ACPA el6segiti ezt a folyamatot, oszteoblasztokat
is stimulal. [179-182]

- IL-10 Az OPG szintet noveli, NFATcl és c-fos
expressziot csokkenti. [183, 184]

+ IL-11 Erést és aktivalodast is novel. [185]

- IL-12 Csokkenti a RANKL indukalta
oszteoklasztogenezist €s noveli az INF-y
elvalasztast, valamint IL-18-cal egyiittmiikodve
gatolja az oszteoklasztogenezist. [186]

+ IL-15 T-sejt ¢s RANKL dependens utvonalon serkenti az
oszteoklasztok képzodését. [187]

+ IL-17A RANKL ¢és prosztaglandin szintézist indukalva
segiti el6 az oszteoklasztogenezist. [188, 189]

- IL-18 OPG ¢és IFN-vy képzd6dést serkent. [190, 191]
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Serkent (+) / | Citokin Lehetséges hataismechanizmus
neve
gatol (-)
+ IL-23 T-helper 17 sejtek érését valtja ki, ami IL-17 és

RANKL expresszioval stimulalja a csontfalo sejtek

képzddését. [192]

+ LTB4 RANKL independens modon segiti eld az
oszteoklasztok képzodését. [193]

+/- MIF Oszteoblasztok termelik, Osztrogének csokkentik a
szintjét, in vitro a RANKL dependens
oszteoklasztogenezis inhibitora. [194, 195]

+/- NO Alacsony koncentracioban IL-1 fiiggd modon

stimulaldé, magas koncentracidban proapoptotikus

hatasu. [196-198]

+/- Oncostatin ~ Oszteoblasztok RANKL  produkcidjat noveli,
M valamint a csontépitd sejtek képzodését valtja
ki.[176, 199]
- PDGF Az oszteoblasztokat aktivalja, a csontképzést segiti
eld. [176]
- TGF-p TNF-o és RANKL dependens utvonalat gétol,

proapoptotikus hatasu a csontfal6 sejtekre. [200]

+ TNF-a RANK, c-Fms  expressziot noveli, igy

oszteoklasztogenetikus hatasu. [201]

Forras: 3. cellakban jel6lve, illetve Marton N et al. (2012) Immunoldgiai Szemle [135]
alapjan

2.2.5. A csontfalé sejtek kéros miikddésével tarsulé korképek

A csontszovetet érintd betegségek lehetnek primerek (pl. marvanycsont

betegség, Paget-kor), amikor a csontsejtek meghibasoddsa valtja ki a patologias
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folyamatot, vagy szekunderek, amikor szisztémds metabolikus, inflammatorikus

crer

hatasara bekovetkezett oszteopordzis). Az oszteoklasztok hibas miikodése kapcsan

kialakulo betegségeket az alabbi tablazat foglalja 6ssze. (3. Tablazat)

3. Tablazat: A csontfalo sejtek hibas miikodése kovetkeztében Kkialakulo

betegségek.
Tulzott oszetoklaszt aktivitas Csokkent oszteoklaszt miikodés
-csontritkulas -oszteopetrozis

-gyulladasos reumatologiai betegségek | -piknodizosztdzis

-oszteopénia -primer vagy szekunder malignus
-Paget-kor folyamat szklerotikus komponenssel
-primer vagy szekunder malignus
folyamat oszteolitikus komponenssel

Forras: Das Subhajit CJC et al. (2013) Drug Des Devel Ther; Hu WV et al. (2012)
Bonekey Rep; Nagy Gy, Szekanecz Z (szerk.) Reumatologia: egyetemi jegyzet. (2011)
[148, 202, 203] nyoman

A leggyakoribb csontozatot érinté korkép az oszteoklasztok fokozott
mitkodésével jard csontritkulas (vagy oszteopordzis), mely lehet generalizalt, vagy
fokalis. Ez utobbi soran jellemzden gyulladasos kérnyezetben vagy malignus folyamat
hatasara ¢épiil at a csontallomany (pl. artritiszben, extrakranialis tumorok
csontattéteinél). A lokalis oszteoklaszt aktivalodast a gyulladas soran felszabaduld
proinflammatorikus citokinek (pl. TNF-a, IL-1, 6, 17, 23), és a limfocitak, fibroblasztok
altak termelt RANKL, illetve direkt sejt-sejt kontaktus segiti el (Isd. 2.2.4.
Oszteoimmunoldgia 2. Tablazat). [7] Generalizalt formajaban a csontszovet
mikroszerkezete karosodik, a csonttomeg jelentésen fogy, igy a torések rizikdja nd
(tipusosan csigolya, csip6taji, proximalis felkarcsont), ami hozzajarul a tartos
¢életmindség-romlashoz, keresOképtelenséghez, illetve az immobilizaci6 miatt a
hospitalizaciohoz, és a kovetkezményes halédlesetekhez (tiidogyulladas, pulmonalis
embolia) is, melyek nem elhanyagolhaté gyakorisdguak, mivel példaul csipdtaji
toréseknél az egy éven beliili mortalitasi arany 15-30% koriil mozog. [204]

Az oszteopordzis primer, vagy masnéven involuciés formdjat az Osztrogén

hidnya miatt 1étrejové posztmenopauzalis és az iddskori csontritkulds alkotjak, mig
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masodlagos tipusat gyakorta terapids céllal adagolt készitmények (glitkokortikoidok,
heparin, litium, antiepileptikumok stb.), gyulladasos korképek (pl. reumatoid artritisz),
metabolikus elégtelenség (maj- és vesemiikddés inszufficiencidja stb.), vagy malignus
folyamatok (pl. tiid6-, prosztata-, mellrak attétek) valtjak ki. [205] A csontritkulas
kezelésére hasznalatos készitményeket az 4. Tablazat foglalja 6ssze. A legujabb
eredmények alapjan a follikulus stimuldlé hormon (FSH) receptorahoz kotédve MAP
kinazokon ¢és NF-kB aktivalasan keresztiil stimuldlja az oszteoklasztogenezist, igy

antitestekkel torténd blokkolasa antioszteoporotikus hatassal birhat. [149]

4, Tablazat: Az oszteoporozis farmakoterapiaja.

Hatoanyag Oszteoklaszt Oszteoblaszt
funkciot gatlé | milkodést
hatas mértéke elésegito hatas

Anabolikus szteroidok Kis van

Biszfoszfonatok kifejezett nincs

Blosozumab, Romosozumab kis (?) van (?)

D-vitamin Kis van

Denosumab kifejezett nincs

Kalcitonin kozepes nincs

Kalcium kis nincs

N&i szexualszteroidok kozepes van

Odanacatib kis (?) nincs

Stroncium ranelat Kis van

Szelektiv 6sztrogén receptor modulatorok  kdzepes van

Teriparatid (PTH analog) Kis van

Tiazid kis nincs

Tibolon kozepes van

Forras: Das Subhajit, CJC et al. (2013) Drug Des Devel Ther; de Villiers TJ et al (2017)
Climacteric [148, 206] nyoman

Oszteopetrozisban, azaz marvanycsont betegségben az oszteoklasztok

alulmikodnek, igy a megszokottnal denzebb szerkezetli csontallomany jon 1étre. Az
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oszteoklasztok funkcidja tobb okbol karosodhat: nem kielégitd adhézio az integrin
molekulak defektusa miatt; s6sav szekrécio hibaja; membranpolarizacié elmaraddsa. A
korkép ritka, a gyermekkori forméak incidencigja 1/200 000, mig a felndttkori tipusé
5,5/100 000. Az infantilis tipusban a vel6ir beszikiilt, aminek kovetkeztében sériil a
hematopoiézis, ezért anémia, immundefektus alakul Kki. [207-209] Emellett az
elkeskenyedett csontos csatornakban az erek, idegek komprimalodnak, emiatt
idegsorvadas alakulhat ki (pl. latdideg esetében ez vaksaghoz is vezethet). A korkép
enyhébb formajaban a vel6lr csak mérsékelten besziikiilt, de veseelégtelenséggel és
agyi meszesedésekkel tarsulhat, ami mentalis retardaciohoz vezethet. A felndttkorban
kezd6dé oszteopetrozisok csontfijdalommal, visszatérd patologias torésekkel és az

agyidegek nyomasi tiinetivel jarnak. [207-209]

11. Abra: Piknodizosztézisban szenvedo egyén csontjai.
Mint az a konvenciondlis rontgenfelvételeken megfigyelhetd, az agykoponya
aranytalanul nagy az arckoponyéahoz képest és a kutacsok felndtt korban sem zarodnak,
valamint a disztalis ujjpercek a normalisnal 1ényegesen révidebbek.

Forras: http://www.sajr.org.za/index.php/sajr/article/view/313/419 alapjan
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Piknodizosztézisban az oszteoklasztok szama emelkedett, de a fehérjéket nem
képesek kelloképpen degradalni, amit a katepszin K enzim autoszomalis recessziv
modon 6roklédd funkcidvesztéses mutdcidja okoz. A fenotipusra jellemzd az alacsony
testmagassag (kb. 140-150 cm), az ardnytalanul nagy agykoponya nem zar6do
kutacsokkal, a fogak részleges hianya, alulfejlett all- és kulcscsont, végtagi
deformitdsok ¢és fokozottan torékeny csontok. Eddig hozzavetdlegesen 150
piknodizosztozisos esetrdl szamol be a szakirodalom, tehat a korkép ritkanak szamit.
Patomechanizmusédnak megismerése hozzasegitett a katepszin K csontbontdsban
betoltott szerepének felismerésére. Terapias vonatkozasa is van az enzim blokkolasanak
(odanacatib), ami az oszteopordzis €s a litikus csontattétek gyogykezelésében jatszhat

szerepet. (4. Tablazat) [210, 211]

12. Abra: Paget-koros személy koponyaja.

A sagittalis sikl, csontablakos koponya CT felvételen az un. ,,skotsapka” jel lathato,
melynek soran a Paget-koros koponya rostralis része kifejezettebben vastagodik meg,
mint az occipitalis teriiletek, a diploe kiszélesedett, a csontdllomany inhomogén, benne
szklerotikus foltok és felritkulasok egyszerre figyelhetdek meg.

Forras: https://radiopaedia.org/articles/tam-o-shanter-sign-skull alapjan
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Az oszteitisz deformanszra, avagy a csontok Paget-korjara jellemz6 az
emelkedett oszteoklasztszam megnovekedett oszteolitikus aktivitdssal, amivel az
oszteoblasztok nem kielégité anabolikus tevékenysége tarsul, igy torékeny, eltorzult
csontok jonnek létre. [212] 1876-ban Sir James Paget irta le ezt az Aaltalaban
kozépkoruakban kezdddd, csontfijdalommal, a koponya megvastagoddsaval, hosszu
csOves csontok elgorbiilésével, iziiletek deformalddasaval jard betegséget. A Paget-kor
a masodik leggyakoribb csontbetegség a csontritkulds utan, eléforduldsa Nyugat-
Eurdopaban 40 éves kor felett 1% koriil van. Juvenilis formaja sulyosabb lefolyasu és
oka az oszteoklasztok RANK szignalizacidés utvonaldnak karosoddsa. A defektus
autoszomalis recessziven 6roklddik és extrém ritka. (12. Abra) [209, 213, 214]

A csontokra hatdo hormonok szintjének valtozasa is patologias csontszerkezetet
idézhet el6. (1. Tablazat) A parathormon a kalcium-anyagcsere f6 szabalyozoja;
hatasara az oszteoklasztok aktivalodnak, fokozodik a csontlebontas és a kalcium
mobilizalodik a csontokbdl a vérbe. A mellékpajzsmirigy tilmiikodése hatasara
létrejovo  tartosan magas PTH elvalasztas fokozott oszteoklaszt aktivacioval és
kovetkezményes oszteolizissel, emelkedett plazma kalciumszinttel jar. Az intermittalo
PTH analog teriparatid adagolasnak anabolikus hatdsa is van a csontanyagcserére. (4.
Tablazat) [215] A PTHrP a PTH-hoz szerkezetében és funkcidjaban hasonld molekula,
melyet foképp daganatsejtek termelnek, igy a csontmetasztazisok létrejottében jatszik
szerepet. Hatasara a csontépitd sejtek RANKL expresszidja nd, ami az
oszteoklasztogenezist tamogatja. [216] A kalcitriol [vagy masnéven 1,25-(OH),-
kalciferol, Ds-vitamin szarmazék] egyik f6 hatasa a plazma kalcium szintjének emelése,
melyhez hypocalcaemia esetén a csontokbol mobilizalodik a kalcium, illetve a bélben
fokozodik a kalcium felszivoddsa, a vesében csokken az iritése. Hidnyaban,
gyerekkorban angolkor jon létre, felnéttkori formajaban, az oszteomalaciaban
demineralizalodnak a csontok. [217] (Isd. D-vitamin, 4. Tablazat) A pajzsmirigy C-
sejtjeiben termel6dé kalcitonin hatasa a plazma kalcium-szintjének csékkentése, ennek
a hatasnak az eléréséhez receptorahoz kotédve kozvetleniil gatolja az oszteoklasztok

funkciojat, melynek terapias konzekvenciaja is ismert. [218] (4. Tablazat)
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2.2.6. Csontsejtek és extracellularis vezikulak

Mint minden eukaridta sejt, a csontsejtek is bocsatanak ki és vesznek fel
extracellularis vezikulakat. [219, 220]

Lipopoliszacchariddal kezelt monocitak olyan exoszomakat termelnek, amelyek
a mezenhimalis 6ssejtekben oszteoblasztokra jellemzé gének expresszidjat fokozzak,
igy inicidlva a csontépité sejtek képzodését, ami sériilést vagy gyulladast kovetden
tamogathatja a csontregeneraciot. [221-223] Az oszteoblaszt és oszteocita eredetil
lizoszomalis membran protein-1 (LAMP-1) -t tartalmaz6 exoszomak hordozhatnak
TRAP, RANKL vagy OPG fehérjéket, amik befolyasolhatjak a csontfald sejtek
képzodését, emelett a PTH-val stimuladlt oszteoblaszok jelentds mennyiségben
szekretalnak RANKL tartalmu vezikulakat.[224]

Az oszteoblasztok-oszteoklasztok kozti kommunikacié vezikuldkkal nem
egyiranyu, ezt bizonyitja, hogy az oszteoklasztok ephrin A2 tartalmi exoszomakat
termelnek, amiket az oszteoblasztok receptoraikkal megkdtnek, valamint
oszteoklasztok altal termelt miR-214-et szallitd6 exoszomak blokkolhatjdk a csontépitd
sejtek differencialodasat. [219, 225, 226]

Az oszteoklaszt prekurzorok altal termelt vezikulak oszteoklasztogenetikus
hatassal rendelkeznek, tovabb serkentve az érési folyamatot, valamint az csontfalo sejt-
eredetli RANK tartalmt exoszomak a RANKL blokkolasaval az OPG-hez hasonlatosan
kompetitiven gatoljak az oszteoklasztogenezist. [219, 220] Ez arra enged kovetkeztetni,
hogy az exoszomak autokrin és parakrin moédon is befolyasolhatjak a csontbont6 sejtek
keépzddését.

Oszteolitikus komponenssel rendelkez6 malignus daganatok, mint a prosztata
karcindma- ¢s mieloma multiplex- eredetli sejtvonalak feliiliszoiban talalhatod
exoszomak stimulalo hatasuak az oszteoklasztokra. [227-229] Ez az adat arra utal, hogy
rosszindulati folyamatok exoszomak kozremiikodésével hozhatnak 1étre litikus
csontléziokat. [228, 229]

Az csontsejtek nem csak a helyileg képzddd extracellularis vezikuldkkal
kertilnek interakcioba. Irodalmi adatok alapjan a mdj utdn a csontszovet veszi fel a
legtobb keringésben jelenlévé vezikulat (Isd. 2.1.2. Intercellularis kommunikacio
extracellularis vezikulakkal). [52] Gyulladas soran (pl. artritiszek esetében) a

vaszkularis permeabilitds megné és a vérben talalhato EV-k bejuthatnak a szinovialis
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résbe, ahol interakcidba Iéphetnek a csont- és porcsejtekkel, valamint a
fibroblasztokkal. [230, 231]

2.3. A reumatoid artritisz és az artritisz pszoriatika

Vizsgalodasunk targyaul két immunmedialt kronikus iziileti gyulladassal jard
korképet, a reumatoid artritiszt (RA-t) és az artritisz pszoriatikat (AP-t) valasztottuk,

melyek patomechanizmusaban szerepet jatszik az oszteoklasztok fokozott miikddése.

2.3.1. Reumatoid artritisz

A reumatoid artritisz (RA) a leggyakoribb kronikus lefolyast szisztémas
autoimmun korkép. Incidencigja 0,25-0,5% kozott van, ami az északi féltekén észak-dél
iranyban csokkenést mutat, valamint varosi kornyezetben ¢lékben is gyakrabban fordul
el6, mint vidéki életformat folytatokban. [232]

Az RA kialakulaséanak oka nem teljesen feltérképezett, hajlamositd tényez6 lehet
a ndi nem, genetikai faktorok (HLA-DR4 allél hordozasa, peptidil arginin deiminaz és a
PTPN22/nem receptorialis protein tirozin foszfataz mutacidja), a dohanyzas, a stressz,
fertézések (pl. periodontitis) és a mikrobiom Osszetételének megvaltozasa. [233, 234] A
betegség tobbnyire lassan, prodromalis tiinetekkel (gyengeség, fogyas, és iziileti
fajdalmak), ritkdbban akut kezdettel, gyorsan progredidlva (laz, nyirokcsomo- és
lépmegnagyobbodassal) indul. A klasszifikacios kritériumokat az 5. Tablazat foglalja
Ossze. [235]
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5. Tablazat: A reumatoid artritisz klasszifikacios kritériumai.

