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1. Roviditések jegyzéke

AAYV - adeno-associated virus (adeno-asszocialt virus)

ACD - acid citrate dextrose (citromsavat, citratot, dextrozt tartalmazo vérvételi cs6)
ACPA — anti-citrullinated protein antibody (anti-citrullinalt protein antitest)

ACR — American College of Rheumatology (Amerikai Reumatologus Tarsasag)

ADAPT — adaptive dialysis-like affinity platform technology (adaptiv, affinitas alapu

dializis platform technolégia)

AFM — atomic force microscopy (atomerd mikroszkopia)
Alix — ALG2 interactive protein X

BCA — bichinchoninic acid (bicinchoninic sav)

BD — Becton and Dickinson

BSA — bovine serum albumin (marha szérum albumin)

CPDA — citrate phosphate dextrose adenine (citratot, foszfatot, dextrozt és adenint

tartalmazo vérvételi cso)

CTAD - citrate theophylline adenosine dypiridamole (citratot, teofillint, adenozint és

dipiridamolt tartalmaz6 vérvételi csd)
DAS - disease activity score (betegségaktivitasi érték rheumatoid arthritisben)
DLS — dynamic light scattering (dinamikus fényszorasmérés)

ISTH — International Society on Thrombosis and Haemostasis (Nemzetkdzi Véralvadasi

és Hemosztazeologiai Tarsasag)

EGFR — epidermal growth factor receptor (epidermalis novekedési faktor receptor)
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EULAR — The European League Against Rheumatism (Eurdpai Reuma Ellenes Liga)
FITC — fluoreszcein izotiocianat

GCI — grating coupled interferometry (racs csatolt interferometria)
HSP — heat shock protein (hésokkfehérje)

IC — immun complex (immunkomplex)

JIA — juvenilis idiopathias arthritis

LF - laktoferrin

MAPK — mitogen activated protein kinase

MHC — major histocompatibility complex (f6 hisztokompatibilitasi komplex)
MS — mass spectrometry (tomegspektrometria)

MV — mikrovezikula (csak dbrakon hasznéljuk ezt a roviditést)

NK sejt — natural killer sejt (természetes 6106 sejt)

NTA — nanoparticle traking analysis

OA — osteoarthritis

OVA - ovalbumin

PBS — phosphate buffered saline (foszfatpuffer)

PFA - paraformaldehid

PFP — platelet free plasma (vérlemezke mentes plazma)

PMYV — platelet microvesicle (vérlemezle-eredetli mikrovezikulék)
PS — phosphatidylserine (foszfatidilszerin)

QCM - quartz crystal microbalance (kvarckristaly mikroegyensuly)

Q-TOF — quadrupole time of flight (kvadrupol repiilési id6)
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RA — rheumatoid arthritis

RANK — Receptor activator of nuclear factor kappa-B

RANKL — RANK-ligand

RVG — rabies virus glikoprotein

SF — synovialis folyadék

Tsg101 — tumor susceptibility gene 101

TEM — transmission electron microscopy (transzmissios elektronmikroszkopia)

TUKEB - Tudoményos ¢és Kutatasetikai Bizottsag

TYRP-2 — tyrosine related protein 2

VEGF — vascular endothelial growth factor (vaszkularis endothelialis ndvekedési faktor)

VLA-4 — very late antigen 4
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2. Bevezetés

Az extracellularis vezikuldk sejtekbdl szarmazo6, membrannal koriilvett struktarak.
Meéretiik valtozatos, a legkisebb vezikuldk atmérdje kb. 30-50 nm, mig a legnagyobbaké
tobb mikrométer is lehet. Ugy tiinik, hogy termelédésiik legalabb olyan altalanos
sejtbiologiai jelenség, mint a sejtosztédas, a sejtmozgas vagy a programozott sejthalal
[1]. Elmondhato, hogy az 6sszes eddig vizsgalt sejt (legyen az pro- [2] vagy eukaryota
[3]) termel legalabb egyféle extracellularis vezikulat, igy a vezikulatermelést evoltcidsan
konzervalt adaptiv sejtvalaszként is felfoghatjuk [4,5,6]. A vezikulak kutatasa egészen
1946-ra nyulik vissza: ekkor tortént az elsé utalas az extracellularis vezikuldk 1étezésére:
Chargaff és West leirt egy precipitalhatod faktort a vérlemezke-mentes plazmaban, amely
trombin-aktivaciora volt képes [7]. Ma mar tudjuk, hogy a vérlemezkementes plazmaban
az extracellularis vezikuldk tehetdk feleldssé a véralvdasi kaszkad aktivalasaért. Az
extracellularis vezikulak tényleges felfedezése azonban valamivel késdbbre, 1967-re
tehetd, amikor elektronmikroszkopos felvételeken a vérlemezkéknél kisebb, membrannal
koriilvett struktarakat azonositottak [8]. A jelenséget miitermékként foghattak fel, hiszen
a szerzok ,,vérlemezke pornak™ (angolul: platelet dust) nevezték ezeket a 30 és 50 nm
kozotti strukturakat [8]. Az extracellularis vezikulak felfedezésének kovetkez6 allomasat
az in vitro tenyésztett birka reticulocytdk vizsgalata adta: ekkor irtdk le a
reticulocytdkban a kiilonleges ,,vedlési” (angolul: shedding) mechanizmust, melynek
soran a sejt bizonyos fehérjéktdl, amire mar nincs sziiksége (pl. transzferrin receptor),
vezikuldkba csomagolva szabadul meg. Ezeket a vezikuldkat nevezték exoszoémaknak
[9]. Késoébb kideriilt, hogy az extracellularis vezikuldk nem csak bizonyos fehérjéktdl
valé megszabadulds utjat jelentik, hanem élettani funkciojuk is lehet. Az egyik ilyen
uttoré munkaban azt bizonyitottak, hogy a B-sejt eredetli vezikulak MHC-II-t (major
histocompatibility complex II) hordoznak, és képesek antigént bemutatni T-sejtek
szamara [10]. Az extracellularis vezikulak immunoldogiaban betoltott szerepének feltarasa
nagy lendiiletet adott e teriilet fejlddésének. Az utdbbi évek nagy felfedezése, hogy az
extracellularis vezikuldk nukleinsavakat is tartalmaznak, és képesek arra, hogy ezeket

egyik sejtb6l atvigyék a masikba [11,12]. Ezaltal gy is tekinthetiink ezekre a
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vezikuldkra, mint a sejtek kozotti kommunikacié merében 0 modjara, mely révén a
sejtek ,,darabjai” atkeriilhetnek egyik sejtb6l a masikba. Az extracellularis vezikulak
kutatdisa nem kizardlag a sejtbioldgia és az élettan szamara izgalmas, hanem
orvostudomanyi felhasznalasuk is oriasi jelent0ségli lehet: tanulményozéasukkal eddig
nem ismert patofiziologiai folyamatokra deriilhet fény, 0j tipusu biomarkerek lehetnek,
és végil pedig nem talzés azt allitani — hiszen egy fiziologids nukleinsav atvivo
rendszerr6l van sz6 — hogy alkalmazasuk Uj alapokra helyezheti a génterapias

probalkozasokat.

Ugyanakkor fiatal tudomanyteriiletrdl 1évén sz6, szdmos nehézséggel all szemben az
e terilleten tevékenykedd kutatd. Igy példaul néhany évvel ezelétt még azt sem volt
nyilvanvalo, hogy pontosan mekkorak ezek a struktirak — és ennek vizsgalata meglepden
nehéz feladatnak bizonyult még a XXI. szazadban is. Nem tudjuk, hogyan viszonyulnak
egymashoz a kiilonboz6 vezikulapopulaciok, pontosan milyen mechanizmussal
keletkeznek, és milyen modon teremtenek kapcsolatot mas sejtekkel. A laboratoriumi
vizsgalatokhoz elengedhetetlen izolalasi és detektalasi moddszerek tele vannak
hibaforrassal, a vezikuldk vizsgalatira alkalmas modszerek kevéssé standardizaltak.
Munkank soran az volt a cél, hogy preciz izolalasi és detektalasi modszereket dolgozzunk
ki, amelyek segitségével megbizhatéan vizsgalhatok a vezikulak. Ezalatt szdmos
lehetséges hibaforrasra deriilt fény, amely a tudomanyteriilet alakulaséra is nagy hatdssal

volt.

Dolgozatomban e szines €s rendkiviil érdekes teriilet bemutatasa mellett részletesen
kitérek az extracelluldris vezikulak analizisét befolyasold tényezdkre, lehetséges

hibaforrasokra, és az elkeriilésiikre altalunk tett javaslatokra.
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3. Irodalmi hattér

3.1. A vezikulak osztalyozasa, elnevezése
Az extracellularis vezikuldk (a tovabbiakban az egyszeriiség kedvéért ,vezikulak™)

keletkezés, méret, fehérjetartalom alapjan tobb csoportba oszthatok. A legjobban
jellemzett populacio az 50 ¢és 100 nm kozotti atmérdjii ,.exoszéma”, amely a
multivezikularis testek exocitozisaval keletkezik [4]. Az exoszomak keletkezése soran a
multivezikularis test membranja beboltosul a lumen fel¢, majd kis vezikula formajaban
lefiiz6dik. Ezt kovetden az egész multivezikularis test fizional a plazmamembrannal, és
szabaddd vélnak az exoszomak. Ezek a vezikuldk keletkezésiiknek megfelelden
endoszoémalis markereket hordoznak (pl.: CD63, CD9, CD81, Alix (ALG2 interactive
protein X), TsglOl (tumor susceptibility gene 101)), ezaltal viszonylag konnyen
azonosithatoak [4,13]. Az exoszomak keletkezésérdl tudunk a legtobbet, ez a legjobban

vizsgalt és jellemzett populécio.

