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2. Roviditések jegyzéke

aEV aktivacio hatasara képz6dé extracelluléris vezikula

apoEV apoptotikus extracellularis vezikula

ARRDC arresztin doment tartalmazo fehérje

atc opsz teljes szérummal opszonizalt részecske

ATP adenozin-trifoszfat

atzEv antitesteket tartalmazd szérummal opszonizalt zimozannal termeltetett

-extracellularis vezikulak

BCR B-sejt receptor
BSA borja szérum-albumin
catzEV teljes, komplementet, antitesteket tartalmaz6 szérummal opszonizalt

zimozannal termeltetett egér extracellularis vezikula

CR3 komplement receptor 3

DAG diacilglicerol

DAMP veszély asszocialt molekuléris mintazat

DLS dinamikus fényszorasmérés

DNS dezoxiribonukleinsav

ECL fokozott lumineszcenciaju szubsztrat

EGF epidermalis ndvekedési faktor

ER endoplazmatikus retikulum

ERK-1 extracellularis szignal szabalyozott kinaz 1
EV extracellularis vezikula

FAK fokélis adhézios kinaz

FBS magzati borju szérum

For Gardner-Rasheed feline szarkoma viralis onkogén homolog kinaz
fMLP N-formil-metionin-leucin-fenilalanin

GFP z6ld fluoreszcens feheérje

GM-CSF granulocita/monocita koldnia-stimuldlé faktor
Hck hemopoetikus sejt kinaz

ICAM1 intercellularis adhézios molekula 1

IL interleukin

IP3 inozitol-1,4,5-triszfoszfat
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IPTG izopropil-B-D-tiogalactozid

IRAK IL-1 receptor asszociélt kinaz

ITAM immunoreceptorok tirozin-alapu aktivaciés motivuma
ITIM immunreceptor tirozin-alapd gatlé motivum
LAD leukocita adhézios deficiencia

LFA-1 limfocita funkcio asszocialt antigén 1
LPA lizofoszfatidsav

LPS lipopoliszacharid

LTB4 leukotrién B4

LTF laktoferrin

MAC-1 makrofag-1 antigén

MAP kinéz mitogén aktivalt protein kinaz

mMIiRNS mikroRNS

MLC miozin kénnyii lanc

MMP matrix metalloproteaz

MPO mieloperoxidaz

MRNS messengerRNS

NADPH nikotinamid-adenin-dinukleotid-foszfat
NDTR neutrofil-derived trails

NET neutrofil extracellularis csapda

NF-xB nuclear factor kappa-light-chain-enhancer of activated B cells
NOX NADPH-oxidaz

PAD protein arginin deiminaz

PAMP patogén asszociélt molekularis mintazat
PBS foszfat pufferes sdoldat

PDGF vérlemezke eredetli novekedési faktor
PE foszfatidil-etanolamin

Pi anorganikus foszfat

Pl foszfatidilinozitol

PI3K foszfoinozitid-3-kinaz

PIP> foszfatidil-inozitol-difoszfat

PKC protein kindz C
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PLC foszfolipaz C

PMA forbol-mirisztat-acetat

PMN polimorfonukleéris sejt

PRR mintazat felismerd receptor

PS foszfatidilszerin

RA rheumatoid artritisz

Rho Ras homoldg feherje

RNS ribonukleinsav

ROS reaktiv oxigén szarmazek

SDS natrium-dodecil-szulfat

SEV spontan termelddo extracellularis vezikulak
SH2 Src homoldg 2

SH3 Src homoldg 3

SLE szisztémas lupus erythematosus

SLP-76 SH2 domant tartalmazo leukocita fehérje 76
SNARE SNAP receptor

SPF specialis patogén mentes

Src Rous sarcoma virus proto-oncogene
Src-kinaz szarkdma-kinaz

Syk Iép tirozin kinaz

TCR T sejt receptor

TLR Toll-like receptor

TNFa tumor nekrozis faktor a

tRNS transzferRNS

USA300 meticillin rezisztens Staphilococcus aureus torzs
Vav Vav GEF fehérje

VT vad tipus

ZEV opszonizélatlan zimozannal termeltetett extracellularis vezikula
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3. Bevezetés

1. Neutrofil granulociték &ltalanos bemutatésa

A neutrofil granulocitdk (neutrofilek), vagy polimorfonuklearis sejtek (PMN) a
periférias vér legnagyobb fehérvérsejt populacitja. Atlagosan a fehérvérsejtek 60-65%-
at teszik ki [1]. A PMN-ek a természetes, vagy velesziletett immunitas, egyik
legfontosabb és legkordbban aktivalodd sejttipusa, de Kimutattdk szerepiiket a Iép
margindlis zéna B-limfocitainak érésében. Képesek antigént prezentalni a T-sejtek
részére, valamint direkt aktivalni az NK sejteket. Tehat a mai nézeteink szerint nem
tekinthetek pusztan a természetes immunitas sejtjeinek [2]. A csontvel6ben a
granulocita-monocita progenitor sejtekbdl képzédnek. Atlagosan 10-14 Orat téltenek a
keringésben, ahonnan tobblépcsds folyamaton keresztiil 1épnek ki a gyulladas helyére,
ahol élettartamuk jelent6sen megndvekedhet [3]. A nyugvo neutrofilek apoptdzissal
elpusztulnak, majd a létrejové apoptotikus testeket a monocita-makrofag rendszer
tavolitja el a keringésbdl. A kilépd sejtek szamara az aktivacid elsé 1épését az jelenti,
hogy a fert6zés helyén az ereket boritd endotél receptordsszetétele megvaltozik. A
neutrofilek eleinte gyenge kdlcsonhatast alakitanak ki az endotéllel, és gordilnek a
felszinén (rolling). Ezt kovetden a neutrofilek kitapadnak az érfalhoz (adhézio), majd
kilépnek a szOvetkozti térbe (diapedezis). A gordilésben a szelektinek, a kitapadasban és
az érbol valo kilépésben az integrinek szerepe a dontd [4, 5]. Az érbdl vald kilépés
veégbemehet para-, illetve transzcellularis médon. A szévetkdzti térbe kilépett neutrofilek
a kiilonb6z6 immunsejtekbdl felszabadulé kemokinek, kemoattraktdnsok, valamint
bakterialis termékek hatdsara iranyitott sejtmozgéast, kemotaxist végeznek (1. &bra) [6]. A
gyulladasos kornyezet és szamos sejtfelszini receptor stimulaciojanak a hatasara
aktivalodnak, majd az aktivalodott neutrofilek felveszik a kiizdelmet a kiilonb6z6
patogének ellen [5]. A neutrofilek professzionalis fagocita sejtek, melyek a felsziniikén
talalhato opszonin receptorokkal (Fc receptorok, komplement receptorok) elébb
megkotik, majd a receptorokbol kiindulé komplex jelatvitel hatiséra bekebelezik az
opszonizalt mikrobékat. Az elinditott jelatvitel hatasara a sejtmembranbol lefiizodik a
fagoszoma [7]. A bekebelezett patogént tartalmazo fagoszoma kiilonb6z6 granulumokkal
egyesul. A granulumfehérjék kozott talalhatoak kiilonb6z6 hasitd enzimek (pl.: elasztaz,
metalloproteaz), vagy a patogének tuléléséhez, osztodasadhoz sziikséges esszencialis

faktorok megkotését végzo fehérjék (pl.: laktoferrin). A neutrofilek masik fontos fegyvere
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a mikroorganizmusokkal szemben a reaktiv oxigén szarmazékok (ROS) képzése [8]. A
fagoszoma falaban kialakulo tobb alegységbdl felépiil6 NADPH-oxidaz enzimkomplex
altal képzett reaktiv oxigén szarmazékok kdzvetlen kérositd hatdsa mellett a fagoszoma
két oldala kdzott kialakul6 toltés kilonbséget kompenzalo K* és H* &ramoknak is lehet

szerepe a granulum fehérjék aktivalasaban és a korokozok elpusztitasaban [9].
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1. &bra: A neutrofil granulocitak kilépése az érpéalyabol, valamint az aktivaldédo
neutrofilek effektor funkcioi (forras: [1] a szerzé altal médositva).

A ROS termelés jelentdségét a baktériumolésben jol mutatja, hogy a ROS
szarmazékok kiindulé molekulajat, a szuperoxidot szintetizdlo6 NADPH-oxidaz egyes
alegységeinek a mutécidja visszatérd sulyos bakteridlis fertézéseket eredményez. Ezt a
tlnetegyuttest kronikus granulomatézis betegségnek neveziink. A neutrofilek a
fagocitozis és a ROS termelés mellett egyéb folyamatokkal is képesek a patogéneket
elpusztitani [8]. A neutrofil patogéeneliminalo funkcioit ugy is csoportosithatjuk, hogy az
intracellularis, vagy az extracellularis térben torténik-e a patogenek elpusztitasa (2. abra).
Intracellularis effektor funkciora a leflizddott fagoszoma belsejében torténd granulum
fehérje és NADPH-oxidaz fiiggé folyamat a legjellemzébb. Az extracellularis effektor
funkciok kozé tartozik a NET képzddeés, a degranulécio, illetve az extracellularis vezikula
képzés. A NET6zis vagy NET képz6dés az elmult idében intenziven kutatott szabalyozott

sejthaldl forma, mely soran a neutrofil az extracellularis térbe bocsajtja a DNS-ét. A
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haloszeriien szétteriil6 DNS-be granulumfehérjék ragadnak, amik elpusztitjak a csapdaba
ragadd patogéneket [10]. A degranulacio soran a sejtek az extracellularis térbe ritik
egyes granulumaikat. Ez a mechanizmus a fagocitozistol fuggetlen, receptor simulusra
1étrejovo effektor funkcid, ami akkor is 1étre johet, ha egy nagyméreti patogént a sejt nem
tudja fagocitalni [11]. Az extracellularis térben torténd baktérium eliminald hatassal
rendelkezhetnek az extracellularis vezikuldk (aEV) is, mely hatast a munkacsoportunk
fedezett fel [12].

Extracellularis effektor funkcidk Intracellularis effektor funkciék

Fagoszéma Citoszol

‘ |
!

Extracellularis vezikula termelés '

s *

%o

NADPH-
oxidaz

NET képzédés Baktérium

2. abra: A neutrofil granulociték intracellularis és extracellularis effektor funkcidi (
forras: [2] szerzo altal médositva).

A bevezetés tovabbi részében az intracellularis és az extracellularis neutrofil
effektor funkciokat fogom részletesen targyalni, kulonos tekintettel a szabalyozasukat

végz0 jelatviteli utakra.
3.2. A neutrofil granulociték intracellularis effektor funkcidi
3.2.1. Fagocitézis

A fagocitozis (sejtevés) az endocitozis egy sajatos formaja, mely soran egy sejt
nagyméretli részecskét kebelez be. A fagocitozis folyamatat Eli Metchnikoff fedezte fel
a 19. szazad végén. A fagocitozis szdmos élettani folyamatban jatszik fontos szerepet,
agymint az apoptotikus testek eltavolitdsdban, a vordsvértestek érésében vagy a

spermatogenezisben [13]. A legismertebb szerepe azonban a természetes és velesziletett
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immunitasban van. Szamos sejt kepes fagocitézisra. A fagocita sejteket két csoportra
oszthatjuk; a professzionalis és a nem-professzionalis fagocita sejtekre. A professzionalis
fagocita sejtek kozé tartoznak a neutrofil '
granulocitdk és a  monocita-makrofag
rendszer sejtjei, valamint a dendritikus sejtek.
A professzionalis fagocitdknak két fontos
feladata van, egyik a sejtes szervezOodésu
mikrobdk gyors és hatékony intracellularis
eliminacidja, masik az antigén prezentacio.
Az antigén prezentald sejtek (B-limfociték,

makrofagok, dendritikus sejtek) a fagocitozist

kovetden intracellularisan feldolgozzdk a
patogént, majd az egyes antigénjeit MHC-11 3. abra:  GFP-t  expresszal6

) B Staphylococcus aureus-t (zold)
molekulakhoz kapcsoltan bemutatjak a T fagocitalt CD11b-PE jelolt neutrofilek

helper sejteknek a felszinikon [14]. ]Epli ros)I )(sajét konfokalis mikroszkopos
elvétel).
A neutrofil granulocitak professzionalis

fagocitak, amelyek akar 50-60 baktérium fagocitozisara is képesek (3. abra). A
neutrofilek fagocitozisa egy receptor-ligand interakciébdl kiindulé rendkivil gyors
folyamat [15]. A neutrofilek felszinén szamos fagocita receptor fejezédik ki. Fagocita
receptoroknak azokat a receptorokat nevezziik konszenzus szerint, amelyek nem fagocita
sejtekben heterolog expresszids rendszerrel kifejezve képesek 0Onalléan bizonyos
részecskek bekebelezését elinditani [16]. A neutrofilek fagocita receptorainak harom
nagy csoportja ismert, a mintazat felismerd receptorok, a komplement receptorok és az
Fc receptorok. A mintazatfelismeré receptorok roviden PRR-ek evolicidsan konzervalt
bakteridlis és fungalis motivumokat, Ugynevezett PAMP-okat, valamint a
szovetkarosodast jelzo DAMP-okat ismernek fel. A PRR-ek jelentds része nem képes
onalléan fagocitdzist inditani, viszont a beldliikk kiinduld jelatviteli utak sziikségesek
ahhoz, hogy a fagocitozis folyamata sikeresen végbe menjen [7]. Bizonyos PRR-ek, mint
a gombak falaban 1év6 B-glukant felismeré C-tipusu lektin, a Dectinl egy 6néllé fagocita
receptor [16]. A neutrofilek fagocitozisat jelentésen gyorsitja, ha a bekebelezendd
mikroba opszonizalddott. Az opszonizacid soran a szérumbdl immunglobulinok, vagy

komplement fragmentumok keriilnek a mikroba felszinére, amiket az Fc receptorok és
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komplement receptorok felismernek, majd elinditjak a fagocitdzishoz vezetd jelatvitelt.
Az Fc receptorokon és a komplement receptorokon keresztiili fagocitozis jelentGsen
meghaladja a PRR-eken keresztili fagocitozis mértékét [15]. A tovabbiakban a

fagocitozisban résztvevd receptorokat ismertetem.
3.2.1.1. Fc receptorok

Az Fc receptorok szamos immunsejt felszinén megtalalhatéak, mint a B-limfocitak,
NK sejtek, dendritikus sejtek, eozinofil granulocitak, bazofil granulocitadk és nem utolsé
sorban a neutrofil granulociték [16]. A neutrofil granulociték fagocita receptorai, amelyek
az immunglobulinok Fc részének a megkdtésén keresztil képesek fokozni a fagocitozist.
A fagocitdzison Kivil érintettek szamos neutrofil sejtfunkcidban, mint az immunkomplex

medialt aktivacid, a NET képzoédés és az immunkomplexek eltavolitasa [17].

FeyRI

FeyRIl{egér)

FcyRIV(egér)

FcaRI(humén) FeyRIIA(humdn) FeyRIIB(human)

&eorrrree

GPI-horgony

SH2

PLCY2 | pI3Kp/5
SLP-76 [ vay

4. abra: Az egér és a human neutrofil granulocitikon Kkifejezodd Fcy és Fca
receptorok, valamint a beléliik kiindulo jelatvitel (forras: [7] a szerzé altal
madositva).

SzerepUk bizonyitast nyert szamtalan immunoldgiai betegseg patogeneziseben,
mint példaul az artritisz, a dermatitisz, és a glomerulonefritisz [17]. Az eltéré izotipusu

immunglobulinok kétése szerint megkildnbodztetiink tobbféle Fc receptor tipust. Az IgG-

10
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t az Fcy, az IgA-t az Fco, az IgE-t az Fce receptorok kotik meg [17]. A neutrofileken
dontéen Fcy és Fca receptorok expresszalodnak. Egérben és emberben is az alacsony
affinitasi Fcy receptorok szerepér6l van a legtdbb kisérletes adat [6, 18]. Ezek a
receptorok eltéré modon expresszalddnak a két fajban (4. abra). A human neutrofileken
harom fajta alacsony affinitasti Fcy receptor fejez6dik ki: az FcyRIIA, az FcyRIIB és az
FcyRIIIB (4. dbra). Mindharom receptor egy ligand kot6 transzmembran fehérjelancbol
all. A human neutrofilek az Fcy receptorok mellett FcaRI-t is expresszalnak. Egér
neutrofilek két aktivalé alacsony affinitasti Fcy receptort expresszalnak az FcyRIII-t s az
FcyRIV-t. Az egér neutrofileken Fca receptorok nem fordulnak eld. A human FcRIIA,
valamint az egér FcyR-ok aktivald jelatvitelt inditanak. A huméan FcyRII 6nmagaban
hordozza az aktivalo ITAM motivumot, mig az egér Fc receptorok aktivald ITAM
motivuma az ugynevezett FcRy lancon talalhatdak (4. abra). Az FcRy lanc hianyaban az
Fcy receptorok nem fejez8dnek ki az egér neutrofilek felszinén [5, 7]. gy az FcRy lanc
hianyos egér neutrofilek jo kisérletes modellt biztositanak az Fc receptor indukalta
sejtfunkciok vizsgalatara [7, 19]. Egyes FcyR-ok, mint az egér neutrofileken kifejez6d6
FcyRIIB gétld jelatvitelt inditanak. A gatlé FcyR-ok ITAM motivum helyett Ugynevezett
ITIM motivumokat aktivalnak. Az immunkomplex felszineken végzett kisérletek sokat
segitettek az Fc receptor indukalta sejtfunkciok, mint szuperoxid termelés, szétteriilés,
degranuléacié, LTBa4 termelés jelatvitelének megismerésében [5]. Az aktivalé Fc
receptorok és az immunglobulinok Fc részének a kotddését a receptorok keresztkotése €s
az ITAM motivumok foszforilacidja koveti. Az ITAM egy fontos konzervalt aktivalo
aminosav szekvencia az immunreceptorokon (YxxL/Ix(6-12)YxxL/l), amihez tirozin
kinazok foszforilaciojat kovetéen SH2 doménnel rendelkezé fehérjék kapcsolddnak [5].
Neutrofilek esetében az ITAM motivumok foszforilaciojaban fontos szerepet toltenek be
az Src tirozin kindzok. Az ITAM foszfotirozin oldallancaihoz Syk tirozin kinaz
kapcsolodik, ami a PLCy, Vav, SLP-76, PI3K utvonalat aktivalja. A PLCy az IP3-DAG
jelatviteli utakon keresztiil képes fokozni az intracellularis Ca?* szintet. A Vav fehérjék
ugynevezett GEF-ek, melyek az aktin-citoszkeleton atrendezédését szabalyoz6 Rho kis
G-fehérje csalad tagjait tudjak aktivalni [7]. Egerek esetében a két aktivalo Fcy
receptornak atfedd szerepe van, egyikiik hidnya sem befolyasolja 6nmagaban a neutrofil
funkciokat [20]. A neutrofileken ezeken feliil expresszalédnak FcRe és nagy affinitasa

FcyRI receptorok. Ezeknek a receptoroknak a szerepe és jelatvitele még nem teljesen
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ismert. Az ebben a fejezetben részletezett jelatviteli Gt az alacsony affinitasti Fcy és a Fca

receptorokra jellemzd.
3.2.1.2. Komplement receptorok

A komplement rendszer a vérben nyugalomban inaktiv allapotban 1év6 faktorok,
aktivacid hatdsara egymast lancreakciOszertien hasito, aktivald protedzok, valamint a
1étrejove aktivacios fragmentumokat megkotd receptorok Osszessége. A komplement
rendszernek harom f6 feladata van, a direkt sejtlizis, a kemotaxis indukalasa, valamint az
opszonizacio (5. abra). A C3b, valamint az C3bi a f6 opszonin fragmentumok, melyek
barmelyik Gton tortént aktivacid soréan

komplement létrejonnek. Ezeket a

fragmentumokat a sejtek felszinén 1évé komplement receptorok ismerik fel [21].