ACPA= ciklikus citrullinalt peptid ellenes antitest, ACR= Amerikai Reumatologiai
Kollégium (America College of Rheumatology), CRP= C-reaktiv protein, EULAR=
Eurdpai Reuma Ellenes Liga (European League Against Rheumatism), RA= reumatoid
artritisz, RF= reumatoid faktor

2010-es ACR és EULAR Kkritériumok

A) Iziileti érintettség

1 nagyiziilet (0 pont)

2-10 nagyiziilet (1 pont)

1-3 kisiziilet - nagyiziileti érintettséggel vagy anélkiil (2 pont)
4-10 kisiziilet - nagyiziileti érintettséggel vagy anélkiil (3 pont)
>10 iziilet - legalabb 1 kisiziilet (5 pont)

B) Szerolégia: autoantitestek jelenléte (legalabb 1 teszt kivitelezése sziikséges)

Negativ RF és negativ ACPA (0 pont)
Alacsony pozitiv RF vagy ACPA (2 pont)
Magas pozitiv ACPA (3 pont)

C) Akutfazis-reakcio

Normalis CRP és siillyedés (0 pont)
emelkedett CRP vagy siillyedés (1 pont)

D) A tiinetek fennallasanak tartama

<6 hét (0 pont)
>=6 hét (1 pont)

6- 10 pont = RA

Forras: Aletaha D et al. (2010) Arthritis Rheum [235]

A reumatoid artritisz (RA) a leggyakoribb kronikus lefolyast szisztémas

autoimmun korkép. Incidenciaja 0,25-0,5% kozott van, ami az északi féltekén észak-dél

iranyban csokkenést mutat, valamint varosi kornyezetben élékben is gyakrabban fordul

el6, mint vidéki életformat folytatokban. [232]

Az RA kialakuldsanak oka nem teljesen feltérképezett, hajlamosito tényezd lehet

a n6i nem, genetikai faktorok (HLA-DR4 all¢l hordozésa, peptidil arginin deiminaz és a
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PTPN22/nem receptorialis protein tirozin foszfataz mutacidja), a dohanyzas, a stressz,
fertézések (pl. periodontitis) és a mikrobiom Osszetételének megvaltozasa. [233, 234] A
betegség tobbnyire lassan, prodromalis tlinetekkel (gyengeség, fogyas, és iziileti
fajdalmak), ritkabban akut kezdettel, gyorsan progredialva (laz, nyirokcsomo- és

Iépmegnagyobbodassal) indul. A klasszifikacios kritériumokat az 5. Tablazat foglalja
Ossze. [235]

13. Abra: Deformitasok a nyaki gerincszakaszon reumatoid artritiszben.
Lateralis iranyu rontgen képek reumatoid artritiszben szenvedd betegek cervikalis
gerincérdl. A dinamikus felvételeken mind A, hiperextenzidban, mind B, hiperflexioban
megfigyelhetd az atlantoaxidlis instabilitds. RA talajan kialakulhat C, a fognytlvany
kranialis irany elmozdulasa és a D, szubaxialis szubluxacio is.

Forrés: http://www.scielo.br/scielo.php?pid=S141378522005000100010
&script=sci_arttext&tlng=en alapjan
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Az RA cls6sorban az iziileteket érinti, azok eroziv gyulladasat, illetve
periartikularis oszteoporozist eredményezve, de az extraartikularis manifesztaciok is
gyakoriak. Az artritisz eloszlasara jellemz6, hogy szimmetrikusan érinti a kéz és a lab
kisiziileteit ~ [metakarpo-  (MCP), metatarzofalangealis (MTP), proximalis
interfalangealis (PIP) iziiletek], ritkdbban a szubkarpalis és tarzalis iziileteket, csuklot,
bokat, konyokot, térdet, a krikoaritenoid és az atlantoaxialis iziiletet. Ezutobbi iziilet
deformaciodja szubluxacidhoz vezethet, ami a gerincveld kompresszidja révén hirtelen
halalt okozhat. (13. Abra)

A gyulladas tartés fajdalommal jar, hosszutdvon az iziiletek deformitdsahoz,
funkcidvesztéséhez vezet, ami az életmindséget jelentdsen rontja és hozzajarul az
érintett személy munkaképtelenné valasahoz, ami mind az egyént, mind a tarsadalmat
érintd sulyos probléma. [236, 237] A kezeken jelentkez iziileti elvaltozasok az ujjak
luxacidja), a hattyGnyak [PIP extenzidban, disztalis interfalangealis iziilet (DIP)
flexioban] és a gomblyuk -deformitas (PIP flexidban, DIP extenzidban), a labakra

jellemz6 eltérések a szubtalaris iziiletek everzidja, a metatarzusz fej plantaris

14.  Abra: A gomblyuk -deformitas.

A PIP flexidja a DIP iziilet hiperextenzidja, valamint a PIP iziiletek szinovitisze az
aponeurosis dorsalis extrém megnyulasdhoz ¢és perforaciojahoz vezethet, ami
gomblyuk-deformitast eredményez.

Forras: http://www.weborvos.hu/rhreumatologia_klub/ alapjan
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Rheumatoid Arthritis

pe

] L

15. Abra: Periartikularis fokalis oszteoporézis és iziileti deformacié reumatoid
artritiszben.

Egészséges ¢és reumatoid artritiszben szenvedd egyén kezének rontgen felvétele. RA-ra
jellemz6 eltérés az MCP és a PIP iziiletek gyulladdsa, ami lokalis oszteoporozissal
tarsulhat. Az artritiszes felvételen tovabba megfigyelhetd a jellegzetes kéztartas,

.....

Forras: http://www.webmd.com/rheumatoid-arthritis/ss/slideshow-ra-overview alapjan

Extraartikularis manifesztaciok kozé tartozik a fajdalmatlan reumatoid csomok,
a tiid6fibrozis, az amiloidozis, vaszkulitisz, illetve a fokozott érelmeszesedés talajan
kialakulo isémids szivbetegség, mely magas gyakorisdga miatt az RA-ban szenvedd
betegek varhato élettartama atlagosan 5-10 évvel rovidiill meg, az atlagpopulaciééhoz
viszonyitva. [203, 238]

Az RA-ban kialakul¢ iziileti gyulladas jellemzdje az iziileti belhartya jelentOs
megvastagodasa kronikus inflammatorikus reakcié miatt, ami pannusképzddéssel jar,

végsé soron pedig fibrozishoz, az iziiletek deformitasahoz vezet. (14-16. Abra.)
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16. Abra: Erézi6 és szinovitisz reumatoid artritiszben.

Reumatoid artritiszben szenvedd beteg MCP iziileteirdl késziilt ultrahang (a, b) és T1
sulyozott magneses magrezonancias képalkoto vizsgalattal késziilt felvételek (c, d, e). A
vékony nyilak az er6ziot, a vastagok a szinovitiszt jelolik.

Forras: radiopaedia.org képanyagabol

A gyulladas jellemzd sejtes elemei a fibroblasztok, leukocitak, endotélsejtek,
melyek inflammatorikus mediatorokat (citokineket, kemokineket, nitrogén-monoxidot,
prosztaglandinokat), angiogenetikus faktorokat, enzimeket (matrix metalloprotedzok)
termelnek. Az érujdonképzddés €s a fokozott sejtfelszini adhézidos molekula expresszio
révén még tobb limfocita és makrofag vandorol az iziiletbe. A fehérvérsejtek koziil a B-,
¢s T-limfocitaknak, valamint a makrofagoknak van kitiintetett szerepe a folyamatban. A

B-sejtek autoantitesteket szecernalnak (RF, ACPA), mig a T-limfocitak aranya
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megvaltozik. A Thl-sejt-eredetii citokinek (TNF-a, IL-1, IL-6) keriilnek talsulyba, a
regulatorikus T-sejtek funkcidja karosodik, valamint az IL-23 altal stimulalt Th17-
sejtek ¢és az altaluk kibocsatott IL-17 jelentés mennyiségben van jelen. A gyulladas
elorehaladtaval a proteolitikus enzimeknek, a komplementrendszer aktivalodasanak, az
autoantitesteknek és a szolubilis gyulladdsos faktoroknak koszonhetéen a porc- és
csontszovet is karosodik. [2, 211, 239] A peptidil-arginil-deiminaz (PAD) enzimek
miikédése révén 1étrejovo poszttranszlacidsan modosult citrullinalt fehérjék ellen
termel0dd antitestek (ACPA) az oszteoklasztokhoz kotddve és IL-8 fiiggd ttvonalon
serkentik a csontfald sejtek aktivaciojat, emellett a gyulladasos citokinek direkt és
indirekt utvonalon is befolyasolhatjak a csont és porcsejtek miikodését (2. Tablazat).
[5, 181, 240]

Az RA kezelése soran alkalmazandd készitmények a kortikoszteroidok és a
betegségmodositd szerek (disease modifying antirheumatic drugs - DMARD), melyek
koziil megkiilonboztetiink konvencionalis szintetikus készitményeket (CSDMARD:
methotrexat, azathioprim, leflunomid, sulfasalazin stb.), célzott szintetikus (tsDMARD:
tofacitinib) és proinflammatorikus citokineket, receptorokat blokkold biologikumokat
(b DMARD pl. infliximab, etanercept stb.). [241-244]

2.3.2. Artritisz pszoriatika

Az artritisz pszoriatika (AP, vagy angol nyelvteriileten psoriatic arthritis - PSA) a
szeronegativ (RF, ACPA tdbbnyire nincs jelen) kronikus iziileti gyulladasok kozé
tartozo korkép, mely pikkelysomorrel (mas néven pszoriazissal) tarsul.

A HLA-B27 ¢és a HLA-DR4 allélok hajlamositanak AP-re. A koérnyezeti
rizikofaktorok kozott vannak a fertézések (pl. Chlamydia, E. coli, Streptococcus),
trauma, gyogyszerek (pl. béta-blokkoldk, chloroquin). A pszoriazis a népesség kb. 1-
2%-ban fordul el6 és megkozelithetéleg 10%-ban tarsul artritiszsel. A korkép férfiakat
¢és néket egyarant érint, tobbnyire felnétteknél jelentkezik (kb. 30-40 évesen), de leirtak
mar gyermekkorban kezd6édé format is. [3] A diagnézis felallitasahoz sziikséges

kritériumokat a 6. Tablazat foglalja ossze. [245, 246]
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6. Tablazat: Az artritisz pszoriatika Kklasszifikaciés kritériumai.
CASPAR-= artritisz pszoriatika klasszifikacios kritériumrendszer (Classification Criteria
for Psoriatic Arthritis), RF= reumatoid faktor

Moll-Wright kritériumok (diagnézis valdszinii a 3 pont teljesiilése mellett)

- gyulladasos artritisz (periférias artritisz, szakroileitisz és spondilitisz)
- pszoriazis
- szeronegativitas (tobbnyire nincs RF)

a kritériumrendszer specificitasa: 1; szenzitivitasa: 0,858

CASPAR Kkritériumok (az iziileti gyulladas mellett még legalabb 3 pont jelenléte

sziikséges)

- pszoriazis (2 pont)

- pszoriazis korabbi eléforduladsa (1 pont)

- pszoriazis a csaladi anamnéziusben (1 pont)
- daktilitisz (1 pont)

- juxtaartikularis ujcsont képzddés (1 pont)

- koromatrofia (1 pont)

RF negativitas (1 pont)

a kritériumrendszer specificitasa: 0,992, és szenzitivitasa: 0,917

Forras: Taylor W et al. (2006) Arthritis Rheum; Zlatkovic-Svenda M et al. (2013) Acta
Reumatol Port [245, 246] alapjan

Az AP-ben fellépd kronikus artritisz fajdalommal, az életmingség hanyatlasaval,
a munkaképesség besziikiilésével jar. A mozgasszervi tiinetek tobbnyire ¢jszaka
legkifejezettebb iziileti fajdalommal kezd6dnek. Klinikailag a bort és a kormoket érintd
pszoriazis mellett jellemzo lehet a periférias artritisz, mely lehet szimmetrikus (az RA-
hoz hasonl6 mddon), de aszimmetrikus is, emellett az axialis iziiletek érintettsége is
gyakori (Bechterew-korhoz hasonlitdo forma). A kisiziiletek koziil els6sorban a DIP, a
PIP, a MCP és a MTP involvalt. (17., 18. Abra)
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17. Abra: Periférias tipusi artritisz pszoriatikaban szenvedé egyén kezei.
A foton jol megfigyelhetd az iziileti gyulladds okozta deformitids és a pszoridzisos

plakkok.
Forras: http://emedicine.medscape.com/article/2196539-overview alapjan

2
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18. Abra: Deformitast okozé iziileti gyulladas artritisz pszoriatikaban.

A rontgenfelvételen a MCP, a PIP, a DIP iziiletek destruktiv 1ézidja abrazolodik
helyenként szubluxacioval. Az iziileteket alkotd csontvégeken litikus felritkulasok és
szklerozis is egyarant megfigyelhetd. A kéztOcsontok iziiletein szubkondralis szklerdzis
is lathato.

Forras: http://www.gentili.net/Hand/psoriasis.htm alapjan
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Az AP radiologiai képére az oszteoklasztok és az oszteoblasztok fokozott
mikodésére utaldo erdziok és csontproliferacio is egyszerre lehet jellemzd, emellett
jellegzetes a periosztitisz, a disztalis ujjpercek mutilacidja, ceruzahegy (vagy ,,pencil-in-
cup”) deformitas, szakroileitisz is. [247] (18. Abra) Sulyos destruktiv formajat artritisz
mutilansznak nevezziik. Extraartikularis manifesztacioja lehet pericarditisz, amiloidozis,
uveitisz, iridociklitisz és tarsulo gyulladasos bélbetegség is.

Patomechanizmusaban sejtes és szolubilis elemek is szerepet jatszanak. A
fehérvérsejtek koziil a makrofagok, granulocitak, T-sejtek megvaltozott miikodése jarul
hozza a korkép kialakulasdhoz. A citokinek koziil jelentds szerep jut a foként
makrofagok, NK ¢&s T-sejtek altal termelt IL-23-nak, melynek receptora a T-
limfocitakon talalhat6 és hatasara Th17 iranyba indul meg a sejtek differencialodasa.
Ezt a folyamatot tAmogatja a Treg-sejtek alulmiikddése is. A Th17-limfocitdk IL-17-et
termelnek, mely az IL-1-gyel és a TNF-a-val szinergisztikus hatasu, illetve az NF-xB
utvonalat aktivalja, valamint az IL-6 génjének expressziojat segiti eld, igy az iziiletben a
oszteoklasztokat ¢és a szinovialis fibroblasztokat képes aktivalni, a bOrben az
epidermalis sejtek fokozott reciklizaciojat valtja ki, keratinocitak citokin termelését
triggereli. [6] A Thl7-sejtek mellett a velesziiletett limfoid sejtek 3-as tipusa (innate
lymphoid cells 3), a y/3 T-sejtek, Th22 és a CD8+ T-limfocitak is szecernalnak IL-17-et.
[6]

Az AP jelen ismereteink szerint az RA-hoz hasonlatosan ma még nem
gyogyithatd. A terdpia célja a tiinetek enyhitése, a progresszid6 megallitisa, az
¢letmindség javitasa és a szovodmények megeldzése. Az alkalmazott készitmények AP-

ben az NSAID-ok, szteroidok, DMARD-ok és a biologiai terapiak. [248-250]
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2.3.3. A reumatoid artritisz és az artritisz pszoriatika 6sszehasonlitasa

Az RA ¢és az AP gyulladasos reumatologiai betegségek. A két korkép jellemzo
differencidl- és képalkoto diagnosztikai vonatkozasait a 7. és 8. Tablazat foglalja ossze.

