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BEVEZETES

Az extracellularis vezikuldk sejtekbdl szdrmazd, membrannal koriilvett strukturak,
melyeket egy kettds foszfolipid membran hatarol. Méretiik valtozatos, atmérdjiik 30 nm
€s 5 um kozott valtozik. Alapvetden tobb populaciojuk kiilonithetd el: a multivezikularis
testek exocitozisaval 1étrejovo exoszomak (méretiik 30-100 nm), a plazmamembranbol
lefizOdéssel keletkezd mikrovezikulak (méretiik 100-1000 nm) és a programozott
sejthalal soran 1étrejové apoptotikus testek (méretiik: 800 nm-5 um). Az extracellularis
vezikuldk termelddése altalanos sejtbioldgiai jelenség, vezikuldkat minden eddig vizsgalt
sejt (legyen az pro- vagy eukaryota) termel. Ezek a vezikulak a sejtek kozotti térben az
un. extracelluléris vezikularis kompartmentet alkotjak. Az extracellularis vezikulak részt
vesznek a sejtek kozotti kommunikacidban (egyik sejtbdl a masikba fehérjéket, vagy
RNS molekuldkat képesek atvinni), egy alternativ szekrécids utvonalat képviselnek,
illetve szamos egyéb funkciot képesek betolteni (véralvadds eldsegitése,
antigénbemutatas, bakteriosztatikus hatas stb.). Az extracellularis vezikuldk nem csak a
sejtbiologia és az élettani kutatasok szempontjabdl izgalmasak, hanem az orvosbioldgia
szempontjabol is. A daganat-eredetli vezikuldk példaul képesek eldsegiteni a tumorok
terjedését: egyrészt atvihetik a tumoros RNS- ¢és fehérje molekuldkat, daganatossa
transzformdlva a célsejtet, illetve mintegy elOkészithetik az utat daganatos sejtek
attétképzése elétt. Igy daganatos betegségekben a vezikulak eltivolitisa akar terapias

értékii lehet.

Az extracellularis vezikulak kiilonb6z6 betegségek 11j tipust biomarkerei lehetnek:
mérésiikkel informaciét kaphatunk arra vonatkozolag, mi zajlik a kibocsajtd sejtben.
Ismét a daganatos betegségeket kell megemliteniink: a daganat eredetli vezikuldk
kimutathatok a keringésben és analizisiik pl. prosztatadaganatban az eddig ismert
legérzékenyebb sziirdvizsgalat lehet. A keringésben fellelhetdé vezikuldk szama, sejt-
eredete ¢és szama Osszefliggést mutat emellett autoimmun megbetegedésekkel,

kardiovaszkularis betegségekkel és szdmos mas egyéb korképpel is.

Az extracelluldris vezikuldk — minthogy szerepet jatszanak a sejtek kozotti
kommunikacioban — alkalmasak lehetnek hatéanyag-szallitdo rendszerként vald

felhasznalasra. Egyrészt gydgyszermolekulakat zarhatunk beléjiik, hasonloan a



liposzomakhoz. Masrészt, minthogy ugy tlinik fiziologidsan is atvisznek nukleinsavakat
egyik sejtbdl a masikba, 1) tipusu génterapias vektorokként tekinthetiink rajuk. Ezek a
vektorok a sajat szervezetbdl szdrmaznak, igy vélhetden nagy hatékonysagtiak lehetnek
anélkiil, hogy immunstimulaciét okoznanak. Tovabba azt is igazoltdk, hogy a virusok
elbujhatnak a vezikuldkban, kihasznalva ezzel a vezikularis terjedést. A virusok és a

vezikulak kombinacioja uj alapokra helyezheti a génterapias probalkozasokat.

Ugyanakkor viszonylag fiatal tudomanyteriiletrél 1évén szo, szamos nehézségekbe,
akadalyba tidkozik az e teriileten tevékenykedd kutatd. Az extracellularis vezikulak még
nem megfelel6en osztalyozottak, izolalasuk, jellemzésiik kevéssé standardizalt. Nagyban
megneheziti a vezikulak vizsgélatit, hogy szdmos mds hasonldé mérettartomanyba esd
struktira is megtalalhatd a biologiai folyadékokban, amely kontamindcioként hamis
eredményekre vezethet. Munkank soran els6sorban a kozépsé vezikula-populaciora, a
mikrovezikula frakciora fokuszaltunk: szamos modszer egyidejii alkalmazasaval elséként

hivtuk fel a figyelmet a vezikuldk mérését megnehezitd tényezdkre.