Komplement
rendszer

Klasszikus
utvonal

Lektin uUtvonal

Alternativ
utvonal

Immunkomplex Mannéz Patogén felszin
Clq, C1r,Cls Mannoz koté lektin B, D faktor
\ /

/ C3-konvertaz \
C3a,C4a,C5a C3b C5-C9
v v v
Kemotaxis Opszonizacio Sejtlizis

5. abra: A komplement rendszer aktivalasahoz vezeté harom utvonal. Mindharom
utvonal a C3-konvertaz aktivaldsdhoz vezet. A C3-konvertaz aktivalasat kovetéen kozos
utvonalon halad a kaszkad a sejtlizist okoz6 membrankarosité komplex kialakulasaig. A
kaszkadszerii proteolitikus aktivacid soran 1étrejové komplement fragmentek az
immunsejtek iranyitott sejtmozgasaban, valamint a patogének opszonizacidjaban latnak
el fontos szerepet.

A neutrofilek felszinén harom fontos komplement receptor fejezddik ki: a CR1,
CR3 és a CR4. A CR1 egy polipeptid lancbdl allé transzmembran receptor, aminek a
legfontosabb ligandja a C3b. A CR1 a neutrofileken kivil jelen van a legtébb immunsejt
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felszinén, valamint a vorosvértesteken is. A vvt-k felszinén 1évé CR1 receptoroknak
fontos szerepe van az immunkomplexek lépbe és méajba szallitasaban, ahol a Kupffer
sejtek altal lebontasra keriilnek. A nyirokcsomdk csirakdzpontjaban 1évé follicularis
dendritikus sejteken 1évé CR1-nek az immunoldgiai memoria kialakuldsaban van fontos
szerepe. A neutrofileken 1évé CR1 az opszonikus fagocitdzis egyik receptora [22],
azonban az Fc receptorokhoz vagy az integrin tipust komplement receptorokhoz képest
sokkal kisebb mértékben fejezédik ki [7].

B2 Integrin
Kozepes Magas
Szelektin affinitasu affinitasi
forma forma

Alacsony
affinitasa
forma

DAP12/FeRy

8 " .
‘ r Src kinazok :> :>

Inside-out jelatvitel

(an o)

DAP12IFcRy

‘ 2 Src kinazok

<= G
13unieaf ui-apisinQ

@ Rap1
pd )
RAP GEF-ek

Fc receptor, GPCR, TLR /

6. abra: A B2 integrinek szerkezete és az affinitasukat fokozo ,,Inside-out”, valamint az
aktiv integrinbél kiindulé ,,Outside-in” jelatviteli utak (forras: [7] a szerzé altal

mddositva).

A neutrofilek masik két komplement receptora a CR3 és CR4 szerkezetiik szerint
B2 integrin (6. &bra). Az integrinek ubiqviter adhézios fehérjék, amik fontos szerepet
toltenek be a fagocitdzis mellett a sejt-sejt és a sejt extracellularis matrix kapcsolatokban
is. Az integrinek a és B lancbdl all6 transzmembran heterodimerek. A B2 integrinek
neviiket az alland6 B2 (CD18) lancukrdl kaptak, mig specificitdsukat az egyedi a lanc
adja. Harom fajta B2 integrin talalhatd a neutrofilek felszinén: az LFA-1
(oL,B2;CD11a/CD18), a CR3 masnéven MAC-1 (am,B2;CD11b/CD18), valamint a CR4
masnéven gp150/95 (ox,B2;CD11c/CD18) [23, 24]. Mig az LFA-1 és a gp150/95 allando
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mennyiségben van jelen a sejt felszinén, addig a MAC-1 sejt felszini expressziojat
kiilonb6z6 aktivald hatasok, mint példaul a TNFa képesek fokozni [25]. Az LFA-1 és a
MAC-1 adhézios molekuldk, amik az ICAM-1-hez valo kotddésikon keresztiil a
neutrofilek kés6i adhézidjat és az endotélen keresztiili vandorlasat iranyitjak. A k6zos 2
(CD18) lanc genetikai zavara az I-es tipusy leukocita adhézios deficiencia (LAD I) nevii
betegséget okozza, ami jol mutatja a B2 interginek nélkiilozhetetlen szerepét a bakterialis
és gomba infekciokkal szemben [26]. A MAC-1 és a gp150/95 6 liganduma a iC3b
komplement fragmentum. Az C3bi kétédéséhez Ca?* és Mg?* ionok jelenléte sziikséges.
A MAC-1-nek tobb szdz liganduma ismert, de bioldgiai jelentdségiik szerint a C3b,
ICAM-1, fibrinogén, LPS emelhetéek ki [27]. A MAC-1 neutrofileken Kiviil a monocita-
makrofag rendszer sejtjein, valamint NK sejteken expresszélodik [5].

Az integrinek Kkétiranyl jelatvitellel rendelkeznek, van egy az extracellularis
ligand kotését kovetden az integrinbél kiinduld ,,outside-in”, valamint egy masik
receptorbdl a citoplazman keresztiil az integrinhez futé ,,inside-out” jelatvitelik is (6.
abra) [7]. Az ,.inside-out” jelatvitel képes szabalyozni az integrinek affinitasat [7]. Az
integrineknek 3 kiilonbozé konformaciods allapota ismert: az alacsony affinitasu inaktiv
behajtott forma, a kozepes affinitdsu kiegyenesedett zart fejrészli forma, valamint az
ICAM-1-hez nagy affinitassal kotédoé kiegyenesedett nyilt fejrészi forma (6. abra). A
szelektinekbdl és a sejtfelszini szelektin ligandokbol kiindulo ,,inside-out” jelatvitel
elengedhetetlen a neutrofilek integrineken keresztli adhéziojahoz és diapedezisehez [7].
Kering6 neutrofilek alapesetben kis affinitdsu reverizibilis kapcsolatot alakitanak ki az
endotél felszinével. Az endotélen 1évo P-szelektinek és a neutrofilek felszinén 1évo
PSGL-1-en keresztil jon létre ez a gyenge kapcsolat, melyen keresztiill a neutrofilek
gyorsan gordulnek az endotel felszinén. Gyulladasos kornyezetben a neutrofilek
gordiilése jelent6sen lelassul. Ilyenkor az endotél felszinén a kiilonbozé gyulladdsos
mediatorok és kemokinek hatasara megné az E-szelektinek expresszidja. Az E-
szelektinek és a PSGL-1 ko6tédése inditja el neutrofilekben az ,,inside-out” jelatviteli utat,
ami az LFA-1 affinitadsat fokozza. Az intermedier affinitdsu LFA-1 és a szelektinek
hatasara jon létre az Ugynevezett lasst gordilés. A lassan mozgo6 neutrofilt egyre tébb
stimulus éri, egyrészt az endotél szelektinein és membran kapcsolt citokinein, kemokinein
keresztiil, masrészt a kiilonb6zd szolubilis mediatorokon keresztiil, ami az LFA-1 és a

tobbi integrin affinitasat tovabb ndveli. A neutrofilek integrin medialt médon megallnak,
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majd kitapadnak az endotel felszinén [28]. Ezt nevezziik adhézidnak. A neutrofilek
érpalyabol vald kilépése el6tt iranyitottan kusznak (crawling) az endotél felszinén. A
neutrofilek nyulvanyokat bocsajtanak az endotél sejtek kozotti résekbe és a
kontrahalodott, lekerekedett endotél sejtek kozott kilépnek az érpalydbol. A crawling és
a diapedesis soran a MAC-1 ICAM-1 interakcié jatszik dont6 szerepet egyéb adhézios
fehérjek mellett [6]. Az ,,inside-out” jelatvitel jelentéségét mutatja, hogy a jelatvitelben
szerepet jatsz6 Kindlin3 molekula genetika hibja a Ill-tipust leukocita adhézios
deficiencidhoz vezet [29]. Az ,.inside-out” jelatvitel a komplement medialt fagocitdzis
esetében is donté jelentdségli, mivel LAD-IlI-ban szenvedé betegekben csokkent a
komplement medialt fagocitdzis [30].

A B2 integrinek az extracellularis ligandjuk kotdédését kovetden csoportosulnak,
majd elinditjdk az ,,outside-in” jelatviteliiket, ami elengedhetetlen a kitapadashoz,
adhéziohoz (LFA-1, MAC-1), valamint szuperoxid termeléshez (MAC-1) [7]. A B2
integrinek ,,outside-in” jelatvitele soran a receptor intracellularis részéhez az ITAM
motivumokat tartalmaz6 DAP12, vagy FcRy adapter fehérjék kotddnek [31]. Az ITAM
szekvencia tirozin oldallancait az Src tirozin kindzok képesek foszforilalni. Mindharom
Src génre (Hck™”, Fgr'-, Lyn”) hianyos egértdrzsekben az integrin medialt sejtfunkciok
és jelatviteli utak gatlodnak [32]. Az ITAM foszfotirozin oldallancaihoz ko6tédik a Syk
tirozin kindz a SH2 doméneken keresztill [33]. A jelatvitel tovabbi szerepl6i a SLP-76
adapter fehérje, a PLCy, valamint a Vav GEF csalad [34]. Az integrinekbdl kiinduld
,outside-in” jelatviteli it nagyban hasonlit az Fc receptrorokbdl, BCR-b6l és TCR-bol
kiindulé jelatvitelhez [35]. A jelatvitel soran bizonyitottan aktivalddik a PI3K is[36]. Az
Src-ITAM adapter-Syk-PLCy-Vav-SLP-76 Utvonalon keresztiil szabalyozodig az
integrin medialt fagocitozis, szétteriilés, oxidativ szabadgyok termelés, valamint a
degranulacié [1]. Azonban ez a jelatviteli it nem sziikséges a migraciéhoz. Toébb in vitro
és in vivo végzett migracids kisérletsorozat azt az eredményt hozta, hogy a Src-ITAM
adapter-Syk-PLCy-Vav-SLP-76 jelatviteliut nem befolyasolja a migraciot [1, 5]. Egyediil
a CD18 hianya csokkentette szignifikans mertékben a neutrofilek migréciojat kiserletes
korulmények kozott [37, 38]. Ennek az az oka valoszintileg, hogy a MAC-1 funkciokhoz
szlikség van a Src-ITAM adapter-Syk-PLCy-Vav-SLP-76 (tvonalra, viszont az LFA-1
képes tirozin kinaz fliggetlen jelatvitelt elinditani, ami a migraciot szabalyozza [38].
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3.2.1.3. Src és Syk tirozin kindzok

Az Src nem receptor tirozin kinazok legismertebb szerepe a potens protoonkogén,
valamint a sejtfelszini integrinek jelatviteleben betoltott funkcié [39]. A daganatos
betegségek patogenezisében betdltott szerepe miatt Kitlintetett célpontja a daganatat
ellenes terapiaknak [40]. Az Src kinazok az immunsejtekben is kifejezddnek [41]. Az Src
tirozin kindzoknak kilenc tagja ismert, ezek kozll neutrofil granulocitakban harom
fejezOdik ki a Hck, a Fgr és a Lyn kinazok [42]. Az Src tirozin kinazok az integrin
jelatvitel mellett a TCR, BCR és az FcR jelatvitelt is kdzvetitik [42], ennek ellenére a
Hck”, Fgr’- neutrofilekben nem valtozott az IgG immunkomplex aktivacio mértéke [32].
A Hck”, Fgr”, Lyn™ egér makrofagokban az Fc receptor medialt 1gG-vel fedett vvt-k
fagocitozisa idében elnyujtottabb volt, de nem csokkent a vad tipushoz képest [43]. Az
autoantitest indukalt gyulladdsos modellekben mindhdrom a neutrofilekben kifejezodo
Src kinaz hianya megsziintette a gyulladasos véalaszt, valamint a betegség kialakulasat
[44]. Ez a hatas nem a neutrofilek migracidjanak gatlasa miatt tortént, mert a Src kinazok
hidnyaban nem valtozott a sejtek mennyisége a gyulladt iziiletben, valamint a kiilonb6z6
harom dimenzids in vitro modellekben sem csokkent a Src hianyos neutrofilek migracidja
[1]. Az autoantitest indukalt gyulladasos modellekben az Src kinazok hidnyaban nem
alakul ki a gyulladasos kérnyezet. Ennek az oka, hogy a Hck”, Fgr’, Lyn’ egér
neutrofilekben szignifikdnsan cstkkennek az Fc receptor kozvetitett sejtfunkciok: a
szuperoxid termelés, a kemokin, illetve a citokin felszabadulds, valamint a degranulacio
[44]. A potens, nem specifikus kis molekusulyu tirozin kinaz inhibitor dasatinib kezelés
is hasonl6 eredményt okozott human neutrofilek esetében [45]. Human neutrofilekben
drasztikusan csokkentette a dasatinib az Fc receptor és a komplement receptor indukalta
sejtfunkciokat. Azonban a neutrofilek baktérium 0lését, migracidjat, valamint a
fagocitozisat nem befolyasolta az Src kinazok dasatinibbel tortént gatlasa [45]. Az
autoantitest indukalt gyulladasos modell kisérletek azt is bemutattak, hogy az Src kindzok
képesek helyettesiteni egymast, illetve atfedé a hatasuk. Az egy, vagy ketté Src kindz
hianya nem védte ki a betegseg kialakulast [42]. Az integrin és Fc receptorok aktivacioja
soran a membranhoz horgonyzott Src kindzok foszforialjak az ITAM tirozin oldallancait.
Az ITAM motivumok foszfotirozin oldallancaihoz kotodik a SH2 doménekkel
rendelkezé Syk tirozin kindz [1]. A Syk tirozin kinaz is kifejez6dik a neutrofilekben. A

Syk vizsgalatat megneheziti, hogy a gén hianyos egerek embrionalis korban elhalnak
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sulyos nyirokér fejlédési rendellenességben. Az Syk™ embrionalis majsejt
szuszpenzidval transzplantalt terminalisan besugarazott vad tipust egerekbdl 1étre hozott
kimérakon tudtak a Syk hianyat vizsgalni [46]. A hemopoetikus sejtvonal tekintetében a
Syk hianyos neutrofilekben jelentdsen csokkentek az integrin €s Fc receptor indukalt
sejtfunkciok, azonban az Src hianyos neutrofilekhez hasonléan a Syk hianyaban sem

csokken a sejtek migracidja [1].
3.2.1.4. Mintazat felismero receptorok

A neutrofileken szamos PRR fejez6dik ki. A neutrofileken kifejez6dé PRR-ek
kozul a Toll-like receptorok, valamint a C-tipusu lektinek emelheték ki. A Toll-like
receptorok roviden TLR-ek a legjobban ismert PRR csalad. A neutrofileken a TLR3
kivételével az 6sszes TLR megtalalhatd [7]. A neutrofil TLR-ek olyan evolucidsan
konzervalt ligandokat ismernek fel, mint a peptidoglikan (TLR2), a LPS (TLR4) vagy a
flagellin (TLR5). Kozvetlenll a TLR-eken keresztul nem torténik fagocitdzis [15], de
fokozzék a neutrofilek eléaktivaltsagat, élettartamat, valamint a citokin és kemokin
termelését [47]. A TLR-ek az IL-1/Toll-like receptorok csaladjadba tartozd egy
transzmembran fehérjeszalbdl allé receptorok. A ligand kotédését kovetden a receptor
intracellularis TIR doménjéhez kotédik a MyD88 adapter fehérje, ami az IRAK kinazok
aktivalasat, autofoszforilacidjat okozza. A foszforilalt IRAK-on keresztll beindul egy
tobblépcsos jelatvitel, ami végiil az NF-xB és a MAP kinaz kaszkad aktivalasahoz vezet
[48].

A TLR-ekkel ellentétben a C-tipust lektinek kozvetlentl részt vesznek a
fagocitozisban [15]. A neutrofilek a Dectinl, Mincle, MDL-1, Mcl nevii C-tipusu
lektineket expresszaljak [7]. A Dectinl a gombak sejtfalanak 6 alkoto elemét a B-gluként
ismeri fel [49]. A Mincle ligandjai a Malassezia gomba kiilonb6z6 PAMP-jai,
mikobakterialis struktarak, valamint tobb DAMP [50]. A C-tipusu lektinek jelatvitele az
Fc receptorok jelatviteléhez hasonlo Src-ITAM-Syk utvonalat koveti [7].

A neutrofilek fagocitézisa még a nem PRR csalddba tartozé scavenger
receptorokon keresztiill is végbe mehet. A scavenger receptorok bakterialis sejtfal
komponenseket, valamint kiilénb6z6 lipoproteineket ismernek fel [51]. A makrofagokon
expresszalodo scavenger receptoroknak az oxidaltLDL felvételén keresztll bizonyitott
szerepe van az atherosclerotikus plakkokban 1év6 habos sejtek keletkezésében [52]. A

neutrofilekben a scavenger receptorok aktivacidja NET képzodéshez is vezethet [53].
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Mivel a fagocitdzis egy Osszetett tobb receptorbol kiinduld, tébb ponton
szabalyozott jelatviteli folyamat eredménye, ezért a neutrofilekben a fagocita
receptorokon kivil szamos nem fagocita receptor is részt vesz a szabalyozasban: TNFa
receptorok, citokin receptorok, mint a GM-CSF receptor, valamint a GPCR kemokin
receptorok [5, 7, 16].

