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1. IRODALMI HATTER

Az extracellularis vezikulak (EV-k, vagy
szinonimaként  hasznalt vezikuldk) sejt eredetli
foszfolipid  kettOsréteggel hatarolt struktiurdk, az
intercellularis kommunikécio résztvevoi, amelyek mind
fiziologias, mint patologids folyamatokban szerepet
jatszhatnak. Az extracellularis vezikuldkkal
(exoszomakkal, mikrovezikulakkal) kapcsolatos
tudasunk rendkiviill gyorsan gyarapszik, jelenleg még
friss ¢és dinamikusan fejl6dé tudoményteriilet révén sok
vezikulakhoz ko&thetd alapvetd kérdés var tisztazasra,
mint példaul standardizalt, megbizhaté izolalasi
protokollok kidolgozasa -melyek segitségével rovid 1d6
alatt, nagy tisztasagban lehet EV preparatumokat
eldallitani-, képzdédésiiknek ¢és biologiai hatdsaiknak
részletes feltérképezése.

Az immunmedialt iziileti gyulladasok (artritiszek)
a népesség 0,5-1 szdzalékat érintik. Ezen korképekre
jelenleg még nem all rendelkezésre teljes gyogyulassal
kecsegtetd oki kezelés. Az artritiszek

patomechanizmusdban szamos immun- ¢€s kotdszoveti



sejt vesz részt. A csontfaldo sejtek (vagy masnéven
oszteoklasztok) mieloid eldalakbol  differencialodod
multinuklearis  sejtek, melyek a  szervezetben
egyediliként képesek csontszovetet bontani. Az
artritiszek  patomechanizmusa  soran  gyulladasos
kornyezetben az  oszteoklasztok  képzddése  és
aktivalodasa zavart szenvedhet, mely fokdlisan a
csontszerkezet  megvaltozdsit  eredményezheti. A
koérfolyamat pontosabb megismerése révén kozelebb
kertilhetiink a preklinikai diagnosztika és az oki terapia

lehetdségéhez.

2. CELKITUZESEK

2.1. Megbizhato extracellularis vezikula
(mikrovezikula és exoszéma) izolalasi és tarolasi
protokoll beallitasa.

2.2. A plazma-eredetii exoszomak és mikrovezikulak
hatdsanak  vizsgalata a  human in  vitro
oszteoklasztogenezisre egészséges egyének mintain.

2.3. Reumatoid artritiszben és artritisz pszoriaticaban

szenvedd donorok vérében jelenlévd exoszomak és



mikrovezikulak hatasa a csontfalo sejtek in vitro
differencialodésara.

2.4. Az  extracellularis  vezikulak  in  vitro
oszteoklasztogenezist befolyasolo hatasanak

molekularis hattere.

3. MODSZEREK

Donorok: Kisérleteinkhez a vért egészséges donorok és a
2010 ACR/EULAR kritériumrendszer alapjan reumatoid
artritiszben, illetve a CASPAR Kklasszifikiacid szerint
poliartritiszes tipusu artritisz pszoriatikaban szenvedd
egyének adtak.

Kisérleti allatok: Az exoszoma izolalasi protokoll
beallitasdhoz patkanyok hasi aortdjabol levett vért is
hasznaltunk. A  kisérleti allatok ,,Wistar” tipust
himnemd, albino, 250-300 g testtomegli, 45-50 napos
példanyok voltak.

Sejtvonalak: Kisérleteinkhez U.937 human hisztiocitas
limfoma sejtvonalatat szereztik be.az ATCC-tdl
(American Type Culture Collection).

Extracellularis vezikulak izolalasa vérmintakbdl és

sejtvonal feliilaszobol: A sejtmentesitett



feliiluszot/plazmat 2500 g-n centrifugaltuk kétszer 15
percig, ezutan a mintakat 0,8 um-es porusatmérdji
szlr6n filtraltuk raadott nyomas nélkil, majd a
mikrovezikulakat (MV) 20000 g-n iilepitettiik ki a
mintakbol, ezutdan a feliilaszobol 100 000 g-n
ultracentrifugaltuk ki az exoszémakat (EXO). Az
exoszoma mintak izolalasaval, tarolasaval kapcsolatos
kisérletekhez a mikrovezikula-mentesitett
preparatumokat 1, 3, 6, ¢és 14 oran keresztiil
ultracentrifugaltuk 4 °C-on. Az EV prepardtumokat
aliquotolva felhasznalasig maximum 8 hétig 4 °C-on
vagy -80 °C-on tartottuk.