[251]

7. Tablazat: Az RA és az AP differencial-diagnosztikaja.
ACPA-= ciklikus citrullinalt peptid ellenes antitest, DIP= disztalis interfalangealis iziilet,
HLA= human leukocita antigén, RF= reumatoid faktor

Jellemzok RA AP

prevalencia kaukazusi 0,5-1% 0,1-0,2%

populacioban

leggyakoribb kezdet 40-60 évesen 30-40 évesen

nemek aranya (nok: férfiak) 3:1 1.1

hajlamosité allélek HLA-DR4 HLA-B27, -DR4

pszoriazis - +

pszoriazis a csaladi - +

anamneézisben

iziileti eloszlas szimmetrikus; aszimmetrikus vagy
periférias iziiletek szimmetrikus;

periférfias és/vagy

axialis iziletek

DIP iziilet érintettsége - +
mono-/oligoartikularis - +
kezdet

daktilitisz - +
entezitisz - +
periosztitisz - +
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Jellemzok RA AP
tendinitisz + -
vaszkulitisz + -
ankil6zis - +
sugarérintettség (Osszes - +

iztilet egy ujjon)

gerinc érintettség + (atalantoax.) +
reumatoid csomo + -
RF + (kb. 80%) - (kb. 10%)
ACPA +++ -

Forras: Mc Ardle A et al. (2015) Arthritis Res Ther [251] alapjan

8. Tablazat: Radiolégiai kiilonbségek RA-ban és AP-ben.

A kronikus gyulladds kovetkeztében kialakuld csontdestrukeid kiilonbozd radioldgiai
képpel tarsul reumatoid artritiszben és  artritisz  pszoriatikaban. CT=
komputertomografia, DIP= disztalis interfalangedlis iziilet, MRI= magneses
magrezonancias képalkotas, UH= ultrahang

Jellemzdok RA AP Képalkoto eljaras
eroziok szama +++ + rontgen

er6ziok mérete +++ ++ u-CT

er6zidk formaja U- formaju tubularis u-CT

eroziok eloszlasa  radidlis dominancia egyenletes u-CT

DIP ero6zi6 + +++ UH, MRI, rontgen
oszteofitdk szdma + +++ u-CT

oszteofitak + +++ u-CT

mérete

csont proliferaci6 - +++ UH, MRI, rontgen
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Jellemzok RA AP Képalkoto eljaras
szinovitisz +++ ++ MRI, UH
tenoszinovitisz +++ ++ MRI, UH
entezitisz + +++ MRI, UH
daktilitisz - +++ MRI, UH

artritisz mutilansz - + rontgen

Forras: Mc Ardle A et al. (2015) Arthritis Res Ther [251] alapjan

A két megbetegedés patomechanizmusaban is jelentés kiilonbségek fordulnak
elé. Az RA patogenezisében az IL-1, IL-6 és a TNF-o, mig AP-ben az IL-17, IL-23 és a
TNF-a a leginkabb meghatarozo. [252] (9. Tablazat) Az RA-ra a periartikularis fokalis
oszteoporozis a jellemz6, mig AP-ben litikus és szklerotikus 1ézidk egyarant lehetnek a
gyulladt iziiletek kornyezetében. Az AP periférids, vagy angol irodalomban ,,RA-
szerlinek” is titulalt poliartritiszes formajara jellemz6 inkabb az oszteolizis, mig az
axialis, vagy ,,spondilitisz ankilopoetika-szeri” tipusara a csontjdonképz6dés. RA-ban
gyakori az ACPA pozitivitas oszteoklasztogenetikus hatast valthat ki. Emellett RA-ban
a gyulladt iziiletekben tobb T- és B-limfocita van, mig AP-ben jelent6sebb az
érujdonépz6dés, magasabb az angiopoietin-2, vaszkularis endotelialis novekedési faktor
(VEGF), bazikus fibroblaszt novekedési faktor expresszio. [251, 252] (9. Tablazat)

9. Tablazat: Az iziileti karosodas biomarkerei reumatoid artritiszben és artritisz
pszoriatikaban.

anti-CARP= karbamilalt peptid ellenes antitest, ACPA= ciklikus citrullinalt peptid
ellenes antitest, A-SAA=akut fazis szérum amyloid A, CCL= kemokin ligand, IL=
interleukin, MCP-1= monocita kemoattraktans protein-1, MMP= matrix metalloprotedz,
RF= reumatoid faktor, VEGF= vaszkularis endotelialis novekedési faktor
Biomarkerek | RA AP A molekulak szerepe az artritiszek

patomechanizmusaban

adiponektin + - a szinovialis fibroblasztok IL-6,
MMP-1; és a kondrocitak IL-6, TNF-

o, MCP-1 termelését noveli
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Biomarkerek | RA AP A molekulak szerepe az artritiszek
patomechanizmusaban

angiopoetin-1  + - angiogenezis

angiopoetin-2 - + angiogenezis

anti-CARP + - homocitrullin ~ tartalmt  peptidek
kotése

ACPA + - komplementaktivaciod

A-SAA + + MMP termelést segiti el6

calgranulin - + fagocita aktivacioban soran szabadul
fel

calprotectin + + mieloid eredetli sejtek aktivitasat
befolyasolja

CCL-3 - + bazofil, eozinofil granulocita,
monocita, limfocita kemoattraktans

CCL-11 - + eozinofil granulocita kemoattraktans

IL-13 + - B-sejtek antitest termelése

IL-15 - + T-sejt proliferacio, B-sejt
differencialodas

IL-16 + - CD4+ T-sejtek, monocitdk és
eozinofilek kemotaxisa, T-sejtek
aktivaciojat befolyasolja

IL-22 + - fibroblasztok proliferaciojat
indukalja, illetve a MCP-1 termelést
serkenti

MMP-1és-3 + - kollagén  degradacioban  jatszik

szerepet
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Biomarkerek | RA AP A molekulak szerepe az artritiszek

patomechanizmusaban

RF + - immunkomplexeket formal,

komplementet aktival

VEGF + ++ az angiogenezis ¢és a vaszkularis

permeabilitas potens induktora

Forras: Mc Ardle A et al. (2015) Arthritis Res Ther [251] és Veale DJ et al. (2015)
RMD Open [252] alapjan

RA-ban és AP-ben eddig ma még kevés adat all rendelkezésre az extracellularis
vezikulak szerepérdl az iziileti destrukcio 1étrejottében. [83] Lehetséges, hogy az EV-k
citokineket, antigéneket (pl. citrullinalt fehérjék), immunkomplexeket vagy miRNS-eket
szallitanak, feliiletet biztositanak effektor molekuldk szamara, fokozhatjdk a
fehérvérsejtek  adhézidjat, aktivalhatjdk a  komplementrendszert, apoptdzist
indukélhatnak, ezaltal hatassal lehetnek a kotdszoveti és immunsejtek miikodésére, a
gyulladasos folyamat beinditasara ¢és fenntartasara. [81, 83] RA-ban emelkedett
vérlemezke-eredetii MV szamot irtak le plazmaban, illetve az IL-1 —et tartalmaz6é MV-k
stimulaltdk a szinovidlis fibroblasztokat. [84, 85] (Isd. 2.1.2. Intercellularis
kommunikaci6 extracellularis vezikulakkal) AP-ben eddig nem publikaltak plazma,
illetve szinovialis extracellularis vezikula profilra vonatkoz6 adatot.

A két korkép patomechanizmusdnak pontos ¢és részletes feltérképezése

hozzajarul az artritiszek patogenezisének jobb megértéséhez.
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CELKITUZESEK

Megbizhatd extracellularis vezikula (mikrovezikula és exoszéma) izolalasi és

tarolasi protokoll beallitasa.

A plazma-eredetli exoszomak és mikrovezikulak hatasanak vizsgalata a human in

vitro oszteoklaszogenezisre egészséges egyének mintain.
Reumatoid artritiszben ¢és artritisz pszoriatikaban szenveddé donorok vérében
jelenlévé exoszomak és mikrovezikulak hatdsa a csontfaldo sejtek in vitro

differencialddasara.

Az extracellularis vezikuldk in vitro oszteoklasztogenezist befolyasol6 hatasanak

molekularis hattere.
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4.  MODSZEREK

4.1. Donorok

10. Tablazat: A donorok adatai.

ACPA= ciklikus citrullinalt peptid ellenes antitest, AP= artritisz pszoriatika, CRP= C
reaktiv protein, DAS= betegségaktivitasi pontszdm (disease activity score), DMARD=
betegségmodositd antireumatikus szerek (disease modifying antirheumatic drugs), RA=
reumatoid artritisz

Egészséges RA AP
Donorok szama 19 20 15
Férfiak; Nok 11;8 17;3 7,8
Eletkor (év) 38,42+13.2 58+11,77 53,06+8,5
Betegségtartam (év) - 10,55+9,7 5,83+3,81
Atlag DAS - 4,79+1,96 2,79+0,72
Szteroid % - 70 13,3
Konvencionalis - 95 65
DMARD%
Biologiai DMARD% - 35 53,5
Atlag RF (NE/ml) - 146 5,94
Atlag ACPA (AE/ml) - 813,9 -
Atlag CRP (mg/ml) - 21,56 7,28
Atlag Siillyedés - 36,65 16,93
(mm/h)
Vorosvértest konc. - 4,15 4,755
(T/)
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Egészséges RA AP
Vérlemezke konc. - 316,75 251,33
(GN)
Fehérvérsejt konc. - 8,46 10,75
(GN)
Neutrofil % - 57,42 63,23
Eozinofil % - 1,94 2,83
Bazofil % - 0,07 0,03
Limfocita % - 22,42 31,90
Monocita % - 5,30 6,90

Forras: Marton N et al. (2017) Cell Mol Life Sci [253] alapjan

Kisérleteinkhez a vért egészséges donorok (nincs ismert reumatologiai korkép,
minimum két hete nem zajlott semmilyen heveny infekcidzus megbetegedés, a vérvétel
idejében gyogyszert nem szedtek) és a 2010 ACR/EULAR kritériumrendszer alapjan
reumatoid artritiszben (5. Tablazat), illetve a CASPAR Kklasszifikiacio (6. Tablazat)
szerint poliartritiszes tipusu artritisz pszoriatikaban szenved6 egyének adtak. [235, 245]
A Dbetegek koziil mindenkinek legalabb kozepes aktivitasu volt az artritisze a DAS
(disease activity score) értékek alapjan. Az RA mintdk a Budai Irgalmasrendi Koérhaz
Reumatologiai osztalyardl szdrmaznak, az AP mintdk egy része szintén a Budai
Irgalmasrendi Korhazbol, masik része a Glasgow Royal Infirmary-bol érkezett. Az
artritiszes véradoktol a mérésekhez donalt vér levételi idejéhez legkozelebb eso
vérképet is regisztraltuk. (10. Tablazat) A Kkisérletek elvégzéséhez sziikséges etikai
engedély rendelkezésiinkre allt (TUKEB 22244/2013/EKU (280/2013)). A munkat a
Helsinki Deklaracioban (1975.) foglaltaknak megfelelden végeztiik.
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4.2. Kisérleti allatok

Az exoszOma izolalasi protokoll beéllitdisdhoz a human donoroktol begytijtott
mintdk mellett patkanyok hasi aortdjabol citromsavas dextrézos (ACD-A) vérvételi
csovekbe (Greiner Bio-One, Kremsmiinster, Ausztria) levett vért is hasznaltunk. A
kisérleti allatok a Farmakoldgia ¢és Farmakoterapias Intézet allathazabol szarmazo
,»Wistar” tipust himnem{, albino, 250-300 g testtomegii, 45-50 napos példanyok voltak.
Az EV-ket a human mintdk feldolgozasahoz hasznalt protokollal azonos moddon
preparaltuk, ezért a vonatkozd6 metodologiai részben egyiittesen targyaljuk az
alkalmazott modszereket (Isd. 4.4. Extracellularis vezikula izolalds vérmintakbol és
sejtfeliiliszobol). Az allatok tartasa ¢és feldolgozasa az amerikai székhelyli NIH
(National Institute of Health, Egyesiilt Allamok) altal megallapitott vonatkozo ajanlas
(NIH publikacié No. 85-23, revizio 1996-ban), valamint az EU direktiva (2010/63/EU)

¢s a Semmelweis Egyetem altal timogatott etikai engedély szerint tortént.

4.3. Sejtvonal

A fenotipusaban monocitakra emlékeztet6 U.937 nem letapadd, human
hisztiocitas limfoma sejtvonalatat ATCC-t6] (American Type Culture Collection)
szereztiik be. [254] A sejtek 10%ml denzitasban voltak RPMI (Roswell Park Memorial
Institute) médiumban tartva (Sigma, St. Louis, Missouri, Egyesiilt Allamok), mely 10
vIiv. % magzati borjusavoval (FBS) (Gibco Laboratories, Gaithersburg, Maryland,
Egyesiilt Allamok), 2 mM L-glutaminnal (Sigma), 100 U/ml Penicillin-Streptomycinnel
(Sigma) volt kiegészitve. A sejtvonal szuszpenzios sejtekhez ajanlott flaskaban (Sigma)
37 °C-on 5% CO,-n keriilt tarolasra. Az esetleges mikoplazma fert6zést rendszeresen
DAPI-alapt (4',6-diamidino-2-phenylindole) festéssel detektaltuk.

A viabilitast FBS-mentes médiumban torténo 24, 48 és 72 o6ras inkubaciot
kovetden mértik: a lecentrifugalt sejteket Annexin V (AV)-koté pufferben
(BioLegened, San Diego, Kalifornia, Egyesiilt Allamok) szuszpendaltuk fel és 5 ul/10°
sejt mennyiségli Annexin V-FITC (fluoreszcein-izotiocianat) (BioLegened) festékkel
festettiik, majd aramlasi citométerrel (flow cytometry - FCM) detektaltuk a foszfatidil-

szerin externalizacio mértékét. (19. Abra)
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19. Abra: Az apoptézis mértéke U.937 sejtekben 1, 2, 3 nap utin FBS-t tartalmazé
és FBS-mentes tapban.

Annak érdekében, hogy megéllapitsuk az idedlis inkubacids hosszt, ameddig a sejtek
¢heztetés mellett nem mutatnak jelentds mértékli pusztulast, aramlasi citometrids
méréseket végeztiink. Ahogy az a hisztogramokon is latszik, az éheztetett (piros)
mintdkban az AV + események szdma a harom mérési pont koziil 24 6ra utdn volt a
legalacsonyabb, ekkor az FBS-tartalm®i és FBS-mentes tapban tartott sejtek viabilitasa
nem kiiloniilt el élesesen, ami alapjan kisérleteinkhez 1 nap éheztetés utan hasznaltuk
fel a sejtek feliiluszéjat. AV= annexin V, FITC= fluoreszcein izotiocianat, FL=
fluoreszcens tengely

4.4. Extracellularis vezikula izolalas vérmintakbal és sejtfeliiluszobol

A sejtvonal eredetii EV-ket 50 ml, az allati-eredetli vezikula kontaminacié
elkeriilése miatt, FBS-mentes U.937 sejtvonal feliiliszobol izolaltuk. Az apoptozis €s
nekrozis aranya 5% alatt volt a propidium-jodid és az annexin-V festések alapjan, amit
aramlési citométerrel mértiink. A kondiciondlt médiumbol 300 g 10 perces
centrifugalassal iilepitettiik ki a sejteket.

A periférias vénas vérmintakat kozepes érleszoritas mellett (25 ml/ donor) ACD-
A vérvételi csovekbe gyijtottiik. [80, 108] Vérvétel utan a csdveket 6tszor dvatosan
megforgattuk. A human (Isd. 4.1. Donorok) és az allati (Isd. 4.2. Kisérleti allatok)

mintdkat azonos modon dolgoztuk fel.
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A sejtmentesitett feliiluszot/plazmat 2500 g-n centrifugéltuk kétszer 15 percig
szobahén Avanti J-26S (Beckman Coulter, Brea, Kalifornia, Egyesiilt Allamok)
késziilékkel, igy az elsé 1épés utan vérlemezkében gazdag (platelet rich plasma — PRP),
majd a masodik centrifugalas utan vérlemezke-mentes plazmat (platelet free plasma-
PFP), valamint sejtektdl és nagyobb sejtfragmentumoktol mentes sejtfeliiliszot kaptunk.
Ezutan a mintdkat 0,8 pm-es porusatmérdjii szlirdén filtraltuk rdadott nyomas nélkiil
(Whatman Puradisc, Sigma). A mikrovezikuldkat 20000 g-n 60 perc 16 °C (Eppendorf
centrifuga, Hauppague, New York, Egyesiilt Allamok), az exoszomakat 100000 g-n
MLA-55 fix és MLS-50 kilendiilé rotorok segitségével 70 perc 4 °C (Optima Max-XP
ultracentrifuga, Beckman-Coulter) pelletaltuk és mostuk. A protokoll végén a mintakat
0,2 pm-es poérusatmérdji filteren sziirt 1*PBS-ben vettiik fel a sejtkezelésekhez, méret
¢és koncentracido meghatarozashoz (qNano, IZON); szintén PBS-ben, vagy ABP-ben az
aramlasi citometrias mérésekhez; lizis pufferben (CellLytic, Sigma) a western blothoz,
paraformaldehidben (PFA) (Sigma) a transzmisszios elektronmikroszkopiahoz (TEM)
vagy steril desztillalt vizben toxicitasi vizsgalatokhoz (melyeket az Orszagos
Kornyezetegészségiigyi Intézetben vizsgaltattunk be, limulusz amdbocita lizatum
modszerrel). [255] A sejtkezelésekhez a 25 ml mennyiségii vérbdl izolalt EV-ket két
adagban (a differencialtatasi protokoll 2. és 5. vagy 6. napja lasd. 4.11. In vitro
oszteoklaszt differencialtatas) mértiik fel 3 parhuzamos mintara. Az EV preparatumokat
aliquotolva felhasznalasig (maximum 4 hét, de altalaban egy héten beliil) 80 °C-n
taroltuk.

Az exoszoma mintak izolalasaval, tarolasaval kapcsolatos kisérletekhez 7 mi
egészséges donor vagy patkany plazmamintakbol kiindulva a mikrovezikula-mentesitett
preparatumokat 1, 3, 6, és 14 6ran keresztiil ultracentrifugaltuk 4 °C-on, majd az 1 6ras
menetidon pelletalt mintdkat PBS-ben mosas utan szintén 1 6ras, a hosszabb ideig
ultracentrifugalt preparatumokat 2 6ras ismételt ultracentrifugalasi 1épéssel iilepitettiik.
Ezt kovetden a pelleteket a méreteloszlas, koncentracio (QNano), dinamikus fényszoras
(DLS) mérésekhez PBS-ben, TEM-hez PFA-ban, western blothoz lizis pufferben vettiik
fel. Az EV preparatumokat itt is aliquotolva felhasznalasig maximum 8 hétig 4 °C-on

vagy "80 °C-on tartottuk.
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4.5. Transzmisszios elektronmikroszkopia (TEM)

Az EV preparatumokat elektronmikroszkopia segitségével vizualizaltuk, amely
egy széles korben elfogadott modszer a vezikuldk vizsgalata soran, mivel a képletek
alakja, belsO szerkezete €s az esetleges szennyezddések is megfigyelhetdek vele. Az EV
izolalasi protokoll végén a pelletre 500 ul 3%-0s PFA-t mértiink. 24 o6ra inkubacié utan
a PFA-t 1*PBS-sel kimostuk, majd a preparatumokhoz 1% ozmium-tetraoxidot (Taab
Laboratories, Aldermaston, Egyesiilt Kiralysag) adtunk majd 30 percig inkubaltuk a
mintakat. Ezutan a preparatumokat desztillalt vizzel mostuk, majd etanolban dehidraltuk
és 50% etanol - 1% uranil-acetat hozzaadasaval jeloltik, majd Taab 812 (Taab)
gyantaba agyaztuk be és egy éjszakan at hagytuk polimerizalddni. Ezutan ultravékony
metszeteket készitettiink és Hitachi 7100 mikroszkoppal vizsgaltuk a mintakat. [111] A
TEM felvételeket Image] (NIH) szoftver segitségével elemeztiik.