3.3. A neutrofil granulocitak extracellularis effektor funkciéi
3.3.1. NET képzoédés

A NET képz6dés masfél évtizede ismert és azdta intenziven kutatott neutrofil
funkecio, illetve sejthalal forma. A tanulmanyok szdmos jellemz6t, fiziologids funkciot és
betegségekben betoltott szerepet tulajdonitottak a NET-nek. Az irodalomban azonban
még mindig nem jott létre egyértelmii konszenzus szamos kérdésben a NET-tel
kapcsolatban. A NET képz6désr6l biztosan elmondhatjuk, hogy egy extracellularis
mikroba ellenes védekez6é folyamat, mely a mikrobak megkotésével jar. A NET vazat
neutrofilekbdl szd&rmazo DNS alkotja, amihez kiilonboz6é antimikrobas granulumfehérjék
kapcsolédnak. Szamos ligand kiilonboz6é jelatviteli utakon tudja kivaltani a NET
felszabadulast [10, 54].

Szamos tanulmany tgy hivatkozik a NET képzddésre, mint a nekrozis egy
formajara, azonban a NET képzddést egy szabalyozott folyamatnak tekinthetd, ami
sokszor nem is jar egyiitt a sejt elpusztuldsaval. Az se egyértelmiien eldontétt kérdes,
hogy a felszabadulé DNS a sejtmaghdl, vagy a mitokondriumbdl szarmazik. Az irodalmi
adatok a DNS mitokondrialis eredetét valoszintsitik, azonban azt is kiemelik, hogy a
magmembran felbomlasa a NET képzddés allando velejardja [10].

Az extracellularis DNS-sel torténé mikrobadlé mechanizmusok, mint a NET
képzédés evoluciosan  konzervalt  folyamatok. Macskakban, zebrahalakban,
gerinctelenekben és még novényekben is kimutattak hasonlé mechanizmust [55-57].
Egyes baktériumok valtozatos stratégiakat (nukledz termelés, DNS felhasznalasa a
biofilmjikh6z) dolgoztak ki, hogy védekezzenek a NET-tel szemben [23, 58]. A NET-
képzddést szamos stimulus indukalhatja, mint az immunkomplexek, bakterialis vagy
fungalis PAMP-ok (fMLP), biokémiai stimusulok (PMA), komplement fragmentumok,
vagy kiilonboz6 extracellularis kristalyok [10]. Alapvetden a NET tobbféle jelatviteli tton
johet létre és nem nagyon talalhaté olyan faktor, melynek hianya, vagy farmakoldgiai
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gatlasa NET képzodést kivédené [59]. A NET képz6dés soran egyes fehérjéket
esszencialisnak gondoltdk (PAD4, PKC, NOX2). A PAD4 enzim az arginin citrullin
atalakulast katalizalja, ami a hisztonokban a pozitiv téltések csokkenéséhez, vegul a DNS
dekondenzélodaséhoz vezet. A PADA4 egyes cikkek szerint sziikséges [60], egyes cikkek
szerint szintén szilkséges, de az arginin-citrullin atalakulas nélkal [61], egyes cikkek
szerint pedig nem sziikséges a NET képz6édéshez [62]. Ugyanugy a PKC-rol és a NOX2-
r61 sem mondhatjuk el, hogy esszencialisak lennének a NET képzddésben [63].

A NET képzdédésnek attol fiiggben, hogy egyiitt jar sejthalallal, vagy nem, lehet
ugynevezett ongyilkos formdja, vagy nem ongyilkos formaja. Az 6ngyilkos formanak a
legegyszeriibb példaja a PMA indukalta NOX2 és ROS fiiggd NET képzddés. Ide tartozik
még a kristaly indukalta NET képz6dés is [10]. A nem ongyilkos forma soran a
plazmamembran intakt marad a neutrofil képes példaul kemotaxissal mozogni, valamint
képes fagocitalni. Sokkal gyorsabban kialakul, mint a klasszikus 6ngyilkos forma. Ezt a
NET képz6dési format is szamos faktor indukalhatja: Gram pozitiv korokozok [64], GM-
CSF, komplement fragmentumok, LPS [59].

A NET szerepe a cisztas fibrozis, SLE, RA és tobb vasculitis patogenezisében is
igazolast nyert [54, 65, 66]. Kisérletes adatok bizonyitottak, hogy a szérum DNaz I
aktivitasa negativan korreldl a lupus lefolyasaval [67]. Biztatd6 eredményeket értek el

- sz

rekombinans Dnaz kezelés fontos terapias lépés lehet e betegségekben.
3.3.2. Granulumok és degranuléacié

A fagocita receptorokbdl kiindulé jelatvitel hatasara aktivalodnak az ugynevezett
Rho kis G-fehérje csalad tagjai, amik végil olyan aktin-citoszkeleton &trendezést
indukalnak, ami a fagoszoma sejt membranrol vald leflizédéséhez vezet. A neutrofilek
intracellularis vezikula vandorlasarol a sejtek nehezebb vizsgalhatosaga miatt
lenyegesebben kevesebb adatunk van, mint az egyéb immunsejtek hasonlo folyamatairol.
Az biztos, hogy a neutrofilekben fagocitdézis nem a klasszikus korai endoszéma,
endoszéma lizoszoma &sszeolvadas, endolizoszOma, kés6i endoszéma, utvonalon
torténik. A neutrofilekben nem ezek a klasszikus intracellularis vezikulak, hanem
granulumok talalhatoak [16]. A neutrofilekben négy fajta granulum talalhaté (1. tablazat):
az azurofil, a specifikus és a zselatindz granulumok, valamint a szekretoros vezikulak.

Ezek a granulumok eltér6é Osszetételliek, és a granulopoezis kiilonboz6 szakaszaiban
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alakulnak ki [11]. Az azurofil granulumok a legnagyobb szamban el6fordulé granulumok,
amik a neutrofilek fejlédése soran elséként alakulnak ki. Feladatuk a patogénolés,
antimikrobas peptidek széles tarhdzat tartalmazzak. Talalhato benniik az oxidativ
szabadgyokok képzédésében fontos mieloperoxiddz (MPO), proteazok (katepszin,
elasztaz), membran permeabilizalo lizozim, vagy defenzin [69]. Az azurofil granulumok
Rab5-szabalyozott modon egyesiilnek a fagoszémaval, ahol Kkifejtik antimikrdobas
hatasukat.

1. tablazat: A neutrofil granulocitak granulumainak osszetétele.

Azurofil Specifikus Zselatinaz Szekretoros vezikula
granulum granulum granulum

Elasztaz, Zselatinaz, Zselatinaz CXCR2

Szialidaz, Kollagenaz

Proteinaz3

Defenzinek Alfa-1-antitripszin  B2-mikroglobulin fPR1

Lizozim Lizozim, Lizozim, MMP25
Laktoferrin Laktoferrin

Mieloperoxidaz NOX2 NOX2 NOX2

Katepszin G CR3,TNFR CR3,TNFR CR3, CR1

Az azurofil granulumokat sokszor lizoszoméakhoz hasonlitjdk a hasonlo
Osszetételuk miatt, azonban az azurofil granulumok nem tartalmaznak lizoszomalis
membran markereket (LAMP). Egy kisebb populaciéjuk Rab27-szabalyozott mddon
plazmamembrant tdmadjak és degranulaciora kerllnek [70].

A specifikus és a zselatindz granulumok 0Osszetételikben hasonlitanak (1.
tablazat). A specifikus granulumok jellemz6 markere a laktoferrin, amig a zselatinaz
granulumok jellemz6 markere a zselatindz, azonban van egy olyan granulum populécio,
ami mindkét markerre pozitiv [71, 72]. Ezek a granulumok a neutrofil fejlédésének egy
késObbi stadiumaban keletkeznek. Az azurofil granulumokkal ellentétben a specifikus és
a zselatinaz granulumok dontéen Rab27 titvonalon a sejt felszinére szekretalodnak [73].
vezikulék a tobbi granulumtél eltéré modon az érett, periférias vérben 1évo neutrofilekben

is keletkezhetnek. Szamos membran receptort (CR1, CR3, CXCR2) tartalmaznak.
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Alapvetdéen endocitozis soran keletkeznek, és Rab3, Rabl1l utvonalon exocitozissal
uriilnek az extracellularis térbe. A hordozott integrin, kemokin és fagocita receptorok
segitségével fokozzak a neutrofilek extravazaciojat, migréciojat és fagocitdzisat [74].

A szekretoros vezikulék, a zselatindz, valamint a specifikus granulumok kertilnek
elsdsorban degranuldciora. A degranulacio elsé 1épése, hogy kemokin receptorokon,
integrin receptorokon és Fc receptorokon keresztul aktivalodnak a tirozin kindz és
intracellularis Ca?* emelkedéséért felelds jelatviteli utak. Masodik 1épés a Rac2 kis G-
fehérje &ltal medialt aktin-citoszkeleton atrendez6dés, és a granulumok Rab kis G-
fehérjek altal medialt célba juttatasa. Majd a célba jutott granulum a SNARE molekulak
segitségével fuziondl a fagoszémaval vagy a plazmamembrannal [11].

A Chédiak-Higashi szindrdma egy autoszomalis recessziv moédon 6roklédo
betegség, amit a CHS1 gén mutécioja okoz. A CHS1 gén altal kédolt nagyméretli fehérje
szerepe még nem tisztazott, de az biztos, hogy a mutacidjanak hatasara karosodnak a
lizoszomalis funkciok. A neutrofilekben ez Ggy manifesztaloédik, hogy azurofil és
specifikus granulum tartalmt orias granulumok képzddnek, melyeket a neutrofil nem
képes az extracellularis térbe, illetve a fagoszomaba Uriteni [75]. Ezek a betegek

ismétlddd bakterialis infekcioktol szenvednek.
3.3.3. Az extracellularis vezikulak altalanos bemutatasa

A neutrofil granulocitdk a NET képzddés és a degranulacio mellett, a beldliik
képzodott extracellularis vezikulakkal is fel tudjak venni a harcot a kiilonbozo
patogénekkel. Az extracellularis vezikuldk sejtekb6l szarmazo lipid kettés réteggel
hatarolt struktdrak. Az extracellularis vezikulakrol el6szor a 1960-as években irtak az
irodalomban, akkor még, mint trombocitakbdl szarmaz6 extracelluléris tdérmeléket
(platelet-dust) emlegették [76]. Az extracellularis vezikuldkkal foglalkoz6 kutatasok a
1990-es évek végétdl kezdddben egy rendkiviil felkapott és forrongd tudomany terilette
valt. Szinte mindegyik eukariota sejtr6l kimutattak, hogy képesek extracellularis
vezikulak termelésére. SOt szamtalan tanulmany szo6l arrol, hogy prokariotakbol is
keletkeznek vezikuldk [77]. Az irodalomban nem egységes az extracellularis vezikulak
terminologidja, szarmazasuk, méretiik, vagy egyéb tulajdonsidgaiknak megfeleléen
szamos névvel illetik Oket, ugymint exoszoéma, mikrovezikula, mikropartikula,
onkoszoma, szubcellularis vezikula stb. [78]. Azonban egységesen extracellularis

vezikuldknak nevezhetjiik 6ket, roviden EV, én is igy hivatkozok rajuk a tovabbiakban.
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Ahogy emlitettem szinte minden sejt képes EV-ket termelni. Az EV-k a donor sejttol
fliggetleniil alapvetden két f6 titvonalon keresztiil keletkezhetnek: a citoplazmaban 1évo
multivezikularis testekben 1év6 intraluminalis vezikulakbol, valamint kozvetleniil a
sejtmembranbol. A multivezikularis testekben 1€vé intralumindlis vezikuldk a
sejtmembrannal tortént fuziojukat kovetden szabadulnak fel. Ezen az 1tvonalon
keletkezett EV-ket exoszomaknak nevezzik [79]. A sejtmembranbdl kdzvetlendl
leftiz6d6 EV-ket mikrovezikuldknak nevezzilk [79]. Ezen két f&6 EV populacio
keletkezéséhez és jellemzéséhez haszndlt membran markerekrdl kimutattdk, hogy nem
specifikusak az exoszomakra, vagy a mikrovezikuldkra. A szamos tanulmanyban
mikrovezikula specifikusnak gondolt ARRDC fehérjékrél, vagy az exoszoma
specifikusnak gondolt tetraspanin fehérjékrdl is kimutattak, hogy mind a két utvonalon
keletkezett vezikula populacioban is kimutathatéak [79-81]. Korabban az EV-k
méretszerinti csoportositasat hasznaltak a szakirodalomban, miszerint az exoszémak a
kicsi 30-100 nm kozotti, a mikrovezikuldk pedig a nagy 100-1000 nm kozotti EV-K.
Jelenlegi elgondolasunk szerint a két eltérd utvonalon keletkezett EV populaciot nem
lehet méretlik, fehérje- és lipidtartalmuk szerint egyértelmiien megkiilonboztetni,
azonban az elfogadott, hogy a mikrovezikuldk altaldban nagyobbak [79]. Az eukari6ta
sejtekb6l szarmazd EV-k atlagos méretét tekintve nincs egységes allaspont, az EV
kutatok egy része szerint az EV-k mérete jellemzéen 100 nm alatti, a masik vélemény
pedig, hogy atlagosan 100-150 nm kdz6tt van. Annak ellenére, hogy szdmtalan tanulméany
szlletik napjainkban az EV-krél szamos kérdés még mindig megvalaszolatlan.

Az EV-k keletkezésében résztvevd jelatviteli utak, fehérjék és lipidek
vizsgalatardl szinten szamtalan tanulmany sziletett. Szdmos extracellularis szignalrdl
kimutattak mar, hogy képes fokozni a sejtek EV termelését. Szerotonin stimulusra
fokozodik a microgliak EV termelése [82], vagy hisztamin hatasara a cervicalis
carcinoma sejtek fokozott EV termeléssel valaszolnak [83]. Hizosejtek IgE hatasara
hisztamin tartalmi EV-ket valasztanak el [84], vagy az alacsony konstitutiv EV termelésti
B sejtek CD40 vagy IL4 stimulusra MHCI, MHCII és felszini antitesteket tartalmazo EV-
ket kezdenek el termelni [85]. Az intracellularis jelatviteli fehérjék kdzil a Rab27, Rab35
és a Rab11-r6l kimutattak, hogy szerepet jatszik az EV keletkezésében [86]. Az ARRDC
fehérjék pedig mind az mikrovezikula mind az exoszoma keletkezésben fontos szerepet

toltenek be [86]. Szamos tanulmany vizsgalta, hogy van-e olyan mester regulator fehérje,
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aminek a genetikai hianya megsziinteti a sejtek EV termelését. Az extracellularis
vezikulakkal foglalkozé kutatok kozott megegyezés van abban, hogy a sejtek
extracelluldris vezikula termelése elengedhetetlen az élethez [79]. Példaul az
extracellularis vezikula termelésben elengedhetetlen tetraspanin TSG101 fehérje hidnya
embrionalis letalitashoz vezet egerekben [87]. Vannak olyan fehérjék, mint az ARRDC1,
aminek hianyaban az eger életképes marad, de kozel 50 szazalékkal csokken a plazma
EV tartalma [79]. Abban is egységes az allaspont, hogy nem lehet olyan sejtet, vagy
allatot létre hozni, amely nem képes extracellularis vezikula termelésre. Az EV-k
keletkezéséhez szadmos, fliggetlen, szerteagazd, valamint sok komponensbél alld
jelatviteli utak vezetnek [79]. A kiilonboz6 lipidek koziil a PE-r6l, a PS-61, az IP3-rol,
valamint a DAG-rdl is kimutattak, hogy fontos szerepet jatszanak az EV-k keletkezésében
[88, 89]. Az EV kutatok jelentés része ugy gondolja, hogy az EV-k keletkezésében a
membran mikrodomének szerepe is kituntetett. A membran mikrodomének képzésében,
valamint a membran fluiditdsdnak szabdlyozdsat végzd szingomielindz fehérje gatlasa
jelentdsen csokkentette a kisméretti EV-k felszabadulasat [90].

A kiilonboz6 sejtekbdl keletkezett EV-k altalaban bioldgiailag aktivak. Szamtalan
egymastol fliggetlen fiziologias és patoldgias folyamatban mutattak ki szereplket, mint a
természetes immunitas [91], a neurodegenerativ betegségek [92], a véralvadas [93], az
antigén prezentéacio [94], a daganatos betegségek [95], az autoimmun betegségek [96],
stb. Az EV-k a biologiai hatasukat a felsziniikkon 1évé fehérjéken keresztiil, vagy a
sejtekkel tortént fazidjukon keresztil fejtik ki. Kisérletes korilmények kozott a sejtek
jelent6s része felvesz jelolt EV-ket [79]. A sejtek EV felvételének pontos mechanizmusa
még nem tisztazott, de a legtdbb tanulmany az endoszémalis Utvonal szerepét
valoszintisiti [97, 98]. Az EV-kkal a sejtek képesek kommunikalni egymassal. A sejtek
EV-kkel képesek ligandokat, receptorokat, adhézios fehérjéket, antigén prezental6 MHC
molekulakat, masodlagos hirvivoket, mRNS-eket, miRNS-eket vagy tRNS-eket egy
masik sejthez juttatni [99-101]. Az EV-ket diagnosztikus markereknek is hasznaljak. A
vezikularis miRNS-ek vizsgalatanak egyes tumorok korai diagnosztikajaban és kés6bbi
terapias stratégia megtervezésében is fontos szerepe van [102]. Intenziven kutatott téma
szamos diszciplindban, hogy a vérbdl, vagy egyéb testnedvbdl konnyen izolalhatd
vezikulakbol olyan markereket, jellegzetes proteomikai mintdzatot, RNS 0Osszetételt

talaljanak, mely egyes betegségek korai diagndzisdhoz vezethet.
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Az extracellularis vezikulak terapias felhasznalasa is egy rendkivil érdekes téma.
A mesterséges vezikulaba csomagolt gyogyszerek szelektiv célba juttatisara jo példa a
mar human gydgyaszatban sulyos szisztémas gomba infekciokban hasznalt liposzomalis
Amfotericin B, mely igy sokkal alacsonyabb dézisban hasznalhaté csokkentve a sulyos
mellékhatasok eléfordulasat [103]. Az extracelluléris vezikulakkal képesek lehetlink
szelektiven bizonyos sejtekhez eljuttatni, olyan mRNS-eket, vagy transzgéneket, melyek
potolni tudjak az egyes betegségekben kérosodott, mutalddott géneket. Példaul
hallasvesztett monogénes Usher szindroémaban szenvedd egerek reagaltak hangingerekre,
miutan szelektiven a szdrsejtekbe juttattak a mutélodott fehérjét helyettesitd specialis
transzgent [104].