Transzmisszios elektronmikroszkopia (TEM): Az EV
preparatumokat elektronmikroszképia (Hitachi 7100
mikroszkdp) segitségével vizualizaltuk.

Dinamikus fényszorasmérés (DLS): A DLS-el a
vezikuldk  fényszoérdsadt szuszpenzidban lehetséges
vizsgalni, amely alapjan kiszamolhatjuk a képletek
méreteloszlasat. A kisérlethez egy goniométerhez (ALV
GmbH) rogzitett diddalézert (CVI Melles Griot,
hullamhossz: 457,5 nm) hasznaltunk.



gNano ,rezisztiv pulzus érzékel6 moédszer”: A
(IZON Science) segitségével mértiik.

Western blot: Az exoszomak detektalasahoz pozitiv
(CD63, CD9, TSG-101, syntenin-1) és negativ (calnexin)
markerek jelenlétét vizsgaltuk immunoblot modszerrel.
Aramlasi  citometria: Az MV-k jelenlétét a
preparatumokban differencial detergens lizissel igazoltuk
(FACS Calibur). Az EXO-kat aldehid szulfat latex
gyongyokhoz (Life Technologies) kotottik. Az EV
mintdk  donorsejt-eredetii  marker, illetve RANK
expresszidjat anti-CD3, anti-CD19, anti-CD42b, anti-
CD235a ¢és anti-RANK  fluoreszcens  antitesttel
(BioLegend Invitrogen) teszteltiik.

Immunkomplexek eléallitasa: 150 puM  IgG-t
Osszekevertiink 1* PBS-sel és 37,5 pM rekombindns
Staphylococcus Protein A (rSPA)-val (Repligen), majd a
mintakat 1 oran keresztiil inkubéltuk 37 °C-n.

In vitro oszteoklaszt differencialtatas: A vérmintakbol
periférids mononukleéaris vérsejteket izolaltunk ficoll
gradiens (Sigma) segitségével. A CD14+ sejteket pozitiv
szelekcioval, magneses szeparacioval kiilonitettiik el

(StemCell Technologies). A sejteket M-CSF és RANKL



citokinekkel stimulaltuk, majd vér- és sejtvonal- eredetii
EV preparatumokkal, immunkomplexekkel kezeltiik a
mintdkat (emellett tobb kiegészitd kontroll kezelést is
végeztiink). Egy hét differencidltatas utan a mintakat
leukocita acidotikus foszfatdz (TRAP, Sigma) kit
alkalmazasaval fixaltuk és festettiik, majd Nikon
mikroszkoppal fotoztuk és Imagel (NIH) program
segitségével rogzitettiik a sejtszdmot.

Viabilitais mérés: Az oszteoklaszt tenyészetek
viabilitasat az apoptdzis soran fragmentalodod genomialis
DNS jelolésén alapulo TUNEL
(Terminal deoxynucleotidyl transferase -TdT dUTP nick
end labeling) reagenssel vizsgaltuk In Situ Cell Death
Detection Kit, AP (Roche, Bazel, Svijc) alkalmazasaval.
Génexpresszio analizis: Az oszteoklaszt mintakbdl total
RNS-t izolaltunk RNeasy Micro Kit (Quiagen)
segtségével, majd komplementer DNS-t irtunk &t
SensiFAST  cDNS  Synthesis  Kittel  (BioLine).
Oszteoklasztokban jelentés mennyiségben kifejz6do
génekhez ajanlott primereket alkalmaztuk [CALCR, C-
FOS, CTSK, C-FMS, DC-STAMP, NFATcl, OSCAR,
RANK, TRAP, SLAP-1, és SLAP-2 (IDT)]. Komparativ



Ct modszerrel szamitottuk ki a génexpresszidt, melyet
haztartasi gén expresszidjahoz mértiik.

Statisztika: A kovetkezd  statisztikai  probékat,
analiziseket alkalmazuk: Kolmogorov-Smirnov teszt, t-
proba, Mann-Whitney U teszt, varianciaanalizis Tukey-
féle post hoc teszttel, Pearson-féle korrelacios egyiitthato.
A p értéket 0,05 alatt tekintettiik szignifikansnak.