CELKITUZES

e Mikrovezikulak mérésére alkalmas modszerek beallitasa

e Kiilonb6zé Dbioldgiai folyadékokbol szarmazd mikrovezikuldk méretének
Osszehasonlitd elemzése tobbféle modszer segitségével

e Mikrovezikuldk mérését befolydsold preanalitikai tényezok vizsgalata, kiilonos
tekintettel a vérvételkor alkalmazott antikoagulansokra

e Mikrovezikuldk mérését befolyasold analitikai tényezOk vizsgalata, kiilonds
tekintettel az immunkomplexekre és egyéb protein aggregatumokra

e Mikrovezikuldk izolalasat befolyasolo tényezdk vizsgalata, kiilonods tekintettel a
mikrovezikuldkkal egytitt lilepedd nem-vezikula természetii partikuldkra

e Mikrovezikularis mintdzat meghatarozasa rheumatoid arthritises, osteoarthritises

¢s juvenilis idiopathiés arthritises betegek iziileti folyadékabol



MODSZEREK
Betegek és mintak

A mikrovezikulakat vérplazmabdl, iziileti folyadékbol és CCRF-CEM sejtvonal
feliiluszojabol  izolaltuk. Vizsgalataink sordn kontroll személyeket, rheumatoid
arthritises, osteoarthritises €s juvenilis idiopathids arthritises betegek mintait dolgoztuk
fel. A vérplazmat nemzetk6zi konszenzus protokollnak megfeleléen vérlemezke-

mentesitettiik, az iziileti folyadékot pedig sejtmentesitettiik.

Mikrovezikulak izolalasa

A mikrovezikulakat differencial centrifugalassal izolaltuk. Ennek 1ényege, hogy
sejtmentesités utdn a mintat 800 nm-es sziir6n sziirtiik at, majd az igy kapott folyadékot
20500g centrifugalis erd alkalmazasaval 60 percen keresztiil iilepitettiik. Az tiledéket
felszuszpendaltuk, majd egy vagy tobb alkalommal mostuk PBS-ben. Végiil az iiledéket

a késobb valasztando vizsgalati modszernek megfeleld oldoszerben vettiik fel.

Mikrovezikulak méretének meghatarozasa

A mikrovezikuldk méreteloszlasat szamos modszer egyidejli alkalmazasaval
hataroztuk meg. Transzmisszios elektronmikroszkopiaval (TEM) a vezikulakat lathatova
tettiik, atomer6-mikroszkopia (AFM) segitségével a vezikuldk felszinét tapogattuk le. A
TEM ¢és AFM altal nyert képek alapjan a méreteloszlasokat ImageJ képanalizalé szoftwer
segitségével vettiikk fel. Sziikségesnek tartottuk tovabba, hogy a vezikuldkat nativ
kornyezetben, azaz szuszpenzidban is vizsgaljuk. Els6ként dinamikus fényszorasmérést
(DLS) hasznaltunk a higitott biologiai folyadék és az izolalt mikrovezikula prepardtum
partikula eloszlasanak vizsgalatara. A DLS kétségtelen hatranya azonban, hogy csak
0ssz-fényszorasi képet képes vizsgalni, igy olyan moédszereket is valasztottunk, ahol
minden vezikula/partikula egyedileg vizsgalhato. Ilyen volt a fényszoérason alapuld

Nanoparticle Tracking Analysis (NTA) és az impedancian alapul6 qNano (Izon).



Jelolésmentes, optikai alapa rendszerek

crer

Horvath Robert és mtsai fejlesztése) és ,,quarz crystal microbalance” (Attana AB,
Stockholm, Svédorszag) technologia segitségével vizsgaltuk. A GCI soran a CCRF-CEM
sejtvonal eredetli mikrovezikulak extracellularis matrixfehérjékhez torténd adszorpciodjat,
a QCM segitségével pedig a vérlemezke-eredeti vezikulak anti-CD4la antitesttel

funkcionalizalt feliilethez valo kotddését vizsgaltuk.