4.6. Dinamikus fényszorasmérés (DLS= dynamic light scattering)

A DLS-el a vezikuldk fényszoérasat szuszpenzidban lehetséges vizsgalni, amely
alapjan kiszdmolhatjuk a képletek méreteloszlasat. A kisérlethez egy goniométerhez
(ALV GmbH, Langen, Németorszag) rogzitett diddalézert (CVI Melles Griot, Irvine,
Kalifornia, Egyesiilt Allamok; hullimhossz: 457,5 nm) hasznaltunk. A szort fény
intenzitasat 90°-ban detektaltuk, és a méreteloszlas meghatarozasdhoz szolgalo kiindulo
figgvényt IBM-PC alapt rendszerrel elemeztiik. A partikula méreteloszlast a maximum

entropia modszer hasznalataval hataroztuk meg. [112]

4.7. A vezikulak méreteloszlasanak és koncentraciéjanak mérése

wrezisztiv pulzus érzékelé6 modszerrel”

crer

method” IZON Science, Christchurch, Uj-Zéland) segitségével vizsgaltuk a gyartd cég
(1IZON) protokollja alapjan. [113] (20. Abra) A mikrovezikula mintakhoz NP800 és
NP400, az exoszoma mintdkhoz NP300, NP200 nanoporus membranokat hasznaltunk,
melyeket 43-47 mm-esre feszitettiink és maximum 10 mbar nyomast alkalmaztunk a

detektalas soran. Az dramerdsség 100-140 nA, a fesziiltség 0,04-0,7 V kozé volt allitva.
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A zaj (RMS noise) 15 pA alatt volt. A program 3 percig régzitette a méréseket. A
mindig az adott membranhoz ill6 (CPC800, CPC400, CPC300, CPC200) gyongyot
hasznaltunk 1:2000 higitasban 1*PBS-ben. A PBS-ben felvett MV és EXO mintakat
még 1:100 higitottuk 1*PBS-ben a detektalashoz.

gNano — IZON késziilek
Nem vezetd partikulum o
vezetd kdrnyezetben

Nyomas

Pérus fe51|tettsege 2 C

20. Abra: A gNano késziilék miikodési  elve.

A nanoporus membranok (NP) feszitése kapcsan szabadda valé poérusokon a raadott
nyomas hatdsdra keresztiil haladnak a vezikuldk, amelyek ellenéllasként jelennek meg.
A késziilék az aramerdsség valtozasait regisztralja.

Forras: http://journals.co-action.net/index.php/jev/article/view/25922 alapjan

Fesziiltség

Nanopérus
membrdn

Membran feszitése

+|I.

Nyomas bedllitasa

4.8. Western blot

Az exoszomak detektalasahoz pozitiv és negativ markerek jelenlétét vizsgaltuk
szemikvantitativ immunoblot moédszerrel (a mikrovezikulak detektalasara nincsen az
exoszomakéhoz hasonld western blotnal hasznalt pozitiv-negativ marker ajanlas). (11.

Tabl4zat)
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11. Tablazat: Az exoszomakra jellemzo (pozitiv marker) és nem jellemzo (negativ
marker) proteinek.

Pozitiv EXO markerek Negativ EXO markerek
Transzmembran Citoszolikus proteinek Intracellularis proteinek
vagy lipidkotott
extracellularis
proteinek
-Tetraspaninok  (CD9, | -Endoszomalis vagy | -Endoplazmatikus
CD63, CD81), membrank6td  fehérjék | retikulum eredetli fehérjék

(TSG101, annexinek, | (calnexin, HSP90B1),

-Integrinek, vagy egyéb .
RAB proteinek), Golgi (GM130),

sejtadhézios  molekulak

IT Qoo o . _
(ITG, CAM), Smgnaltranszdukmos. ¢ | _Mitokondrium
) . scaffold proteinek | .,
-Novekedési faktor . (citokrom),
(syntenin-1)

receptorok, . .
-Sejtmag (hisztonok)

-Heterotrimek G eredetl fehérjék,

fehérjek,

-Argonauta-RISC
-Foszfatidilszerin-koté komplex
MFGES/ laktadherin

Forras: Lotvall J et al. (2014) J Extracell Vesicles [121] alapjan

Ultracentrifugalas utan az EXO pelleteket proteaz inhibitorokkal kiegészitett 20
ul CellLytic lizis pufferben (Sigma) vettiik fel, majd a fehérje koncentraciot mikro BCA
(micro bichinchoninic acid) modszerrel (Thermo Scientific, Waltham, Massachusetts,
Egyesiilt Allamok) és NanoDrop ND-1000 késziilékkel (Thermo Scientific Software
ND-1000 V3.8.1) mértiik a gyartok utasitasai szerint. A mintdkbol 5 pg fehérjét adtunk
1/5 rész redukald loading pufferhez (Pierce Lane Marker Reducing Sample Buffer,
Thermo Scientific), majd 100 °C-on 5 perc inkub4ci6 utin a mintakat Mini-PROTEAN
géleken (Bio-Rad, Hercules, Kalifornia, Egyesiilt Allamok) futtattuk, majd PVDF
membranokra (Bio-Rad) blottoltuk. Ezt kovetden 5% tejporos 1*TBS (Tris buffered
saline) - 0,1% Tween 20 pufferrel blokkoltunk 60 percen keresztiil, majd a megfelel6
elsédleges antitestet adtuk 1% tejporos 1*TBS - 0,1% Tween 20 pufferhez [1:1000 anti-
CD63 (SantaCruz BioTechnology, Dallas, Texas, US), anti-CD9 (Sigma), anti-syntenin-
1 (Life Technologies, Carlsbad, Kalifornia, Egyesiilt Allamok), anti-TSG101 (Sigma),
1:5000 anti-calnexin (Sigma), 1:20000 anti- albumin (SantaCruz)] és az antitestt6l

fiiggéen 60 percig szobahdn, vagy egy éjszakan at (16 o6ra) 4 °C-on inkubaltuk a
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membranokat. 30 perc TBS-es mosas utan masodlagos antitesttel [1:1000 anti- nyul
(Sigma), 1: 10000 anti- egér (Dako, Agilent Technologies, Glostrup, Dania)]
inkubaltunk 30 percig szobahdn az 1% tejporos 1*TBS - 0,1% Tween 20 oldatban, majd
ismételt 30 perces mosas utan ECL reagenssel kezeltiik a membrant a gyart6 utasitasai
szerint (Pierce ECL Plus Western Blotting Substrate, Thermo Scientific). A
kemilumineszcenciat sotét szobaban standard rontgenfilmmel, hivo és fixir oldatok
segitségével detektaltuk (Amersham Biosciences, GE, Amersham, Egyesiilt Kiralysag).
A filmeket beszkenneltiik és ImageJ (National Institute of Mental Health, Bethesda,
Maryland, Egyesiilt Allamok) programmal elemeztiik az optikai denzitas értékekeket.

4.9. Aramlasi citometria

Az MV mintakat 1*PBS-ben, vagy annexin koté pufferben (ABP - annexin
binding buffer) (BioLegend) vettiik fel. Mivel az exoszomak méretiik folytan (kb. 30-
150 nm) nem detektalhatéak a FACS Calibur késziilékkel, igy nagyobb hordozohoz, 4
um atméréji 4 w/v%-os aldehid szulfat latex gyongyokhoz (Life Technologies)
kotottiikk 6ket a méréshez. A gyongyok aspecifikus kotohelyeit 1 w/v%-0s szarvasmarha
szérum albuminnal (Sigma) és 100 mM glicinnel (Sigma) blokkoltuk. Az EV mintakat
(MV ¢és EXO preparatumokat egyarant) a donorsejt-eredetli markerek méréséhez anti-
CD3-PerCP-Cy5.5 (Peridinin Chlorophyll Protein Complex), anti-CD19-FITC, anti-
CD42b-PE, anti-CD235a-FITC (BioLegend, San Diego, CA, US) anitestekkel, illetve a
RANK detektalasahoz primer (Invitrogen, Carlsbad, CA, US) és szekunder fluoreszcens
antitesttel (BioLegend) (FITC, PE) inkubaltuk. Emellett annexin V — FITC antitesttel
(BioLegend) is jeldltiink a mikrovezikula preparatumokat, illetve CD9-FITC (Sigma)
antitesttel az exoszéma mintakat. Az antitesteket minden esetben a gyartdo ajanlasa
alapjan alkalmaztuk. A méréshez a mintakat 300 pl pufferben vettiik fel. Vezikula-
mentes puffer festék kontrollokat, festetlen mintdkat és az exoszoma mintdk esetében
iires latex gyongy mintdkat is alkalmaztunk kontrollként a mérések soran, illetve a
fluoreszcens kapu meghatarozasahoz. Az MV mintakhoz a kaput BioCytex MegaMix
(Marseilles, Franciaorszag) gyongyokkel hataroztuk meg. (21. Abra) Az MV
preparatumok esetében az aramlasi citometrias mérés utan 0,1% Triton X-100 (Sigma)
detergens adtunk a mintakhoz, majd 90 masodperc vortexelés és szuszpendalas utan

ismét lemértik az MV-k mennyiségét. Azokat az eseményeket tekintettiik
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mikrovezikulanak, amik a detergens hozzaadasa utan megsziintek, tehat a detergens
el6tti eseményszambol kivontuk a detergens utani eseményszamot az MV kapuban. (21.

Abra) [112]

A MV kapu meghatarozasa B ~ U.937 MV mintak
(csak gyongyok) Differencial detergens lizise
- Detergens
1000 10004 |+Detergens

>
Z 100 Z 1007 MV
DI T kapu
& 10 - b
2 Nem MV
SRt = ‘asemenyek

10 100 1000 10 100 1000
ssc SSC

21. Abra: Az MV kapu meghatarozasa standard gyongyokkel, illetve az MV
mintak differencial detergens lizise.

A, Az MV kaput ismert méreti  gyongyokkel  hatdroztuk  meg.
B, Az MV detektalas sordn differencial detergens lizist alkalmaztunk. A jelenség azon
alapul, hogy a mikrovezikulak membranja dezorganizalddik detergens hatasara. A lizis
utan is regisztralhatd események immunkomplexek, fehérjeaggregitumok Ilehetnek.
AV=annexin V, FL= fluoreszcens tengely, SSC= oldalszéras (side scatter)

Forras: Marton N et al. (2017) Cell Mol Sci [253] alapjan
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22. Abra: Az exoszoma kapu meghatirozasa aramlasi citometrids mérésekhez.
Az EXO mintakat 4 pm-es aldehid-szulfat latex gyongyokhoz kotottiik, az aspecifikus
kotohelyeket blokkoltuk, majd CD9-FITC antitesttel festettiik a preparatumokat. Az
exoszomakat tartalmazd mintdk esetében magasabb fluoreszcens jelet kaptunk (zold),
mint az exoszomakat nem tartalmazé kontroll preparatum esetében (barna). CD= cluster
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of differentiation, FITC= fluoreszcein izotiocianat, FL= fluoreszcens tengely, FSC=
méret (forward scatter), SSC= oldalszdras (side scatter)

Az exoszoma méréseknél detergenst nem alkalmaztunk, mivel munkacsoportunk
korabbi eredményei alapjan az exoszémak detergens érzékenysége lényegesen elmarad

a mikrovezikulakétol. (22. Abra) [52]

4.10. Immunkomplexek eléallitasa

Az EV kezelések mellett kontrollként szolubilis immunkomplex (SIC)
kezeléseket is alkalmaztunk, mivel az immunkomplexek jelen lehetnek az EV
mintakban is. A human IgG (Jackson Immunoresearch, Baltimore Pike, Pennsylvania,
Egyesiilt Allamok) készitményt el6szor 13000 RPM-en 5 percig centrifugaltuk, hogy az
aggregalodott immunglobulinokat elkiilonitsiik. Ezutdn 150 pM 1gG-t 6sszekevertlink
1* PBS-sel és 37,5 uM rekombinans Staphylococcus Protein A (rSPA)-val (Repligen,
Waltham, Massachusetts, Egyesiilt Allamok), ahogy McLellan és munkatarsai is
eljartak korabban. [132] Majd a mintdkat 1 éran keresztiil inkubaltuk 37 °C-n. A SIC
kezeléseket alkalmaztunk a sejttenyészeteken: a fent emlitett SIC készitménybdl 1:100
adagolasa a tapoldathoz felel meg az ,,1x” SIC mennyiségnek, de végeztiink méréseket

,»,0,25x; 0,5%; 2X” mennyiségekkel is.

4.11. In vitro oszteoklaszt differencialtatas

25 ml vénas vért gyljtottiink be az EV izolalasra szant vérvétellel azonos
idépontban (a protokoll 1. napja) ugyanazoktol a donoroktol EDTA (etilén-diamin-
tetraecetsav) tartalmu vérvételi csovekbe (Greiner Bio-One). A mintabol periférias
mononukledris vérsejteket (PBMC) izolaltunk ficoll gradiens (Sigma) segitsegével. A
CD14+ sejteket pozitiv szelekcidval, magneses szeparacioval kiilonitettiik el (EasySep,
StemCell Technologies, Vancouver, Kanada) a gyarto altal javasolt modon. [132] (23.
Abra)
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Tetramer antitest Dextran tartalmu
komplex magneses partikulum

Anti-dextran

23. Abra: EasySep magneses CDI14+ szeparaciés kit miikodési elve.
Az anti-CD14+ antitestek a monocitakon jelenlévé molekulakat ismerik fel, majd a
tetramer antitest komplex anti- dextran része a magneses partikulumhoz kot, amely
kovetkeztében a CD 14+ sejtek kitapadnak a magnesbe helyezett csé faldra, igy a CD14-
populacid egyszerlien lednthetd roluk. Ezutan a milanyag csdvet a magnesbdl kivéve a
monocitak begytijthetoek.

Forras: http://www.enco.co.il/landing/EasySep.htm alapjan

A monocita izolalas tisztasagait CD14-PE festéssel aramlasi citometriaval
ellenériztiik. (23. Abra)

A sejteket tripankék exkluzios modszerrel szamoltuk meg mikroszkdp alatt. A
monocitakat 10% FBS-sel (Gibco), 1% L-glutaminnal (Sigma) és 1% Penicillin-
Streptomycinnel (Sigma) kiegészitett a-MEM (minimal essential medium o, Sigma)
tapban vettiik fel. 10° sejt/100 pl tap/ lyuk osztottuk szét a mintat. A monocitakat
elészor 24 oran keresztil 50 ng/ml rekombinans humén M-CSF készitménnyel
(PeproTech, London, Egyesiilt Kirdlysag) stimulaltuk, amely ndveli a RANK
expresszidjat. [132] Ezutan a tapoldathoz adtunk 50 ng/ml koncentracioban
rekombinans human RANKL-ot (PeproTech), valamint ekkor kezeltiik a sejteket EV
vagy egyéb kontroll (Isd. lejjebb) preparatummal. Egy minta harom parhuzamosbdl allt.
A kovetkez6 kezeléseket adtuk a médiumhoz: vér vagy U.937 — eredetii MV vagy EXO
preparatum (Isd. 4.4. Extracellularis vezikula izolalas vérmintakbdl és sejtfeliiliszobol),
illetve MV és EXO feliiluszok az 1. és 2. centrifugalasi 1épések utan, SIC ,,0,25x, 0,5,

1x, 2x” mennyiségben (Isd. 4.10. Immunkomplexek eldallitdsa), huméan albumin t6bb

kiilonb6z6 koncentraciokban (Sigma), 1*PBS. Minden esetben alkalmaztunk kezeletlen
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kontrollokat is, melyek akkora térfogatban kaptak steril, szirt 1*PBS-t, mint
amekkoraban a szétosztasra keriild6 EV mintak fel voltak véve (max 10 ul/lyuk). 3 nap
utdn cseréltiink tapfolyadékot, amikor a friss oldat mellé¢ ismét citokineket &s
kezeléseket is adagoltunk, tehat az egész differencialtatasi protokoll alatt kétszer mértiik

az adott kezeléseket a sejtekre.
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24. Abra: CD14+ magneses szeparacio eredményének ellendrzése aramlasi
citometria  alkalmazasaval.

A sejtek CD14-PE (BioLegend) antitesttel lettek jelolve. A CD14+ populacio tobb, mint
90%-a expresszalta a CD14 receptort. CD= cluster of differentiation, FL= fluoreszcens
tengely, FSC= forward scatter, azaz sejtméret.

A protokoll 8. napjan a mintakat leukocita acidotikus foszfataz (TRAP, Sigma)
kit alkalmazasaval fixaltuk citromsavas, formaldehides, acetonos fixir oldattal (Sigma)
¢s festettlik a gyart6 utasitisai alapjan. A megfestett kiszaritott mintakat Nikon (Tokio,
Japan) mikroszkoppal €s kameraval fotoztuk, majd a TRAP+ minimum 3 magvla
sejteket oszteoklasztnak tekintve ImageJ (NIH) program segitségével rogzitettik a
sejtszamot. (25. Abra)
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25. Abra: Human oszteoklaszt tenyészet tartarat rezisztens savanyu foszfataz
(TRAP) festése.