Az EV minték izolalasa, elokészitése, tarolasa rendkiviil kényes feladat. Az EV-k
izolalasara alapvetden két f6 metodikat hasznalnak: egyik a differencialo centrifugalason
alapuld izolalasi protokollok, a masik pedig a méret kirekesztésen alapulé kromatogréafias
modszerek. A differenciald centrifugéldsok altalaban egy nagyobb mennyiségii, de kisebb
tisztasdgl EV mintat tudunk Iétrehozni. Olyan mérésekhez, ahol sok EV-ra van sziikség
egy bioldgiai valasz létrehozasara érdemes differencialé centrifugalast alkalmazni
izolalasi mddszerkent [105]. A differenciald centrifugalas hatranya, hogy az EV mintakat
nem kepes teljesen megtisztitani a nem EV természetii fehérjéktél, immunkomplexektol,
ribonukleoproteinektdl, lipoproteinektdl, valamint a centrifugalds karosithatja a
vezikuldkat. Ha, nagy tisztasagu EV mintval szeretnénk dolgozni, akkor az izolalashoz
a méret Kirekesztésen alapuld kromatografidss modszereket kell vélasztanunk [105].
Természetesen ezeket a modszereket kombinalhatjuk is, de minden egyes lépéssel
vezikulakat veszithetlink. Az EV kutatdsban még mindig nincs standard vezikula taroléasi
protokoll. Munkacsoportunk is foglalkozott ezzel a témakorrel és szamos korilményt
vizsgalva arra jutott, hogy a tarolas soran a neutrofil eredetii EV-k kdrosodnak és elvesztik
jellemz6 funkciodikat [106].

Az EV-ok kutatasa egy dinamikusan fejl6dé tudomany teriilet, mely nem johetett
volna 1étre vizsgalomodszerek fejlédése nélkiil. Olyan Uj vizsgalomadszerek, mint a
nagyfelbontast aramlasi citometria, a nanoparticle tracking analysis €s a tunable resistive
pulse sensing U] tavlatokat nyitottak az egyedi EV kutatasban. Ezekkel a mddszerekkel
100 nm korli, vagy akér az alatti mérettartomany is vizsgalhaté [105, 107, 108]. Az EV

kutatas leggyakoribb vizsgalé mddszere az aramlasi citometria. Azonban a Nemzetkozi
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Extracellularis Vezikula Tarsasag ajanlasa szerint az 500 nm-es mérettartomany alatti
EV-k vizsgalatdhoz specialis EV kutatasra alkalmas citométerre és reagensekre van
szikség [79]. Az ajanlas tovabba azt is megfogalmazza, hogy az egyedi EV-k
vizsgalatdban a fluoreszcens jeldléssel nagyobb felbontést lehet elérni, mint a csak
fényszdérasméresen alapulé modszerekkel [79]. A fluoreszcens jel6lés sordn nem EV
természetli mitermékek johetnek 1étre, melyek az EV-ktdl valo elkiilonitésére detergens
kontrol, valamint differenciald centrifugélas alkalmazasat ajanl az iranyelv. Az EV
mintdk aramlasi citometrids kvantifikdlasa soran mindig kell6en hig mintaval kell
dolgoznunk, hogy kivédjik a tomegdetektalas jelenségét [109].

Osszességében az EV kutatasara a vizsgalo modszerek széles tarhaza all
rendelkezésiinkre, de egyik se tekinthetd tokéletes, standard modszernek. A vezikula
kutatasban az a jelenleg elfogadott iranyelv, hogy az eredményeinket a lehetd legtobb

vizsgalo maddszerrel probaljuk alatamasztani [105, 110].
3.3.3.1. Neutrofil granulocita eredetii extracellularis vezikulak

Az els6 kozlemények neutrofil-eredetii EV-krol a 90-es évek végén szilettek,
melyek a neutrofil-eredetii EV-k endotélre kifejtett hatasat vizsgéltak [111, 112]. A
neutrofilek spontdn és stimulusra is képesek EV-ket termelni. Az fMLP, vagy PMA
stimulusra keletkezé neutrofil-eredetii EV-k fizikai jellemzését nagy alapossaggal
végezte el Jirg Schifferli munkacsoportja 2003-ban [113]. A neutrofil-eredetit EV-k
stimulustol fuggetlendl altaldban a kdzepes vezikula mérettartomanyba esnek, atlagosan
200-500 nm az atmérdjiik. Neutrofil sejtfelszini képletek talalhatoak rajtuk, mint a
szelektinek, az integrinek, a komplement receptorok, az Fc receptorok vagy az érett
neutrofilek specifikus markare a CD66b. Jellegzetes membrankomponensik a
foszfatidilszerin és az Annexin Al. Jellemzdéen granulumfehérjéket tartalmaznak, mint a
mieloperoxidaz, laktoferrin, elasztaz, MMP9, stb.

A neutrofilek spontdn mértékét meghaladd EV termelését szamos stimulus
kivalthatja. Tobbek kdzott kimutattak neutrofil EV termelést baktériumok (S. aureus, N.
meningitidis, M. tuberculosis), bakterialis termékek (fMLP, LPS), citokinek (IL-8, IL-1),
TNFa, kemokinek (C5a), autoantitestek (ANCA), PMA, vagy zimozan hatasara [114]. A
neutrofil EV-k a stimulustol és a célsejttél fliggd modon képesek pro-, illetve
antiinflammatorikus hatasokat kdzvetiteni. Az neutrofil EV-k képesek aggregalni a vvt-
ket a felsziniikon 1év6 CRI1-en keresztil [115]. Széllithatnak granulumfehérjéket a
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hamsejtekhez ezzel gatolva a sebgydgyulast [116]. Fokozzak az endotél sejtekbdl
proinflammatorikus citokinek (IL1) és kemokinek (IL8), szoveti faktor és ROS
felszabadulasat [112]. Masrészrél gyulladasos artritisz modellben csokkentették a
porckdrosodas mértékét [117]. Monocita eredetii dendritikus sejtekben csokkent a
fagocitozis, valamint a proinflammatorikus citokinek termelése neutrofil EV-kel vald
clokezelést kovetéen [118]. Szadmos tanulmany szdél a neutrofil EV-k makrofag
funkciokat befolyasold hatasairol. A makrofagok csdkkent proinflammatorikus citokin
termelést, valamint fokozott TGFP termelést mutattak neutrofil EV-k hatasara. A mai
elképzelésiink szerint a gyulladasos kornyezetben, gyulladasos stimulusra keletkezett
neutrofil EV-k 6sszeségében egy antiinflammatorikus, gyulladasos folyamatot fékez6
funkcidt toltenek be [114].

A neutrofil eredett EV-k az irodalomban NDTR-nek (Neutrofil-derived trails)
nevezett masik tipusa a migraldé neutrofilekbdl keletkezik. Az intersticiumba kilépd
neutrofilek hatsé nyulvanyaibdl (uropod) jonnek létre, mint egyfajta kemokineket
tartalmazo ,,csomagocskak”. Fizikailag semmiben sem térnek el a tobbi neutrofil EV-t6l.
Tartalmukat tekintve foként kemokineket tartalmaznak: 1L-16, CCL2, CCL5, CCLS6,
CCL12, CCL22, CCL27, CXCL1, CXCL12. Funkciojuk a tobbi immunsejt kilépésének
segitése, egyfajta ,,idegenvezetoként” [114, 119].

Munkacsoportunk kordbban ezekt6l a funkcioktol eltérd felfedezést tett.
Munkatarsaim kimutattak, hogy az opszonizalt baktériummal, vagy gombéaval vald
inkubacio hataséra a neutrofilek a spontan termel6dott EV-khez (SEV) képest egy
mennyiségében €s Osszetételében eltérd vezikula populaciot termelnek. Ezt a vezikula
populaciot aEV-nek (aktivacio hatasara keletkezett EV) nevezték el. Az SEV-khez képest
tobb granulumfehérjét és sejtfelszini receptort tartalmazd aEV-k keépesek voltak a S.
aureus és az E.coli ndvekedését gatolni egy opszonizaciotol fliggetlen aggregacio
képzésen keresztil (7. abra) [12, 120]. Kimutattak, hogy ehhez az aggregacio képzéshez
glukozra, ép vezikulaszerkezetre és aktinvazra, valamint PI3K-ra van sziikség [12].
Munkacsoportunk azt is kimutatta, hogy az antibakterialis hatasban nem jatszik szerepet
a vezikularis ROS képzodés [121]. A masik felfedezésiik, hogy a neutrofil apoptozis soran
keletkezett apoEV-k, béar hasonld osszetételiiek, mint az aEV-k nem rendelkeznek
antibakterialis hatassal [121]. Mivel az aEV termelést opszonizalt részecske valtja ki, ami

végiil fagocita receptorokon keresztiil fagocitdzisra keriilhet, felvetodik a kérdés, hogy az
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egyes fagocita receptorokon keresztili aktivacio és maga a fagocitdzis folyamata miként
befolyasolja az aEV termelést.

Qgﬂonlzdlt E. coli

= ("

A baktérium-
novekedés
csokkenése

7. abra: Az opszonizalt baktérium stimulusra keletkezett neutrofil eredetii aEV-k

antibakterialis hatasa (forrés: [119] a szerzé altal modositva).
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4. Célkitiizés

Ertekezésem alapjaul szolgalé munkam soran alapvetéen az opszonizalt részecske
hatasara képzO6dd neutrofil eredetli aktivacid hatasara keletkezdantibakterialis EV-k
(aEV) termelése és az opszonizalt részecske fagocitdzisa kozotti kapcsolatot vizsgaltam.
Kisérleteimet human neutrofil granulocita eredeti EV-k mellett a nemzetkozi
szakirodalomban még nem vizsgalt egér neutrofil eredetli EV-kkel végeztem. Munkéam
ujdonsaganak az egér neutrofil eredetti EV-k részletes jellemzése mellett, a kiilonboz6
receptor aktivaciokra keletkezett human neutrofil eredetii EV-k és az egyes fagocita
receptorokra génhianyos egér neutrofil eredeti EV-k termelésének Osszehasonlitasa
tekinthetd. A kovetkezo kérdésekre kerestem a valaszt:

1. Mely fagocita receptorok jatszanak szerepet az opszonizalt részecske kivaltotta
neutrofil granulocita eredeti aEV termelésben ¢és ezen részecskék
fagocitozisaban?

2. Miként befolyasoljak a kiilonb6z6 receptorokbol kiinduld stimulusok a neutrofil
eredetli EV-k mennyiségi és minéségi 6sszetételét.

3. Sziikségesek-e a tirozin kindzok az opszonizalt részecske kivaltotta neutrofil

granulocita eredetii EV-k biogeneziséhez?
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5. Modszerek
5.1. Humén neutrofil granulocita izolalas és EV termeltetés

Méréseinkhez egészséges felnott véradok periférias vérébdl izolaltuk a neutrofil
granulocitdkat a Budapest Févaros Kormanyhivatal Népegészségiigyi Szakigazgatasi
Szervezete altal kibocsajtott engedely szerint (BPR/021/01563-2/2015). A neutrofileket
a vérbdl dextranon tortént Ulepités utan Ficoll-gradiens alapu centrifugalassal izolaltuk
(1000g, 20 perc, 22°C). Az egész izolalasi folyamatot steril fulkében, steril,
pirogénmentes oldatokkal és pipettahegyekkel végeztik. A készitményekben a
neutrofilek aranya altalaban tébb mint 95% (May-Griinwald festés utani mikroszkopos
vizsgalat alapjan). A szennyez6 sejtek koziil az eozonofilek aranya jellemzéen 1% alatt
volt. A neutrofileket az EV termeltetés soran (107 sejt /ml HBSS) 30 percig 37°C-on
inkubaltuk az aktivatorral linearis razéban 80 rpm/perc mellett. Az aktivaciot kovetden a
sejtes elemeket lelilepitettik (500g, 5 percig, 4°C, Hermle Z216MK 45° fix allasu rotor).
Az 1 ml centrifugalt szuszpenzid felsé 500 pl-ét leszivtuk és atsziirtiik egy 5 pm porus
méretll steril szlirdn (Sterile Millex Filter Unit, Millipore, Billerica, MA, USA). A
filtratumot leulepitettiik (15 700g, 10 perc, 4 °C, Hermle Z216MK 45° fix &llasu rotor),
majd az iledéket az eredeti térfogatanak megfelel6 HBSS-ben dvatosan
felszuszpendaltuk. A jelzett esetekben a neutrofileket 200 nM-os végkoncentracidban
elékezeltiik dasatinibbel 10 percig szobahdmérsékleten. A dasatinibbel kezelt mintakban
a végs6 DMSO tartalom 0,002%-ndl kisebb volt, akar csak a kontroll gatlészert nem
tartalmazd mintdk esetében. A desztillalt vizben felvett EV mintak fehérjetartalmat
Bradford mddszerrel hataroztuk meg ismert koncentracioji BSA (Sigma) oldatokat

hasznalva kontrollként.
5.2. Transzgénikus egéertorzsek

Az altalunk hasznélt transzgénikus egértdrzseket Prof. Mocsai Attila bocsajtotta a
rendelkezésiinkre. Az FcRy génhianyos egerek (Fcerlg™RaVmIRav toyabbiakban csak
FcRy’) a Taconic-t6l szarmaznak. A teljes CD18 fehérjére génhianyos egértorzs
(Itgb2tm2Baytm2Bay tayahbiakban csak CD1877) A. Beaudat-tél szarmazik (Baylor College
of Medicine, Houston, TX) [122]. A CD11b hianyos egértérzset a (Itgam™MydtmiMyd
tovabbiakban csak CD11b™") a Jackson Laboratory-tdl vasaroltuk. Az dsszes altalunk

hasznélt egértdrzset legalabb 6 generacion keresztil kereszteztik hattér C57BL/6
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egerekkel. A transzgénikus allatokat 11-20 hetes koruk kozott hasznaltuk fel a
kisérleteinkhez korban ¢és nemben megfeleld vad tipust kontroll mellett. Az allatok
genotipusat allél-specifikus PCR-ral ellenérizte a Mdcsai labor munkatéarsa Simon Edina.
A vad tipusu kontrol C57BL/6 egerek Charles River-t6l, vagy az Orszdgos Onkoldgiai
Intézetbdl szadrmaznak. Az egereket steril szell6z6 rendszerrel ellatott ketrecekben
(Tecniplast, Buguggiate, Italy) tartottuk SPF korilmények kozott. Az dsszes altalunk
elvégzett allatkisérlet megfelel a Nemzeti Allatvédelmi Hatosag Etikai engedélyében
lefektetett kivanalmaknak.

5.3. Egeér neutrofil granulocita izolalas és EV termeltetés

Cervikalis diszlokacioval ledlt egerek tibiait, femurjait és humerusait kipreparaltuk.
A csontok megnyitdsa utdn a csontveldt kimostuk. A csontveldbdl hipotonias lizist
kovetéen Percoll-gradiens alapl centrifugélassal (62.5% v/v, 700 g, 40 min, 22°C)
izolaltuk a neutrofileket steril, endotoxin mentes oldatok hasznalata mellett [36]. A
sejteket szobahomérsékleten Ca®* és Mg?*-mentes médiumban tartottuk a Kisérlet
kezdetéig (kevesebb, mint 30 perc). Az egér neutrofileket az EV termeltetés soran
(altalaban 107 sejt /ml HBSS pH:7,4, HEPES 20mM) 30 percig 37°C-on inkubaltuk az
aktivatorral linearis rdazoban (80 rpm/perc). Az inkubdciot kovetéen a sejteket
lelilepitettiik (1000g, 5 perc, 4°C) és a felsé 800 pl-nyi felliluszot leszivtuk és atsziirtik
egy 5 um porus méretii steril sziir6n. Az atsziirt feltluszét lellepitettik (30 000g,
Beckmann JA-17 fixed 25° angle rotor, 30 min, 4°C) majd HBSS-sel az eredeti

térfogataban Gvatosan felszuszpendaltuk.
5.4. Opszonizacio

Az 1 ml zimozan oldatot (5 mg/ImL HBSS) 500 ul kevert human, vagy eger
szérummal opszonizaltuk 30 percig 37°C-on. A komplement-hianyos opszonizacional az
500 pl human szérumot 20 mM végkoncentracioban EDTA-val kezeltik el6. Az
opszonizaciot kovetéen a zimozant lellepitettiik (5000g, 5 perc, 4°C) és kétszer mostuk
HBSS-ben, hogy minimalizaljuk a szérumszennyezest. A 800 ul GFP-t stabilan
expresszald6 USA300 baktérium szuszpenzidt (ODego=1.0) 200 pl szérummal, vagy
EDTA-val el6kezelt human szérummal opszonizaltuk 30 percig 37°C. Az opszonizaciot
kovetden a baktériumokat letilepitettiik (50009, 5 perc, 4°C) majd HBSS-ben kétszer

mostuk.
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5.5. Neutrofil granulocitak aktivacioja felszineken

A human neutrofileket hatlyukt, kordbban 150 pg/mL human fibrinogénnel (EMD
Biosciences), vagy 10% FBS-sel (BiowestBiocenter) el6kezelt szovettenyésztd
petricsészéken 60 percig 37°C-on inkubaltuk. A jelzett esetekben a neutrofileket 20 ng/ml
végkoncentracioban el6kezeltiik TNFa-val (PeproTech) [45]. Az immunkomplex felszin
keszitése soran a hatlyuku petricsészéket poli-I-lizinnel kezeltik el6 egy éjszakan
keresztul. A poli-I-lizinnel elokezelt felszineket laktoferinnel (20pg/mL; Sigma-Aldrich),
majd poliklonalis anti-laktoferrin 1gG-vel kezeltik (1:400 higitasban; Sigma-
Aldrich)[24]. Az immobilizalt immunkomplex felszinen a human neutrofileket 60 percen
keresztil inkubaltuk 37°C-on. A felszinek, valamint a sejtek elékezelésének
hatékonysagat az EV termeléssel parhozamosan végzett citokdm-C redukcion alapul6

ROS termeléssel ellendriztiik.
5.6. EV-k vizsgalata &ramlési citométerrel

A human EV mintakat RPE-kapcsolt monoklonalis anti-CD11b (2ug/mL, Dako,
Glostrup), FITC-kapcsolt monoklonalis anti-CD18 antitestekkel (1ug/mL, Dako), vagy
FITC-kapcsolt AnnexinV-tel (BD Biosciences) jel6ltiik 20 percig 37°C-on, majd HBSS-
ben mostuk. Az egér EV mintakat RPE-kapcsolt monoklonélis anti-CD11b (1pug/ml, BD
Biosciences), RPE-kapcsolt monoklonélis anti-CD18 (1ug/ml, BD Biosciences
biosciences), PerCP-CY-5.5-kapcsolt monoklonalis anti-Ly6g antitestekkel (1pg/mL, BD
biosciences), vagy FITC-kapcsolt AnnexinV-tel (BD Biosciences) festettilk 20 percig
37°C-on, majd tobbszér mostuk HBSS-ben. Az izotipus kontroll antitesteknek mindig az
adott gyartdé kontroll antitestjeit hasznaltuk. Az AnnexinV festés ellenérzése 20 mM
EDTA-t tartalmazo hattér oldatban tortént. A kisérleteink sordn Becton Dickinson
FACSCalibur aramlasi citométert hasznaltunk. A mérés menetét és a beallitott kapuzast
a 8. abran foglaltam Ossze. A hattér zaj kiszliréséhez HBSS oldatot hasznaltunk, igy
hataroztuk meg a detektalasi tartomanyunk also szintjét (10/A abra). Kovetkez6 1épésben
ismert méretli fluoreszcens gyongyok (3.8 um SPHERO Rainbow Alignment Particles,
Spherotech Inc., USA) segitségével meghataroztuk a detektalési tartomanyunk fels6
mérethatarat (8/B abra). Az altalunk hasznalt citométer detektalasi kiiszobe a kisméretii
fluoreszcens esemenyek esetében kb. 300 nm [109]. Az EV minta lemérése (8/C abra)

utan kapott eseményszambol levonva az izotipus kontroll esemenyek (8/D abra) és a 0,1%
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TritonX 100 inszenzitiv (8/E abra) események szamat kaptuk meg a végsé EV szamot.
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8. abra: Aramléasi citométeres méréseink kapuzasa.