A masik nagy vezikula-populdci6 a plazmamembran eredetii mikrovezikulak
csoportja. Ezt a csoportot nagyon gyakran ,,mikropartikula” névvel illetik, féleg az
aramlasi citometrias tanulméanyok. Mivel a mikropartikula sz6 barmilyen kisméretli
struktarara (igy akar mesterséges milanyag gyongyokre) is utalhat, javasoljuk ehelyett
inkabb a mikrovezikula elnevezést. Megjegyezziik, hogy a ,,partikula” (részecske) szot
ebben a munkéban altalanossagban hasznaljuk kisméretii strukturak leirasara. igy pl. a
partikula-eloszlast detektaljuk olyan esetekben, amikor nem kapunk kozvetleniil arra
vonatkozo adatot, hogy az illeté struktira valdban extracellularis vezikula-e (pl.
fényszorasmérés alapjan dnmagéaban nem kiilonithetd el egy vezikula és egy barmilyen
mas eredetii, nem-vezikularis partikula). Igy a partikula szé6 ebben a tanulmanyban
egyarant fedi a vezikuldkat, de a nem vezikularis struktarakat is (fehérjeaggregatumok,
immunkomplexek, mikroprecipitadtumok stb., lasd késébb). Tovabb neheziti a témaban
kevéssé jartas kutatd tajékozodasat, hogy a mikrovezikula sz6t néhany tanulmany az
extracellularis vezikuldk (tehat az 6sszes vezikula tipus) szinoniméjaként hasznalja, nem
pedig a plazmamembran-eredetli struktardk leirdsara. Ebben a munkdban a
mikrovezikula szot kizardlag a plazmamembran eredeti, 100-1000 nm atmérd;i

vezikuldk leirdsdra hasznaljuk. Meég tovabb neheziti a helyzetet, hogy egyes

10
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munkacsoportok a plazmamembran-eredetli strukturakra is mas nevet hasznalnak: pl.

ektoszoma vagy ,,shedding vesicle” [14].

A harmadik nagy vezikulacsoportnak tekinthetjiik az apoptotikus testeket, amelyek
a programozott sejthalal alatt keletkezé nagyméreti (1-5 um) vezikuldk. Az elnevezést
Kerr hasznalta el6szor 1972-ben [15]. Az apoptotikus testek jellegzetessége, hogy DNS-t
tartalmaznak [4]. Bonyolitja a helyzetet, hogy apoptosis soran kisebb vezikulak is
keletkeznek, nehéz megitélni, hogy ezek valodi kiilon populaciot jelentenek-e az

apoptotikus testekhez képest.

Az extracellularis vezikulapopulacidk azonositasa, egymastol valo elvalasztasa tehat
nehéz feladat, és a sematikus, méret szerinti osztdlyozds nem biztos, hogy valodi
vezikulapopuldcidkat eredményez, hiszen a mintaelokészités, az izoldlds és az
alkalmazott vizsgalati eljaras is befolyasolhatja a vizsgalt preparatum méreteloszlasat
[14,16]. Altaldban elmondhato, hogy a sejtek egyszerre tobbféle vezikulat is termelnek,
azonban a kutatocsoportokat egyszerre csak egy vezikulapopulacié érdekli. Igy példaul
az exoszomakkal kapcsolatos tanulmanyok altaldban eldszor kitilepitik a nagyobb
vezikulakat egy elécentrifugalassal [13], igy természetes, hogy a kinyert preparatum (de
nem biztos, hogy az 0Osszes exoszOma) ,fels6 mérethatara” 100 nm-nek adodik.
Hasonloképpen nehéz megmondani, hogy az apoptdzis soran keletkezd vezikuldk minek
tekinthetdk — mikrovezikulaknak vagy apoptotikus testeknek-e? fgy elmondhato, hogy a
méret szerinti felosztds Onmagaban nem megnyugtatéoan elegendd a kiilonb6zo
vezikulapopulaciok elkiilonitéséhez. Az exoszomdk viszonylag jol jellemezhetdek
endoszomalis markerekkel, a mikrovezikuldkra jellemzd specifikus marker ugyanakkor
mindeddig nem ismert. A kdvetkezOkben a harom fenti vezikulatipus jellegzetességeit,

illetve funkcioit foglaljuk Gssze.

3.2. ExoszOmak - endoszomalis eredetii kis vezikulak
Viszonylag egyetértés van abban a tekintetben, hogy az exoszémak mérete 50 és 100

nm kozé esik [1,4,14]. Izolalasuk is jol jellemzett: mindenképpen nagy fordulatszamu
ultracentrifugalasra (altalaban 100000g) van sziikkség a kis méretli exoszomak
tlepitéséhez [13]. Az exoszOmak tisztitasara tovabbi szukréz denzitds gradiens

ultracentrifugalast is gyakran alkalmazunk, jol ismert, hogy a 1,13-1,19 g/ml-es stiriségti

11
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frakciokban talalhatéak meg ezek a vezikulak [13]. Elektronmikroszkopos megjelenésiik
csésze-szerll (cup-shaped), ez azonban Ugy tlinik, hogy miitermék, valojaban szinte
bizonyosra vehetd, hogy nativ formdjukban (oldatban) gomb alakot vesznek fel. Mint
mar kordbban emlitettiik, jellegzetes fehérjemarkeret hordoznak (CD63, CD9, CD81,
Alix, Tsgl01), tovabba tartalmaznak RNS molekuldkat (mRNS és miRNS), ezen
tulmenden lipidosszetételiik is jellegzetes (koleszterinben és szfingomielinben gazdag
lipid raftokat hordoznak, emellett a foszfatidil-szerin a kiilsé membranban talalhato meg)
[4]. Ugyanakkor az exoszomak Osszetétele fiigg a stimulacio fajtajatol is [17]. Az
extracellularis térbe, az exoszoma keletkezés kulcsmolekulai a Rab27a és a Rab27b,
melyek csendesitése jelentdsen gatolja az exoszoma keletkezést [18]. Ugy tiinik azonban,
hogy miutan a multivezikularis test fuzionélt a plazmamembrannal, a fuzi6 helyérdl is
lefizOdhetnek ,,ex0szOmak™, ezt az exoszoma keletkezés direkt mechanizmusanak irjak
le [14]. Ezt a jelenséget T-sejt- és eritroleukémia vonalak esetén irtak le: a
plazmamembranbdl lefliz6d6 vezikuldk az exoszomaktol nem voltak elkiilonithetdek,
hordoztdk a CD63-mat, a CD81-et, hasonld mérettartomanyba estek és stirliségiik is
megegyez0 volt [19,20,21]. A fentiekbdl is kovetkezik, hogy igen nehéz tehat definialni a
kiilonbozd vezikulapopulédcidkat, ha az exoszomak leflizOdhetnek a plazmamembranbdl

is.

Az exoszomak biologiai funkcioi igen sokrétiiek, termelddésiik altalanos jelenség,
stimulacid nélkill is termelddnek. Az exoszomék egyrészt képesek lehetnek mindarra,
amire az exoszoOmat kibocsatd sejt. Erre jo példa, hogy az antigénprezentald sejtekbdl
szarmazo exoszomak MHC-I-t, MHC-1I-t és kostimulatoros molekulakat hordoznak,
ezaltal képesek lehetnek T-sejteknek antigéneket bemutatni [10,22,23]. A dendritikus
sejt-eredetii exoszomak hatékony antitumor immunvalaszt képesek indukalni, azzal, hogy
peptid-MHC komplexeket visznek at mas dendritikus sejtek felszinére, Kiterjesztve ezzel
az antigénprezentacios hatékonysagot [24]. Ezért felmeriilt, hogy a dendritikus sejt-
eredetli exoszomak hatékony tumor-ellenes terapias lehetdséget képviselnek (Id. késobb).
Az exoszOmaknak a fert6zés elleni védelemben is lehet szerepiik: mycobaktériummal
fert6zott makrofagok vagy citomegalovirussal fertdzott endothelsejtek antigéneket
tartalmazé exoszomakat vihetnek at dendritikus sejtekre, el@segitve ezzel a T-sejtes

immunvalasz kialakulasat [25,26].
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Az exoszOmak ugyanakkor gatolhatjdk is az immunvalaszt, kiilonosen a tumor-
eredetli exoszomak esetében ismert ez a hatas. A tumorsejtek és a mononukledris sejtek
FasL-t hordoz6 exoszomakat termelnek, amivel képesek mas T-sejtek elpusztitdsara, ami
immunszuppressziohoz vezethet [27]. A tumor eredetli exoszomak ezen tulmenden
jelentds mértékben képesek indukalni a regulatorikus T-sejtek mikodését [28], és
csokkenteni az NK- (natural Killer-) sejtek és a CD8" citotoxikus T-sejtek miikodését
[29]. Ennek oka, hogy TGFp-t szallithatnak, illetve hordozhatjak az NKG2D (NK group
2, member D, egy NK-sejtet gatld fehérje) molekulat felsziniikon [29,30]. A
tumorsejteken kiviil az aktivalt T-sejtek is termelnek FasL-t hordoz6 exoszomakat, igy
ezek szerepet jatszhatnak az aktivacio-indukalt sejthalalban [31]. A placenta-eredetti

exoszomakrdl is kimutattak, hogy serkentik a T-sejtek apoptdzisat FasL kozvetitett uton

[4].

Az exoszomék tehat fontos immunfunkcioval rendelkeznek, ugyanakkor ennek
iranyat (serkentés vagy gatlas) nagyban meghatarozzak a koriilmények (pl. hogy az
exoszoma milyen sejtbdl ered). Ezen vezikulak masik fontos és meglepd funkciodja, hogy
képesek atvinni fehérjéket és nukleinsavakat egyik sejtbdl a masik sejtbe. Ezt a jelenséget
Valadi H. és mtsai igazoltdk eldszor elegans kisérleteikben: sikeriilt kimutatni, hogy egér
hizésejt vonalbdl (MC/9) szdrmazd exoszoémak mRNS molekuldkat tartalmaznak, és
human hizoésejtek (HMC-1 sejtvonal) képesek azok felvételére [12]. Ennek
kovetkezményeként a human hizosejtek egér eredetii fehérjéket kezdtek el termelni, ami
igazolja, hogy az exoszomalis RNS molekuldk képesek voltak transzlalodni a recipiens
hizdsejtekben. A tumorsejtek altal termelt exoszomak onkogéneket szallithatnak a sejtek
kozott (horizontalis transzfer) [32]. Igy példaul igazolast nyert, hogy a glioblastoma
sejtek altal termelt exoszomak onkogén EGFRVIII-t (epidermal growth factor receptor
vIII) hordoznak, amit képesek atadni olyan glioma sejteknek, amelyek eredetileg nem
expresszaltdk az EGFRvllI-at. Ennek kdvetkezményeként az utdbb emlitett sejtekben
fokozott MAPK (mitogen activated protein kinase) Utvonal aktivacio, emelkedett,
EGFRvIII-hoz kothetd génexpresszio (p27, VEGF (vascular endothelial growth factor),
bcl-x(L)) és morfologiai valtozas volt megfigyelhetd [32]. Tehat ugy tiinik, hogy a
tumor-eredetii  exoszémak képesek més, nem tumoros sejteket daganatossa

transzformalni, ami részben ellentmond a tumorok klasszikus ,,monoklonalis

13



DOI: 10.14753/SE.2013.1867

sejtszaporulat” elméletének. A fent emlitett néhany tanulméanynak 6ridsi hatasa volt a

teriilet fejlodésére.