Aramlasi citometria

A mikrovezikuldk mérésére leggyakrabban alkalmazott moddszer az aramlasi
citometria. Eredetileg sejtek mérésére alkalmas ez a modszer, de a kisebb vezikularis
struktirak is detektalhatok megfeleld erdsitési, kapuzasi beallitdsok mellett. A kapuzast
el0szor sajat protokoll, késObb pedig az International Society on Thrombosis and
Haemostasis altal meghatarozott standard protokoll alapjan végeztiik. A két alkalmazott
protokoll hasonlé eredményt adott. A mikrovezikuldkat specifikus membrant jel6ld
antitestekkel és annexin V-tel (egy foszfatidil-szerin-kot6 fehérje) festettik meg. A
biztosan  kizarjuk az esetlegesen festddd, nem vezikularis eseményeket
(fehérjeaggregatumok, immunkomplexek), differencidl detergens lizist hasznéltunk.

crer

Alacsony koncentracioju detergens a mikrovezikuldkat lizadlja, de a protein

.....

esemény egymastol elkiilonithetd.

A mérést befolyasolo preanalitikai tényezok vizsgalata

A mikrovezikuldk mért szamat szdmos tényezd befolyasolja, igy a vérvételtdl
kezdve, a minta szallitdsan at, a tarolason keresztiil a mérési beallitasokig minden
tényez6. Mi a preanalitikus tényezdk koziil a vérvételkor alkalmazott antikoagulansok

hatéasat vizsgaltuk. A vért 6 kiilonb6z6 antikoagulanst tartalmazé vérvételi csébe vettiik



le (citrat, ACD, CPDA, CTAD, EDTA, heparin), a mikrovezikuldk szamat aramlési
citometridval mértiik, a vezikuldk alvadast fokozo képességét trombingeneracios assay
segitségével (Zymuphen) hataroztuk meg. Vizsgaltuk, hogy az ex vivo (vérvételi cs6ben
1étrejovo) vérlemezke- €s sejtaktivacid milyen mértékii a kiilonb6zo antikoagulénst
tartalmaz6 csdovekben. Ehhez 60 perces 37 °C fok inkubécioval, illetve enyhe razatassal

ex vivo vezikulaciot indukaltunk, majd mértiik a vezikulaszamot.

A mérést befolyasol6 analitikai tényezok vizsgalata

Meéréseink soran vizsgaltuk, hogy az immunkomplexek és protein aggregatumok
zavarhatjadk-e @ mikrovezikulak  mérését, izolalasat. Els6ként mesterséges
immunkomplexeket hoztunk létre  (laktoferrin-anti-laktoferrin,  ovalbumin-anti-
ovalbumin, IgM-anti-IgM), valamint rheumatoid arthrities iziileti folyadékbol anti-IgG és
anti-IgM  oszlop segitségével természetes immunkomplexeket izolaltunk. Az
immunkomplexek méretét AFM, DLS és NTA segitségével hataroztuk meg. Vizsgaltuk
tovabba, hogy az immunkomplexek jelet adnak-e aramlasi citometriaval mérve, illetve,
hogy megjelennek-e a mikrovezikula kapuban. A biologiai folyadékokbdl izolalt
mikrovezikula prepardtumok protein aggregadtumait ¢és immunkomplex tartalmat
tomegspektrometriaval, fluoreszcens mikroszkopiaval és immun-TEM segitségével

vizsgaltuk.

Mikrovezikularis mintazat vizsgalata iziileti betegségekben

Munkank soran rheumatoid arthritises (n=8), juvenilis idiopathias arthritises
(n=10) és osteoarthritises (n=8) iziileti folyadékokat vizsgaltunk. A differencial detergens
lizis alkalmazasaval meghataroztuk a T-sejt (CD3*, CD4", CD8"), B-sejt (CD19"),

vérlemezke (CD41%) és monocyta eredeii vezikulak szamat.



Statisztikai analizis

Munkank soran a statisztikai feldolgozashoz SPSS 15.0 (IBM Corporation) és
SigmaStat 11.0 (Systat Software, Inc., San Jose CA, USA) szoftvert hasznaltunk. A
normalis eloszlas vizsgalatdhoz egy mintds Kolmogorov-Smirnov tesztet hasznaltunk.
Két csoport sszehasonlitasahoz t-probat, nem normalis eloszlas esetén Mann-Whitney
tesztet hasznaltunk. Tobb csoport Gsszehasonlitasahoz egyutas ANOVA-t vagy Kruskal
Wallis non-parametrikus ANOVA-t hasznaltunk, post hoc tesztként Tukey vagy Mann-
Whitney tesztet hasznaltunk Bonferroni korrekcioval. A korrelaciok vizsgéalatdhoz

Spearman vagy Pearson korrelaciot hasznaltunk.