A tdmegdetektalas elkeriilése érdekében tgyeltiink arra, hogy a mintainkban mért
eseményszam ne lépje tal 1000 esemény/s értéket. A mintainkbdl detektalt események
linearitasat ugy ellendriztiik, hogy minden mintdbol legalabb két higitast mértiink le
[121]. A kapott adatokat a Flowing 2.5 szoftverrel (Turku Centre for Biotechnology,
Finland) értékeltik ki.

5.7. Fagocitozis vizsgalata

Neutrofileket (108 PMN/1 ml HBSS) 30 percen keresztiil 37°C inkubaltuk a GFT-t
stabilan  expresszal6 USA300 bakteriumokkal linearis razds mellett. A
neutrofil/baktérium arany altalaban 1:10, vagy 1:100 volt. A kinetikai mérések soran 5
percenként vettiink mintat a neutrofil baktérium keverékbdl. Jég hideg médiumban tortént
(PBS+20mM EDTA) higitést kovetéen aramlasi citométerrel vizsgaltuk a neutrofil
granulocitdk fluoreszcenciajanak a valtozasat. Az aramlasi citométeres méréseink

linearitasanak ellendrzése érdekében legalabb két higitast mértiink le. A méréseink soran
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a GFP pozitiv, illetve negativ neutrofilek szamolasaval fagocitozis szazalékot hataroztunk
meg. Annak igazolasara, hogy valoban fagocitdzis és nem csak sejtfelszini tapadas tortént
a kisérleti elrendezésiinkben mélységi Z-irdnyd mikroszkopos kontroll felvételeket
készitettink. A mintakat 5x-0s higitast kovetéen (PBS+20mM EDTA) targylemezre
csOppentettik, majd 20 percig Ulepitettik. A sejteket 4% paraformaldehiddel tortént
fixalas es anti-CD11b-vel tortént festést kovetéen Zeiss LSM710 konfokalis lézer
mikroszkdppal (40x/1.3 és 63 x/1.3 olaj immerzids objektiv) vizsgaltuk. A képeket az
LSM Image Browser (Zeiss, Németorszag) programmal értékelttk Ki.

5.8. Dinamikus fényszorasmérés

A dinamikus fényszorasmérések szobahémérsékleten ALV goniométer és
MellesGriot diodalézer (hullamhossz: 457,5 nm, teljesitmény:150mW) segitsegével
késziltek nagy tisztasagl HBSS-ben. A kiértékeld program a szortfény intenzitasanak
autokorrelacios kiértékelésén keresztlll kovetkeztet a detektalt esemenyek sugarara. A
dinamikus fényszorasi teszteket a Semmelweis Egyetem Biofizikai és Sugarbioldgiai
Intézetében végeztiik Dr. Veres S. Daniel segitségével. O végezte a mérokésziilék
beallitasat és a tényleges adatgyiijtést. Munkacsoportunk a mintak el6készitését és a

kapott méretmegoszlasi adatok kiertékelését végezte.
5.9. Elektronmikroszképos felvételek készitése

Az EV prepardlast a kordbbiakban leirtak szerint végeztiik. Az EV-ket tartalmazé
Uledéket 4%-os paraformaldehid oldattal fixaltuk szobahémérsékleten 60 percen
keresztul, majd PBS-sel tértént 6blités utan 1%-o0s ozmium-tetroxiddal (OsO4) 20 percen
keresztll utofixaltuk. Desztillalt vizzel tortént Oblités utdn az iiledéket novekvd
koncentracidju etanol oldatokkal dehidrataltuk, és festettiik (50 % etanolban oldott 1%
uranyl-acetattal) 30 percig, majd végul bedgyaztuk Taab 812-be (Taab; Aldermaston,
UK). A polimerizaciot kovetéen (60°C, 12 o6ra), 50-60 nm vastagsagu ultravékony
szeleteket vagtunk Leica UCT ultramikrotom segitségével (Leica Microsystems, UK). A
kapott szeleteket Hitachi 7100 transzmisszios elektronmikroszkoppal (Hitachi Ltd.,
Japan) vizsgaltuk. Az elektronmikroszkdpos képek Veleta 2k x 2k MegaPixel TEM CCD
kameraval készlltek (Olympus). A képek kontraszt/fényesség beéllitdsai az Adobe
Photoshop CS4 (Adobe Photoshop Incorporation, CA, USA) programmal tortéent. A

képek kiértékeléset két ember végezte egymastol fuggetlenil az Imagel program
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segitségével [123]. Az adatok mintanként 400 EV atlagabol szarmaztak, az atlag atmérot
a mért teriiletbdl szamoltuk ki. A vizsgalatot az utofixalastol Dr. Kittel Agnes és
munkatarsai végezték a Magyar Tudoményos Akadémia Kisérleti Orvostudomanyi
Kutatéintézetében. Laborunkban a mintak elékészitése, fixaldsa és a kapott &brak

utolagos értékelése zajlott.
5.10. Proteomika

A tdbmegspektroszkopia alapu proteomikai kisérleteinkhez a mintak 3 kiilénb6z6
donor EV Uledékének a keverékéb6l szarmaztak. A mintak fehérje koncentracidjat
Bradford médszerrel hataroztuk meg. A fehérjéket tobbszor ismételt fagyasztas/olvasztas
ciklust kovetéen nyertiik ki [124], ezt kovetéen emésztettiik Trypsin/LysC protedz
keverékkel (Promega, Madison, WI) 1:100 aranyban 60 percig, majd tripszin hozzaadasat
kovetéen 1:10 aranyban tovabb emésztettiik 2 6ran keresztil 37 °C-on. A keletkez6
peptideket Pierce™ C18 forg0 oszlopokkal dehidraltuk, majd CaptiveSpraynanoBooster
ionizalo forrassal felszerelt, Dionex pltimate 3000 RSLCnano rendszerhez kapcsolt
(Thermo  Fisher  Scientific, Waltham, MA) VBruker Maxis Il Q-TOF
tdmegspektrométerrel vizsgaltuk. A fehérjék megkotésére PepMapl00 C18 (Thermo
Fisher Scientific, Waltham, MA) anyagot tartalmazd 100 um bels6é a&tmérdjii Nano Trap
oszlopokat alkalmaztunk. A peptidek elkulonitését Acquity M-Class BEH130 C18
analitikai oszlopok (1,7 um, 75 pum x 250 mm Waters, Milford, MA) hasznalataval értiik
el ellcios gradiens alkalmazasa mellett (4-50% eluent B,120 perc). Az adatokat Compass
Data Analysis programmal Ujra szamoltuk (Bruker Daltonics, Bremen, Germany), majd
ProteinScape 3.0 programmal (Bruker Daltonik GmbH, Bremen, Germany) feldolgoztuk.
A fehérjék azonositasara a Mascot search engine version 2.5 programot hasznaltuk
(Matrix Science, London, UK) a Swissprot adatbazison az aldbbi keresOpaneleket
hasznalva: ,,trypsin enzyme, 7ppm peptide mass tolerance, 0.05Da fragment mass
tolerance, max. 2 missed cleavages”. A karbamidometiléciot fix, a deamidaciot és az
oxidaciot varidbilis modosulasként vettilk figyelembe. Csak azokat a fehérjéket
valogattuk be, aminek legalabb két ismert, egyedi peptidjét meghataroztuk. A detektalt
fehérjék azonositdsa a FunRich program vesiculopédia altal alatamasztott adatbazisa
segitségével tortént. Az adatok szamszerisitéséhez a MaxQuant program 1.5.3.30
verziojat hasznéltuk. A vizsgalatokat a fehérjék emésztésétél Dr. Turiak Lilla és

munkatarsai végezték a Magyar Tudomanyos Akadémia Termeészettudomanyos
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Kutatokozpontjdban. Laborunkban a mintdk elkészitése és a kapott eredmények

kiértékelése tortént.
5.11. Hashartyagyulladas modell

Vad tipust és CD117 egerek hasiiregét PBS-ben higitott zimozan oldattal (0,2
ug/mL) injektaltuk. Két ora elteltével ledltiik az allatokat és a hasiregiket dvatos
megnyitast kovetéen 5 ml jég hideg, EDTA-t (2 mM) tartalmazd PBS oldattal &tmostuk.
A hasuregi EV-ket a korabbiakban leirt protokoll szerint izolaltuk. A hasuregi sejteket
FSC-SSC szerinti eloszlasuk, valamint anti-Ly6g jel6l6désiik alapjan szamszeriisitettiik
aramlasi citométerben. Az EV-ket a kordbbiakban leirt protokoll szerint

szamszerusitettik aramlasi citométerben.
5.12. Western blot

A kiilonb6z6 EV mintainkat 4x-es Laemmli-puffer (252 mM Tris-HCI, 40 %
glicerol, 8 % natrium-dodecil-szulfat (SDS), 0,04 % bromfenolkék, 4% merkaptoetanol,
pH 6,8) hozzaadasaval 8 percig 100 °C-on inkubaltuk. A fehérjéket 10, valamit 12%-0s
SDS-poliakrilamid gélen (150 V) valasztottuk szét. A gélen 1évé fehérjéinket
nitrocellul6z membranra blottoltuk (100 V, 90 perc). Ezt kdvetéen a membrant 1 6ran
keresztul 5% tejport, vagy 5% human albumint és 0,1% Tween 20-at tartalmazé PBS
oldattal blokkoltuk. A blokkolt membranokat anti-p-aktin monoklonalis ellenanyaggal
(Sigma-Aldrich) (1:10000 higitasban), anti-laktoferrin poliklonalis ellenanyaggal
(Sigma) (1:1000 higitasban), vagy anti-mieloperoxidaz monoklonalis antitesttel (Cell
Signaling Technologies, Leiden, The Netherlands) (1:500 higitasban) inkubaltuk. A
hasznalt antitesteket 5% tejport, vagy 5% albumint és 0,1% Tween 20-at tartalmaz6 PBS
oldatban higitottuk. Az elsd antitesttel tortént inkubaciot kovetden a membranokat 3-szor
10 percig mostuk 0,1% Tween 20-at tartalmazé PBS-sel, majd 40 percig inkubaltuk a
masodik antitesttel. Masodik antitestnek tormaperoxidazzal konjugalt anti-egér 1gG-t (GE
Healthcare), vagy anti-nyul 1gG-t (GE Healthcare) hasznaltunk 5000-szeres higitasban.
Az Ujabb haromszori mosast kovetden a membrant az ECL (enhanced
chemiluminescence) metddus szerint FUJI medical Super RX filmen hivtuk eld. Az
enzim reakcio soran keletkezett kemolumineszcens jeleket a rontgen filmen detektaltuk.
A detektalt jelek denzitometrias kiértékelését ImageJ (1.4 verzid, National Institutes of

Health, F) programmal végeztiik.
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5.13. Statisztikai analizis

A kisérletek elemszamat az abra alirasokban tiintettem fel. Az adatok statisztikai
elemzéséhez egymintas t-probat, kétmintas t-probat vagy Anova prébat hasznaltunk. A
szignifikancia hatarat minden esetben a p<0,05 értéknél hiztuk meg. A statisztikai

analiziseket a GraphPadPrism programmal végeztiik (GraphPad, USA, San Diego).

36



DOI:10.14753/SE.2021.2490

6. Eredmények

6.1. Huméan neutrofil fagocita receptorok aEV termelésben betdltétt szerepének

vizsgalata

A human neutrofilekbdl keletkezd EV-okat két kiillonb6z6 moddszerrel vizsgaltuk.
Aramlasi citométerrel a vezikulaszamot, Bradford modszerrel a vezikula populéciok
fehérjetartalméat hataroztuk meg. Munkacsoportunk korabbi kisérleteivel 6sszhangban a
teljes human szérummal opszonizalt részecskékkel tortént stimulacio hatdsara jelentésen
emelkedett a human neutrofilek &ltal leadott EV-k (aEV) mennyisége és fehérjetartalma
a stimulalatlan neutrofilekb6l szarmazo spontan képz6dé EV-khez képest (SEV) (9. abra)
[12]. Jelen Kisérleteink soran zimozant hasznaltunk aktivalé agensként. A zimozan-A a
Saccharomyces cerevisiae ¢élesztd gomba sejtfalabol szarmazo fehérje-szénhidrat
komplex, amire azért esett a valasztasunk a baktérium ellenében, mert a jellemz6en 1 um-

nél nagyobb zimozan részecskéket meretiik alapjan kdnnyen el tudtuk kildniteni az EV-
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9. abra: A komplement receptor aktivacié fokozza a human neutrofilek aEV termelését.
A neutrofilek EV termelését aramlasi citométerrel (A), valamint Bradford fehérjemennyiség
meghatarozassal vizsgaltuk (B) nem opszonizélt (zEV), komplementhianyos szérummal
opszonizalt (atzeV), valamint teljes szérummal opszonizalt zimozannal tortént aktivaciot
kovetéen. A diagramokon huszonkett6 (A), illetve huszonhat (B) fliggetlen kisérlet atlagat
és hibajat (+S.E.M.) tiintettem fel (*:p<0,05; ANOVA préba).

Mivel elsédleges kérdésiink a neutrofilek fagocitdzisa és a teljes szerummal

opszonizalt részecske altal kivaltott aEV-k termel6désének kapcsolata volt, ezért a
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neutrofilek fagocita funkcidjadban dontd jelentoségii receptorok (Fc receptorok,
komplement receptorok, PRR-ek) szerepét feltételeztiik és vizsgaltuk az aEV-k
termeléseben is. A komplement receptorok szerepét komplementmentes opszonizalt
zimozannal vizsgaltuk. Ha a zimozant Ca®* és Mg?* jelenléte nélkiil opszonizaljuk, akkor
a kiilonb6zo opszonizacioért felelés komplement fragmentek nem tudnak a zimozan
felszinére kotddni, igy csak antitesteken keresztll opszonizalddik a zimozan [125]. Az
EDTA-val kezelt szérummal opszonizalt zimozan csak az Fc receptorokon, valamint a
PRR-eken keresztil képes aktivalni a neutrofileket. A PRR-ek szerepét az EV
képzddésben Ugy vizsgaltuk, hogy a neutrofileket opszonizilatlan zimozannal
stimulaltuk. A stimulalatlan neutrofilekbdl képz6d6 sEV-khez képest az opszonizélatlan
zimozannal tortént aktivalas szignifikdnsan megnovelte a képz6d6 EV-k (zEV)
mennyiségét és fehérjetartalmat (9. &bra). A komplementmentes, antitesttel opszonizalt
zimozannal tortént aktivalas nem emelte az EV (atzEV) szamot és csak kismértékben
emelte a vezikulak fehérjetartalmat a zEV-khez és az sEV-khez képest (9. abra). A teljes
szérummal opszonizalt zimozan hatasara képz6d6 aEV-k szama és fehérjetartalma a zEV-
khez és az atzEV-khez képest is szignifikans mértékben ndvekedett.

méretszerinti eloszlasat az elektronmikroszkopos képek kiéertékelésével, valamint
dinamikus fényszorasméréssel (DLS) vizsgaltuk (10. &bra). Az elektronmikroszkopos
képeinken membrannal hatarolt ép struktirdkat talaltunk. A kiilonboz6é stimulusra
keletkezé EV mintakban 1év6 vezikulak heterogén morfoldgiai és elektrondenzitasbeli
eloszlast mutattak (10/A-E abra). A 10/E abran a széles spektrumd tirozin kinaz gatlo
dasatinibbel kezelt neutrofilek altal termelt aEV-k elektonmikroszkdopos képe latszodik.
A dasatinib aEV termelésben bet6ltott szerepét 6.7. fejezetben részletezem. Az
elektronmikroszk6pos mintainkban, 400 darab intakt vezikula Imagel-vel mért
tertiletéb6l szamolt atlagos atmérdjilkk alapjan dontéen kozepes mérettartomanyd
vezikulakat talaltunk. Az egyes vezikula populaciok mérete kozott nem volt jelentds
kilénbség (10/ F abra). A DLS-sel két f6 populaciot detektaltunk: egy 100 nm-est és egy
200-700 nm kozotti atmérével rendelkezét. Ez utdbbi populéaciod esik bele az altalunk
hasznélt &ramlasi citométer detektalasi tartomanyaba, igy csak ezen populécio keriilhetett
szamszerlsitésre a citométeres mérésekben (a Bradford fehérjemennyiség

meghatarozassal a teljes populacio kvantifikéalasra keriil, azonban ott a mintdkban 1évé
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nem-vezikularis strukturak is befolyasoljak az eredményt). A mintainkban a DLS-sel
detektalt kbzepes mérettartomanyba esé vezikula populaciét a 0,1 %-os Triton detergens
kontroll alkalmazasa jelentésen csokkentette €s a kisebb mérettartomany felé tolta, ami
ezen populaci6é vezikula természetének egyértelmii bizonyitéka (10/ G abra). Minden
mintankban megfigyelhet6 volt a 100 nm-es és a 200-700 nm-es populacié detergens

érzékenysége. A 10/G abran csak az aEV minta detergens érzékenységét tiintettem fel.