4, EREDMENYEK

4.1. Extracellularis vezikula izolalasi és tarolasi

protokoll beallitasa, a preparatumok jellemzdi.

41.1. A centrifugalas optimalis idotartamanak

Mmeghatarozasa

A vér-eredetli exoszomakat kiilonféle hosszusagu
ultracentrifugalasi iddvel (1, 3, 6, 14 6ra) szeparaltuk. A
TEM felvételeken exoszémdknak megfeleltethetd
strukturalisan intakt, vezikularis képletek csak az 1 és 3
ora centrifugalasi id6 utan figyelhetéek meg. A DLS
analizis alapjan az 1 Ooraig centrifugalt mintdkban

talalhatoak leginkabb az exoszémalis mérettartomanyba



(az atméré moédusza= 98,49 nm; n=3) esO képletek. 3, 6
¢s 14 ora utan a preparatumban jelenlévd strukturdk
kisebb mérettartomanyba (az atmérok modusza= 18,5
nm; n=3-5) tartoznak, mind az elektronmikroszkopos,
mint a fényszorason alapulé mérések szerint.

A human vérbdl izolalt EXO mintdk protein
tartalma a centrifugalasi idével egyiitt novekedett.
Western blot mérések eredménye alapjan hosszabb
ultracentrifugalasi periodus hatasara a CD63/albumin

arany magasabb volt.

4.1.2. A tarolasi homérséklet hatasa a preparatumok
eltarthatésagara

Eredményeink alapjan az extracellularis vezikula
mintak 4 °C-on torténd hiitése sordn az EV-k konnyebben
degradalodnak, kevesebb szabalyos vezikularis képlet
figyelheté6 meg, mint a -80 °C-n tarolt preparatumokban.

A -80 °C-on fagyasztott exoszéma preparatumok
atlagos atmérdje nem valtozott jelentésen 4 €és 8 hét
tarolds utdn, mig a 4 °C-n tartott mintakban 4 és 8 hét
utan is szignifikansan kevesebb képlet (n=3, *p <0,05,
*#p  <0,01) esett a tipikusan  exoszomalis

mérettartomanyba. Az exoszOma preparatumok pozitiv



EXO marker tartalma 4 hét hiitve (+4 és -80 °C) tarolas
utan a kiindulasi mennyiség kb. 60-80 %-ra, 8 hét utan
kb. 25-40%-ra csokken (n=3, *p <0,05, *#p <0,01).

4.1.3. Sejtkezelésekhez hasznialt EV preparatumok
parameéterei

Az MV-k nagy része 250-800 nm atmér6ji volt,
az EXO-k atlagos atméréje 100 nm koriil mozgott. Az

EXO preparatumokban jelen voltak a jellemz6é markerek.

42. A plazma eredeti exoszomak és
mikrovezikulak hatasanak vizsgalata a human in vitro
oszteoklaszogenezisre egészséges egyének mintain.

Az ,azonos donor” kisérleti felallasban, -amikor
ugyanazon egyének donaltdk a sejteket és a vezikuldkat-
sem a vér-, sem a sejtvonal-eredeti MV mintak nem
befolyasoltdk szignifikdnsan az oszteoklasztok szamat.
Ugyanakkor a vér- ¢és az U.937-eredeti. EXO
preparatumok, valamint az immunkomplexek is gatlo
hatast gyakoroltak az in vitro oszteoklasztogenezisre
(n=11 **p<0,01). Az alkalmazott kezelések hatasara nem

novekedett jelentdsen az apoptotizalt sejtek szama.



4.3. Reumatoid artritiszben és periférias tipusu
artritisz pszoriatikaban szenvedé donorok vérében
jelenlévé exoszomak és mikrovezikulak hatasa a
csontfalo sejtek in vitro differencialédasara.

Az ,,azonos donor” kisérleteknél az RA mintak
esetében a vér- és a sejtvonal-eredeti EXO ¢és SIC
kezelés csOkkentette az érett csontfald sejtek szamat
(n=12, *p<0,05; **p<0,01). Az AP preparatumoknal
ugyanakkor a vérbol izolalt EXO-k stimulaldé hatassal
rendelkeztek az  oszteoklasztogenezisre  (*p<0,05;
~175%). Az U.937-eredeti EXO kezelés hatasara
tendencidzusan kevesebb érett sejtet szamlaltunk. Az
immunkomplexek ebben a csoportban is inhibitoros
hatast mutattak (n=10, **p <0,01). Az MV preparatumok
egyik betegcsoportban sem modositottdk szignifikdnsan
az oszteoklasztok szdmat.