A tumor-eredetli exoszomaknak tehat immunszupressziv és transzformalod hatasuk
lehet. Ezen talmenden gy tinik, képesek lehetnek arra is, hogy a metasztazisképzes
folyamatat eldsegitsék, mintegy ,,egyengetve az utat” a sejtek elott. Erre vonatkozodlag
szamos vizsgalatot végeztek, foként melanoma-eredetii exoszémak esetén. A melanoma-
eredetli exoszomak eljutnak a ,,0rszem” (sentinel) nyirokcsomodkba, ahol segitik a
melanoma sejtek megtapadasat, és fokozzak azok késébbi szaporodasat [33]. Ennek oka,
hogy itt a nyirokcsomoban szdmos metasztazissal Osszefliggd jelatviteli utvonalat
aktivalnak (MAPK aktivacio, VEGF termelés fokozasa stb.) [33]. Ezen kiviil azt is
kimutattdk, hogy a melanoma-eredetii exoszomak funkcionalis MET onkogén fehérjét
visznek at csontveléi progenitor sejtekre, elOsegitve ezzel a melanoma sejtek

megtapadasat a tiidGben, illetve a csontvelében [34].

A tumor-sejt eredetli exoszomak tehat alapvetd szerepet jatszanak a malignus
fenotipus kialakitdsdban, fenntartasaban és terjedésében. A tumorsejt eredetli exoszomak
érzékeny biomarkerek Ilehetnek daganatos megbetegedésekben, immunszuppressziv
hatasuk miatt valamint keringésbdl torténd eltavolitasuk terapids értékkel szolgéalhat

(ezekrdl a késdbbiekben részletesen is sz0 lesz).

3.3. Mikrovezikulak - nagyobb plazmamembran eredetii vezikulak
E csoport definicioja joval nehezebb, és ezt a konszenzus nomenklatura hidnya is

alatdmasztja. Egyrészt jelenleg nem ismert olyan marker, amely specifikus lenne
mikrovezikulakra. Mint korabban emlitettiikk, az exoszémak is leflizodhetnek a
plazmamembranbdl, emellett az is kérdéses, hogy hova soroljuk az apoptosis soran
keletkez6 vezikuldkat. Az irodalomban mindeniitt a klasszikus méretkategoriaval
talalkozunk, ezen vezikulak mérete 100 nm és 1000 nm kozott van [1,4,14,35]. Ugy
tlinik, hogy az exoszoémakkal szemben a konstitutiv termelddés alacsony [35], fdleg
stimuldcio hatasara keletkeznek. A tumorsejtek azonban konstitutivan is szadmos
mikrovezikulat bocsathatnak ki [36]. A mikrovezikuldk tehat a plazmamembranbol
fizOdnek le, termelddésiikhoz intracellularis kalcium koncentracié emelkedés sziikséges

[37,38], amely receptorstimulaciot kovetéen torténhet meg. Ilyen azonositott receptor
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példaul a P2X7 purinerg receptor monocitakon és neutrofil granulocitakon [39], a
trombin receptor vérlemezkéken [40] vagy a Toll-like receptor 4 dendritikus sejteken
[41]. A mikrovezikulak izolalasahoz alapvetéen alacsonyabb fordulatszam is elegendd,
10000-21000g alkalmazasaval mar tlepithetéek [4,42,43,44,45]. Ugyanakkor az
exoszomakkal azonos stirliségli frakciokban talaljuk meg ezeket a vezikuldkat szukroz
denzitas gradiens ultracentrifugalast kovetden [sajat, nem kozolt megfigyelés][4]. Az
irodalomban fellelhetd publikdciok altaldban elfogadjak, hogy ezek a vezikuldk a
foszfatidil-szerint a kiils6é membranrétegben hordozzak, és az chhez k6té6do fehérje, az
annexin V  segitségével azonosithatéak. Ugyanakkor kérdéses, hogy minden
mikrovezikula annexin V pozitiv-e, azonban ugy tiinik, hogy az annexin V pozitiv

mikrovezikulak aranyat szamos technikai tényez6 befolyasolja (lasd kés6bb) [46].

Legtobbet a vérben taldlhaté mikrovezikulakrdl tudunk, az elmult néhény évben
legalabb 1000 publikacidban vizsgaltdk a vérplazma-eredetli mikrovezikuldk szerepét
kiilonb6zé megbetegedésekben. Legnagyobb szdmban a vérben a vérlemezke-eredetii
mikrovezikuldk vannak jelen, de szdmos vorosvértest, fehérvértest és endothel-eredetii
mikrovezikula is kimutathato ezek mellett [1]. A vérlemezke-eredetii mikrovezikulak
funkcidja a legjobban jellemzett, legkorabban leirt folyamat: ezek a vezikuldk a
véralvadas alapfeltételei. Egyrészt foszfatidil-szerin tartalmuknal fogva eldmozditjak az
alvadasi kaszkad komplexeinek kialakulasat [47], masrészt segitik a vérlemezke-
vérlemezke ¢€s a vérlemezke-subendothelidlis matrix interakciokat Gpllb/Illa-fliggd
mechanizmussal [48]. Ezaltal szerepiik van az alvadasi folyamat soran mind a
vérlemezke adhézid és aggregacid kialakitasaban, mind a fibrinhald kialakuldsaban.
Emellett a vérlemezke-eredetli mikrovezikulak képesek hemopoetikus sejtek [49],

monocytak [50] és B-sejtek stimulalasara [51].

A mikrovezikuldk a fentieken tilmenden az exoszémakhoz hasonléan képesek érett
dendritikus sejtekrél MHC molekulakat atvinni mas dendritikus sejtekre [41]. Igy tehat
valosziniileg az exoszomak €s a mikrovezikulak egyiittesen feleldsek a dendritikus sejtek

kozotti MHC transzferért, amelyet el6szor 13 éve figyeltek meg [52].

Rendkivill érdekes megfigyelés egy magyar munkacsoporttdl, hogy a neutrofil
granulocytak antibakterialis hatasti mikrovezikuldkat termelnek [53]. Bar a fenti

mikrovezikulak  keletkezéséhez  elengedhetetlen volt az  opszonizdcio, de
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baktériumnovekedést gatldo képességiik fiiggetlennek bizonyult az opszonizaciotol, és a
toxikus oxigén metabolitoktol. Ugyanakkor az antibakterialis hatdshoz sziikség volt

gliikoz, az aktinhaldzat atalakulésra és a 2 integrin jelenlétére.

A mikrovezikulak tehat a sejttipustol fiiggden szédmos kiilonb6zo funkcidval

rendelkezhetnek.

3.4. Apoptotikus testek - programozott sejthalal soran keletkezo
nagyméreti vezikulak
Az ,apoptotikus test” fogalom nehezen meghatarozhat6, altalaban azokat az 1-5 um

méretli vezikuldkat értjiikk apoptotikus testeken, amelyek az apoptosis végsé fazisaban
keletkeznek. Azonban munkacsoportunk vizsgélatai alapjan el kell, hogy vessiik azt az
elméletet, hogy az apoptosis kezdeti fazisdban kis vezikuldk (azaz mikrovezikulak),
késdbbi fazisaban nagy vezikuldk (apoptotikus testek) keletkeznek (Szanto et al., kézirat
elokésziiletben). Az apoptosis folyamata sordn valoban keletkeznek kisebb és nagyobb
vezikulak, ezek keletkezése ugyanakkor nem fiigg 0ssze az apoptosis stadiuméaval. Tehat
rendkiviil nehéz meghatirozni, hogy mit tekintiink apoptotikus testnek, vajon az
apoptosis sordn keletkezd, DNS-t nem tartalmazo ,,mikrovezikuldk™ apoptotikus testnek

tekinthetoek-e?

Tobb kozlemény e nehézségek miatt csak ,,apoptotikus vezikulakrol” beszél, melyek

mérete rendkiviil valtozatos, 50-5000 nm-ig terjedhet atmér6jiik [4,14].

Izolalasuk soran tigyelniink kell arra, hogy méretiiknél fogva mar a sejtmentesitéskor
elveszthetiink szamos apoptotikus testet (Szanté ¢és mtsai., kézirat eldkésziiletben),
sejtektdl valo elvalasztasuk tehat nagyon nehezen lehetséges. A legtobb vizsgalat soran
apoptotikus sejt eredetli vezikuldk izolalasa helyett az apoptdzis indukcidja utan ko-
kultaraban tartjak az apoptotikus sejteket mas sejtekkel, és az apoptotikus testek
izolalasat tekintve egyaltalan nincs konszenzus. Szukroz denzitds gradiensben slirliségiik
nem ismert, azonositasuk a foszfatidilszerin pozitivitdson €s a DNS/hiszton jelenlétén

alapul.

Amellett, hogy az apoptotikus testek a sejtek haldla utan képzddott ,,tormelékek”,

amelyeket mas sejtek fagocitalnak, onmagukban is lehet funkcidjuk. Bergsmedh és
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mtsai. kimutattdk, hogy az apoptotikus testek onkogéneket vihetnek at egyik sejtbdl a
masikba, igy a tumoros DNS terjedhet [54], emellett szerepiikk lehet az
antigénprezentacioban, T- sejtek és B-sejtek aktivalasaban [1]. Kétségtelen azonban,
hogy nagyon kevés ismeretlink van az apoptotikus vezikulak/apoptotikus testek pontos

szerepérol.

3.5. Az extracellularis vezikulak orvosi jelentosége
3.5.1. Az extracellularis vezikulak, mint 4j tipusti biomarkerek

A bevezetdben is emlitettiik, hogy a vezikuldk termelédése altalanos jelenség,
minden sejt termeli Oket. Ebbdl kovetkezOen nem meglepd, hogy minden bioldgiai
folyadékban kimutathatoak. Vizsgalatukkal informéciot kaphatunk arra vonatkozoan,
hogy milyen folyamatok zajlanak a kibocsajtod sejtben, ebbdl kovetkeztethetiink valamely
betegség meglétére (diagnosztikus biomarker), lehetséges lefolyasara (prognosztikus
biomarker). Korabban szamos kozlemény foglalkozott vérplazma, vizelet [55,56] vagy
iziileti folyadék [57] eredetii vezikulakkal, de vannak adatok anyatej [58,59,60], tivegtesti
folyadék [61], liquor [62] eredetii vezikulakkal kapcsolatban is.