& . | / . ' L
O ®on ‘ . -"ﬁ\ VO g W (0 T
= . % \ M)
S . ] 5 f ~
[ P e o o Ny 'g‘ .
~ ,l‘) 3 1 y ) : ﬁ‘ ’ b d ‘
P » C ¥\ o at - ‘K./ 4 -
L@ (ot NG ‘S‘ s, S / )
@i Ol S : ! ¢ ’
. w’ “ 1 e T i E 3 1 Va
P ' 2O B W | o (Y] d P | J ‘
sev ZEV atzev aeEv
E F G
__35 4 — SEV
500 nm ¢ é H sEV _— aEV
) : @ 30 1 il = aEV+ 0,1% TritonX
‘ & © M zZEV o=
\ ~ 25 w
@ 4 ] o003
o ~ @ 20 4 i atzEV 2
; 0 3 5
‘ 74 : ‘\ 3 15 - H aEV Eo,oz
s < R0+ £
» ,) v i dasa aEV o 0,01 - ;
Yo Yk : o 4 :
R 2 o i
dasa aEV 100 200 300 400 500 600 700 800 900 1000 1 10 100 1000
atméré (nm) sugar (nm)

10. &bra: Humén neutrofil EV-k jellemzése elektronmikroszkdpiaval és dinamikus
fényszoradsméréssel. Reprezentativ elektronmikroszkopos képek a kiilonboz6 EV
populéciokrol (A-E), harom fiiggetlen kisérletb6l. Reprezentativ elektronmikroszkdpos
kisérletiinkbdl szdrmazd EV populaciok méretszerinti eloszlasa. A feltiintetett értékek 400
db EV atméréjének atlagat jelentik (F). Az sEV és az aEV mintaink méretszerinti eloszlasa
DLS-sel. A pontozott vonallal a 0,1% Tritonnal kezelt aEV populaciét tintettem fel. Az 1000
nm-nél nagyobb eseményeket a zimozan szennyezés okozta (G).

6.2. A fagocita receptorokat szelektiven ingerlé felszinek hatasa az aEV termelésre
A komplement receptorok koziil az integrin szerkezetli komplement receptorok,
kulonos tekintettel a neutrofileken nagy mennyiségben kifejez6d6 CR3 (MAC-1) szerepét
valoszintsitettiik az EV termelés fokozdsaban. A bevezetésben emlitettem, hogy az
integrin szerkezetti komplement receptoroknak szamos ligandja ismert, tobbek kozott a

fibrinogen is ide tartozik [5, 7]. Az integrin szerkezeti komplement receptoroknak a
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neutrofil funkcidkban betoltott szerepének vizsgalatara alkalmas a fibrinogén felszinen
keresztuli aktivalas [45]. Az integrin szerkezetii komplement receptorok neutrofil EV
termelést fokozd hatdsdnak megerdsitése miatt fibrinogén felszinen aktivaltuk a
neutrofileket egy 6ran Kkeresztil. Fibrinogén felszinen jelentés vezikula termelés
novekedést akkor ertiink el, ha a neutrofileket TNFa-val elokezeltiik. A TNFa hatasara a
bevezetésben részletezett moédon fokozodik a CR3 kifejezddése a neutrofil felszinén és
fokozodik a B2 integrinek affinitasa is [24]. Kisérleteink soran azt tapasztaltuk, hogy a
TNFa-val elékezelt neutrofilek fibrinogén felszinen szignifikdnsan tobb EV-t termelnek,

mint a kontroll FBS felszinen (11. abra).
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11. abra: Letapadt neutrofilek EV termelésének vizsgalata aramlasi citométerrel. A
fibrinogén felszinen tortént aktivalas el6tt a neutrofileket TNFa-val kezeltik eld. A
felszineken termelddott EV-k mennyiségét a szuszpenzidban termelddott EV populacidhoz
hasonlitottuk. Az integrin szerkezetli komplement receptorok szerepét fibrinogén felszinen
vizsgaltuk FBS kontroll felszinhez képest. Az Fc receptorok szerepét laktoferrin
immunkomplex felszinen vizsgaltuk antitestet nem tartalmazo kontroll felszinhez képest. A
diagramon nyolc fliggetlen kisérlet atlagat és hibajat (+S.E.M.) tuntettem fel (*:p<0,05;
kétmintas t-proba).

Az Fc receptorok EV termelésben bet6ltott szerepét laktoferrin immunkomplex
felszini aktivalassal vizsgaltuk. Az antitestet tartalmazo immunkomplex felszin nem

okozott szignifikans EV emelkedést a kontroll, antitestet nem tartalmazo laktoferrin
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felszinhez képest (11. abra). A felszineken végzett kisérleteink soran a felszint boritd
fehérjék szennyezése miatt a vezikuldk fehérjetartalmat nem vizsgaltuk. A fibrinogén és
az immunkomplex felszin hatékonysagat citokrom C redukcion alapuld szuperoxid
termelés vizsgélataval kontrollaltuk. A feltiintetett események, olyan méréseket

tartamaznak, amelyek soran a vizsgalt felszin jelent6s szuperoxid termelést valtott ki
6.3. Humén neutrofilek fagocitozisanak vizsgalata

Az EV termeléssel parhuzamosan a neutrofilek fagocitozisat vizsgaltuk a
bemutatott 3 kiilonb6z6 mddon opszonizalt GFP-t folyamatosan expresszal6 USA300
baktériummal (12. &bra). Harminc perces baktérium-neutrofil koinkubaciot kovetéen a
nem opszonizalt baktériumokat a neutrofilek minimalis mértékben fagocitaltdk (nem
opsz), a komplement hidnyosan, csak antitestekkel opszonizalt baktériumokat a sejtek
30%-a fagocitalta (at opsz), mig a teljes szérummal opszonizélt baktériumokat a sejtek
kdzel 80%-a kebelezte be (atc opsz) (12/A &bra).
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12. 4bra: Human neutrofilek aramlasi citométeres vizsgalata eltéré6 modon opszonizalt
USA300 baktérium fagocitézisat kovetoen. A fluoreszcens S. aureust fagocitalt neutrofilek
szézalékos ardnya 30 perc inkubdaciot kovetden (A). Az neutrofilek fagocitozis kinetikaja
(B).). A diagramokon nyolc fuggetlen kisérlet atlagat és hibajat (+S.E.M.) tintettem fel
(*:p<0,05; ANOVA préba).
A 12. abra B része kinetikai mérést mutat, ahol lathat6, hogy mar 6t perc inkubéaciot
kovetéen a neutrofilek kozel 50%-a fagocitalta a teljes szérummal opszonizalt
baktériumokat. A csak antitesttel opszonizalt baktériumokat viszont a neutrofilek

lenyegesen lassabban fagocitaltdk (12/B abra). Az aramlasi citometrids mérésekkel
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parhuzamosan konfokalis mikroszkopos meréseket is végeztiink. A Z-iranyud, mélységi
felvételek egyértelmiien igazoltdk, hogy az aramlasi citométerben kapott eredmények
valéban fagocitdzisbol szdrmaznak, nem csak sejtfelszini tapadasbdl (13. abra). A
konfokalis mikroszkopos képeinken latszodik, hogy a nem opszonizélt baktériumokat
egy-két neutrofil minimalisan fagocitalta, az antitesttel opszonizalt baktériumokat a
neutrofilek 30-40 %-a joval nagyobb mértekben, mig a teljes szérummal opszonizalt
baktériumokat a neutrofilek 80-90% nagy mennyiségben fagocitalta (13. &bra). Igy a
konfokalis mikroszkdppal keszilt felvételek dsszhangban vannak az aramlési citometrids

eredményeinkkel.

nem opsz at opsz atc opsz atc opsz

13. abra: Human neutrofilek konfokalis mikroszképos vizsgalata eltéré médon
opszonizalt USA300 baktérium fagocitozisat kovetéen. Reprezentativ konfokalis
mikroszkopos felvételek az eltér6 modon opszonizalt S. aureust (z6ld) fagocitalt
fluoreszcensen jelolt neutrofilekrdl (piros).

6.4. Egér neutrofilek EV termelésének vizsgalata

A humaén adatok Kkiértékelése utan az EV képz6désében résztvevd fagocita
receptorok szerepét egér modellben vizsgaltuk tovabb. A nemzetkézi irodalomban nem
talaltunk adatokat az egér neutrofilekbdl szarmazo EV képzddésre, ezért torekedtiink ezen
Uj EV populacid részletes jellemzésére. Az egér neutrofil EV-k vizsgalata azért volt
fontos szamunkra, mert a transzgénikus egér neutrofilek EV termelését késobb szerettiik
volna dsszehasonlitani az egyes receptor aktivaciokbdl szarmazo human neutrofilek EV
termelésével. Az egér neutrofilek izolalasat csontvel6bdl végeztik a nemzetkdzi
gyakorlatnak megfeleléen, mivel a kisérleteinkhez kelld mennyiségli periférids vér
eredetli neutrofil nyeréséhez indokolatlanul sok allatot kellett volna ledlniink. Az egér
neutrofilekb6l szarmazé EV-Kk mennyiségét csak aramlasi citometridval tudtuk
vizsgaltuk, mivel a csontvel6i neutrofilekbél szarmazé EV-k fehérjetartalma sokkal

kisebb volt, mint a human mintdinké. Ahhoz, hogy az egér EV mintéink fehérjetartalma

42



DOI:10.14753/SE.2021.2490

Bradford modszer mérési tartomanyaba essen egy minta nyeréséhez 3-4 allatot is le kellett
volna 6Iniink. Az aramlasi citométerrel detektalt egér EV-k a human EV-khez hasonléan
ugynevezett ,.kiils6 oldal kiviil” tipusu vezikulak, tehat neutrofil sejtfelszini markereket

hordoznak a felszinikon.
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14, abra: Az egér neutrofil eredetii EV-k aramlési citometrias vizsgélata (A-D).
Fluoreszcensen jel6lt (AnnexinV-FITC (A), Ly6G-Cy5.5 (B), CD18-PE (C), CD11b-PE
(D) EV-kr6l késziilt reprezentativ hisztogramok (piros vonal), harom fiiggetlen
mérésiinkbdl. A jelolést izotipust antitestekkel, az annexinV esetében 20mM EDTA

hasznalataval kontrollaltuk (fekete vonal).
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15. abra: Egér neutrofil granulocitak EV
termelésének aramlasi citometeres vizsgalata
opszonizalatlan zimozannal (zEV), valamint
opszonizalt zimozéannal (catzEV) tortént
aktivaciot kovetoen. A diagramon CD11b pozitiv,
detergens erzékeny eseményeket abrézoltam. A
diagramon huszonkét fliggetlen kisérlet atlagat és
hibajat (+S.E.M.) tlntettem fel (*:p<0,05;
ANOVA préba).
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a human kiserleteinkhez hasonléan Kkivaltottuk a teljes, komplementet, antitesteket
tartalmazd szérummal opszonizalt zimozannal indukalt EV (catzEV), valamint az
opszonizélatlan zimozénnal indukélt EV termelést (zEV) és aramlasi citométerrel
vizsgaltuk ezek meértékét az sEV-hez képest. Az opszonizalatlan zimozan hatasara
képz6dé zEV-k mennyisége nem szignifikans mértékben, azonban a teljes szérummal
opszonizalt zimozannal tortént aktivacio hatasara képz6dé catzEV-k mennyisége
szignifikansan emelkedett a stimulalatlan neutrofilekbdl képz6dé sEV mintahoz képest
(15. &bra).

mikroszkopos képek kiértékelésével, valamint a dinamikus fényszorasméréssel
vizsgaltuk. Mind az sEV és a catzEV mintékrol készilt elektronmikroszképos
felvételeken az egyértelmiien membrannal hatarolt intakt képletek mellett nem vezikula
természetli lipofil képletek is latszodnak, amik feltételezésiink szerint a csontveldi eredeti
extracellularis, vagy sejtes szennyez6désbol szarmaznak (16/A, B &bra). Az sEV és a
catzEV mintaink kozott jelentés méretbeli kiillonbség nem latszédott. Az egér csontvel
eredetii EV-k hasonlo szerkezetiiek, azonban kisebbek, mint a human tarsaik (16/C abra).
Az elektronmikroszkopos mintainkban, 400 darab intakt vezikula Imagel-vel mért
teriiletébdl szamolt atlagos atmérdjiik alapjan 100-700 nm kozé esd vezikula populaciot
talaltunk (16/C abra). A DLS egy 10-15 nm-es az elektronmikroszkopos felvételeken is
latott nem vezikula természetii és egy 100-400 nm-es sugar( populaciét mutatott a
mintainkban (16/D &bra). A kbzepes mérettartomanyba esé, 100-400 nm-es sugart DLS-
ben detektalt populacié esett bele az d&ramlasi citométerlink mérési tartomanyaba, tehat
citométeren ezt a populaciot detektaltunk és kvantifikdltuk. Ezen populacio 0,1%-0s
Triton-X-100 detergens hatasara teljesen eltlint és a kisebb mérettartomany felé tolodott,
ami egyértelmiien bizonyitja a vezikula természetét (16/D abra). A DLS mérések soran
nem talaltunk az egér EV populacidk kozott méret kuldnbséget. Tehat az egér EV-k
dontden a kozepes mérettartomanyba esnek, hasonld szerkezetliek, mint a human téarsaik.
A human EV-khez hasonléan dontéen neutrofil membran komponensek (CD11b, CD18),
valamint foszfatidilszerin talalhatéak a felszinikoén. Valamint a human EV-khez

hasonldan a neutrofil aktivicié nem véltoztatja meg a morfoldgiajukat (16/A, B &bra).
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16. abra: Egér neutrofil EV-k jellemzése elektronmikroszkdppal és dinamikus
fenyszorasmeéréssel. Reprezentativ elektronmikroszkopos képek a kiilonbozé EV
populécidkrél (A-B). Neutrofil EV populéciok méretszerinti eloszlasa harom fuggetlen
elektronmikroszkdpos kisérletliinkbdl (C). Az sEV ¢és az catzEV mintdink méretszerinti
eloszlasa DLS-sel. A pontozott vonallal a 0,1% Tritonnal kezelt aEV populéci6t tiintettem
fel. Az 1000 nm-nél nagyobb eseményeket a zimozan szennyezés okozta (G).
Reprezentativ gorbe harom fiiggetlen kisérletbdl.

6.5. Transzgénikus egér neutrofilek catzEV termelésének és fagocitozisdnak
vizsgalata

A vad tipusu egér neutrofilek jellemzését kovetéen az opszonin receptorokra
hianyos egeértorzsek teljes szérummal opszonizalt zimozan indukalta catzEV termeléset
hasonlitottuk 0ssze a teljes szérummal opszonizélt baktériumokkal szembeni fagocita
aktivitasaval. Elséként a MAC-1 integrin szerepét vizsgaltuk a p-lanc hianyos (CD18™)
és az a-lanc hianyos egerekben (CD11b™). A vad tipusd, a CD18" és a CD11b™
neutrofileket 30 percen keresztll aktivaltuk opszonizalt zimozéannal. Az aktivacio utan
izolalt catzEV szamot az SEV-khez hasonlitottuk. A vad tipusu neutrofilekben 30 perc
inkubaciot kovetd catzEV termelés az sEV termelés kétszeresére nott (17/A,C abra). A
CD18 és a CD11b hianyaban az egeéer neutrofilek catzEV termelése nem mutatott

novekedest az SEV szintjéhez képest (17/A,C abra). Az eredményeinkbdl az is latszodott,
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hogy a CD18” és a CD11b” neutrofilek SEV termelése megegyezett a vad tipust
neutrofilek sEV termelésével (17/A,C 4abra). A teljes szérummal opszonizalt
baktériumokat a CD18” és a CD11b” neutrofilek kizel 80 szazalékkal kisebb aranyban
fagocitaltdk (17/B,D abra).
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17. &bra: A MAC-1 szerepének vizsgalata egér génhianyos neutrofilek catzEV
termelésében, valamint fagocitézisdban. A CD18- és CD11b-hianyos egér
neutrofilek catzEV termelésének aramlasi citometrias vizsgalata teljes szérummal
opszonizalt zimozannal tortént aktivaciot kovetden (A-C-E). Kontrolként a vad tipusd
neutrofilek catzEV termelését tintettem fel. A CD18- es CD11b-hianyos egér
neutrofilek USA baktériumok fagocitdzisanak aramlasi citométeres vizsgalata (B-D-
F). A diagramokon huszonkett6 (A), husz (B), valamint hét (C-D) fliggetlen kiserlet
atlagat és hibajat (+S.E.M.) tuntettem fel (*:p<0,05; ANOVA préba, kétmintas t-
préba).

A MAC-1 mindkét lancara hidnyos egér neutrofilek catzEV termelésének a
vizsgalata utan az FcyR-ok szerepét vizsgaltuk Fc receptor gamma lanc hianyos (FcRy ™)
transzgénikus egértorzsben. Az FcRy ™~ neutrofilek Fc receptor hianyosnak tekinthetdek
egyben, mert az ITAM tartalmazé adapter FcRy lanc hianyaban az FeyR-ok nem tudnak

kifejezédni az egér neutrofilek felszinen [5]. Az FcRy ™/~ neutrofilekben se a SEV, se az

catzEV termelés nem valtozott a vad tipusi neutrofilekhez képest (18/A abra). FcRy ™~

46



DOI:10.14753/SE.2021.2490

neutrofilek fagocitozis szazaléka harmadaval csdkkent a vad tipusu neutrofilekhez képest
(18/B abra).
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18. abra: Az Fc receptorok szerepének vizsgalata egér génhianyos neutrofilek
catzEV termelésében, valamint fagocitozisdban. Az FcRy-hianyos egér neutrofilek
catzEV termelésének &ramlési citometrias vizsgalata teljes szérummal opszonizalt
zimozannal tortént aktivaciot kovetden (A). Kontrolként a vad tipusu neutrofilek catzEV
termelését tintettem fel. A FcRy-hidnyos egér neutrofilek USA baktériumok
fagocitozisanak aramlasi citométeres vizsgalata (B). A diagramokon huszonhat (A),
valamint hét (B) fuggetlen kisérlet atlagat és hibajat (+S.E.M.) tuntettem fel (*:p<0,05;
ANOVA préba, kétmintas t-préba).

6.6. Indukalt peritonitis soran keletkezé EV-k vizsgalata CD11b hidnyos egerekben

Egér peritonitis modellben in vivo kértlmények kozott vizsgaltuk a MAC-1 catzEV
termelésben betoltott szerepét. Ezen Kkisérleteink sordn opszonizalatlan zimozant
hasznaltunk, mert az opszonizalt zimozan tal nagy immunvalaszt valtott ki, ami gyakran
az egerek halaldhoz vezetett, valamint olyan mértékii volt a sejt kiaramlas a hastiregben,
ami az aramlasi citometrias mérésiinket nagyon megnehezitette. Feltételezésiink szerint a
zimozan a hasuregben termeszetes uton opszonizalddik ezért az irodalomban fellelhetd
kisérletes gyakorlatnak megfeleléen opszonizalatlan zimozant injektaltunk a vad tipusu
és a CD11b” egerek hasiiregébe [126], majd két 6ra inkubacié utdn a hasiiregi
mosofolyadékban 1évo sejteket és EV-ket fluoreszcens jel6lést kovetden citométerben
vizsgaltuk.