A lilas szinreakciot ado sejtek expresszaljadk a TRAP enzimet. A minimum 3 maggal
rendelkez0 TRAP+ sejteket szamoltuk érett oszteoklasztnak. A kevesebb, mint 3
sejtmagot tartalmazé TRAP+ sejtek preoszteoklasztok. A nem festédé mononukledlis
sejtek monocitak.

e el

4.12. Viabilitas mérés

A 96 lyuku lemezen differencidltatott oszteokalszt tenyészetek viabilitasat a
protokoll 8. napjan az apoptdzis soran fragmentalodd genomialis DNS jel6lésén alapuld
TUNEL (Terminal deoxynucleotidyl transferase -TdT dUTP nick end labeling)
reagenssel vizsgaltuk (3 parhuzamos mintan). A sejteket In Situ Cell Death Detection
Kit, AP (Roche, Bazel, Svajc) alkalmazasaval fixaltuk és festettilk a gyartd utasitasai
szerint. Pozitiv kontrollként DNAz I-el kezelt sejteket, negativ kontrollként TdT
hianyos reagenst kapott sejteket alkalmaztunk. A TUNEL pozitiv sejteket fluoreszcens
mikroszkop és Nikon kamera segitségével fotoztuk, majd Image] (NIH) programmal
kvantifikaltuk. [256]
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4.13. Génexpresszio vizsgalata kvantitativ valos idejii RT PCR

modszerrel

A protokoll 8. napjan, tehat azonos idépontban, mikor az oszteoklasztokat
fixaltuk és festettiik, totadl RNS-t is izolaltunk egyes mintakbol. 3 parhuzamos lyuk
tartozott itt is egy kezeléstipushoz. Az RNS izolaldst RNeasy Micro Kit (Quiagen,
szennyezettségét NanoDrop ND-1000 késziilékkel (Thermo Scientific Software ND-
1000 V3.8.1) regisztraltuk, csak a 260/280 >1,8 emisszi6 arannyal rendelkezé mintakat
hasznaltuk fel. Ezutan mintanként legaldbb 200 ng cDNS-t irtunk at SensiFAST cDNS
Synthesis Kit (BioLine, London, UK) hasznalataval a gyarto instrukcioi alapjan. A
gPCR reakciot 384 lyuktt PCR (polimeraz lancreakcid) lemezek, Power SYBR Green
PCR Master Mix (Applied BioSystems, Thermo Scientific) 5 ng/minta cDNS és
specifikus primerek alkalmazasaval hajtottuk végre. A kovetkezd génekhez ajanlott
primereket alkalmaztuk: CALCR (GC07M093424), C-FOS (GC14P075278), CTSK
(GC01M150768), C-FMS (GC05M150053), DC-STAMP (GC08P104339), NFATcl
(GC18P079395), OSCAR (GC19M054094), RANK (GC18P062325), TRAP
(GCO0U923131), SLAP-1 (GC08M133040), és SLAP-2 (GC20M036613) (IDT, San
Jose, Kalifornia, Egyesiilt Allamok). Standard valds idejii protokollt hasznaltunk
ABIPrism 7900ht PCR késziilékkel. Komparativ Ct (AAC;) modszerrel szamitottuk ki a
génexpressziot, melyet a glicaraldehid-3-foszfat (GAPDH) (GC12P006533), mint

konstitutivan kifejez0dd, haztartasi gén expresszidjahoz mértiik.

4.14. Statisztika

A statisztikai szamitasokat és az abrakat GraphPad Prism V6 szoftverrel (San
Diego, Kalifornia, Egyesiilt Allamok) készitettik. A normélis eloszlas vizsgalatahoz
egymintas Kolmogorov-Smirnov tesztet végeztiink. Két csoport dsszehasonlitdsdhoz t-
probat, nem normalis eloszlas esetén Mann-Whitney U tesztet alkalmaztunk. Tobb
csoport Osszehasonlitdsahoz egyutas varianciaanalizist (ANOVA) hasznaltunk Tukey-
féle post hoc teszttel. A korrelaciok vizsgalatdhoz Pearson-féle korrelacios egyiitthatot

szamoltunk. A p értéket 0,05 alatt tekintettiik szignifikansnak.

76



DOI:10.14753/SE.2018.2115

a
N &

T PBMC CD14+

izolalas szeparalas 50 ng/mlrh M-CSF

j S
l | S0ng/ml

rh M-CSF

|

EV-k
PBS-ben vizsgalata:
DLS, FCM,

» 5
= ///7 gNano, TEM,
: WB

26. Abra: Az alkalmazott oszteoklaszt differencialtatasi protokoll
osszefoglalasa.

A vérvétel napjat szamoltuk az 1. napnak, mely id6pontban extracellularis vezikuldkat
¢s monocitakat izolaltunk. Az EV preparatumok egy részét elektronmikroszkdpia,
western blot, aramlasi citometria, dinamikus fényszordsméréssel vagy ,,rezisztiv pulzus
érzékeld eljaras” segitségével elemeztiik. A monocitdkat 24 6ra 50 ng/ml M-CSF
eléstimulacio utan kezeltik meg 50-50 ng/ml RANKL-dal és M-CSF -el egyarant,
valamint a vér és az U.937 sejtvonal-eredetii EV mintékat, illetve az egyéb kontroll
kezeléseket (szolubilis immunkomplexek, albumin, EV feliiliszok, PBS) is ekkor
kaptak meg a sejtek. 3 nap mulva tapot cseréltiink, majd a 8. napon a sejteket fixaltuk,
festettiik, és megszamoltuk, vagy RNS-t izolaltunk génexpresszids mérésekhez.

Vérvétel m 50 ng/ml rh RANKL
/ EV mintik

Centrifugalas, szlirés
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5. EREDMENYEK

5.1. Extracellularis vezikula izolalasi és tarolasi protokoll beallitasa,

a preparatumok jellemzoi.

5.1.1. A centrifugalas optimalis idotartamanak meghatarozasa

Az EV izolalasi protokoll beallitasdhoz human vérmintak mellett patkany vért is
alkalmaztunk. A patkdny vér-eredetli exoszomakat kiilonféle hosszusagh
ultracentrifugalasi idével (1, 3, 6, 14 oOra) szeparaltuk, hogy leteszteljik, mely
centrifugdldsi iddvel sikeriil legnagyobb mennyiségben, legtisztdbb mindségben
elkiiloniteni a vezikuldkat. A TEM felvételeken exoszoméaknak megfeleltethetd
strukturalisan intakt, vezikularis képletek csak az 1 és 3 ora centrifugalasi id6 utan
figyelhetéek meg. (27. Abra) 6 és 14 6ra centrifugalas utan is lathato néhany vezikula,
de a fot6 legnagyobb részén amorf térmelék abrazolodik. (27. Abra)

1h 3h

400 nm
e

6h 14h

27. Abra: A Kiilonboz6 ultracentrifugalasi idétartamok hatisa az exoszoma
preparatumok tisztasagara: TEM felvételek.

Patkany vérb6l 100 000 g-n kiilonféle hosszusagu centrifugalasi idovel szeparalt
preparatumok TEM képei. 1 6ra utan foképp kerek, holyagszerli struktirdk dbrazolodtak
a felvételen. 3 dra utdn csokken a vezikuldk szama, kissé torzul a képletek alakja. 6 és
14 ¢6ra ultracentrifugalas utan csak foltos jellegii iiled€k figyelhetdé meg a fotokon.
Forras: Baranyai T et al. (2015) Plos One [257] alapjan.

A DLS analizis alapjan az 1 6rdig centrifugdlt mintdkban talalhatoak leginkabb

az exoszomalis mérettartomanyba (az &tméré modusza= 98,49 nm; n=3) eso képletek. 3,
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6 ¢és 14 ora utdn a preparatumban jelenlévd struktirdk kisebb mérettartomanyba (az
atmérék modusza= 18,5 nm; n=3-5) tartoznak, mind az elektronmikroszkopos, mint a

fényszorason alapulé mérések szerint. (28., 29. Abra)

Ultracentrifugalasi id6
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28. Abra: 1 és 3 6ras ultracentrifugalasi idétartamok hatasa a szeparalt képletek
méretére.

Patkany plazma-eredetii EXO-k TEM felvételek alapjan kalkulalt méret szerinti
eloszlasa (1h UC: n =2 440; 3h UC: n = 353).

Forras: Baranyai T et al. (2015) Plos One [257] alapjan

Ultracentrifugalasi id6
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29. Abra: 1, 3, 6, 14 6ras ultracentrifugalasi idétartamok hatisa a szeparalt
vezikulak méretére.

rrrrrr

analizis alapjan.
Forras: Baranyai T et al. (2015) Plos One [257] alapjan

Az 1 oras centrifugalasi és a hosszabb menetidejii protokollok kozott
szignifikans az izolalt vezikularis képletek atmér6jének kiilonbsége (p<0,05). (27-29.
Abra) [257]
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A human vérbdl izolalt EXO mintdk protein tartalma a centrifugéldsi id6vel

egyiitt novekedett. (30. Abra)
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I, 3, 6, 14 ¢6ras UC futamid6vel szepardlt EXO homogenizatumok fehérje
koncentracidja. Az 1 h mintdkhoz képest mind a harom hosszabban centrifugalt
csoportban szignifikansan tobb proteint tartalmazott a pellet. (n = 3—7; *, #, &: p<0.05).
Forras: Baranyai T et al. (2015) Plos One [257] alapjan
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31. Abra: Kiilonboz6 hosszisagn ultracentrifugalisi idGtartamok hatdsa a
preparatumok albumin és exoszoma marker CD63 fehérje tartalmara.

Kiilonféle centrifugalasi idovel (1, 3, 6, 14 6ra) eldallitott humén EXO mintdk CD63 és
albumin tartalma western blot mérések alapjan. Az 1 oraig llepitett mintdkhoz képest a
3, 6 és 14 oran keresztiil centrifugalt mintdk szignifikdnsan tobb CD63 molekulat
tartalmaztak, és a CD63/ albumin aranyuk is magasabb volt. (n = 3; *, #, &, §: p<0.05)
Forras: Baranyai T et al. (2015) Plos One [257] alapjan
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Western blot mérések eredménye alapjan hosszabb ultracentrifugéldsi periddus
hatasara nagyobb mennyiségben volt jelen az exoszémakra jellemzé CD63 tetraspanin

molekula a preparatumokban, illetve a CD63/albumin ardny magasabb volt. (31. Abra)

5.1.2. A tarolasi hémérséklet hatasa a preparatumok eltarthatésagara

Az extracellularis vezikuldk bioldgiai hatasanak vizsgalatdhoz elengedhetetlen,
hogy megfeleld mennyiségben €s mindségben legyenek jelen a vezikuladk az eldallitott
preparatumban a kezelés id6pontjaban. Tobb iddigényes kisérleti felallas soran is
eléfordul, hogy nem frissen izolalt vezikula mintat tudunk a sejtkezelésekhez
felhasznélni. Ezekben az esetekben alapvetd fontossagu, hogy hogyan taroljuk el az EV
preparatumokat. Eredményeink alapjan az extracellularis vezikula mintak 4 °C-on
torténd hiitése sordn az EV-k konnyebben degradalodnak, kevesebb szabélyos

vezikularis képlet figyelheté meg, mint a “80 °C-n tarolt preparatumokban. (32. Abra)
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32. Abra: A tarolasi hémérséklet hatasa a vezikuldk morfologiajara.
8 héten keresztiil *4 vagy 80 °C-n tarolt EXO preparatumok TEM képe. A fekete nyilak
a megkimélt vezikularis képleteket, a fehér nyilak az EXO-k karosodésa soran kialakuld
tormeléket jelolik.

Forras: Baranyai T et al. (2015) Plos One [257] alapjan

Az alacsony hémérsékleten (80 °C) fagyasztott exoszoma preparatumok atlagos
atméréje nem valtozott jelentésen 4 és 8 hét tarolas utdn, mig a “4 °C-n tartott
mintdkban 4 ¢és 8 hét utan is szignifikdnsan kevesebb képlet esett a tipikusan

exoszomalis mérettartomanyba. (33. Abra)
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33. Abra: A tarolasi id6 hatisa a vezikularis képletek atmérgjére.
EXO-k DLS moddszerrel megallapitott méret szerinti eloszlasa kiilonféle tarolasi
periodusok (4 és 8 hét) utan (n=3). Az oszlopok az exoszémakra jellemzd atmérdju (30-
150 nm) képletek ardnyat reprezentaljak. 0, 4 és 8 hét tarolas utdn, 4 és 80 °C-on. *4
°C-on 4 és 8 hét utan is szignifikinsan alacsonyabb az exoszomalis mérettartomanyba
esé képletek szama friss mintdkhoz viszonyitva (*p <0,05, *#p <0,01). A -80 °C-n
torténd tarolas nem valtoztatta meg jelentdsen a vezikulak méreteloszlasat.
Forras: Baranyai T et al. (2015) Plos One [257] alapjan

Az exoszoma preparatumok pozitiv EXO marker tartalma 4 hét hiitve ("4 és 80
°C) tarolas utdn a kiinduldsi mennyiség kb. 60-80 %-ra, 8 hét utdn kb. 25-40%-ra
csokken. (34. Abra)
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34. Abra: A tirolasi id6 hatasa az EXO marker expressziéra.

Humén EXO preparatumok CD63, TSG-101 expresszidjanak mértéke kiilonféle tarolési
paraméterek hatasara. 4 hét utan kis mértékben (kb. -20-40 %), 8 hét utan jelentésebben
(kb. -60-75 %) csokken a pozitiv EXO marker tartalma a mintaknak (n=3). * p <0.05,
*#p <0,01

Forras: Baranyai T et al. (2015) Plos One [257] alapjan

5.1.3. Sejtkezelésekhez hasznalt EV preparatumok paraméterei

Az oszteoklaszt differencidltatashoz  hasznalt vezikula preparatumok
paramétereit tobb eljarassal is vizsgaltuk. A ,rezisztiv pulzus érzékel6” technikaval
mért eredmények alapjan a mikrovezikuldk nagy része 250-800 nm atmérdjii volt, az
exoszomak atlagos atmérdje 100 nm koriil mozgott. A populédciok kézott az atfedés 5%
alatt maradt minden esetben, mely informécié alapjan sikeriilt a megfeleld

mérettartomanyba esé képleteket szeparalnunk. (35. Abra)
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35. Abra: A sejtkezeléshez hasznalt preparatumok jellemzdi: a vezikulak
méreteloszlasa.

Az exoszomak (vér n=8) és a mikrovezikulak (vér n=8) atlagos atméréje 60-220 nm és
200-1000 nm tartomanyba esett. Az oszlopok atlag+SEM —t jeldlnek.
Forras: Marton N et al. (2017) Cell Mol Life Sci [253] alapjan

Az EV mintdkrol TEM felvételeket készitettiink. Preparatumainkat jelentds
mértékben nem kontaminaltak apoptotikus testek. (36. Abra) Mindegyik mintaban
eléfordultak a vart EV populaciora jellemz6 vezikularis képletek. (37. Abra)
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36. Abra: A sejtkezeléshez hasznilt EV mintik jellemz6i: TEM foték.
Forras: Marton N et al. (2017) Cell Mol Life Sci [253] alapjan

A mikrovezikulak jelenlétét a preparatumainkban aramlési citometrids mérés

soran alkalmazott differencial detergens lizissel is igazoltuk. (37. Abra)
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37. Abra: A sejtkezeléshez hasznalt preparatumok jellemzéi: a mintak
mikrovezikula tartalmanak igazolasa aramlasi citometriaval.

Egészséges (n=6), RA (n=7), AP (n=5) vér-, valamint U.937-eredetli (n=5) MV
preparatumok aramlasi citometrias analizise. A mintakat Annexin V- FITC fluoreszcens
antitesttel jeloltiikk. Mérés utan 30 s-ig 0,1% Triton-X 100 kezelést alkalmaztunk, majd
megismételtiik a mérést. Detergens hozzdadasa utdn szignifikdnsan kevesebb eseményt
regisztraltunk mindegyik vizsgalt csoportban. Az oszlopok atlagtSEM-et jeldlnek,
*p<0.05, **p<0.01. A detergens eldtt minusz detergens utdn mért eseményszdm
kiilonbsége mutatja az MV szamot.

Forras: Marton N et al. (2017) Cell Mol Life Sci  [253] alapjan

Az ISEV ajanlasa” értelmében az EXO-k jelenlétét tobb egylittes marker
detekcidjaval kell bizonyitani. Pozitiv EXO markereknek kell jelen lenni a mintdban,
mig a negativ EXO markerek nem, vagy csak nagyon kis mennyiségben fordulhatnak
el6.[121] (11. Tablazat) Kétféle tetraspanint (CD9, CD63) és két citoszolikus
(syntenin-1, TSG-101) pozitiv EXO markert vizsgaltunk western blot eljarassal. Az
endoplazmatikus retikulum-eredetii calnexin fehérje csak a kontrollként hasznalt

sejtlizatumokban volt jelentés mennyiségben kimutathat6. (38. Abra)
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CD9 ~25 kDa
CD63 ~40 kDa

syntenin-1 ~35kDa

TSG 101 ~50 kDa
calnexin  ~90 kDa

1. 2. 3 4. 5. 6.

1. Vér EXO 2.U.937 EXO
3. Lizis puffer 4. 5., 6. PBMC lizatum

38. Abra: A sejtkezeléshez hasznilt EV preparatumok jellemzéi: EXO markerek
jelenlétének kimutatasa.
Pozitiv és negativ. EXO markerek detektalasa western blot technikdval. A
fehérjemintdkat exoszoma preparatumokbol izolaltuk, kontrollként lizis puffert és
PBMC lizatumot alkalmaztunk.
Forras: Marton N et al. (2017) Cell Mol Life Sci  [253] alapjan

A  mintdk endotoxin tartalmat limulusz amdbocita lizatum modszer
alkalmazasaval (n=3) vizsgaltuk. Prepardtumaink csak nyomokban tartalmaztak
lipopoliszaccharid szennyezddést (atlagosan 0,0008 EU/ug), ami nem befolyasolta az

EV mintak bioldgiai hatasat.