Az extracellularis vezikulak komplex biomarkerek: egyrészt vizsgalhatjuk a benniik
fellelhetd fehérjeket (transzmembran fehérjék, intravezikularis fehérjek, felsziniikhoz
asszocialt fehérjék), nukleinsavakat (féleg miRNS és mRNS), de akar a lipideket és a kis
molekulastlyl intravezikuldris metabolitokat is. Egyszerre tobb paraméter vizsgalata

még hatékonyabb lehet.

A tovabbiakban roviden attekintjiilk, milyen technikdk lehetnek alkalmasak az
extracellularis vezikulak biomarkerként vald alkalmazasara, és felsoroljuk az ezekkel
nyert legfontosabb eredményeket. A legtobbet hasznélt modszer az aramlasi citometria,
amellyel a vezikuldk szadmat, eredetét, felszini és intravezikularis fehérjemintazatat
analizalhatjuk. Bar az dramlasi citometriat eredetileg sejtek vizsgélatara fejlesztették ki,
alkalmazasa soran a nagyobb vezikulapopulacidk (tipikusan a mikrovezikulak) is
lathatok: az als6 mérettartomany kiiszob kb. 300-500 nm [14,63] a késziilék tipusatol

fliggben. Megjegyezziik, hogy a vezikuldk biomarkerként valé felhasznaldsa olyan nagy
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jelentdségli lehet, hogy jelenleg tobb cég is foglalkozik vezikuldk mérésére specifikusan
alkalmas késziilékek és beallitasok fejlesztésén, ilyen a Beckmann Coulter Gallios

késziiléke, vagy a BD (Becton and Dickinson) Influx aramlasi citométere.

Aramlasi citometrias adatok rendkiviil nagy mennyiségben allnak mar rendelkezésre,
az elmualt 10 évben kb. 1000 kozlemény szamol be elsdsorban vérplazma-eredetii

mikrovezikulakra vonatkoz6 mérési eredményekrol (1. abra).

180

90

1973 1994 2012

1. dbra. A mikrovezikulak dramldsi citometrids mérésével kapcsolatos tanulmanyok megjelenésének idébeli
alakulasa (forras: PubMed)

Szisztémas autoimmun betegségekben jol ismert, hogy esetiikben altalaban
emelkedett vérlemezke-eredetli mikrovezikula szdmot tudunk kimutatni. Ezt a
megfigyelést igazoltak rheumatoid arthritisben [64,65], systemas lupus erythematosusban
[66], Sjogren-szindromaban [67], antifoszfolipid szindroémaban [68,69], szisztémas
sclerosisban [70,71] és szisztémas vasculitisekben is [72]. A vérlemezke-eredetii
mikrovezikuldk szervspecifikus autoimmun betegségekben is emelkedettek lehetnek, igy
I. tipust diabetesben [73] vagy sclerosis multiplexben [74] is. A vérlemezke eredetii
vezikuldk egyrészt autoantigéneket, masrészt proinflammatorikus  citokineket
hordozhatnak, ezaltal serkentve a gyulladast. A legtobb adat erre vonatkozolag
rheumatoid arthritisben van: a vérlemezke-eredetli mikrovezikulak bejuthatnak az iziileti
folyadékba és synovialis fibroblastok stimulalasara lehetnek képesek [57,75]. Sot, ezek a
vezikuldk autoantigéneket is széllitanak, ami elOsegitheti az immuntolerancia attorését
ezekben a megbetegedésekben, figyelembe véve a vezikulak fiziologias immunmiikddést

befolyasolo hatasat [76].

A masik ma mar elfogadott megfigyelés, hogy kardiovaszkularis betegségekben

jelentésen emelkedett a vérlemezke- és az endothel-eredetli vezikuldk szintje a
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keringésben [77,78,79,80,81,82,83,84,85,86,87]. E vezikulak plazmaszintje korrelal a
vérnyomassal [78,88], szivelégtelenségben a betegség sulyossagaval [86,87,89] és az
altalanos  atherosclerosis  fokaval [90,91]. Vizsgalatukkal el6re  josolhatok
cardiovascularis események, mint a szivinfarctus [83] vagy a pulmonalis hypertensio
kimenetele [79]. Nem meglepd, hogy a vérlemezke- és az endothel-eredeti vezikulak
szintje a mélyvénas thrombosis 1uj markerének tekintheté [92,93], bar az adatok ebben a

betegségben ellentmondasosak [94].

A keringésben talalhaté mikrovezikulak szintje és Osszetétele 0sszefiiggést mutat a
metabolikus szindromaval [95,96,97], az obstruktiv alvasi apnoe-val [98,99], a
preeclampsiaval [100,101,102,103,104,105], a sepsissel [106,107,108], a sarlosejtes
vérszegénységgel [109], a paroxysmalis nocturnalis hemoglobinuriaval [110], az immun-
thrombocytopenias purpuraval [111], a thromboticus thrombocytopenias purpuraval

[112], az Alzheimer-korral [113] és a vesebetegségekkel [114,115] is.

Kiemelt jelentdséglick a daganatos betegségek vezikula vonatkozédsai: tumoros
megbetegedésekben az extracellularis vezikuldk kivalé biomarkernek bizonyulnak.
Eppen ezért mar tobb cég is fejleszt olyan diagnosztikumokat (Caris Life Sciences,

Exosome Diagnostics), amelyek extracellularis vezikulakon alapulnak.

A daganatos betegségekben egyrészt a daganatbol szdrmazé vezikulak mutathatok ki
nagy mennyiségben a keringésben. Mint mar kordbban emlitettiik, a vezikuldk szerepet
jatszhatnak az attétképzésben, méretiiknél fogva a keringésbe valdszinilileg hamarabb
bejuthatnak, mint maguk a sejtek. Kimutatasuk a valaha alkalmazott legérzékenyebb

biomarker lehet (http://www.carislifesciences.com/blood-based-diagnostics).

Nézziink néhany konkrét tanulményt, mely a fenti allitdsokat igazolja. Skog €és mtsai.
Western-blot segitségével kimutattadk, hogy glioblastoma muliforme-ban szenvedd
betegek vérében EGFRvVIII mutans onkogén receptort hordozé vezikuldk mutathatoak ki
[11]. Peinado és mtsai munkajabol kideriil, hogy a melanoma-eredeti exoszomak
kimutathatok a keringésben, fehérjetartalmuk a betegségstadiummal egyenesen, a
tuléléssel forditottan aranyos [34]. Ebben a munkaban a melanoma eredetli vezikulakat
olyan markerek segitségével azonositottak, mint a TYRP-2 (tyrosine related protein 2), a
HSP90 (heat schock protein 90) vagy a VLA-4 (very late antigen 4)[34]. A Caris Life
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Sciences ¢és az Exosome Diagnostics prosztata-, emlo- és vastagbélrak sziirésre alkalmas
vezikula-alapt modszereket fejleszt, a vizsgalat soran egyszerre tobb fehérje- és/vagy

RNS célpont vizsgalatat tiizik ki célul [116,117].

Erdekes médon nemcsak a tumor eredetii vezikulak jelenthetnek 0j biomarkereket:
ugy tinik, a tumor-eredetit RNS molekulak bekeriilnek a vérlemezke-eredetii
vezikulakba. Igy RNS technikik segitségével is vizsgalhatjuk az extracellularis
vezikuldkat. Nilsson és mtsai. kimutattdk, hogy a gliomas betegek vérében a vérlemezke
eredetli vezikuldkban EGFRVIII mRNS ¢és prosztata daganatos betegekben prosztatarak
specifikus mRNS mutathato ki [118].

Végiil fontosnak tartjuk megjegyezni, hogy a tumor-eredetii vezikulak és tumorban a
vérlemezke-eredetli vezikuldk jelentds mértékben jarulnak hozzd a daganatos
betegségeket kisérd tromboembolias eseményekhez, ezért kimutatasuk elére josolhatja az
ilyen eseményeket az arra hajlamos betegekben [44,119,120,121]. Ennek magyarazata a

tumor-eredetii vezikulak jelentds szoveti faktor expresszioja és prokoagulans aktivitasa.

3.5.2. Az extracellularis vezikulak, mint terapias célpontok
A tumor eredetli extracellularis vezikulak fontos szerepet toltenek be a daganatos

betegségek pathomechanizmuséaban. fgy korabban mar emlitettiik, hogy ezek a vezikuldk
szerepet jatszhatnak a tumorok lokalis terjedésében, a nyirokcsomo és hematogén attétek
kifejlodésében, az immunvalasz gyengitésében és a tumorral asszocialt véralvadasi
zavarok patogenezisében. Eltavolitasuk adjuvans terapiaként szolgalhat daganatos
megbetegedésekben. Az amerikai Aethlon Medical cég olyan eszkozt fejleszt, amellyel a
kisziirhet6k a keringésbdl az extracelluléris vezikula mérettartoméanyba esd partikulak,
igy maguk a vezikuladk, de a virusok is. Az ADAPT rendszer (adaptive dialysis-like
affinity platform technology) dializishez hasonlithaté rendszer, amelyet hepatitis C- és
human immundeficiencia virus fertézésben mar hasznalnak, de melanomaban,

vastagbéldaganatban, lymphomaban, petefészek- és mellrakban is hatasos lehet [122].
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3.5.3. Az extracellularis vezikulak, mint terapias eszkozok
Minthogy az extracellularis vezikuldk (kiilonosen az exoszoémak) képesek sejtek

kozott RNS ¢és fehérjemolekuldkat széllitani, felvetddik e rendkiviil izgalmas
kommunikécios rendszer felhasznaldsa a génterapia, illetve a célzott gydgyszerszallitd

rendszerek teriiletén.