Vad tipusu egerek hasiiregében 2 6ra inkubaciot kovetden a neutrofilek szdma kozel
meghéaromszorozddott, mig a monocitak és limfocitdk szama nem véltozott (19/A &bra).
Az irodalmi adatokkal megegyezé modon a CD11b” neutrofilek migrécioja fokozott volt

avad tipusu sejtekhez kepest [41]. A vad tipusu mintaikban a kilepett neutrofil szam kozel

47



DOI:10.14753/SE.2021.2490

50%-kal kisebb volt, mint a CD11b” mintaikban (19/B abra). Az intakt neutrofilekkel
ellentétben az AnnexinV és a CD18 pozitiv catzEV-k szama nem novekedett a CD11b™
allatokbol szarmazd mintakban, hanem megegyezett a vad tipusban mért értékekkel (19/C
abra). Tehat hasuregben detektalt EV/neutrofil arany opszonizalatlan zimozan stimulusra

szignifikansan kevesebb volt a CD11b” mintakban (19/D é&bra).
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19. abra: Opszonizélatlan zimozannal indukalt peritonitis CD11b-hidnyos
egerekben. Két oras opszonizalatlan zimozan stimulusra a hasiiregbe kilépé egyes
immunsejt populacidk (A). Ly6G pozitiv neutrofil kapuban 1évd sejtszam valtozasa a
hastregben PBS, vagy opszonizalatlan zimozan oldat beinjektalasat kovetd két oraval
(B). A hasiiregben képz6dott AnnexinV és CD18 pozitiv vezikuldk vizsgélata dramlasi
citométerrel (C). A hasiiregben termel6dott AnnexinV, vagy CD18 pozitiv EV-k és a
hastregbe kilépett neutrofilek aranya (D). A diagramokon 6t fuggetlen kisérlet atlagat és
hibajat (+S.E.M.) tlintettem fel (*:p<0,05; kétmintas t-prdba).
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6.7. A tirozin kinazok szerepének vizsgalata human neutrofilek aEV termelésében

Az Fc receptorokbol kiinduld jelatvitelnek, valamint a MAC-1-bél kiindulo
,,Outside-in” jelatviteli Gtnak is fontos szerepldi a tirozin kindzok. A tirozin kinadzok
szerepének vizsgalatahoz human neutrofil granulocitakat kezeltiink nem specifikus, kis
molekulasulyu tirozin kindz gatlo dasatinibbel. Futosi és munkatarsai a dasatinib hatasat

a kiilonb6z6 neutrofil sejtfunkciokra mar részletesen vizsgaltak [45].
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20. abra: Human neutrofilek aEV termelésének és fagocitézisdnak vizsgalata
dasatinib elokezelést kovetéen. Dasatinibbel elokezelt neutrofilek aEV termelésének
aramlasi citometrias vizsgalata teljes szérummal opszonizalt zimozéannal tortént
aktivaciot kovetden (A). A dasatinibbel elokezelt neutrofilek altal termelt aEV-k fehérje
tartalmanak meghatarozasa Bradford modszerrel (B). Dasatinibbel elokezelt neutrofilek
fagocitozisanak vizsgalta teljes szérummal opszonizalt USA baktérium fagocitdzisat
kovetéen (C). A diagramokon hét (A), tizenegy (B), valamint négy (C) fliggetlen Kisérlet
atlagat es hibajat (+S.E.M.) tuntettem fel (*:p<0,05; ANOVA proba).

Human neutrofileket el6kezeltink 10 percig 200 nM-0s végkoncentracioban
alkalmazott dasatinibbel. A dasatinib el6kezelés a sEV termelddést nem befolyasolta,
viszont az aEV-k szamat és fehérjetartalmat is jelentdsen csokkentette (20/A,B &bra). Az

irodalmi adatokkal megegyez6 modon a dasatinib a fagocitdzist nem befolyésolta (20/C

abra) [45]. A tirozin kindzok az Fc receptorok utan egy Ujabb jelatviteli pont, ahol az
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opszonizalt zimozan okozta aEV termelés és a fagocitozis elvalik egymastol. A dasatinib

elokezelés nem befolyasolta a vezikuldk morfologidjat és méretét (10/E,F abra).
6.8. Human neutrofil eredetii EV-k fehérje 6sszetételének vizsgalata

A kiilonb6z6 EV populaciok fehérje 0sszetételét proteomikai méréssel vizsgaltuk.
A mintainkban 206 fehérjét azonositottunk. Az azonositott fehérjék kb. 75%-a az 6sszes

vizsgalt vezikula populacioban jelen volt (21/ B abra).
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21. abra: Human neutrofilek EV populacioinak proteomikai vizsgélata. A kiilonb6z6
granulumokbol szarmazé granulumfehérjéknek az aranya az egyes EV populaciokban
(A). A proteomikai mintdinkban kimutatott fehérjék atfedése a kiilonbozé EV
populacidkban (B).

zEV atzev

Csak egy-ket fehérje volt, ami elszortan csak egyik, vagy masik vezikula
populacioban fordult elé. A kvantitativ mérések eredményei szerint a fehérjék tébb mint
50%-a a neutrofilek 4 fajta granulumabol szarmazo fehérje (21/A abra).A granulum
fehérjék a legnagyobb aranyban az azurofil és a specifikus granulumokbdl, kisebb
részben zselatindz granulumokbol és szekretoros vezikulakbol szarmaznak (21/ A abra).
A nem granulum eredetti fehérjék dont6 tobbsége a citoplazmabdl, citoszkeletonbdl és a
mitokondriumbol szarmazik. A nem granulum eredetii fehérjék aranya az SEV mintakban
44% volt. Az atzEV és a zEV mintdkban minimalisan, azonban az aEV mintaban
jelentdsen csokkent a nem granulum fehérjék aranya. A kiilonb6zé EV tipusokban a
harom f6 granulum tipusbdl szarmazo fehérjék aranya nagyjabol 50%, az aEV mintakban
csak az azurofil és a specifikus granulum eredetii fehérjék aranya tobb mint az

Osszefehérjetartalom 50%-a (21/A abra). Az aEV mintakban az azurofil és a specifikus
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granulum eredetli fehérjék aranya jelentésen megemelkedett a tobbi vezikula tipushoz
képest. A zselatinaz granulum, és a szekretoros vezikula eredetii granulum fehérjék

ardnya nem valtozott az aEV mintainkban sem (21/A &bra).
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22. &bra: Dasatinib hatasa human neutrofilek altal termelt aEV-k fehérje
Osszetételére. A kiilonboz6 fehérjék atfedése az sEV, aEV, valamint dasa aEV
mintdinkban (A). A dasatinibbel el6kezelt neutrofilek altal termelt sEV és aEV mintdink
LTF és MPO tartalmanak vizsgalata western blottal (B). A proteomikai kisérleteink soran
mért granulumfehérjék sEV-re normalizalt relativ mennyisége a dasatinibbel kezelt és
kezeletlen neutrofilek altal termelt aEV-kben. A diagramon harom fiiggetlen kisérlet
atlagat tuntettem fel (C). A western blot kiserleteink denzitometrias kiertékelése. Az
egyes EV mintaink LTF és MPO tartalmat a mintainkban 1év6 aktinra normaltam (D). A
diagramon tizenegy és hat fliggetlen kisérlet atlagat és hibajat (+S.E.M.) tlintettem fel
(*:p<0,05; kétmintas t-proba)

A széles spektrumu tirozin kinaz gatlo dasatinib elokezelés a granulum fehérje
dusulast az aEV mintakban megszintette (22. abra) ezért a dasatinib hatasat
részletesebben is megvizsgaltuk. Kivancsiak voltunk, hogy a mintaink mennyiségi és
mindségi fehérje Osszetételét megvaltoztatja-e a dasatinib elékezelés. Az sEV, aEV és
dasa aEV mintak fehérjetartalma jelents része atfedett (22/A abra). A dasatinib
elékezelés az 6sszes altalunk vizsgalt azurofil és specifikus granulumfehérje mennyiségét

csokkentette, mig a dontéen zselatinaz graanulum eredeti MMP9 mennyiseégét nem
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valtoztatta meg (22/C abra). A laktoferrin és a mieloperoxidaz két fontos granulum
fehérje ddsuldsat Western blot-tal is vizsgaltuk. A Western blot-okbol latszik, hogy
dnmagéaban a dasatinib nem befolyésolja az SEV-ben a granulum fehérjék aranyat, csak
az aktivacion atesett mintadkban fejti ki a hatasat (22/B-D &bra). Proteomikéaval a
kiilonbozé vezikula mintdinkban kimutatott fehérjék tulajdonsagait (sejten beliili
eléfordulasat, funkciojat) a FunRich 3.0 programmal vizsgaltuk [115]. A detektalt
fehérjék tobb mint 95%-a ismerten eléfordul EV-kban.

A proteomikai méréseink nyers adatait az elsd szerzds publikdciom mellékletében

elérhetoek.
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7. Megbeszélés

Az irodalmi attekintés soran részletesen bemutattam a neutrofilek fagocita
receptorait, valamint az azokbol kiinduld {6 jelatviteli utakat (4, 6 abra). Ismertettem a
neutrofilek intracellularis és extracellularis patogen 6lési repertoarjat, kilonos tekintettel
a munkacsoportunk &ltal felfedezett antibakterialis aEV-kre (2. &bra) [12]. A doktori
munkdm sordn elvégzett kisérletekkel azt kivantuk megvizsgélni, hogy a human
neutrofilek aEV termelését milyen membran receptorok valtjak ki, valamint, hogy a
neutrofilek aEV termelése miként korrelal a fagocitozissal. Ezért kiilonb6z6 fagocita
receptorokon keresztiili stimulusra képz6d6 human és egér neutrofil eredetli vezikula
populécidk tulajdonsagait hasonlitottuk 6ssze a teljes szérummal opszonizélt zimozan
stimulusra keletkez6 human aEV-kkel és egér eredetii catzEV-kel. A human neutrofil EV-
k fizikai jellemzése soran dontéen egy kisebb 100 nm-es és egy 200-700 nm-es atmérdj
EV populaciot talaltunk (10/F,G abra). Az altalunk elektronmikroszkoppal és DLS-sel
kimért human neutrofil EV-k merete megfelel a neutrofil EV-kkel foglalkozd
szakirodalomban, valamint a munkacsoportunk altal korabban bemutatott human
neutrofil eredetii EV-K mérettartomanyanak [12, 113]. Kisérleteim sordn kimutattam,
hogy az eltérd stimulusra képz6dd human neutrofil EV populaciok méretszerinti eloszlasa
kozott nincs jelentds kiilonbség (10/A-E abra). Tehat az eltéré fagocita receptorokon
keresztiili aktivacio nem valtoztatja meg a human neutrofil eredetii EV-k méretét és
aktivacié nem valtoztatta meg az EV-k elektrondenzitasat sem Az eltéré stimulusra
képz6d6 human neutrofil EV populaciok fizikai jellemzését kdveten, az egyes human
izolatumokbol szarmazo neutrofilek fagocita aktivitasat hasonlitottuk 6ssze az altalunk
kiilonboz6 stimulusra termelt vezikula popul&ciok szdmaval és fehérjetartalméaval. A
szuszpenzids korilmények kozott az opszonizalatlan zimozéannal, valamint a teljes
szérummal opszonizalt zimozannal tortent neutrofil aktivacio szignifikans mértékben
fokoztaa zEV, illetve az aEV termelést az SEV-hez képest. Mig a komplement hianyosan,
antitesttel opszonizalt zimozan stimulus nem novelte szignifikans mértékben a vezikula
szamot és a vezikulak fehérjetartalmat (9. abra). A fagocitdzis vizsgalata soran az
opszonizalatlan baktériumot alig fagocitaltak a neutrofilek, azonban mind az antitesten
keresztuli opszonizacié, mind a komplement rendszeren keresztiili opszonizacio

szignifikdns mértékben fokozta a neutrofilek fagocitozisat (12. a&bra). Ezek az
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eredmények arra engedtek minket kdvetkeztetni, hogy a human neutrofilek fagocitozisa
és az antibakterialis EV-k termelése részben eltér6 membran receptorokbol indul ki: Mig
az EV termelésben a komplement receptorok mellett a PRR-ek, addig a fagocitdzishan a
komplement receptorok mellett az Fc receptorok szerepe a meghatarozd. Tehat az Fc
receptorok nem valtanak ki EV termelést, de fagocitozist igen, mig az altalunk hasznalt
rendszerben a mintazatfelismerd receptorok nem valtanak ki érdemi fagocitozist, azonban
EV termelést igen. Ezen megfigyeléseinket receptorokat szelektiven ingerl6 felszineken
is ellendriztik. Az immunkomplex felszin nem fokozta jelentésen a vezikula termelést,
mig az integrin szerkezetli komplement receptorokat szelektiven ingerlé fibrinogén
felszin szignifikans mértékben fokozta az EV termelést a kontroll szérummal fedett
felszinhez kepest (11. &bra). A felszineken végzett kisérleteink a szuszpenzios
elrendezéshez hasonlé eredményt hoztak: az integrin szerkezetii komplement receptorok
fontos szerepet jatszanak az EV termelésben, mig az Fc receptorok szerepe
elhanyagolhatd. Mivel a felszini aktivacios rendszerben nem képzddik fagoszoma ezért e
kisérletek eredményeibdl azt a kovetkeztetést is levonhatjuk, hogy a neutrofilek EV
termelése egy a fagocitozistdl fliggetlen folyamat eredménye. Ez azon kezdeti
megfigyelések tiikrében meglepd, hogy mindkét folyamat opszonin, fagocita
receptorokrél indul és gatolhatd citoszkeleton gatldszerekkel (citokalazin B, iatrunkulin)
[12].

A huméan neutrofil eredetii EV-kkel végzett méréseinket egér neutrofil eredetii EV-
kkel végzett mérésekkel egészitettiik ki. A nemzetkozi irodalomban egér neutrofil eredetli
EV-kr6l nem taldltunk adatokat, ezért ennek az EV populacionak a vizsgalata
ujdonsagnak tekinthetd. Az egér neutrofil EV-k részletes jellemzése soran azt talaltuk,
hogy alapvetden a human EV-khez hasonloan ezek is a sejtfelszinrdl leflizdéssel
keletkezd ,kiils6 oldal kiviil” tipusu vezikuldk, mivel sejtfelszini markerekre, mint a
MAC-1 két lancara (CD11b, CD18), valamint a szelektiv sejtfelszini neutrofil markerre
az Ly6G-re specifikus antitestekkel jol jelolddnek (14. 4abra). Dinamikus
fenyszorasméréssel egy atlagosan 10-15 nm-es sugart lipofil, de nem vezikula természeti
és egy 100-400 nm-es sugaru membrannal hatarolt intakt detergens érzékeny populéciot
talaltunk. A 10-15 nm-es képletek nagy valoszinliséggel csontveldi stroma sejtek
szétesésébOl szarmaznak. A spontan képzédé EV-k elektronmikroszképpal, valamint

dinamikus fényszérassal kimért merete eés a teljes szérummal opszonizalt zimozan
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stimulusra keletkez6 catzEV-k mérete kozott nem volt jelentés kiillonbség. Az
elektronmikroszkopos felvételeken az sEV-k es a catzEV-k k6zott nem volt jelentds
morfolégiai  kilonbseg (16/A, B &bra). Mindkét vezikula populaciorol készlt
felvételeken intakt, a granulumoknal hypodenzzebb, kdzepes mérettartomanyu
vezikulakat talaltunk (16. abra). A vad tipusu egér neutrofilekben nem szignifikans EV
termelés ndvekedést okozott az opszonizalatlan zimozannal tortént stimulécié (zEV). A
teljes szérummal opszonizalt zimozan stimulécio szignifikdns EV termelés novekedést
okozott az egér neutrofilek esetében is (catzEV) (15. dbra). A MAC-1 és a FcyR-ok teljes
szérummal opszonizalt egér neutrofil eredetii catzEV-k termelésében betoltott szerepét
transzgénikus egértorzseken vizsgaltuk tovabb. A MAC-1 integrin a-lancara (CD11b™),
valamint B-lancara (CD18™") hianyos egér neutrofilekben az catzEV képzdés opszonizalt
zimozan hatasara jelent6sen csokkent a vad tipusu neutrofilekhez képest (17/A, C abra).
A MAC-1 mindkét lancanak a hianya a catzEV termeléssel parhuzamosan szignifikans
mértékben csdkkentette az egér neutrofilek fagocitézisat is (17/B, D abra). A MAC-1
szerepét in vivo is vizsgaltuk indukalt peritonitis kisérletekkel CD11b”" egerekben.
Méréseink soran az egerek hasuregébe kilépé neutrofil és vezikula szamot vizsgaltunk
két o6ras opszonizalatlan zimozan stimulust kdvetden, amikor a hasiiregbe kilépd
immunsejtek dontd része neutrofil (19/A abra). A CD11b” egerekben a kozel kétszer
nagyobb szdmban Iéptek ki a hastiregbe neutrofilek a vad tipushoz képest (19/B &bra). Ez
a megfigyelésiink az irodalmi adatokkal megegyezik. A CD11b hianyaban a MAC-1
alland6 P lanca (CD18) a masik B2 integrin, az LFA-1 specifikus a lancahoz (CD11b)
kapcsolodik, és fejezédik ki a neutrofilek felszinén LFA-1-ként (CD11a/CD18). A
CD11b” neutrofileken kézel azonos mértékben fejezédik ki a CD18, mint a vad tipust
sejteken [41]. Az ezen allatok esetében a megnovekedett LFA-1 kifejez6dés okozza a
CD11b™ neutrofilek fokozott migraciojat [37]. A CD11b™ és a vad tipusu egerek hasiiregi
mosoéfolyadékaban kozel azonos mennyiségli vezikulat detektaltunk (19/C &bra). Tehéat
méréseink soran a vezikula/neutrofil arany jelentdsen csokkent a CDI11b” egerek
hasiiregi mosofolyadekaban a vad tipushoz képest (19/D abra). Az egér peritonitis
kisérleteink eredménye tovabb erdsitette az elképzelésiinket a MAC-1 szerepérdl az
opszonizalt részecske indukalta EV termelésben.

Az Fc receptor y-lanc hidnyos (FcRy ") egereken végzett kisérleteink soran a

human kisérleteinkkel megegyezé eredményeket kaptunk. Az FcRy ™ egér neutrofilek
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catzEV termelése megegyezett, mig a fagocitézisuk csokkent a vad tipusu sejtekhez
képest (18. abra). A bevezetésben bemutattam, hogy az FcRy '~ neutrofilek Fc receptor
hianyosnak tekinthet6ek, mivel az Fc receptor y-l&nc adapter fehérje hianyaban az Fcy
receptorok nem fejezédnek ki a neutrofilek felszinén [7]. Az FcRy egy ITAM-et
tartalmazé adapter fehérje, aminek fontos szerepe van az Fcy receptorok és a MAC-1
jelatvitelében. Az FcRy mellett a DAP12 a masik fontos ITAM-et tartalmazd adapter
fehérje szerepét Dr. Szombath David munkatarsam vizsgalta az egér neutrofilek catzEV
termeléseben és fagocitozisdban. A DAP12 hidnya az FcRy hianydhoz hasonléan nem
befolyasolta az egér neutrofilek catzEV termelését, valamint csokkentette a neutrofilek
fagocitozisat. Mas integrin funkciokhoz hasonldan feltételezésiink szerint a catzEV
termelésben és a fagocitozisban is atfedé szerepe van ennek a két ITAM tartalmu
fehérjének. Az egér neutrofilek catzEV termelésének és fagocitozisanak ITAM fliggését
FcRy és a DAP12 kettés gén-hidnyos egereken is meg szerettlk volna vizsgalni. Azonban
az FcRy ¢és a DAP12 kettés gén hidanyos egerek a stlyos oszteoclaszt diszfunkcidé miatt
oszteopetrdzishan szenvednek, igy indokolatlanul sok egeret kellett volna ledInink
ahhoz, hogy elég csontvel6i neutrofilt tudjunk nyerni a vizsgalatainkhoz [127].