EREDMENYEK

A mikrovezikulak mérésére alkalmas modszerek beallitasa

A vérplazma ¢és iziileti folyadék-eredetli mikrovezikuldkat TEM ¢és AFM
segitségével tettiik lathatova. A TEM és AFM képek alapjan a mikrovezikuldk atlagos
mérete kb. 150 és 250 nm kozé esik (tartomany 80-400 nm). DLS és Izon gNano
alkalmazéséaval ugyanezen mintak analizise soran hasonlé méreteloszlast tapasztaltunk.
Az NTA esetében nagy mennyiségben mutattunk ki 100 nm-nél kisebb partikuldkat az
iiledékben, amelyek fehérje-aggregdtumoknak felelhetnek meg. A mikrovezikuldkat
sikeresen detektaluk és immunfenotipizaltuk a sajat és az ISTH protokollnak megfeleléen
aramlasi citometria soran. A GCI technologia igazolta a CCRF-CEM sejtvonal eredetii
vezikuldk lamininhez vald kotodését, a QCM technoldgia pedig a vérlemezke-eredetii
mikrovezikuldk anti-CD41a antitesttel funkcionalizalt feliilethez valé kotddési

képességét bizonyitotta.

A mikrovezikulak mérését befolyasold preanalitikai tényezok vizsgalata

Igazoltuk, hogy a vérvétel soran alkalmazott antikoagulans nagymértékben
meghatdrozza az 4ramlési citometridval és a Zymuphen assay segitségével mért
vezikulaszamot (ANOVA, p<0,001). Heparinos csében volt a legmagasabb a
vérlemezke- és a nem-vérlemezke eredeta vezikulak szama (Signed Rank teszt, p<0,05),
ACD cs6ében pedig a legkisebb (p<0,05, a citratos cs0hdz viszonyitva). A razatas és a 37
°C inkubdci6 szignifikdnsan emelte a vezikulaszamot (mindkét esetben p<0,05, parositott
t-proba) a konvencionalis citratos csoben. Ezzel szemben ACD csében az ex vivo
vezikulacio elhanyagolhatd mértéki volt. Az ex vivo vezikulaképzddés gatlasaért az
ACD cs6 savas komponensét (citromsav) talaltuk feleldsnek. Eredményeink alapjan az
ACD cs6be vett vér jobban tiikrézi az eredeti, a beteg vérplazmajaban kimutathatd
vezikulaszdmot, mivel csokken a vérvételi csdben torténd vezikuldcid valdszinlisége.

Ugyanakkor az ACD cs6 nem fedi el a valodi mikrovezikula-szam emelkedést, igy a



terhességben ugyanugy kimutathatd a vezikulaszam-emelkedés, mint a citratos csd

esetében (Mann-Whitney teszt, p<0,01).

A mikrovezikulak mérését befolyasolo analitikai tényezok vizsgalata

Abbol az alap megfigyelésb6l indultunk ki, hogy a mikrovezikulak
fenotipizalasakor megfigyeltiik, hogy indirekt festésnél (azaz primer és szekunder jelolt
antitest egyidejli alkalmazasakor) minden esetben mikrovezikula-szerli jeleket kapunk
aramlési citometridval mérve, gyakorlatilag minden mintdban. Ez immunkomplex-
keletkezésre utalhat. A vizsgalt természetes ¢és mesterséges immunkomplexek egyik
frakcioja (az un. inszolubilis immunkomplex-frakcié) atfed a mikrovezikularis
mérettartomannyal (80-400 nm) az AFM, a DLS és az NTA mérések alapjan. A
mikrovezikuldk és immunkomplexek atfedé mérete alapjan nem meglepd, hogy a
mesterséges ¢és természetes, izolalt immunkomplexek detektdlhatoak aramlasi

citometriaval a mikrovezikula-kapun beliil. A koévetkezd 1épésben igazoltuk, hogy

crer

.....

detergens koncentracional kovetkezik csak be. A Triton X-100 alkalmazasaval
bebizonyitottuk, hogy az immunkomplexek valoban zavarhatjak a mikrovezikulak
detektalasat, mivel, ha nem zarjuk ki Oket, talbecsiilhetjiik a valédi mikrovezikula-
szamot. Ezen tilmenden a detektdlasra haszndlt antitest(ek) aggregacidja is

eredményezhet hibas pozitiv eredményeket.