Sun és mtsai. kimutattdk, hogy a curcumin (immunszuppressziv hatast polifenol)
exoszomakba csomagolhatd, és a keringésben az exoszémakban 1évé curcumin
féléletideje a liposzoOmakban bevitt curcuminhoz hasonl6 moédon megndvelhetd [123].
Ez még 6nmagiban nem meglepd, de ebben a munkaban azt is sikeriilt igazolni, hogy
egy LPS indukalt modellben az exoszOmalis curcumin, szemben a liposzomalis
curcuminnal, megvédte az allatokat a pusztulastol [123]. Ezek az adatok arra utalnak,
hogy az exoszomalis gyogyszerszallitas hatékonyabb lehet, hiszen élettani jelenségen

alapul.

Természetesen messze a legérdekesebbek azok a vizsgalatok, melynek soran
biologiailag aktiv RNS molekuldkat vittek at egyik sejtb6l a madsikba exoszoémak
segitségével. Alvarez-Erviti és mtsai Uttor6 munkajukban elséként hoztak 1étre targetalt
exoszomakat [124]. A Kkisérlet soran egér csontveldi sejtekbdl dendritikus sejteket
differencidltattak, majd a dendritikus sejtekbe egy olyan plazmidot jutattak be, amely az
exoszoma-marker CD63 mellett kodolt egy targetald peptidet (pl. Rabies virus
glikoprotein, RVG). A dendritikus sejtek altal termelt exoszomak felszinére tehat RVG
peptid keriilt ki, amely kizarolag az idegrendszerbe targetilta a gliikkoz-6-foszfat
dehidrogenaz siRNS-t tartalmaz6 exoszémakat (az siRNS-t elektroporacioval jutattdk be)
[124,125]. Az exoszOmak a vér-agy gaton is képesek voltak atjutni, ennek mechanizmusa

ismeretlen.

Korabban mar torténtek sikeres génterapids probalkozéasok adeno-asszocidlt virusok
segitségével (adeno-associated virus, AAV), elsésorban szemészeti megbetegedésekben
[126,127,128,129]. Erdekes, hogy az AAV-t termelé sejtek olyan exoszomakat is
termelnek, amelyekben megtalalhaté a virus is (vexoszomak) [130]. A virusokrol

egyébként is ismert, hogy kihasznalhatjdk az exoszomalis terjedést, igy ,.elbijhatnak™ az
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immunrendszer elél [131,132]. Az AAV vektorok és az exoszomak kombindlasa 0j

alapokra helyezheti a génterapiat a jovoben.

3.6. Az extracellularis vezikulak vizsgalatat nehezit6 tényezok
Az irodalmi attekintésben végiil emlitést tesziink olyan tényezokrdl, amelyek

megnehezitik a vezikuldk izoldldsat, analizisét. Minthogy viszonylag fiatal
tudomanyteriiletr6l van szd, rengeteg buktatéval allunk szemben. Jelen munka is
elsésorban e tényezOk vizsgalatara koncentral, és ezek egy részére megoldasi

lehetdségeket kinal fel.

Maiar a mintavétel is problémat jelenthet, kiilondsen a bioldgiai folyadékoknal.
Gyakorlatilag minden apré 1épés befolyasolja példaul az aramlasi citometridval mérhetd
mikrovezikula-szamot: igy a vérvételkor alkalmazott tii vastagsidga, az érleszoritas
mértéke, az alkalmazott antikoagulans, a vérvételi csovek taroldsa, a centrifugalasig eltelt
id6 stb. [133,134]. Sejtkultaraknal mindenképpen figyelembe kell venniink, hogy a
magzati borjusavo is sok vezikulat tartalmazhat, igy vezikula-izolalas el6tt vagy
szérummentes médiumot vagy vezikula-depletalt (16 oran at  100000g-vel

ultracentrifugalt) szérumot kell, hogy alkalmazzunk a sejtek tenyésztésére.

A vezikuldk izolalasahoz altalaban differencial centrifugéalast alkalmazunk, melynek
lényege, hogy egy eldcentrifugalassal elvalasztjuk a nagyobb méretli struktirakat, majd
feldusitjuk az éppen vizsgalni kivant populdciot. Minden alkalommal sejtmentesitéssel
kell kezdeniink. Onmagaban a centrifugalas 4ltaldban elégtelen az Osszes sejt
kitilepitéséhez, viszont a vezikuldk egy jelentés hanyada mar elvész. Ennek oka, hogy
egy adott fordulatszamt centrifugalds nagyobb, de nem 100%-o0s hatékonysaggal
tavolitja el a nagyobb strukttrdkat, és kisebb, de nem 0%-o0s hatékonysaggal tlepiti ki a
kisebb struktirat. igy példaul a vérplazma-eredetii mikrovezikulak vizsgalatdhoz elébb ki
kell lepiteniink a vérsejteket és a vérlemezkéket, ez jelenleg nemzetkdzi konszenzus
alapjan két egymast kovetd 2500g 15° centrifugalassal torténik [Lacroix és mtsai., kézirat
megjelenés alatt]. Az igy nyert ,,vérlemezke mentes plazma” (platelet-free plasma, PFP)
azonban biztosan tartalmaz maradék thrombocytat (kb. 30/ul), ugyanakkor szdmos
mikrovezikula mar elvész [135]. S6t mi tobb, a maradék vérlemezkék fagyasztast-

felolvasztast kovetden szamos vezikulat bocsathatnak ki [135]. Munkacsoportunk
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igazolta, hogy a kiillonb6z0 izoladlasi protokollok alapjan létrehozott preparatumok
altalaban kevert vezikulapopulacidkat (pl. mikrovezikula €s exoszoma) tartalmaznak.
Szintén fontos megfigyelés, hogy az apoptotikus testek nagy részét a sejtmentesités soran

elvesztjiik [Szantod B. és mtsai, kozlésre bekiildve].

A vezikuldk mérete és alakja is megvaltozhat az izolalas sordn. J6 példa erre, hogy
az exoszomakat eredetileg csésze alakunak irtak le [4], ma ezt a format az izolalas soran
létrejovo dehidracio szamlajara irjak [14]. A méretmeghatarozas sem konnyt, hiszen a
méreteloszlast nagyban befolyasolja az alkalmazott izolalasi eljaras (differencial-
centrifugalas) és az esetleges vezikula-fizi6 is centrifugalas hatasara [14]. Valoszint,
hogy az irodalomban megadott mérethatarok (100 nm exoszéma és mikrovezikula
kozott, 1000 nm mikrovezikula €és apoptotikus test kozott) mesterségesek, és az egyes
munkacsoportok altal sokszor konszenzusként alkalmazott protokollok kovetkezményei.
Ezen azt értjiikk, hogy pl. az exoszoémak izoldldsat rutinszerien megelézi egy 10000-
20000g ,.elécentrifugdlds” (a nagyobb vezikuldk eltavolitasa végett), igy természetes,

hogy a kapott preparatumban nincs 100 nm-nél nagyobb vezikula [13].

Az izolalas sordn figyelembe kell venniink, hogy mas, nem vezikularis struktirak
a vezikulakkal egytitt lilepednek, ha hasonld a méretiik és a stiriségiik. Ilyenek lehetnek
virusok, baktériumok, lipoproteinek, fehérjeaggregatumok, immunkomplexek (Id.
késobb) stb. A mikrovezikulak mérete 0sszevethetd a baktériumokéval, az exoszomakeé
pedig a virusokéval [1]. Az ily mddon 1étrejové kontaminacié komoly probléma lehet a
vezikulak bioldgiai funkcidinak tanulmédnyozasa soran. Munkank sordn nagy hangsulyt
fektettiink a protein kontamindci6 vizsgéalatara, valamint a vezikuldk és a nem vezikularis

természetii partikulak elkiilonitésére.

A mikrovezikuldk detektalasa is szdmos problémaba {itkdzhet, kiilondsen aramlasi
citometria soran. Az alkalmazott késziilék tipusa és az dramldsi citometrias beallitdsok
nagyban befolyasolhatjadk a detektalt vezikulaszamot. A mérések standardizaldsara
szamos kisérlet tortént az utobbi idében [136,137]. Az aramlasi citometrias mérés soran
jelet adhatnak olyan nem vezikularis események, mint a fehérjeaggregdtumok vagy az

immunkomplexek (lasd késobb), de akar a kalcium-foszfat mikroprecipitatumok is [138].
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Osszefoglalasul ~elmondhatjuk, hogy az extracelluldris vezikuldk kutatdsa
onmagaban is rendkiviil érdekes, Uj sejtélettani jelenségre hivja fel a figyelmet, aminek
az orvostudomany fejlédésére is nagy hatdsa lehet. Az extracellularis vezikulak
vizsgalatanak pontos moddszertani beallitasa elengedhetetleniil fontos, a potencialis
mitermékek kizdrasa alapvetd. Ezért ebben a munkdban a modszertani beéllitasok
mellett e mitermékek kizarasara fokuszalunk foként a kozépsé mérettartomanyba eso

vezikulapopulacio, a mikrovezikulak vizsgalata terén.
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4., Célkituzések

e Mikrovezikuldk mérésére alkalmas modszerek beallitasa

e Kiilonboz6 bioldgiai folyadékokbol szdrmazd mikrovezikuldk méretének
Osszehasonlitd elemzése tobbféle modszer segitségével

e Mikrovezikulak mérését befolydsold preanalitikai tényezok vizsgalata, kiilonds
tekintettel a vérvételkor alkalmazott antikoagulansokra

e Mikrovezikuldk mérését befolyasold analitikai tényezdk vizsgélata, kiilonos
tekintettel az immunkomplexekre és egyéb protein aggregatumokra

e Mikrovezikuldk izolalasat befolyasold tényezOk vizsgalata, kiilonds tekintettel a
mikrovezikuldkkal egytitt lilepedd nem-vezikula természetii partikuldkra

e Mikrovezikularis mintazat meghatarozasa rheumatoid arthritises, osteoarthritises

¢s juvenilis idiopathias arthritises betegek iziileti folyadékabol
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5. Modszerek

5.1. Betegek és mintak
A mikrovezikuldkat biologiai folyadékokban (vérplazma, iziileti folyadék) és

sejtkultara feliiluszoban is vizsgaltuk. Itt fontos megjegyezni, hogy munkéank soran eltérd
centrifugaldsi  protokollokat alkalmaztunk az i1dokozben valtozd6 nemzetkdzi
konszenzusnak ¢és sajat modszertani fejlesztéseinkkel kapcsolatos eredményeknek
megfeleléen. A munka korabbi fazisaban alkalmazott protokollok alapjan kapott
eredmények megfelelé kritikdval szemlélhetok csak, amelyeket az alabbiakban

részleteziink.