5.2. A plazma eredetii exoszOmak és mikrovezikulak hatisanak vizsgalata a

human in vitro oszteoklaszogenezisre egészséges egyének mintain.

Egészséges egyének vérébol izoldlt monocitakbol  differencialtattunk
oszteoklasztokat. A parhuzamos mintakat ugyanazon egyének vér-eredeti EV
preparatumaival kezeltiik, melyek mellett tobbféle kontrollt is alkalmaztunk, hogy
kizarjuk a kontaminalo, illetve a kisérleti eljards modjabol adodo esetleges
mitermékeket a vezikuldk valodi bioldgiai hatdsatol. Az U.937 sejtvonalat azért
valasztottuk kisérleteinkhez, mivel a differencialtatds kiinduldsi sejtjeihez, a
monocitakhoz hasonld fenotipussal rendelkezik. Emellett a sejtvonal-eredetli EV-k
alkalmazéasa felkindlja azt a lehetdséget, hogy monokultira-eredetli vezikuldkat
tesztelhessiink, valamint a feliiliszoban nincs jelen kontaminalé immunkomplex,
plazma- és lipoprotein. A teljes vérbdl izolalt extracellularis vezikula mintak a

feliiluszobol elkiilonitett preparatumokkal szemben komplexebb Osszetételiiek, nagyobb
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a szennyezOdés lehetdsége, illetve valtozatosabb a partikulak eredete, molekularis
Osszetétele is. Az immunkomplexek kontrollként alkalmazasa a kontamindl6 protein- és
antitestaggregatumok kizarasa céljabol tortént. (39. Abra) [253] McLellan és
munkatarsai leirtak, hogy az rSPA-bol és humén IgG-bdl allo immunkomplexek negativ

crer

emlitett irodalmi adat, illetve sajat mérések alapjan allitottuk be. (44. Abra)
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39. Abra: Az egészséges kontrollok vérmintaibol izolalt extracellularis vezikulak
hatasa az oszteoklasztogenezisre.

Egészséges egyének (n=11) vérmintdibdl izolalt CD14+ sejtekbdl differencialtattunk
oszteoklasztokat M-CSF és RANKL segitségével. A sejteket vér vagy U.937
SIC-el kezeltiik. A monocitakat és az EV-et ugyanazon egyének mintaibol szeparaltuk.
A kontroll mintak a citokinek mellett csak a kezelésekel egyez6 térfogata PBS-t kaptak.
A protokoll 8. napjan a sejteket fixaltuk és TRAP kittel festettiilk, majd a legalabb 3
magvu TRAP+ sejteket tekintettiik érett oszteoklasztnak. A vér- és a sejtfeliiluszo-
eredetii EXO-k valamint a SIC-ek szignifikansan csokkentették az érett csontfald sejtek
szdmat. Az oszteoklasztok szamat a kontroll mintdkéhoz normalizaltuk. Az oszlopok
atlagtSEM-et jelolnek, **p <0,01. OC= oszteoklaszt

Forras: Marton N et al. (2017) Cell Mol Life Sci  [253] alapjan

Sem a vér-, sem a sejtvonal-eredeti MV mintdk nem befolyasoltak

szignifikansan a multinuklealt, TRAP+ sejtek szamat. Ugyanakkor a vér- és az U.937-
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eredeti EXO preparatumok, valamint az immunkomplexek is gatld hatast gyakoroltak
az in vitro oszteoklasztogenezisre (**p<0,01). (39. Abra)

Az EV izolalési protokoll soran félretettiink néhany mikrolitert az MV és EXO
preparatumok feliiliszo6ibol. Az MV feliiliszok (mind a két centrifugalasi 1épés utan) és
az elsd ultracentrifugalas utan nyert EXO feliiltszo is szignifikdnsan csokkentette az
érett csontfalo sejtek szamat (¥*p<0,01). (40. Abra) Az extracellularis vezikula
szeparalas soran alkalmazott tobblépcsds centrifugdlds eredményeképp a kiilonbdzo
1épések végén nem 100%-os a vezikuldk kitilepitése. Ennek oka, a mar kordbban
emlitett stratégidnk, hogy probaltunk olyan protokollt haszndlni, amely sordn minél
kevesebb kontaminald agens iilepszik a vezikulakkal. [257] A vezikula-feliiliszokkal
nyert eredmény azt a megfigyelést tdmasztja ald, hogy az exoszémaknak és nem a

mikrovezikuldknak van szignifikans hatasa az oszteoklasztogenezisre. (40. Abra)

*xk
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OC szam a kontrollhoz normalizalva
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felliliszo fellluszoé fellliszo fellluszé

40. Abra: Az EV preparatumok felilliszéinak hatiasa az in vitro
oszteoklasztogenezisre.

Az EV feliiltiszo kezelések hatasa az in vitro oszteoklasztogenezisre. Az 1. és 2. 20000
és 100000 g centrifugalasok végén tettiik félre a feliiluszokat. EXO-k jelen lehetnek az
MYV feliiluszokban és az els6 100000 g centrifugalds utan nyert feliiliszoban is. Az
EXO tartalmu feliillusz6 mintdknak 1is gatldé hatdsa van a csontfald sejtek
differencialodasara (n=10). Az oszlopok atlag:SEM-et jelolnek, *p <0,05, **p <0,01,
***p<0,001.

Forras: Marton N et al. (2017) Cell Mol Life Sci  [253] alapjan
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Az alkalmazott kezelések hatdsara nem ndvekedett jelentdsen az apoptotizalt
sejtek szama, tehat az EXO és SIC prepardtumok megfigyelt gatlé hatdsa nem lehet
kizarélag a viabilitas csokkenésének kovetkezménye. (41. Abra) Ezt tamasztja al az az

adat is, hogy az EV mintak nem tartalmaztak jelentds mennyiségii endotoxint.
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41. Abra: Az EV és SIC preparatumok proapoptotikus hatasanak vizsgalata.
Az alkalmazott kezelések nem befolyasoljak a sejtek viabilitasat a TUNEL modszerrel
mérve (N=2).
Forras: Marton N et al. (2017) Cell Mol Life Sci [253] alapjan

Mivel az EV prepardtumok PBS-ben voltak felvéve, a szlirt és az
ultracentrifugalt 1* PBS hatasait is vizsgaltuk az oszteoklaszt differencialodasra. Egyik
PBS kezelés sem modositotta 1ényegesen az érett sejtek szamat. (42. Abra) A
hozzaadott PBS mennyiség utan mért sejtszam alapjan kizarhatjuk, hogy 6nmagéban a
tap felhigitasa, a citokinek kihigulasa lenne felelés ezért a jelenségért. (42. Abra) A
vezikuldkat mindig a lehetd legkisebb térfogatu steril PBS-ben szuszpendaltuk fel és
aliquotolva fagyasztottuk.
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42. Abra: Kiilonbozé térfogata steril PBS Kkezelések hatiasa az in vitro
oszteoklasztogenezisre.

A, 100 mikroliter a-MEM taphoz kiilonféle mennyiségben adagoltunk steril 0,2 pum
porusnagysagii szlirdn filtralt PBS-t (n=3). A tapfolyadék kétszeresére torténd
higitasanak (100 pl tapfolyadék +100 pul PBS) hatasara volt szignifikans a valtozas az
érett oszteoklasztok szdmaban. Ez alapjan EV preparatumainkat mindig kevesebb, mint
50 ul PBS-ben szuszpendaltuk fel a sejtkezelésekhez. B, Az ultracentrifugalt PBS sem
(n=3) modositotta szignifikdnsan az in vitro oszteoklaszt képzbédést. Az oszlopok
atlagtSEM-et jeldlnek. Az oszlopok atlag=SEM-et jeldlnek, *p <0,05.

Emellett huméan szérum albumint is adtunk a differencidlodd sejtek
feliiluszojahoz, eredményeink alapjan ennek a kezelésnek sem volt szignifikdns hatasa

az oszteoklasztogenezisre. (43. Abra)
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43. Abra: Az albumin hatasa az in vitro oszteoklasztogenezisre.
Sem a kiilonb6zé koncentracioban adagolt humén szérum albumin (n=3) nem
befolyasolta jelentésen az in vitro oszteoklasztogenezist. Az oszlopok atlagtSEM-et
jeldlnek.

crer

cikke alapjan valasztottuk. [132] Mindkét alkalmazott SIC mennyiség (,,1x”, ,,2x”), a
mar kordbban publikalt mdédon, szignifikdnsan gatolta az oszteoklasztogenezist, mig

kisebb koncentracioknél ez a hatis nem volt ilyen kifejezett. [132] (44. Abra)
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44. Abra: A szolubilis immunkomplexek koncentraciéfiiggé hatisa az oszteoklaszt
differencialodasra.

A szolubilis immunkomplexeket mindig frissen készitettiik a kisérletekhez. ,,0,25x,
0,5x, 1x és 2x” mennyiségek 0,25, 0,5, 1 és 2 pl SIC minta/100 ul a-MEM tapoldatot
jelolnek. Az 1x és 2x mennyiségli SIC kezelés hatasara a kontroll mintakhoz képest
szignifikansan kevesebb érett oszteoklaszt differencidlodott (n=3). A kisebb
koncentracioju SIC  kezeléseknek nem volt ilyen markdns hatdsa az
oszteoklasztogenezisre. Az oszlopok atlag:SEM-et reprezentalnak, * p<0,05.

Forras: Marton N et al. (2017) Cell Mol Life Sci [253] alapjan

OC szam
a kontrollhoz normalizalva
(]
n
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4

5.3. Reumatoid artritiszben és periférias tipusa artritisz
pszoriatikaban szenvedé donorok vérében jelenlévo exoszomak és

mikrovezikulak hatasa a csontfalo sejtek in vitro differencialodasara.

Az EV-k oszteoklasztogenezisre gyakorolt hatdsat aktiv iziileti gyulladassal
rendelkezé (10. Tablazat) RA-s és AP-s egyének mintéin is lemértiik. (45. Abra) Az
,,azonos donor” kisérleti felallasban, -amikor ugyanazon egyének donaltak a sejteket és
a vezikulakat- az RA betegek esetében az egészséges egyénekéhez hasonld eredményt
kaptunk. Mindkét EXO és SIC kezelés csokkentette az érett csontfald sejtek szamat
(*p<0,05; **p<0,01). (45. A, Abra)

Az AP mintdk esetében ugyanakkor a vérbdl izolalt EXO preparatumok
stimulalé hatassal rendelkeztek az oszteoklasztogenezisre (*p<0,05; ~175%). Az U.937-
eredetli EXO kezelés hatdsara tendenciézusan kevesebb érett sejtet szamlaltunk. Az
immunkomplexek ebben a csoportban is inhibitoros hatast mutattak (**p <0,01). (45. B
Abra) Az MV preparatumok egyik betegcsoportban sem modositottak szignifikansan az
oszteoklasztok szamat. (45. A, B Abra)
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45. Abra: Reumat0|d artritiszes (A) és artritisz pszoriatikas (B) vermmtakbol
izolalt EV-k eltéréen hatnak az in vitro oszteoklasztogenezisre.

A, RA-ban szenvedd egyének (n=12) azonos személyt6l szarmazo vér-eredeti EXO
preparatumai  és U.937 feliiluszobol izolalt EXO-k egyarant szignifikansan
csOkkentették az érett csontfald sejtek szamat a mintadkban. Sem a vérbdl, sem a
sejtvonal feliiliszobol szeparalt MV mintak nem gyakoroltak szignifikans hatast az in
vitro oszteoklasztogenezisre. Az immunkomplexeknek mindkét koncentracidban
szignifikdnsan inhibitoros hatasa volt. B, Periférias tipusu artritisz pszoriatikaban
szenvedd paciensek (n=10) ,,azonos donor” mintdin a vérbdl izoladlt exoszémak
szignifikdnsan stimulaltdk az oszteoklasztognezist. Az U.937-eredeti EXO
preparatumoknak tendenciozusan gatld hatasa volt a csontfald sejtek képzddésére. Az
MYV preparatumok nem fejtettek ki jelentds hatast a kezelt mintdkra. SIC hozzaadasa
utan a preparatumok szignifikansan kevesebb TRAP+ multinuklealt sejtet tartalmaztak.
Az oszteoklasztokat mindegyik mérés soran human CD14+ sejtekbdl differencialtattuk,
a kontroll mintdk a tobbi kezelés térfogataval megegyezd PBS-t kaptak. A kiilonbozd
mintdk oszteoklaszt szdmat a kontrollhoz normalizaltuk. Az oszlopok atlag+SEM-et
reprezentalnak. * p<0,05, **p<0,01, ***p<0,001.

Forras: Marton N et al. (2017) Cell Mol Life Sci [253] alapjan

Mivel a kétféle EV kezelés kozil az EXO preparatumok esetében mértiink
hatast, ezért az EXO kezelések utan regisztralt oszteoklaszt értékek (vér EXO kezelt
oszteoklaszt szam/ kontroll oszteoklaszt szélm) ¢s a 3 donorcsoport pararnétereinek
betegségtartam, autoantitestek mennyisége ¢€s a gyulladasos paraméterek sem mutattak

Osszefiiggést az EXO-k oszteoklasztogenezist befolyasolo hatasaval. (12. Tablazat)
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12. Tablazat: Az azonos donortdl szairmazé EXO kezelések hatasara bekovetkezett
sejtszam valtozas korrelacioja a donor kiilonféle paramétereivel.

Pearsons korrelacio alapjan sem a donorok életkora, sem a betegség aktivitasa (DAS),
tartama, autoantitestek mennyisége (ACPA, RF), sem a gyulladasos paraméterek (CRP,
We) nem valtoztak az EXO kezelés hatasara regisztralt érett csontfalo sejtek szamaval.
ACPA= ciklikus citrullinalt peptid ellenes antitest, CRP= C-reaktiv protein, DAS=
betegségaktivitasi pontszam, R= korrelacios egyiitthatdo, p= szignifikancia, We=
stillyedés

Betegség  CRP | We ACPA | RF DAS Elet-
-tartam kor

RA Rérték | 0,0272 -0,300 -0,560 -0,290 -0,404 -0,251 -0,072

p érték | 0,930 0,370 0,070 0,416 0,210 0,430 0,822
AP R érték | 0,104 0,960 -0,740 NA 0,723 0,324 0,538
p érték | 0,76 0,23 0,92 NA 0,167 0,530 0,087

Az elézdekben vazolt kisérletek mind azonos donortél szarmazé EV és CD14+
mintakkal torténtek. Emellett alkalmaztunk a csoportok kozott ,.kereszt-indukcios”
kezeléseket is, amelyek soran a kiilonbozd egyénektdl szarmazd sejteket mas betegek
vagy egészséges kontrollok vezikuldival kezeltik és mind a hiarom donorcsoport
egyarant kapott mintat mindegyik csoporttél. Ebben a felallasban azt figyeltiik meg,
hogy az egészséges- és az RA- eredeti EXO-Kk szignifikansan gatoltak az
oszteoklasztogenezist mindharom csoportban, igy az AP CD14+ sejtes mintak esetében
is (* p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001). Ugyanakkor az AP vér-eredeti EXO
preparatumok nem rendelkeztek inhibitoros oszteoklasztogenetikus hatassal egyik
vizsgalt csoportban sem. Hasonld mennyiségili érett sejt differencialodott az egészséges
és az RA kezeletlen mintak esetében, az AP donoroktdl szarmazo monocitakbél kicsivel
tobb csontfalosejt fejlodott (*p<0,05). Az egészséges-eredetli monocitak oszteoklaszt
iranyba torténd fejlédését az RA EXO-k kifejezettebben gatoltak, mint az egészséges
EXO-k (*p<0,05) eltéré donorok esetében. (46. Abra)
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Kereszt-indukcios kisérlet

OC szam
a kontrollhoz normalizalva

Egészseges CD14+ sejtek RA CD14+ sejtek AP CD14+ sejtek

46. Abra: Az egészséges és az RA —eredetii exoszémak gatoljak a csontfalo sejtek
képzodését, de az AP exoszomaknak nincs oszteoklaszt differencialédast gatlé
hatasa.

Az egészséges, az RA ¢és az AP vérekbdl izolalt EXO-kat eltéré egyének sejtjeinek
kezelésére hasznaltuk fel. A ,kereszt-indukcié” sordn a harom csoport kozott
cserélgettiik az EXO kezeléseket, tehat az egészséges, RA és AP CD14+ sejtek kaptak
mind egészséges, RA és AP —eredetli EXO kezelést is (egészséges sejt+ egészséges
EXO n=11, egészséges sejt+ RA EXO n=9, egészséges sejt+ AP EXO n=7, RA sejt+
egészséges EXO n=8, RA sejt+ RA EXO n=10, RA sejt+ AP EXO n=8, AP sejt+
egészséges EXO n=9, AP sejt+ RA EXO n=8, AP sejt+ AP EXO n=16). A kontroll
mintak feliilisz6jahoz csak PBS-t adtunk. A protokoll végén a sejteket fixaltuk és
festettiik, majd megszamoltuk. A relativ oszteoklaszt szamot az egészséges kezeletlen
kontroll mintdkhoz normalizaltuk. Az egészséges €s az RA kontroll csoportban hasonlo
mennyiségll érett csontfald sejtet szamlaltunk, ehhez képest a kezeletlen AP mintdkban
tobb oszteoklaszt volt (*p<0,05 nincs jelolve az abran). Az egészséges- ¢s RA-eredetii
EXO kezelések mindhdrom csoportban szignifikdnsan csokkentették a csontfald sejtek
differencialodasat, mig az AP donoroktdl szarmazo EXO mintak nem rendelkeztek
ilyen hatassal. Az oszlopok atlagtSEM-et reprezentalnak, * p<0,05; **p<0,01;
**%p<0,001. Eg. =egészséges

Forras: Marton N et al. (2017) Cell Mol Life Sci [253] alapjan

5.4. Az extracellularis vezikulak in vitro oszteoklasztogenezisre

gyakorolt hataismechanizmusanak feltérképezése.