Emellett alkalmaztunk a csoportok kozott
,kereszt-indukcios” kezeléseket is, amelyek sordn a
kiilonboz6 egyénektdl szarmazo sejteket mas betegek
vagy egészséges kontrollok vezikuldival kezeltiik és
mind a harom donorcsoport egyarant kapott mintat
mindegyik csoporttol. Ebben a felallasban azt figyeltiik
meg, hogy az egészséges- és az RA- eredeti EXO-k



szignifikdnsan  gatoltdk 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-eredetii EXO preparatumok nem
rendelkeztek inhibitoros oszteoklasztogenetikus hatdssal
egyik vizsgalt csoportban sem. (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).

4.4. Az  extracellularis vezikulak in  vitro
oszteoklasztogenezisre gyakorolt hatas-
mechanizmusanak feltérképezése.

Az egészséges ¢és az RA mintdkban hasonlo
tendencidzus génexpresszids mintazatot figyeltiink meg:
a CALCR, CTSK ¢és RANK expresszidja mérséklodott
EXO kezelés hatasara egészséges és RA mintdknal, mig
az AP preparatumok esetében nem volt ilyen tendencia
megfigyelhetd.

Osszehasonlitottuk  a  harom  donorcsoport

vezikularis RANK tartalmat (egészséges n=4, RA, AP



n=3). Az AP- eredetii EXO-k szignifikdnsan kevesebb
RANK-ot expresszaltak, mint az egészséges ¢és RA
vérbdl szeparalt EXO-k (*p<0,05). Az MV mintak
csekély mennyiséget hordoztak a vizsgalt molekulabol.

Szignifikéns eltéréseket regisztraltunk a harom
csoport CD antigén expresszidjaban (egészséges n=6, RA
n=7, AP n=5). A legtobb vorosvértest markert az AP
EXO-k hordoztak (*p <0,05). Az RA EXO-k nagyobb
része szarmazott vérlemezkéktdl, mint az egészséges
mintdké (*p <0,05). Az artritiszes EV-k koziil tobb volt a
T-limfocita eredeti (*p <0,05). RA-ban nagyobb
aranyban fordultak el6 B-sejtek altal kibocsatott MV-k (*
p<0,05).

5. KOVETKEZTETESEK

5.1. A hosszabb futamidejii centrifugalasi 1épésekhez
képest az 1 ora hossztsagu ultracentrifugélasi protokollal
vezikula a mintabél. Az EV prepardatumok -80 °C-on
hosszabb ideig maradnak morfologiailag intaktak, mint
+4 °C-on, de 8 hét utan mindkét tarolasi hémérsékleten

kimutathatéan degradalédnak a vezikularis fehérjek,



ezért a mintdk lehetd leghamarabbi felhasznalasa
javasolt.

52. A plazmaban eléforduld exoszomak az
oszteoklasztokkal direkt kapcsolatba 1éphetnek, melynek
kovetkezményeképp egészséges egyének esetében egy
rendkiviil markdns csontfald sejt- képzddést gatlo hatas
jon létre. Ennek a folyamatnak élettani szerepe lehet a
5.3. Az egészségesekben leirthoz hasonléan RA-ban is
inhibitoros hatdsa van a vérbol szeparalt exoszomaknak
az in vitro oszteoklasztogenezisre, mig AP donoroknal
nem jelentkezik ilyen gatlo hatds, ami a két gyulladédsos
reumatlogiai korkép eltérd patogenezisére utal.

5.4. Lehetséges, hogy az exoszémdk csontfald sejt
differencialodast  gatldé  hatdsanak  hatterében az
exoszomalis RANK révén az oszteoklaszt prekurzorok
sejtfelszini RANK és szolubilis RANKL
kapcsolodasanak kompetitiv gatlasa all. A folyamat
részletesebb megismerése 1) terapids célpontok és
lehetéségek azonositasahoz jarulhat hozza reumatoid
artritiszben  és  artritisz  pszoriatikaban.  Emellett

egészséges, RA ¢és AP donoroknal eltér a keringd



vezikulamintazat, = amely 1)  diagnosztikus  ¢és

prognosztikus tesztek kifejlesztéséhez jarulhat hozza.
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