A kutatdsunkban felhasznalt mintak altalanos adatait az 1. tdblazatban részletezziik.
Munkank elején, a mikrovezikuldk mérésének bedllitdsdhoz egészséges donorokbol,
rheumatoid arthritises (RA-s) betegektdl, valamint osteoarthritises (OA-s) betegektol
szarmazd vérplazma mintdkat vizsgaltunk. Az immunkomplexek vizsgalatihoz RA-S
betegekbdl iziileti folyadékot gytljtottiink, mivel ebben a betegségben a lokalis
immunkomplex képzodés igen jelentés mértékii [139]. Kontrollként OA-s iziileti
folyadékmintdkat hasznaltunk. A mikrovezikuldk fenotipizadlasit az RA-s és OA-S
betegeken kiviil juvenilis idiopathids arthritises (JIA-s) betegek iziileti folyadékaban is
elvégeztik.

A preanalitikus tényezOk vizsgalatdhoz egészséges kontrolloktol és egészséges
terhesektdl vérplazma mintakat gyiijtottiink kiilonb6zd antikoagulans tartalmua csovekbe.

Az egyes kisérleteket részletesen a kovetkezd fejezetekben ismertetjiik.

Az RA diagnozisat a 2010-es EULAR/ACR (European League Against
Rheumatism/American College of Rheumatology) kritériumok alapjan allitottdk fel
[140,141]. A mintavétel idOpontjdban minden esetben dokumentaltuk a Kklinikai,
laboratoriumi €s szerologiai paramétereket. A vizsgalat soran a Helsinki Deklaracionak
megfeleld etikai elveket kovettiik, a kisérleteket a Tudoméanyos ¢és Kutatasetikai
Bizottsag (TUKEB) jovahagyasaval végeztiik. Minden vizsgalatba bevont személy (a

gyermekek esetében sziileik vagy gondozoik) irasban beleegyezett a vizsgalatba.
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Kisérlet célja Diagnézis | Minta Nemek aranya | Eletkor £ SD Kezelés helye | Feldolgozas Megjegyzés
tipusa modja

Mikrovezikulak Egészséges | Vérplazma 4 né, 1 férfi 38,2+ 13,6 év, 25- 250g 10°, majd

mérésének beallitasa kontroll 50 év 3000g 10’

Mikrovezikulak RA Vérplazma 9 nb, 2 férfi 61,8+ 11,7 év, 38- | ORFI, BIK 250g 10°, majd

mérésének beallitasa 76 év 3000g 10’

Mikrovezikulak OA Vérplazma 10 né 58,4+ 14,7 év, 35- | SZTE, BIK 250g 10°, majd

mérésének beallitasa 75 év 3000g 10’

Immunkomplexek RA [ziileti 11 no, 1 férfi 56,2 £ 15,4 év,25- | ORFI, BIK 650g 20’

vizsgalata folyadék 74 év

Immunkomplexek OA [ziileti 10 no, 2 férfi 61,7 £ 6,4 év, 50- SZTE, BIK 650g 20’

vizsgalata folyadék 68 év

Mikrovezikulak RA [ziileti 7 no, 1 férfi 50,4 £ 18,5 év; 23- | ORFI, BIK 650g 20’ atlag DAS: 5,69;

immunfenotipizalasa folyadék 73 év 2 ACPA negativ

beteg

Mikrovezikulak OA [ziileti 6 16, 2 férfi 64,1+ 7,9 év; 50- SZTE, AEK 650g 20’

immunfenotipizalasa folyadék 71 év

Mikrovezikuldk JIA [ziileti 6 lany, 4 fiu 9,5+5,8 év; 2-19 SE, Il. sz. 650g 20’ oligoarticularis

immunfenotipizalasa folyadék év Gyermekklinika forma

Anticoagulansok Egészséges | Vérplazma 14 férfi, 16 n6é 30,2+ 11,0 év: 22- 2x2500g 15° 4 dohanyos

vizsgalata kontroll 59 év

Ex vivo vezikulacid Egészséges | Vérplazma 3 férfi, 3 n6 248 +£ 53 ¢év, 18- 2x2500g 15° nem dohanyzok

vizsgalata kontroll 34 év
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ACD komponensek Egészséges | Vérplazma 7 n6, 3 férfi 38,8 év + 10,5 év, 2x2500g 15’ nem dohanyzok
vizsgalata kontroll 23-53 ¢év

Resistive pulse sensing Egészséges | Vérplazma 2 nd, 1 férfi 33,0+ 15,9 év 2x2500g 15° nem dohanyzok
kisérletek kontroll

In vivo elevacio Egészséges | Vérplazma 6 nd 30,8 + 1,3 év: 29- | AEK 2x2500g 15° nem dohanyzok
vizsgalata ACD cs6ben | terhes 33 év

In vivo elevacio Egészséges | Vérplazma 6 nd 27,8 £5,2 ¢év, 23- 2x2500g 15° nem dohanyzok,
vizsgalata ACD cs6ben | kontroll 37 év nem terhesek

1. tablazat. Munkank soran vizsgalt bioldgiai mintak. Roviditések: RA: rheumatoid arthritis, OA: osteoarthritis, JIA: juvenilis idiopathias arthritis, ACD: acid-citrat dextréz, ORFI:
Orszagos Reumatoldgiai és Fizioterapias Intézet, BIK: Budai Irgalmasrendi Kérhaz, SZTE: Szegedi Tudomanyegyetem, AEK: Allami Egészségiigyi Kozpont, SE: Semmelweis Egyetem,
DAS: disease activity score, ACPA: anti-citrullinlt protein antitest
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5.1.1. A periférias vérmintak feldolgozasa
A vért az elsé vizsgalatok soran 4,5 ml-es 3,2% (0,109M) natrium-citratot

tartalmazd csébe vettiik, kozepes mértékii érleszoritas alkalmazéasa mellett. A vért 3-5x
megforgattuk, majd lecentrifugaltuk 10 percig 250g alkalmazasa mellett. A vérplazmat
leszivtuk, majd a feliilaszo6t 3000g alkalmazasaval 10 percig centrifugaltuk, végil a
plazma mintakat -20 °C fokon taroltuk felhasznalasig. Itt utalunk arra a tényre, hogy ezt
a protokollt a tovabbiakban mar nem alkalmaztuk, mivel az igy nyert vérplazma
tartalmazhatott vérlemezkéket. A vérlemezkék olvasztas-fagyasztds soran rendkiviil
nagy mennyiségli mikrovezikulat bocsatanak ki [135], igy a mért vezikulak nagy része
mesterségesen (nem a beteg szervezetében) keletkezett. Az igy feldolgozott mintdk
alkalmasak a mikrovezikuldk mérésének bedllitdsara, ugyanakkor a valddi
mikrovezikula szam meghatarozésara és a betegcsoportok kozotti kiilonbségek leirasara
semmiképpen sem. Megjegyzendd, hogy kordbban szamos mds munkacsoport is
hasonlo protokollt hasznalt, és — hibdsan — igy hatdrozta meg az mikrovezikuldk

mennyiségét kiilonbdzo betegségekben.

Rajtunk kiviil szamos mas munkacsoport is megfigyelte, hogy a vérlemezkék
fagyasztasa soran keletkez6 mikrovezikuldk miatt igen jelentésen tilbecsiilhetjik a
valodi  mikrovezikula mennyiséget [135]. Ezért alapveté feladatta valt az
mikrovezikuldk mérésére alkalmas vérlemezke-mentes vérplazma (PFP) izolalasa,
amelyet az ,International Society on Thrombosis and Hemostasis (ISTH)”
standardizaland6 feladatként jelolt meg. Ebben a standardizacios kollaborativ munkéban
munkacsoportunk is részt vett. A kollaboracié alapjan nemzetk6zi konszenzus alakult ki
az alkalmazott protokollt illetden, amelyet munkank késébbi fazisdban mi is
alkalmaztunk. Az aldbbiakban ezt az ISTH protokollt ismertetjiik [Lacroix és mtsai.,

kézirat megjelenés alatt].

A vért 4,5 ml-es 3,2% (0,109M) natrium-citratot tartalmazo cs6be vessziik, kdzepes
mértekll érleszoritas alkalmazasa mellett. Az elsé kb. 0,5 ml vért nem hasznaljuk fel. A
vérvételt kdvetd 2 oran beliill a mintakat szobahdmérsékleten 2500g-vel centrifugaljuk
15 percig, majd a feliiluszot leszivjuk ugy, hogy kb. 1 cm plazma maradjon még a
vorosvértestek felett. Az igy nyert un. vérlemezke-szegény plazmat még egy
alkalommal lecentrifugaljuk 2500g alkalmazéasaval 15 percig, majd a PP prostate cancer
antigen PFP-t leszivjuk ugy, hogy az utols6 100 pl-t nem szivjuk fel. A PFP mintakat
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folyékony nitrogénben fagyasztjuk, majd felhasznélasig -80 °C fokon taroljuk. Az igy

nyert plazma egészen minimalis mennyiségben tartalmazza a vérlemezkéket.

Vizsgalataink soran arra is kivancsiak voltunk, hogyan befolyasoljak a vérvételkor
alkalmazott antikoagulansok a mért mikrovezikula szdmot. Ezért az egyik
kisérletsorozatban (Id. 1. tablazat) a vért 30 egészséges személytdl kiilonbozd
antikoagulanst tartalmazo6 vérvételi csovekbe vettiik (2. tablazat) és az ISTH protokoll

alapjan nyert PFP-t vizsgaltuk.

Alvadasi cs6 Alvadasgatlo anyagok Térfogat Katalogus szam

citrat 3,2% Na-citrat 4,5 ml 454332, Greiner Bio-One
heparin littum-heparin 3mil 454244, Greiner Bio-One
EDTA Ks(etiléndiamin-tetraacetat) 3mil 454217, Greiner Bio-One
ACD-A citromsav, dextrdz 9mi 455055, Greiner Bio-One
CTAD citrat, teofillin, adenozin, dipiridamol 3,5ml 454462, Greiner Bio-One
CPDA citrat, foszfat, dextroz, adenin 6 ml 456057, Greiner Bio-One

2. tablazat. Kisérleteink soran alkalmazott antikoagulans tartalmu vérvételi csovek.