Az alkalmazott kezelések oszteoklasztogenezist befolydsold hatdsanak

lehetséges mechanizmusat génexpresszid analizissel vizsgaltuk. A kisérleti felallas a

96



DOI:10.14753/SE.2018.2115

differencialtatas soran alkalmazott protokollal egyezett meg, a vezikulakat és a sejteket

azonos személyek donaltak.
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47. Abra: Vér-, illetve sejtvonal-eredetii EV-k hatasa a génexpressziora

oszteoklaszt differencialédas soran.

Az oszteoklasztokat a TRAP festésnél mar felvazolt protokoll szerint differencialtattuk,
majd a 8. napon fixalas helyett lizaltuk az egészséges (n=6), RA (n=6) és AP (n=06)
mintékat, RNS-t izolaltunk beldliik, majd cDNS-sé 4tirva RT qPCR analizist végeztiink.
Az oszteoklasztokban fontos funkciot ellatd gének kifejezddését vizsgaltunk. Az mRNS
expressziot a GAPDH, mint kontroll gén kifejez0déséhez normalizaltuk. A CALCR,
CTSK ¢és RANK mRNS szintje csokkent EXO kezelés hatasara egészséges €s RA
mintdkon, mig az AP mintdkban ez a mintdzat nem volt megfigyelhetd. Az MV

kezelések esetében sem regisztraltunk hasonld tendenciat. Az oszlopok atlagtSEM-et
reprezentalnak. * p<0,05.

Forras: Marton N et al. (2017) Cell Mol Life Sci [253] alapjan

Az egészséges €és az RA mintadkban hasonl6 tendenciézus mintazatot figyeltiink
meg: a vizsgalt 10 gén koziil koziil 3 esetben detektaltunk kismértékii mRNS szint
valtozast. A CALCR, CTSK és RANK expresszidja mérseklodott EXO kezelés hatasara
egészséges ¢s RA mintdkndl, mig az AP preparatumok esetében nem volt ilyen
tendencia megfigyelheté. (47. Abra) A tovabbi vizsgalt oszteoklasztokra-jellemzd
gének (C-FMS, C-FOS, DC-STAMP, OSCAR, SLAP-1, SLAP-2, TRAP)
kifejezddésében nem mutatkozott sem tendencidzus, sem szignifikdns valtozas egyik

csoportban sem.
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Osszehasonlitottuk a harom donorcsoport vezikularis RANK tartalmat. Az AP-
eredetli EXO-k szignifikdnsan kevesebb RANK-ot expresszaltak, mint az egészséges és
RA vérbdl szeparalt EXO-k. Az MV mintak csekély mennyiséget hordoztak a vizsgalt
molekulabol. (48. Abra)

EXO r MV
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48. Abra: Az  EV mintak RANK expresszioja.

Az aramlési citometrias eredmények alapjan az MV-k nem tartalmaztak jelentOs
mennyiségli RANK-ot. Az egészséges (n=4) és RA (n=3) EXO preparatumokkal
Osszevetve az AP (n=3) EXO-k kevesebb membrankotott RANK molekulat hordoznak.
Az oszlopok atlagtSEM-et reprezentalnak. Az eseményszdm minden mérés esetében
100000 eseményre van kalkulalva, egyszerre csak egyféle fluoreszcens antitesttel voltak
jeldlve a mintdk. * p<0,05.
Forras: Marton N et al. (2017) Cell Mol Life Sci [253] alapjan

Az EV-k donorsejt-eredetii markereket -pl. CD molekulakat- hordoznak. A
vérben jelentds mennyiségben eléforduld sejttipusokra: vordsvértestekre (CD235a),
vérlemezkékre (CD42b), T-sejtekre (CD3), B limfocitdkra (CD19), jellemzd
transzmembran receptorok el6fordulasat mértiink 4dramlasi citometridval az EV
mintdkon és szignifikdns eltéréseket regisztraltunk a harom csoport CD antigén
expresszidjaban. A legtobb vordsvértest markert az AP EXO-k hordoztak (*p <0,05).
Az RA EXO-k nagyobb része szarmazott vérlemezkéktdl, mint az egészséges mintaké
(*p <0,05). Az artritiszes EV-k koziil tobb volt a T-limfocita eredetii (*p <0,05). RA-
ban nagyobb aranyban fordultak elé B-sejtek altal kibocsatott MV-k (* p<0,05). (49.

Abra)
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49. Abra: Donorsejt-eredetii CD markerek vizsgalata MV és EXO mintikon.
Szignifikdns kiilonbségeket észleltink a harom donorcsoport CD molekula
mintdzataban. Az oszlopok atlag+SEM-et reprezentalnak (egészséges n=6, RA n=7, AP
n=5). Az eseményszam minden mérés esetében 30000 eseményre van normalizalva.
*p<0,05; Eg.= egészséges.

Forras: Marton N et al. (2017) Cell Mol Life Sci [253] alapjan
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6. MEGBESZELES

Ph.D. munkam soran foképp a vérpalyaban megtalalhatd exoszomak és
mikrovezikuldk human in vitro oszteoklaszt fejlédésre gyakorolt hatdsait vizsgaltam
egészségesekben €és reumatoldgiai betegekben. A bemutatott eredmények két nagyobb
témakorbe sorolhatdak be. Az els6ként taglalt adatok a vérbdl torténd extracellularis
vezikuldk szeparalasanak modjardl, a preparatumok eltarthatdosagarél nyujtanak
informaciot. Ezeket a megfigyeléseket a PlosOne folyodiratban kozoltiik le, a cikkben
tarsszerzd vagyok. A masodikként részletezett kérdéskdrben a human vérbdl izolalt
vezikulamintak oszteoklasztogenezist befolyasold hatasat tartuk fel, a vezikulak
paramétereit jellemeztiik. Ebbél a munkabdl elsészerzos kozleményem sziiletett, melyet
a Cellular and Molecular Life Sciences nevii lapban publikaltuk.

Mint az elmult években kidertilt, az extracellularis vezikulak bioldgiailag aktiv
szignaloszomaként funkcionalhatnak, befolyasolhatjak a veliik interakcioba 1ép6 sejtek,
igy az oszteoklasztok vagy el6alakjaik fejlodését, miikodését. Az oszteoklasztok
endocitozissal, fuzidval vagy sejtfelszini molekuldk receptor-ligand interakcidja révén
Iéphetnek kapcsolatba az extracellularis vezikulakkal. [14] Néhany kutatocsoport
tanulmanyozta a csontsejtek extracellularis vezikulakkal torténé kommunikaciojat,
illetve bizonyos tumorsejt-eredetii EV-k csontfalosejtekre gyakorolt hatasait (Isd. 2.2.6.
Csontsejtek és extracellularis vezikulak). [219, 220] [227-229] Ezen tGlmenden az
elmult honapokban kozolt adatok alapjan a kisérleteinkhez hasonld protokoll szerint
preparalt tehéntej-eredetli exoszémak stimulalni képesek a human in vitro
oszteoklasztognezist, de a csontbontast mar nem fokozzak szignifikansan. [258] A
csontsejtek jelentds mennyiségli extracellularis vezikulat vesznek fel a keringésbdl,
ugyanakkor a plazmaban jelenlévé EV-k oszteoklasztokra kifejtett hatasat korabban
még nem irtak le. [52] Mindezek miatt érdemesnek tartottuk vizsgélni az érpalyaban
jelenlévé vezikuldk csontfalosejtekre kifejtett hatasat. A lehetséges fizioldgias
funkcidkon kiviil a cirkulalo extracellularis vezikulak esetleges patogenetikus szerepe is
foglalkoztatott minket, emiatt az egészségesek mellett két gyulladasos reumatologiai
betegcsoportot (reumatoid artritisz és periférias tipusu artritisz pszoriatika) is
vizsgéltunk.

A vezikulak biologiai hatdsainak méréséhez megbizhat6 izolalasi protokollokra

¢és kontrollok alkalmazasara van sziikség (Isd. 2.1.5. Az extracellularis vezikulak
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izolalasanak, tarolasanak és vizsgalatanak kihivasai). A plazmaban jelenlévé vezikulak
szeparalasakor, vizsgalatakor szamos faktort figyelembe kell venniink. Mintavételkor az
¢érleszoritds mértéke, az alkalmazott véralvadasgatlé anyag mindsége, a feldolgozasig
eltelt id6 és a tarolasi homérséklet is jelentdsen befolyasolhatja a preparatumok
mindségét, ezért a koriilmények standardizalasa rendkiviili fontossaggal bir. [80]
Munkacsoportunk korabbi eredményei alapjan az ACD-A antikoagulanst tartalmazoé
vérvételi csében a legalacsonyabb a sejtek ex vivo vezikula kibocsatasa, igy ezzel az
alvadasgatloval érhetjiik el a vérben in vivo jelenlévé mennyiséghez leginkabb kozelitd
vezikulaszamot és mindségi Osszetételt, ezért végig ezt az anyagot alkalmaztuk az EV
szeparalasra gyijtott mintak esetében. [108] Ezenkiviil semmiféle a sejtek vezikula
kibocsatasat bizonyitottan stimuldlo anyagot (pl. lipopoliszacharid, ionofor) nem adtunk
a vérmintakhoz. [259] A kontrollként hasznalt human sejtvonal feliiliszot nem
szupplementaltuk allati eredetii savdoval, hogy elkeriiljik a kontaminalé vezikuldk
izolalasat. [253]

Tobb extracellularis vezikuldk elkiilonitésre szolgald eljards létezik. Azért
valasztottuk a széles korben alkalmazott ,.differencial centrifugaldsos, graviticios
filtracids” technikat a membrankotott molekulak alapjan torténd szelekcioval szemben,
mert mind mikrovezikuldkat, mind exoszomékat szerettiink volna ugyanazokbol a
mintakbol preparalni. A mikrovezikulak jelen tudasunk szerint kevésbé jellemezhetéek
specifikus markerekkel, mint az exoszomak; illetve az exoszoémak izolalasahoz is tobb
molekula egyiittes el6fordulasan alapuld eljaras eredményezhet nagyobb tisztasagu
populaciot. [121] Amennyiben kevés (<1 ml) bioldgiai minta all rendelkezésre és csak
exoszomakat szeretnénk elkiiloniteni, abban az esetben kereskedelemben kaphato EXO
szeparalo kitekkel (pl. miRCURY, ExoQuick, Invitrogen Total Exosome Isolation
Reagent) is jo eredményeket lehet elérni friss irodalmi adatok szerint. [260] Mindegyik
széles korben alkalmazott EXO szeparacios eljaras végén koncentralni, pelletalni kell a
szubcellularis képleteket, melyhez centrifugélasi 1épések sziikségesek. A centrifugalés
paraméterei jelentOs hatassal vannak a preparatumok mindségére. [257] A futasi id6vel
markerek koncentracigja a mintdkban a centrifugalas hosszaval egyiitt ndvekszik,
melyek feltehetSleg karosodott EV struktirakbol szarmaznak. [257] (31. Abra) A

bioldgiai hatas teszteléséhez minél tobb intakt vezikula kinyerésére, és minél kevesebb
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szennyezddésre kell torekedniink a preparalas soran. Ennek érdekében -TEM és DLS
eredményeink alapjan- az 1 6ras ultracenrifugalasi protokollt alkalmaztuk az in vitro
sejtkezeléses mérésekhez. [257] Az el6bbiekben felvazolt tobblépéses EV szeparalasi
modszerek mind id6- és munkaigényesek, emiatt folyamatosan dolgoznak gyorsabb
izolalasi, detektalasi modszerek kifejlesztésén. Erre példa a microarray technikan
alapul6é exoszéma kimutatas, melynek a késdbbiekben a diagnosztikédban lehet szerepe
(pl. vezikularis tumor antigén detektalasa), illetve mikrofluidikaban hasznalatos
eljarasokkal is kisérleteznek EV szeparacios protokollt beallitani. [261, 262]

Az EV mintak lehetd leggyorsabb felhasznalasa lenne a legidealisabb, de nem
minden kisérleti felallas teszi lehet6vé, hogy frissen preparalt vezikulakkal dolgozzunk
pl. oszteoklaszt differencialtatas soran az altalunk alkalmazott protokoll 5-6. napjan (26.
Abra) a tapcsere idépontjaban a vezikulakat is potoltuk, ,kereszt-indukcios” vagy
aramlési citometrids mérésekhez Osszegyljtottiink tobb donortdl szarmazdé EV mintat.
[253] (39., 45., 46. Abra) A nem megfeleld hémérséklet hatdsara a foszfolipid
kettosréteg felnyilhat, a fehérjék, nukleinsavak degradalodhatnak, igy sem a vezikuldk
morfologiajardl, sem esetleges hatasaikrél nem kapunk valds képet a mérések soran.
Eredményeink alapjan alacsonyabb tarolasi hdmérsékleten tovabb maradnak intaktak az
extracellularis vezikulak és nagyobb mennyiségben vannak jelen a vezikularis markerek
(pl. CD63, TSG-101). Eszerint 80 °C-n ajanlott tartani a mintikat a felhasznaldsra
kertilésig, melynek iddpontja lehetleg az izolalastdl szamitott 4 héten beliil legyen,
mivel az EXO marker fehérjék koncentracioja 8 hét tarolas utan 80 °C-n is jelentdsen
csokkent. [257] (32., 33., 34. Abra) Munkacsoportunk az ideélis tarolasi hémérséklet és
idotartam meghatarozasara tovabbi kisérleteket tervez folyékony nitrogénben tartott
mintakkal. Ligeti E. és munkatdrsai méréseinek alapjan is 80 °C-on éllnak el
leghosszabb ideig intaktan a vezikulak, illetve ezen a hémérsékleten a neutrofil
granulocita-eredetii. EV-k egy hétig jo eséllyel megdrzik antibakterialis hatasukat;
viszont a krioprotektiv anyagoknak litikus hatdsa lehet a vezikuldkra, igy azok
hasznalata keriilend6. [263] Az ismételt lefagyasztas- felolvasztds is karositja a
preparatumokat, mivel feltarhatja a vezikularis strukturakat. Ennek elkertilése érdekében
a pelletalt, krioprotektans-mentes pufferben felvett EV mintak aliquotolasa célszert.

A vezikuldk jelenlétét az altalunk eldallitott preparatumokban parhuzamosan

tobb eljarassal igazoltuk. Az elektronmikroszkopia az extracellularis vezikulak

103



DOI:10.14753/SE.2018.2115

vizualizasara elterjedt moddszer, mely informaciot szolgaltat a partikuldk alakjarol,
méretérdl és az esetleges szennyezddésekrdl is. [22] (27., 32., 36. Abra) Emellett az
elektronmikroszkopias minta elokészitése soran a vezikuldk formaja valtozhat, a nativ
allapotban gomb alakt képletek csészére hasonlité konfiguraciot vehetnek fel. TEM
felvételek, illetve a DLS és ,,rezisztiv pulzus érzékeld” modszerekkel torténd méréseink
alapjan az izolalni kivant mérettartomanyba es6 EV-K voltak jelen tulnyomorészt a
preparatumainkban. [253] (28., 36. Abra)

A kiilénboz6 extracellullaris vezikula populaciok eltéré mértékben detergens
érzékenyek, ezt a jelenséget kihaszndlva mikrovezikuldk jelenlétét differencial
detergens lizis modszerrel igazoltuk. (37. Abra) [80, 253] Az extracellularis vezikulak
rendkiviil sokféle molekulat hordozhatnak, melyek koziil tobb kifejezetten exoszémakra
jellemzé membrankotott receptor fordul elé. Mintainkban jelen volt tobb pozitiv
marker, de a negativ marker nem jellemezte az EXO-kat, tehat az ,ISEV
kritériumoknak™ megfelelé molekulakat tartalmaztak a sejtkezelésekhez felhasznalt
EXO preparatumok. (38. Abra, 11. Tablazat) A vérbdl elballitott EV mintakat
ugyanakkor tomegspektrometrias és western blot méréseink alapjan albumin
kontaminalta, ami viszont nem befolyasolta az oszteokalsztogenezis mértékét. [253]
(31. Abra)

A keringésbdl a csontsejtek kornyezetébe keriilo extracellularis vezikuldk
lehetséges hatasat az oszteoklasztok képzddésére, funkcidjara eldttink még nem
publikalta masik munkacsoport. Eredményeink alapjan Sem a plazmabol, sem a
sejtvonal  feliiluszobol  szepardlt  mikrovezikuldk nem  befolyasoljak  az
oszteoklasztogenezist egy vizsgalt csoportban sem. Ezzel szemben a kisebb
mérettartomanyba esd exoszomak szabalyozzdk az oszteoklaszt prekurzorok fejléddését.
A sejtvonal, az egészséges és az RA donor-eredetli exoszéma preparatumokkal kezelt
mintakban Iényegesen kevesebb érett sejt fejlodott a kezeletlen kontrollhoz viszonyitva,
viszont az AP vérmintakbdl izolalt exoszomak nem rendelkeztek hasonlatos gatld
hatassal. [253] (45., 46. Abra)

A vezikulamintak toxikus hatasa ellen szo6l, hogy az apoptotikus sejtek szama
nem gyarapodott jelentds mértékben egyik alkalmazott kezelés hatasara sem, emellett az
endotoxin-szint rendkiviil alacsony volt a mintakban (sejtkezeléshez ajanlott citokinek

adatlapjan ennél nagyobb érték is megengedett a gyari termékekben Isd.
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peprotech.com), illetve az is az EV mintak esetleges sejthalalt indukalo hatasat cafolja,
hogy a mikrovezikula és az AP exoszoma preparatumok nem csokkentették az
oszteoklasztok szamat. [253] (41., 45. B Abra)