A tovabbiakban az immunreceptorok jelatvitelében fontos szerepet jatszé tirozin
kinazok szerepét vizsgaltam. A human neutrofileket nem szelektiv kis molekulasulyu
tirozin kindz gatl6 dasatinibbel kezeltik olyan koncentraciéban, ami az irodalmi adatok
alapjan gatolja a komplement és Fc receptor medialt neutrofil funkcidkat [45]. Az altalunk
hasznalt koncentracioju dasatinib nem csak Src/Abl gatld, hanem szamos egyébb tirozin
kinazt is gatol, mint a FAK, vagy Syk kinazok [128]. A nagy koncentracioban adott
dasatinib hatasara szignifikans mértékben csokkent a teljes szérummal indukélt aEV-k
aramlési citométerben detektalt szdma, valamint fehérjetartalma (20/A,B é&bra). A
dasatinib hatdséara az irodalmi adatoknak megfelelé mdédon a fagocitdzis nem valtozott
(20. abra) [45]. A dasatinib nem befolyasolta a neutrofilek SEV termelését (20. abra),
valamint a vezikulak méretét és morfologiajat (10/D abra). A kiilonb6z0 tirozin kinazok
szerepét gen hianyos egér modellben is vizsgaltuk. Eddigi kovetkeztetéseimet a human
és az egér kisérletek soran kapott eredmények Osszegzésébdl vontam le. Kisérletes
eredmeényeink atfedtek a két fajban, azonban a mind harom a neutrofilekben kifejez6d6
Src hidnyos allatok esetében egyértelmiien bizonyitast nyert, hogy az teljes szérummal

opszonizalt részecske indukalt zimozan stimulusra termelddé catzEV-k képzddését nem
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befolyasolja az Src tirozin kindzok hianya. Ezekben az egerekben az opszonizalt
részecskek fagocitozisa is szignifikansan csokkent. Ezek az eredmények az els6
pillanatban ellentmondanak a dolgozatomban bemutatott a human adataimnak. Ennek
hatterér6l sokat gondolkoztunk. A dasatinib az altalunk hasznalt magas koncentracioban
az Src mellett egyéb tirozin kinazokat is gatol, ami viszont szikséges lehet a vezikulak
képzéséhez. A kiilonb6z6 tirozin kindzok valtozatos modon képesek egymast
szabalyozni, illetve helyettesiteni. A fagocitdzis vizsgélata soran kapott egymasnak
ellentmondonak tin6 human és egér adatok hatterében az allhat, hogy a dasatinib az Src
tirozin kinazok mellett, amik a fagocit6zishoz sziikségesek, olyan tirozin kinazt is gatol,
ami a fagocitozist fiziologias korilmények kdzott gatolna, igy egy gatlo tirozin kinaz és
egy aktivalé tirozin kinaz gatlasa révén dsszeségében a dasatinib nem befolyasolja a
fagocitdzist. A ellentmondasos adatoknak Ugy lehetne utana jarni, hogy Src hianyos
spektrum0 dasatinibbel kezeliink human neutrofileket. De mindezek mellett felmerdl a
két faj kozotti kilonbség is lehetséges magyarazatként.

A neutrofil granulocitdk aEV termelésének Ca®* fiiggését Dr. Szeifert Viktoria
munkatarsaim vizsgaltak. Az irodalmi adatok alapjan ismert, hogy a neutrofil
granulocitdkban a MAC-1 és az Fc receptorok aktivaljak a PLCy2, ami az IP3-DAG
jelaviteli utakon keresztill képes fokozni az intracellularis Ca?* szintet. Egér
neutrofilekben kimutattak, hogy a PLCy hianyaban gatlédnak az Fc receptor és az integrin
medialt sejtfunkciok [5]. A kisérleteik soran azt az eredményt kaptak, hogy a PLCy2™"
egér neutrofilek catzEV termelése szignifikansan csokkent. Human neutrofilekben az
extracellularis Ca®* hianya szignifikansan csokkentette a teljes szérummal opszonizalt
zimozannal indukalt aEV termelést. Valamint az extracellularis Ca?* hianyaban a
neutrofil eredetii aEV-k elveszitették az antibakterialis hatasukat [129].

A human mintaink fehérjetartalmanak részletes vizsgalatat proteomikai modszerrel
vegeztiik. Az egyes vezikula mintakban 1-2 eltérést eltekintve ugyanazok a feherjék
fordultak el6. Legnagyobb aranyban granulumfehérjéket tartalmaztak a vezikula
mintaink. Egyediil az aEV mintakban novekedett jelentés mértékben a granulum fehérjék
aranya az egyéb nem granulum fehérjékhez képest (21/A abra). A komplement
receptorokon  keresztiili  aktivacio a vezikulaszam, valamint a vezikulak

fehérjetartalmanak novelése mellett fokozta az azurofil és a specifikus granulum fehérjék
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dusulasat is. Azonban a granulum fehérjék dusulasat a dasatinib el6kezelés csokkentette
az aEV mintakban (22/A abra). A dasatinib el6kezelés hatasara az 6sszes altalunk vizsgalt
azurofil és specifikus granulum eredetti fehérje mennyisége csokkent, mig a zselatinaz
granulum eredeti MMP9 mennyisége nem valtozott (22/C 4bra).

Az altalam jellemzett human EV mintakkal Dr. Szeifert Viktoria kollégdm vegezte
az optikai denzitas valtozasan alapul6 baktérium tulélesi teszteket. Ezen kisérleteik soran
azt az eredményt kapta, hogy egyedil csak a teljes szérummal opszonizalt zimozan
stimulusra képz6dé aEV mintak hatasara csokkent jelent6sen a baktériumok talélése
(23/A abra). Ezt a hatast a sejtek dasatinibbel tortént el6kezelése felfliiggesztette (23/B

abra) [130].
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23. abra: A doktori munkam sorin jellemzett neutrofil eredetii EV populiciok
hatdsa az USA300 baktériumok tulélésére [130]. Az opszonizalatlan zimozan
stimulusra keletkez6 zEV-k, valamint az antitest opszonizaciora keletkez6 atzEV-k nem
befolyasoltdk a baktériumok tulélését optikai denzitas valtozasan alapulé baktérium
tulélesi teszteken. Az aEV mintak mintegy 30%-kal csokkentette a baktériumok tulélését
(A). A sejtek dasatinibbel tortént eldkezelése megsziintette az aEV mintadk baktérium
novekedeés gatlo hatasat (B). A diagramokon tizenegy (A), valamint négy (B) fliggetlen
Kisérlet atlagat és hibajat (+S.E.M.) tlintettem fel (*:p<0,05; ANOVA préba).

nem kezelt

Mindezek alapjan egy olyan modellt allitottunk fel, miszerint a neutrofil
granulocitak antibakterialis EV termelése egy aktiv, receptor stimulusra kivaltott direkt
sejtfunkcid. Ellentétben a spontan képzddd, konstitutiv EV termeléssel, amit nem
befolyasol egér modellben az egyes fagocita receptorok hianya, human modellben pedig
gatloszerek alkalmazasa. Elképzelésiink szerint a MAC-1 az els6 példaja annak, hogy

58



DOI:10.14753/SE.2021.2490

sejtek egy specifikus receptor stimuluson keresztiil a kornyezeti tényezok megvaltozasat
kovetden karakteresen megvaltozott tulajdonsdgokkal rendelkez6 EV populaciot
valasztanak el, reagélva a kornyezeti hatasokra.

A 24. abrén 6sszefoglaltam a megfigyeléseinket az altalunk vizsgalt két bioldgiai
valaszban az opszonizalt részecske indukalt antibakteridlis hatasu EV termelésben,
valamint a fagocitézisban. A PRR-ecken keresztiil az irodalmi adatoknak megfeleléen
minimalis a fagocitdzis, azonban a PRR-eken keresztilli aktivacié fokozza a human
neutrofilek eredeti EV-k szdméat és fehérjetartalméat. Az altalunk pontosabban nem
azonositott szamos PRR receptoron keresztuli aktivacio ndveli egér és human modellben
is a vezikulaszdmot. Azonban a PRR-ek aktivacioja nem ndveli az EV-k granulum
fehérjetartalméat és a humén zEV-k nem rendelkeztek antibakterialis hatassal. Tehéat a
PRR-eken keresztiili aktivacié a munkacsoportunk korabbi vizsgélataiban bemutatott
szolubilis mediatorokhoz, mint a TNFa, fMLP, CXCLI12 és az LPS hasonl6oan nem
vezetett antibakterialis EV termeléshez [12].

A human és az egér kiseérleteink is azt mutattak, hogy az Fc receptorokon keresztiil
jelentds mértékii a fagocitozis. Viszont az Fc receptorok aktivalasa antitest opszonizalt
zimozannal human neutrofileken nem novelte az EV-k szamat, fehérjetartalméat és a
granulumfehérjék aranyat. Az FcRy hidnyos egér neutrofilekben nem valtozott az EV-k
szdma a vad tipust sejtekhez képest. A MAC-1 a neutrofil granulocitak egyik B2
integrinje, ami fontos szerepet tolt be a neutrofilek kitapadasaban és lassu gordilésében.
A MAC-1 szelektiv aktivalasaval olyan neutrofil funkciok, mint a szuperoxid termelés,
valamint a degranulacio is kivalthaté [7]. Eredményeink azt mutatjak, hogy a MAC-1-en
keresztlili aktivacio vezet a neutrofil granulocita eredetli antibakterialis aEV-k
termeléséhez. Human neutrofilekben csak a komplement receptorok stimulécidjaval
tudtunk baktériumok novekedését gatlé EV populaciot termeltetni. A komplement
receptorok hatasara megnovekszik a vezikulaszam, fehérjetartalom, valamint az azurofil
¢s a specifikus granulum eredeti granulum fehérjék dusuldsa. A humén neutrofilekhez
hasonloan a teljes szérummal opszonizalt zimozan stimulus szignifikdns mértékben
okozta a catzEV termelést egerekben. A catzEV termelés teljesen megsziint a MAC-1

mindkét lancéra hianyos neutrofilekben.
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24. dbra: Human neutrofilek aEV termelésében és fagocitézisaban eltéré membran
receptorok vesznek részt.

Eredményeim sordn azt is bemutattam, hogy huméan mintdkban a MAC-1
receptoron keresztiili aEV termelés az egyéb B2 integrin funkcidkban is esszencialis
tirozin kinazoktol fiiggé folyamat (24. abra). A dasatinib el6kezelés hatasara az
opszonizalt részecske okozta vezikulaszam, és vezikula fehérjetartalom emelkedeést,
valamint granulum fehérje dusulast megszintette. Ez azért izgalmas megfigyelés
szdmunkra, mert, ha az aEV-khez proinflammatorikus funkcidkat is tudunk tarsitani,
ahogy ezt Dr. Kolonics Ferenc kollégam kisérletei eldrevetitik, akkor egyes autoimmun
betegségekben terapias lehetdségként manapsag elérhetd szamtalan tirozin-kinaz gatlo
kezelés celpontja lehet. A dasatinib el6kezelés hatasara nem valtozott a human neutrofil
granulocitak fagocita aktivitdsa. Ami, azt mutatja, hogy az erett neutrofilekben a szeles
spektrumd tirozin kinaz gatlas nem befolyasolja a fagocitozist. A felszineken végzett
kisérleteink soran tett masik fontos megfigyelésink, hogy a MAC-1 stimulusra képz6d6
neutrofil EV-k termelddése fiiggetlen a fagocitdzistol, nem a fagocitozishoz vezet6 aktin-

citoszkeleton atrendez6déshez kotott folyamat.
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8. Kodvetkeztetések

Ertekezésem alapjaul szolgalé munkam soran a neutrofil granulocitak fagocita
receptorainak az antibakterialis EV termelésben és a fagocitozisban bet6ltott szerepével
kapcsolatos eredmeényeimet ismertettem. Ezek alapjan az alabbi kovetkeztetéseket
vontam le:

1. A komplement receptorokon keresztuli aktivacié okozza a humén neutrofil
granulocitak antibakterialis hatasu EV termelését. Az Fc receptorok és a PRR-ek
nem vesznek részt a human neutrofil granulocitak aEV termelésében.

2. Egér neutrofil granulocitdk opszonizalt részecske indukalt EV termelése
fokozodasa megsziinik a MAC-1 integrin hianyaban. Az Fc receptorok hianyaban
nem valtozik a neutrofil granulocitak catzEV termelése.

3. A neutrofil granulocitdk aEV termelése egy fagocitdzistol fliggetlen folyamat.

4. A komplement receptorokon keresztiili aktivacio fokozza a human neutrofil
granulociték altal termelt aEV-kben a granulum fehérjek dasulasat.

5. A nagy dozisu dasatinib hatdsara megsziinik a human neutrofil granulocitak aEV

termelése, valamint az aEV-kben a granulumfehérjék dasulasa.
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9. Osszefoglalas

A normal laboratoriumi kortilmények kozott kezelt és aktivalt érett human és
csontveléi egér neutrofil granulocitdkkal végzett kisérleteink soran kapott
eredményeinket dsszefoglalva, elmondhatjuk, hogy a human neutrofil granulocita eredetti
antibakterialis EV-k és az altalunk elészor izolalt egér neutrofil eredetii teljes szérummal
opszonizalt zimozan stimulusra keletkez6 EV-k a komplement receptorok, azokon belil
is a MAC-1 integrin receptorok aktivaciojara jonnek létre. A komplement receptorok
mellett a PRR-ek is képesek voltak fokozni a human neutrofilek altal termelt vezikulak
szdmaét és fehérjetartalmat, de ez a vezikula populacié nem rendelkezett antibakterialis
hatéssal. Az Fc receptorokon keresztili aktivacié nem fokozta sem a human sem az eger
neutrofilek vezikula termelését. Kisérleteink soran azt is bemutattuk, hogy a neutrofil EV-
k, egy a fagocitozistol fuggetlen folyamat soran keletkeznek. Human érett neutrofilekben
a tirozin kindzok szikségesek az antibakterialis EV-k keletkezésehez. Dasatinib
megsziintette a komplement receptorokon keresztiili vezikula termelést, viszont a
fagocitozist nem befolyasolta. A komplement receptorokon keresztilli aktivacio az
azurofil és a specifikus granulum fehérjék dasulasat okozta a vezikula mintainkban, amit
a tirozin kinazok gatlasa kivédett. Ugy gondoljuk, hogy a munkacsoportunk altal
kimutatott antibakterialis aEV-k keletkezése egy MAC-1 és tirozin kinaz fiiggd jelatviteli
aton torténik. A MAC-1 és tirozin kinaz fiiggo jelatviteli uton megndvekszik a neutrofil
eredeti antibakterialis EV-k szama, fehérjetartalma, valamint a granulum fehérjék
aranya, ami 0sszefligg az antibakterialis hatassal. A patogének altal kivaltott gyulladasos
kornyezet a MAC-1-en keresztul képes a neutrofil granulocitak spontan antibakterialis
hatdssal nem rendelkez6 EV termelését egy antibakteridlis EV termelés iranyaba
valtoztatni. A MAC-1 tehat a kitapadas, vandorlas, fagocitdzis, degranulacié mellett egy
tovabbi neutrofil effektor funkcid, az antibakterialis aEV termelés szabalyozasaban is
dontd szerepet jatszik. Az eredményeinkbdl kirajzolodod folyamat azt az elképzelésiinket
modellezi, hogy a sejtek képesek specifikus kérnyezeti ingerre specifikus EV termeléssel
valaszolni. Ez tovabb er6siti azt az elképzelést, hogy az EV termelés &ltalaban az

intercellularis kommunikéacio egy 6nallo formaja.
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10. Summary

In our experiments we treated and activated mature human and bone marrow
derived murine neutrophils in normal laboratory conditions. Based on our results we
assume that antibacterial EV-s of human neutrophil granulocyte origin and EV-s first
isolated by our team from murine neutrophils stimulated by zymosan, which is opsonized
by full blood serum, are produced by the activation of complement receptors mainly by
MAC-1 integrin receptors. Beside complement receptors PRR were able to increase the
amount of vesicles produced by human and murine neutrophils but this vesicle population
did not have any antibacterial effect. The activation through Fc receptors did not enhance
the vesicle production in humans and mice. We demonstrated experimentally that
neutrophil derived aEV-s are produced in a phagocytosis independent way. In mature
human neutrophils tyrosine kinases are needed for the production of antibacterial EV-s.
Dasatinib prevented the vesicle production initiated by complement receptors but did not
have any effect on phagocytosis. Activation through complement receptors caused the
enrichment of granular proteins in our vesicle samples which was fend off by the
inhibition of tyrosine kinases. We propose that antibacterial aEV-s, detected by our team,
are produced via MAC-1 and tyrosine kinase dependent pathway, which control both the
increased amount of EV-s and their protein content and the increased ratio of granular
proteins. Through MAC-1 inflammatory environment can change the spontaneous
production of neutrophil EV-s with no antibacterial effect to the production of EV-s with
antibacterial effect. We thus show that besides adhesion, migration and phagocytosis
MAC-1 also plays an important role in another neutrophil effector function, controlling
the antibacterial EV production. The process outlined from our results is modelling that
cells can answer with EV production to specific environmental stimuli. It strengthens the
notion that EV production in general is an independent form of intercellular

communication.
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kutatétarsam is segitségemre volt. ,,Eredmények” fejezetben bemutatott kisérletek
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hallgatdkkal végzett kdzds munka soran szllettek és nem szerepelnek méas PhD értekezés
eredmeényei kozott. A génhianyos egér neutrofilekkel végzett kisérletekben Dr. Szombath
David volt segitségemre, mint TDK hallgatd. Az aEV-kkel végzett baktérium talélési
teszteket Dr. Szeifert Viktoria munkatarsam végezte.

Az elektronmikroszkopos felvetelek, a dinamikus fényszorasi kiserletek, valamint
a tomegspektrometrids vizsgalatok az adott mddszert jol ismerd kutatotarsak segitségével

készlltek, a mddszerek leirasanal bemutatott megosztasban.
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