5.1.2. [ziileti folyadék
Munkénk soran iziileti betegségeket is vizsgaltunk (1. tablazat), igy kézenfekvo volt

iziileti folyadékok (synovialis folyadékok) gytlijtése is. Az iziileti folyadékban
gyakorlatilag nincsenek vérlemezkék [57], igy a sejtmentes synovialis folyadék
1zolalasa joval egyszerlibb a vérplazmahoz viszonyitva. Az iziileti punkcid utdn nyert
folyadékot a vérplazmanal nagyobb viszkozitdsa miatt 650g alkalmazasaval 20 percig

centrifugaltuk, majd a feliiliszot leszivtuk, €s felhasznalasig -20 °C fokon taroltuk.
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5.1.3. Sejtkultira feliiliszé
A mikrovezikuldkat CCRF-CEM (human akut lymphoid leukaemids sejtvonal,

ECACC) sejtvonal feliiluszojabol is vizsgaltuk. A sejteket RPMI médiumban
tenyésztettiik 10% magzati borjusavo jelenlétében 5%-0s CO, tartalom mellett. A
mikrovezikulacibhoz  kizarélag  szérummentes  médiumot  hasznaltunk, a
mikrovezikulakat 24 ora eltelte utan gyljtottiik 6ssze a feliiliszobol. A sejteket 400g-
vel ilepitettiik 15 percig, majd az igy nyert sejtmentes folyadékbol mikrovezikuldkat
izolaltunk (1d. alabb).

5.2. Mikrovezikulak izolalasa
A kiilonb6z6 bioldgiai mintdkban a mikrovezikuldk vizsgalatdra két modon van

lehetdség. Az els6 modszer sordn higitott nativ bioldgiai mintédkat (higitott plazma,
iziileti folyadék stb.) hasznalunk. Minthogy az igy vizsgalt minta sok esetben nem elég
koncentraltan tartalmazza a mikrovezikuldkat, illetve szadmos modszer (pl.:
transzmisszios elektronmikroszképia, TEM) nem képes analizalni a kis koncentracioban
jelenlevd vezikuldkat, sziikségessé valhat e struktirdk izoldldsa. Ezt minden esetben
hasonlé protokoll alapjan végeztiik. A vizsgéalni kivant mintat el6szér 800 nm-es szlirén
atszlrjiik ugy, hogy csak a folyadék hidrosztatikus nyomasat hasznaljuk fel a sziirés
segitésére (nem hasznalunk fecskend6t, mert a magas nyomdas hatisara
diszpergalodhatnak a vezikuldk). Az atsziirt mintat ezutdn 20500g mellett 60 percen
keresztiil centrifugaljuk. Az tiledéket steril 0,1 pm-es szlirén (Millipore) atsziirt PBS-sel
(phosphate buffered saline) felszuszpendaljuk, majd a vezikuldkat még egy alkalommal
20500g-n centrifugaljuk 40 percig. Az iiledéket moshatjuk még egyszer, ha az ezutan
alkalmazott ~ modszer  megkoveteli a  tiszta  vezikulapreparatumot  (pl.
tomegspektrometria). Az iiledéket végiil az alkalmazni kivant vizsgélati eljarashoz
megfeleld szlrt pufferben (PBS, desztilldlt viz stb.) vessziik fel. A vezikuldk
fehérjetartalmat microBCA-assay (bichinchoninic acid) segitségével hatdrozzuk meg. A

részleteket illetden utalunk a megfeleld fejezetekre.
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5.3. Protein komplexek létrehozasa és izolalasa
Fehérjekomplexeket azért kivantunk vizsgélni, mert ezek jelenléte a

mikrovezikuldk kozott megzavarhatja a vezikuldk detektaladsat és izolalasat. Az
immunkomplexeket kiilonb6z6 aranyban (1:10000-10000:1 aranyban) 0Osszekevert
antigén ¢és antitest 0sszekeverésével hoztuk létre. Vizsgaltuk a laktoferrin (LF)-anti-
laktoferrin (Sigma-Aldrich), ovalbumin(OVA)-anti-ovalbumin (Sigma-Aldrich), egér
IgM (HFPG-846 hibridoma altal termelt antitest)-anti-egér IgM (Sigma-Aldrich)
komplexeket. Az antigéneket ¢és antitesteket 50 pul PBS-ben kevertiik 6ssze. A mintakat
30 perc 37 °C fokon tortént inkubacio utan 300 ul-re higitottuk fel PBS-ben, majd
aramlasi citometridval, dinamikus fényszorasméréssel (dynamic light scattering, DLS)
¢€s nanoparticle tracking analysis-sel (NTA) detektaltuk. Az atomerd mikroszkdpiahoz
(atomic force microscopy, AFM) az LF-anti-LF komplexeket a mikrovezikulak
esetében szokasos protokoll szerint iilepitettiik. Immunkomplexek mellett vizsgaltuk a
biotin-streptavidin  komplexeket is. A streptavidinnak 4 koétéhelye van, mig a
kereskedelmi forgalomban kaphat6 antitestek altalaban 3-6 molekula biotint
tartalmaznak [142]. A tobb kotShely miatt varhaté a szupramolekularis aggregatumok
kialakuldsa. Vizsgdlatunkban tehat egy biotinilalt antitestet (kecske anti-egér IgM,
Sigma-Aldrich) és streptavidin-PE-t (R&D Systems) hasznaltunk kiilonb6zé aranyban
keverve (10:1-1:1000 aranyban).

A mesterségesen létrehozott protein aggregatumok mellett vizsgaltunk in vivo
képzddott fehérjekomplexeket is. RA-ban nagy mennyiségli immunkomplex keletkezik
lokalisan [139], ezeket izolaltuk anti-IgG és anti-IgM oszlop segitségével. Az iziileti
folyadék 2 milliliterét a megfeleld agar6éz oszlopra vittik fel 0,01 M Na-foszfat
pufferben (pH=7), 0,15 M NaCl jelenlétében. Két 6ra inkubacios 1d6 utan az oszlopot
50 oszloptérfogat kotdpufferrel mostuk. A kotddott immunkomplexeket 4M MgCl,
puffer (pH=5,5) segitségével elualtuk, majd az eludtumot PBS-sel szemben dializaltuk
egy ¢éjszakan keresztiil. Az immunkomplex preparatumokat anti-human IgG-FITC (IgG-
fluoreszcein izotiocianat) (Sigma-Aldrich), anti-human IgM-FITC (Sigma-Aldrich)
hozzaadasaval jeloltiik meg, és aramlasi citometriaval detektaltuk. A mikrovezikulakhoz
kotédni képes annexin-FITC-el (BD) is jeloltiik ezeket a prepardtumokat, a vezikularis

események kizarasa végett.
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5.4. Aramlasi citometria
Ugyan az aramlasi citométert sejtek, illetve sejt-méretli partikuldk mérésére

tervezték, a kisebb mikrovezikuldk is jol mérhetdek vele. Az dramlasi citometrids also
mérési hatar 300 nm koriil van, ezért csak az ennél nagyobb vezikulak detektalhatoak
biztonsaggal [63]. Ugyan a sajat és mas munkacsoportok mérései is azt igazoljak, hogy
a vezikuldk nagy része kisebb ennél (ld. kés6bb), az aramlasi citometria a vilagon
mindeniitt az egyik elséként valasztandd moddszer a vezikuldk sejt-eredetének

megallapitasara €s a vezikula-szam meghatarozasara biologiai folyadékokbol.

Meéréseink sordan FACSCalibur és BD LSR II é4ramlasi citométereket (BD
Biosciences) hasznaltunk a korabban leirt, a mikrovezikuldk mérését lehetové tevo,
specialis erdsitési és kapuzasi modszerek alkalmazasaval. Az éaramlasi citométerek
vezikuldk mérésére valdo alkalmazhatosagat kiilonbozo gyongyok segitségével
hataroztuk meg (4 pm és 400 nm, (Invitrogen), 530 nm (Sperotech), 100 nm és 1 um
(Sigma-Aldrich)). A mikrovezikula kapu felsé hatarat az 1 um-es gyongy segitségével
definidltuk, az als6 hatarat pedig gy, hogy figyelembe vettiikk, mely beallitdsnal a
legkisebb a jel/zaj arany, azaz melyik az FSC és SSC érték, ami a legtobb vezikulat
detektalja a legkisebb hattérzaj mellett. Mivel a vezikuldk mérése sordn a jelet nagyon
fel kell erdsiteni, elkeriilhetetlen a nagy elektromos hattérzaj jelenléte. Igy alapvetd,
hogy csak azt az eseményt azonosithatjuk vezikularis eseményként, amely a vezikula
kapun beliil talalhatd, és egyszersmind festédik valamilyen vezikula-specifikus
markerrel (annexin V, membranfehérjék stb.) is. Munkank soran egy harmadik feltételt
is szabtunk, nevezetesen a festdd6 események detergens-érzékenységét, amivel a
vezikularis  események  elkiilonithetéek a  nem-vezikularis  eseményektdl
(immunkomplexek, fehérjeaggregatumok) (A detergens lizis modszer részletes leirasat
1d. alabb). Igy tehat nagyon szigort feltételeket szabtunk annak eldontésére, hogy a

detektalt esemény valoban vezikularis eredetii-e.

A késébbiekben a kialakulé nemzetkdzi konszenzusnak megfeleléen az ISTH
prokoll alapjan is meghataroztuk az aramlasi citométer beallitasokat [137]. A
beallitashoz a protokollban megadott Megamix (BioCytex) gyongyoket hasznaltuk. A
két protokoll nagyjabol megegyezd mikrovezikula régiét eredményezett (ld.