Az a megfigyelés, hogy a sejtvonal-eredetii exoszoémak is hatast gyakoroltak az
in vitro oszteoklasztogenezisre, azt sugallja, hogy nem a ,,nem-vezikularis” plazma-
vagy lipoproteinek valtottdk ki a megfigyelt hatast, melynek kizarasa rendkiviili
fontossaggal bir, mivel munkacsoportunk korabbi megfigyelései (Sodar B et al.) és idén
publikalt irodalmi adatok alapjan is a lipoproteinek (20-100 nm) egyiitt pelletalhatdak
az exoszomakkal. [111, 264] (39., 45. Abra) A liporoteinek esetleges hatisanak tovabbi
elkiilonitése érdekében az ,,azonos donor” kisérleti felallassunkban egészséges
egyénektdl szdrmazé mintdkon méretkizarasos oszlopkromatografidval tisztitott
vezikulakkal is folytattunk méréseket ¢és hasonld hatast tapasztaltunk, mint a
»differencial centrifugalassal, szliréssel” eléallitott preparatumok esetében. [253]

Erdekes modon az ,,azonos donor” mérésekben RA mintdk esetén hasonld
eredményt kaptunk, mint az egészséges-eredetii mintaknal: mind az exoszomak, mind a
SIC-ek inhibitoros hatassal birtak a csontfal6 sejtek differencialodasara. Ezzel szemben
periférids tipust AP-ben a sajat exoszomak ellenkezdleg hatottak, serkentették az
oszteoklasztogenezist, viszont a SIC-ek itt is szignifikansan gatoltak az oszteoklasztok
képz6dését, ami alapjan azt a kovetkeztetést vonhatjuk le, hogy az exoszomak és az
immunkomplexek a  csontfaldo  sejt  elGalakokban  eltéré  intracellularis
szignaltanszdukcids Gtvonalakat befolyasolhatnak (45. A és B Abra). [253] A , kereszt-
indukcios” mérések sordn is azt figyeltik meg, hogy az egészséges- ¢s RA-eredetii
exoszomak gatoljak a csontfalo sejtek differencialodasat, itt az AP CD14+ sejtes
mintdkban az egészséges és RA exoszoma kezelések hatdséara is csokkent volt az érett
csontfalo sejtek szama. Ezzel szemben az AP exoszoma kezelések egyik esetben sem
modositottak szignifikansan a multinuklealt TRAP+ sejtek szamat. (46. Abra) Tovabbi
megfigyelésiink a ,,kereszt-indukcios” kisérleti felallas soran, hogy egészséges és RA
monocita mintak esetében hasonld szamu oszteoklaszt differencialodott, mig az AP
mintdkban nagyobb mennyiségben képzodtek oszteoklasztok. (46. Abra) Annak a
megfigyelésnek, hogy az ,,azonos” és a ,.kereszt-indukcios” méréseknél mas eredményt
kaptunk az AP csoportban, az lehet a magyarazata, hogy a két kiillonb6z6 rendszerben

egyszer sajat, masszor eltérd egyének vérébdl szarmaztak az extracelluléris vezikulak. A
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,kereszt-indukcios” mérések alapjan az AP exoszémak markansan kiilonboz6 hatassal
rendelkeznek az oszteoklasztogenezis tekintetében, mint az egészséges és RA
exoszomak. Ez kiilonosen érdekes eredmény, hiszen mindkét korképre jelentés a
fokozott oszteolizis, ami a csontfald sejtek tevékenysége révén jon létre. Emellett a
CDI14+ sejtek mindségében is lehetnek kiilonbségek, mivel AP-ben nagyobb
mennyiségben képzddtek beldlikk oszteoklasztok a kezeletlen populdcidban, illetve a
,,sajat donor” mérésekben exoszéma hatasra. Ezek az adatok azt sejtetik, hogy RA-ban
¢s AP-ben az érpalyaban jelenlévd extracellularis vezikuldk, az oszteokalszt eldalakok
¢és feltehetdleg a monocitak is eltéré fenotipustuak. Ez utdbbit abbol kovetkeztetjiik,
hogy munkank soran nem csontveldi, hanem vérsejtekkel dolgoztunk, keringésben
megtaldlhatd monocitdkat stimuldltunk, amelyek eltéréen reagaltak a két
betegcsoportban. A kézelmultban publikalt megfigyelések alapjan AP-ben magasabb a
periérias vérben fellelhetd oszteoklaszt progenitorok RANK expresszidja, mig RA-ban a
TNF-a szinttel korrelalva magasabb a keringésben el6forduld csontfald sejt eléalakok
szama. [265] Ez a jelenség is azt a megfigyelést erdsiti, hogy az AP és RA
patomechanizmusaban szamos kiilonbség figyelhetd6 meg. A két korfolyamatban
kiilonb6z6 citokinek eltérd hangsullyal jatszanak szerepet, emellett RA-ban nagy
jelentéséglick az autoantitesteknek is. (7., 9. Tablazat, 50. Abra) Ezen molekularis
kiilonbségeknek lehet az a klinikai konzekvenciaja, hogy az RA-ban és AP-ben
alkalmazott anti-TNF-o biologiai terapiaknak pozitiv hatasa lehet a radiologiai
progressziora [266], de emellett AP-ben az IL-17A ellenes secukinumab monoklonalis
antitest antiinflammatorikus és csontérintettséget befolyasold hatasai is kecsegtetdek.
[267] AP-ben a litikus 1éziok kifejezettebb mértékiiek lehetnek, mint RA-ban, ezt a
tényt is alatamasztana, hogy a ,,sajat donor” méréseken az exoszomak stimulaltak az
AP-eredetii oszteoklasztokat, ami elGsegitheti a fokozott csontbontast. [251] (45. B
Abra)

Az egészséges donorok mintain mért eredmények alapjan arra is
kovetkeztethetiink, hogy a vérben jelenlévd EV-k szabdlyozzdk a csontfalo sejtek
aktivalodasat, igy a csontbontast is. Ennek példaul csonttérések utani regeneracio soran
lehet szerepe, melynek soran az érsériilések révén a szokottnal tobb vezikula aramolhat

a csontsejtek kozvetlen kornyezetébe és blokkolhatja az oszteoklasztokat, igy terepet
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adva az oszteoblasztok regenerativ miikodésének. Ez a csontgyogyuldsi mechanizmus is
eltérhet a két vizsgalt gyulladasos reumatologiai betegségben. [253]

Az EV-k oszteoklasztogenezist modositd hatasanak molekularis hatterét is
vizsgaltuk. (36- 38. Abra) Az egészséges és RA mintdknal, ahol a TRAP festett
preparatumok alapjan kevesebb érett csontfald sejt differencialodott, tendencidzusan
csokkent volt a CALCR, CTSK és RANK gének expresszidja. Ezen megfigyelések
magyarazata lehet, hogy tobb oszteoklasztogenezist befolyasold szignaltranszdukcios
Iépésben érintett gén kifejezodésének kismértékli valtozasa Osszeadddhat, igy az
0sszegz6dott mMRNS szint modosulasok befolyasolhatjak a tovabbi differencialodast.
(47. Abra) A vezikulak esetleges csontélettani szempontbél fontos RANK, RANKL és
OPG molekula tartalmat is vizsgaltuk. [252] A mikrovezikulak, melyek nem
gyakoroltak lényeges hatast az oszteoklasztogenezisre, nem is expresszaltak jelentds
mennyiséget a felsorolt molekulakbdl, valamint a harom donorcsoport exoszémainak
OPG és RANKL szintjében nem figyeltink meg jelentds eltéréseket. [253] Ezzel
szemben egészségesekben ¢s RA-ban tobb RANK tartalmi exoszomat mutattunk Ki.
Ezek a RANK-ot hordoz6 képletek Huynh és mtsai altal leirt kompetitiv modon
kotédhetnek a RANKL-hoz, meggatolva annak serkentd hatasat. [220] Ez a
hatasmechanizmus egy lehetséges magyarazata lehetne megfigyeléseinknek. AP-ben
nem volt magas az exoszomalis RANK mennyisége, de ezek az EV-Kk nem is
csokkentették az oszteoklasztogenezis mértékét. Emellett a harom vizsgalt csoport
vezikulaprofilja is kiilonbozott, eltéré mennyiségben voltak jelen a donorsejt-eredetli
markerek a vezikuldkon. Artritiszben tobb limfocitaktol szarmazo extracellularis
vezikulat detektaltunk a preparatumokban, mint az egészséges mintakon, valamint RA-
ban nagyobb mennyiségben voltak jelen a vérlemezkékt6l szarmazd exoszomak. (49.
Abra) Az altalunk vizsgalt gyulladasos korképekben a limfocitak patogenetikus szerepe
nagy jelentdséggel bir, igy arra kovetkeztethetlink, hogy ezen sejtféleségek vezikula-
kibocsatasuk révén is hozzéajarulhatnak a betegségek kialakitasdhoz, 1étrejottéhez.

Munkédnk sordn csak a vezikuldk és az oszteoklasztok direkt kapcsolatét
vizsgaltuk, de az extracellularis vezikuldk indirekt mddon is befolydsolhatjak a
csontfald sejtek miikodését. Erre lehet példa, hogy gyulladasos citokinek mennyiségére
lehetnek hatassal, valamint masik iziiletben, csontszdvetben eldfordulo sejttipus

miikodését befolyasolhatjak, amely sejtek aztan direkt sejt-sejt kontaktussal, szolubilis
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molekulakkal, vagy EV kibocsatassal modosithatjak az oszteoklasztok miikodését. [59]
(50. Abra) Ezen lehetséges hatdsmechanizmusok pontosabb feltérképezésére

munkacsoportunk tovabbi méréseket tervez.
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50. Abra: Osszefoglalas: a vér-eredetii extracelluliris vezikulik lehetséges hatisa
az oszteoklasztogenezisre.

Mind az RA-ra, mind a periférias tipusi AP-re a fokozott oszteoklasztogenezis és a
kovetkezményes erdziok kialakulasa jellemzd. A csontfald sejtek képzodését,
aktivalodasat tobb egyéb faktor mellett citokinek, autoantitestek és EV-k
befolyasolhatjak. RA-ban emelekedett szama EV-t irtak e periférias tipusu
vérmintakban. A vastaggal szedett betiik a prominensebb szerepet hangstlyozzak a két
korkép patomechanizmusaban. ACPA= anti- ciklikus citrullinalt peptid ellenes antitest,
EV= extracellularis vezikula, IL= interleukin, RANK= nuklearis fakor kB receptor
aktivatora, RA= reumatoid artritisz, RANKL= RANK ligand, TNF= tumor nekrézis
faktor, TGF= tumor névekedési faktor

Forras: Marton N et al. (2017) Cell Mol Life Sci [253] alapjan
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7. KOVETKEZTETESEK

A 4. Célkittizések” fejezetnek megfelelden taglalva eredményeink alapjan az itt

felsorolt kovetkeztetéseket vontuk le:

1. Az extracellularis vezikulakkal torténd méréseknél rendkiviili fontossaggal bir a
koriiltekintd mintavétel, feldolgozds ¢és tarolds, valamint megfeleld kontrollok
alkalmazéasa a bioldgiai hatds detektalasdhoz. A hosszabb futamidejii centrifugdlasi
1épésekhez képest az 1 o6ra hosszisagu ultracentrifugélasi protokollal nyerheté ki a
"80 °C-on hosszabb ideig maradnak morfoldgiailag intaktak, mint *4 °C-on, de 8 hét
utdn mindkét tarolasi hémérsékleten kimutathatéan degradalodnak a vezikularis

fehérjék, ezért a mintak lehetd leghamarabbi felhasznalasa javasolt.

2. A plazméban el6forduld, tobbnyire vérsejtek altal kibocsatott exoszomak az
oszteoklasztokkal direkt kapcsolatba I1éphetnek, melynek kovetkezményeképp

egészséges egyének esetében egy rendkiviil markans csontfald sejt- képzddést gatld

crer

3. Az egészségesekben leirthoz hasonléan reumatoid artritiszben is inhibitoros
hatasa van a vérbol szeparalt exoszomaknak az in vitro oszteoklasztogenezisre, mig
poliartritiszes artritisz pszoriatikas donoroknal nem jelentkezik ilyen gatlo hatas, ami a

két gyulladasos reumatldgiai korkép eltérd patogenezisére utal.

4. Lehetséges, hogy az exoszomak csontfalo sejt differencialodast gatldo hatasanak
hatterében az exoszomalis RANK révén az oszteoklaszt prekurzorok sejtfelszini RANK
¢és szolubilis RANKL kapcsolodasanak kompetitiv gatlasa all. A folyamat részletesebb
megismerése Uj terdpids célpontok és lehetdségek azonositdsahoz jarulhat hozza
reumatoid artritiszben ¢és artritisz pszoriatikaban. Emellett egészséges, reumatoid
artritiszes és artritisz pszoriatikas egyéneknél eltér a keringé vezikulamintazat, amely 0]

diagnosztikus és prognosztikus tesztek kifejlesztéséhez jarulhat hozza.
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8. OSSZEFOGLALAS

Az extracellularis vezikuldk szubcellularis, membrannal hatarolt képletek,
melyek a sejtkozti kommunikacid ) formdjat képviselik, mivel képesek informaciot
tovabbitani a donorsejttdl a recipiens sejttipushoz. A vezikuldk termelddése altalanos
sejtbiologiai jelenség, igy minden testnedvben eléfordulnak. A legkisebb extracellularis
vezikulak a 150 nm-nél kisebb exoszémak, naluk nagyobbak az ektocitozissal keletkezd
mikrovezikuldk. A vezikuldk izolaldsa, tarolasa nagy koriiltekintést igényel. Tobbféle
modszer all rendelkezésiinkre exoszomak, mikrovezikuldk szepardlasara, az egyik
legelterjedtebb eljaras sziirési és centrifugalasi 1épéseken alapul. Eredményeink szerint a
centrifugalasi id6vel egyiitt né a kontaminalé fehérjék Kkililepitésének, illetve a
vezikularis képletek degradalodasanak esélye is, ezenkiviil a vezikula preparatumok
tarolasi homérséklete is jelentésen befolyasolja a mintak intaktsagat.

Kiilonb6z6 betegségekben megvaltozhat a vér vezikula-profilja. Méréseink
alapjan reumatoid artritiszben és artritisz pszoriatikaban, két gyakori immunmedialt
gyulladasos reumatologiai betegségben, tobb limfocita-eredetii vezikula talalhatdo meg a
periférids vérben, mint egészségesekben.

A csontszovet jelentds mennyiségli cirkulacioban jelenlévd extracellularis
vezikulat vesz fel. Az extracellularis vezikulak a csontsejtekkel kapcsolatba Iéphetnek,
hatassal lehetnek a sejtek differencidlodasara, aktivacios allapotara. E18szor mutattuk ki,
hogy egészséges egyének és reumatoid artritiszben szenvedé donorok vérébdl izolalt
exoszomak gatoljak a csontfalo sejtek képzodését in vitro koriilmények kozott.
Periférias tipusu artritisz pszoriatikdban szenvedd egyének vér-eredetii exoszomai nem
hatnak negativan az oszteoklasztogenezisre. Egészséges és RA donorok mintdin az
exoszomak hatdsdra tendencidzusan csokken az oszteoklaszt-specifikus gének
expresszidja. A  mikrovezikulaknak nincsen jelentés hatasa az in vitro
oszteoklasztogenezisre. RA-ban ¢és egészségesekben tobb RANK-ot hordoz6 exoszoma
van jelen a vérben, ami a RANKL-hoz kétddve kompetitiven gatolhatja a csontfald
sejtek differencialodésat.

Eredményeink szerint a plazmaban jelenlévé exoszomak hatassal lehetnek a
csontfald sejtekre, s igy a csontbontasra is. Ez a hatds RA-ban és AP-ben kiilonb6zd,

ami a két korkép eltérd patomechanizmuséra vilagit ra.
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9. SUMMARY

Extracellular vesicles are cell-derived membrane enclosed subcellular structures.
They represent a new way of intercellular communication because of their ability to
transfer information from donor to recipient cells. Exosomes are vesicles with
maximum approx. 150 nm diameter; microvesicles are bigger structures come into
existence via ectocytosis. The production of extracellular vesicles is common in every
cell type, so they could be found in all type of the biological fluids.

Separation and storage of vesicle samples have to be accurate and careful in
order to obtain a reliable/reproducible sample quality. A lot of EV isolation protocols
are existing according to the literature but one of the most frequently used protocol type
is based on filtration and centrifugation. According to our results longer centrifugation
time may lead to the destruction of the vesicular components. Storage temperature could
have a critical impact on the quality of the vesicle samples.

The extracellular vesicle profile of the blood plasma might be altered in different
diseases. We have found that in rheumatoid and psoriatic arthritis -two common type of
immune-mediated arthropathies- more T cell-derived vesicles could be found in
peripherial blood samples.

After the liver, the bone tissue is the second biggest consumer of extracellular
vesicles. EVs could alter the differentiation and activation of bone cells. We have
described the first time that blood- dervied exosomes of healthy and rheumatoid arthritis
patients, but not peripherial type psoriatic arthritis donors, have an inhibitory effect on
in vitro osteoclastogenesis. Healthy- and RA- derived exosomes tendentially decrease
the expression of osteoclast-realted genes. Microvesicles do not have a significant effect
on the generation of osteoclasts. There are more RANK expressing exosomes in healthy
and rheumatoid arhtirits donors’ blood than in psoriatic arthritis blood samples. A
possible explanation of the observed inhibitory effect could be that RANK containing
vesicles are able to attach to the soluble RANKL molecules and competitively inhibit
the generation of bone resorbing osteoclasts.

According to our finding, circulating extracellular vesicles could have an impact
on the generation of osteoclasts and influence the bone resorption. This effect is
different in RA and PsA which points to the different pathogenesis of the two diseases.
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