Az immunkomplexek hasonlé méretiiknél fogva egyiitt is iilepedhetnek a
mikrovezikulakkal. Ezt rheumatoid arthritises iziileti folyadékbol izolalt mikrovezikula
preparatumokban is  igazoltuk  fluoreszcens mikroszkopia ¢€és immun-TEM
alkalmazéasaval. DLS ¢és dramldsi citometria segitségével igazoltuk, hogy az
immunkomplexek ugyanolyan centrifugalasi erdvel iilepithetdek, mint a mikrovezikuldk,
igy potencialisan szennyezhetik a mikrovezikula preparatumokat. A rheumatoid
arthritises, osteoarthritises és juvenilis idipathias arthritises iziileti folyadékok
mikrovezikula frakcidjanak tomegspektrometrias vizsgalata alapjan egyértelmiivé valt,

hogy a klasszikus vezikularis fehérjék (aktin, hésokkfehérjék, alfa-enolaz, HLA-I stb.)
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mellett nagy mennyiségben tudunk kimutatni nem vezikuldris fehérjéket is
(plazmafehérjék, immunkomplex-fehérjék, komplement-fehérjék stb.). Ezek az adatok
arra utalnak, hogy a mikrovezikuldk bioldgiai hatdsanak vizsgalatdhoz alapvetd a

vezikulak specifikus tisztitasa.

A mikrovezikulak, mint az iziileti betegségek biomarkerei

A differencial-detergens lizis alkalmazasaval jellegzetes mikrovezikularis
mintazatot sikeriilt azonositanunk a kiilénbozo iziileti betegségekben. A CD3" és CD8*
vezikulak szintje szignifikdnsan magasabb volt rheumatoid arthritisben osteoarthritises
mintdkhoz viszonyitva (Mann-Whintey teszt, Bonferroni korrekcid utan, p=0,027 és
p=0,009). Juvenilis idiophathids arthritisben a B-sejt eredetli mikrovezikuldk szintje
jelentdsen alacsonyabb volt rheumatoid arthritishez és osteoarthritishez képest (Mann-

Whitney teszt, Bonferroni korrekcid utan, p=0,009, illetve p=0,004).

11



KOVETKEZTETESEK

o A mikrovezikuldk vizsgalatira alkalmasak az altalunk hasznalt modszerek, igy a
TEM, AFM, DLS, aramlasi citometria, NTA, Izon qNano és a jelolésmentes
chip rendszerek

e Az altalunk hasznalt izolalasi protokollok mellett a fenti mddszerek 1ényegében
egybehangz6 eredményeket adtak a mikrovezikuldk méreteloszlasara nézve (80-
400 nm, atlag vezikula méret 150-200 nm)

e A vérplazma-eredetli mikrovezikuldk méréséhez az ACD cs6 ajanlhatd, mert
ebben a csében jelentésen korlatozott a vérvételi csében, ex vivo kialakuld
mikrovezikula képzddés, ugyanakkor az in vivo emelkedés kimutathatd

e A mikrovezikulak és az immunkomplexek biofizikai paraméterei atfednek (méret,
fényszorasi képesség, iilepedési képesség), igy az immunkomplexek, illetve a
protein aggregatumok jelentdsen zavarhatjak a mikrovezikuldk mérését, illetve
szennyezhetik a mikrovezikula preparatumokat

e A mikrovezikuldk ¢és immunkomplexek elkiilonitésére alkalmas modszer a
differencial detergens lizis, amelyet rutinszeriien ajanlunk alkalmazni minden
aramlasi citometrids mérés soran

e A differencial detergens lizissel kapott eredmények jellegzetes iziileti folyadék
mikrovezikula mintazatot tarnak fel, ezek koziil a legérdekesebb, hogy RA-ban
jelentésen emelkedett a CD8" T-sejt eredetli mikrovezikuldk szdma az iziileti

folyadékban
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