Eredmények fejezet).
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A hattérzaj csokkentése érdekében a bioldgiai mintdkat (vérplazma, izileti
folyadék) vagy az abbol izolalt mikrovezikulakat 0,1 um-es filterrel sziirt PBS-ben vagy
fiziologias soéoldatban higitottuk (30x-osra). A mikrovezikuldkat kiilonbozo
markerekkel jeloltiik meg: annexin V (foszfatidil-szerin pozitiv mikrovezikula, szamos
tanulmanyban Ossz-mikrovezikula szam), CD3 (T-sejt-eredetli), CD4 (helper T-sejt
eredetil), CD8 (citotoxikus T-sejt eredetli), CD14 (monocyta eredetli), CD19 (B-sejt
eredetil), CD41a (vérlemezke-eredetli), CD42a (vérlemezke-eredetii), CD45 (leukocyta
eredetil), CD68 (makrofag eredetti mikrovezikula, az sszes antitestet a BD Biosciences
cégtdl rendeltiik). A mikrovezikulakat anti-RANK (anti-receptor activator of nuclear
factor kappa-B) ¢és anti-RANKL (anti-RANK-ligand) antitestekkel is megjeldltik. Az
annexin V kotédés soran a 0,9%-0s NaCl oldatban 2,5 mM CaCl, koncentraciot
biztositottunk, az annexin V Ca®" dependens kotédése miatt. Mivel a kalcium a
fosztattal oldhatatlan csapadékot képez, az annexin V kotddés vizsgalatira PBS nem
hasznalhato. A hattér fluoreszcenciat megfeleld izotipus kontroll segitségével, illetve
annexin V festés esettben 5 mM EDTA hozzdadasaval detektaltuk. Az
immunkomplexek detektalasara anti-humén IgG-FITC (1:300) és anti-human IgM-FITC
gyongyhoz hasonlitottuk (Partec GmbH), melyet fluoreszcencia alapjan az SSC/FL2
plot-on detektaltuk. A mikrovezikula koncentraciot a kovetkezd képlet adja meg:
vezikula szam/ul = (vezikula eseményszam/gyongy eseményszam) / gyongy

koncentréci6 x higitas.

5.5. Differencial detergens lizis
Munkank sordan vizsgaltuk a vezikuldk detergens érzékenységét. Abbol a

feltevésbdl indultunk ki, hogy a membran struktarak érzékenyebbek a detergensre, mint
a fehérjeaggregatumok/immunkomplexek. Ezért dramlasi citometria sordn vizsgaltuk,
hogy a vezikuldk és az immunkomplexek (IgM — anti-IgM-FITC) mely detergens
koncentracional tlinnek el. Detergensként Triton X-100-at hasznaltunk emelkedd
koncentracioban. Méréseink soran megallapitottuk, hogy a legalkalmasabb detergens a
mikrovezikulak és az immunkomplexek/protein aggregatumok elkiilonitésére a Triton

X-100, mely 0,05-0,5% koncentracioban lizalja a mikrovezikuldkat, de az
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immunkomplex eredetli jelek ebben a koncentracidban nem valtoznak. Az iziileti
folyadékok mikrovezikula tartalmanak meghatarozasa soran 0,1% Triton X-100-at
hasznaltunk minden mérésnél, és a detergens lizis utan megmaradd eseményszamot
kivontuk a detergens lizis eldtti eseményszambol. Lényegében tehat azokat az
eseményeket, amelyek detergens lizis utan is lathatéak voltak az SSC/fluoreszcencia
plot-on, nem tekintettiik vezikularis eredetiicknek. A megmaradd eseményszamot

természetesen a fent emlitett 3 um-es referenciagyongyhdéz hasonlitottuk.

5.6. Protrombinaz assay
A foszfatidil-szerint hordozé mikrovezikulak funkcionalis (varalvadast el@segitd)

mérésére kivaldoan alkalmas a protrombinaz assay (Zymuphen MP-Activity Kit,
Hyphen, BioMed). A mérés soran 1:20 higitottunk PFP mintakat, majd a gyartd altal
annexin V-tel bevont (,,coat”olt) platekre vittiik fel Oket. Egy ora 37 °C fokos
inkubacid utan a plateket 5x mostuk mosopufferrel. Ezt kdvetden marha Xa/Va faktort
¢s humén protrombint adtunk a plate felszinére immobilizalt vezikuldkhoz és 10 percig
inkubaltuk a rendszert 37 °C fokon. A trombin-specifikus kromogén szubsztrat
hozzéadasa utan a reakciot 2%-os citromsav hozzaadasaval allitottuk le. Az extinkciot

cre

kalibratorokhoz hasonlitottuk, végiil az értékeket PS ekvivalensben fejeztiik ki (nM PS).

5.7. Transzmisszios elektronmikroszkadpia (TEM)
A mikrovezikuldk kozvetlen vizsgalatira legalkalmasabb moddszer a TEM. A

modszer alkalmazasaval nemcsak a partikulak vezikuléris természete és mérete itélhetd
meg, hanem belsé szerkezete is. Ezért a TEM a legalapvetébb moddszerként szerepelt

vizsgalatainkban.

A TEM vizsgalathoz minden esetben izolaltuk a mikrovezikuldkat a fent leirt
protokollnak megfeleléen. Centrifugalds utdn az iiledéket nem szuszpendaltuk fel,
hanem 500 pl 4%-0s paraformaldehidet (PFA) pipettaztunk ra. Egy éjszakan at tortént
inkubacié utdn a PFA-t PBS-sel kimostuk, majd a preparditumokhoz 1% ozmium-
tetraoxidot (Taab) adtunk hozza, és 30 percig inkubaltuk 6ket. Desztillalt vizzel torténd

crer

mintdkat 50% etanolban 1% uranil-acetat hozzaadasaval jeloltiik, majd Taab 812
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gyantaba agyaztuk be. Egy éjszakéan keresztiil hagytuk polimerizalni a gyantat, majd az
ultravékony metszeteket Hitachi 7100 elektronmikroszkoppal vizsgaltuk.

Az immunkomplexek jelenlétét immun-TEM segitségével is vizsgaltuk. Ennek
soran a fixalast és mosast kovetden az iiledékeket 4%-0s PBS-BSA (bovine serum
albumin) alkalmazéasaval blokkoltuk, majd peroxidazzal konjugalt anti-human IgG és
anti-human IgM (Sigma-Aldrich) segitségével jeloltiikk meg. A mintakat egy éjszakan at
4 °C fokon inkubaltuk, majd haromszor mostuk PBS-ben. Szubsztratként 3,3-

diaminobenzidint hasznaltunk (Vector Laboratories).

A TEM soran nyert képeket ImagelJ képelemz6 alkalmazas segitségével analizaltuk

(ImageJ 1.42q Wayne Rasband).

5.8. Atomero6 mikroszkopia (AFM)
Az AFM felszinhez kotott partikuldk felszinét képes ,,letapogatni”. Polikarbonat

lemezeken racsos felszint alakitottunk ki Nd-YAG lézer segitségével, amely felszinére
nultettlik” a plazmabdl és iziileti folyadékbdl izolalt, PFA-val fixalt mikrovezikuldkat.
A lemezeket egy oran keresztiil inkubaltuk 37 °C fokon, majd a le nem kotddott
struktarakat 3 alkalommal mostuk desztillalt viz segitségével. Az utols6 mosas utan a
lemezeket hagytuk megszaradni egy éjszakan keresztiil szobahOmérsékleten. Az
immunkomplexeket frissen hasitott csilldimlemezekre helyeztiik ra, majd széritottuk ki.
Az AFM vizsgalat soran az AFM mikroszkopot (PSIA, sorozatszam: XE-100) tapping
mode-ban hasznaltuk, specialis AFM tik alkalmazasaval (NSC15, MikroMasc). A
lekotott strukturdkat topografias €s az arnyékolt topografids képek segitségével

dokumentéltuk XEP1.5 (PSIA) szoftver hasznalataval.

5.9. Dinamikus fényszorasmérés (DLS)
A DLS a partikula szuszpenziok fényszorasat vizsgalja, amelybdl

kovetkeztethetiink a partikuldk méreteloszlasara. A mérés sordn egy goniométerhez
(ALV GmbH) szerelt diddalézert (CVI Melles Griot, hulldmhossz: 457,7 nm)
hasznaltunk. A szort fény intenzitasat 90°-ban detektaltuk, és a méreteloszlas

meghatdrozasahoz szolgald kiinduld fliggvényt, az autokorrelacidos fiiggvényt a
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Semmelweis Egyetem Biofizikai és Sugarbioldgiai Intézetében kifejlesztett IBM-PC
alapu szoftver segitségével hatdroztuk meg. A partikula méreteloszlast a maximum
entropia modszer segitségével vettiik fel. A DLS modszer segitségével nyert abrakon az
latszik, hogy az egyes mérettartomanyok milyen mértékben vesznek részt az Ossz-
fényszorasi kép kialakitasaban (mekkora az un. a(r,) koefficiens). Mivel a nagyobb
részecskék jobban szorjak a fényt, ezért az Ossz-fényszorasi kép kialakitdsaban a
nagyobb részecskék koncentraciojukhoz képest aranytalanul nagyobb mértékben
vesznek részt. Tulajdonképpen ezzel magyarazhatd, hogy polidiszperz (tobb
mérettartomanyba tartoz6 részecskéket egyidejiileg tartalmazé mintdban) rendszerek
esetén a DLS nem pontos, a méreteloszlas hisztogramjai nem tiikkrozik a valodi
részecskeeloszlast. A DLS kétségtelen elénye ugyanakkor, hogy a partikuldkat nativ
kornyezetben — szuszpenzidban — képes vizsgalni, szemben a TEM-mel és az AFM-mel,

ahol a vezikuldkat felszinhez kotjiik, ami megvaltoztathatja a méretet és a vezikulak

s

DLS-sel higitott bioldgiai mintdkat, felszuszpendalt izolalt mikrovezikuldkat és

immunkomplexeket vizsgaltunk.

5.10. Nanoparticle Tracking Analysis (NTA)
Az NTA analizis a DLS-hez hasonloan partikula méreteloszlast képes megadni. A

modszer ugyanigy fényszorason alapul, azonban polidiszperz rendszerek esetén is jol
miikddik. Ennek oka, hogy a lézerrel megvilagitott partikulak mozgasat mikroszkdp
alatt nézzilk, igy partikuldk egyedileg vizsgéalhatéak, €s ebbdl vehetd fel a méret

hisztogram (és nem 0ssz-fényszorasi képet analizalunk a DLS-sel szemben).

Az NTA analizis soran NanoSight LMI10 miiszert hasznéltunk a koradbban
leirtaknak megfeleléen [143] (NanoSight Ltd.). A mérés soran a partikulakat 635 nm
hulldmhossz 1ézer segitségével vilagitjuk meg , majd video file-okat rogzitiink a
partikuldk Brown-mozgasarol. A fényt szord partikulak mozgéasa méretiikkel forditottan
aranyos: a kisebb partikulak gyorsabban, a nagyobbak lassabban mozognak. A méret és
a sebesség kozotti Osszefliggést a Stokes-Einstein egyenlet adja meg. Az

adatfeldolgozas NTA 2.1 analitikai szoftver segitségével tortént.
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A DLS-hez hasonldan, a mérés soran higitott bioldgiai mintakat, felszuszpendalt

izolalt mikrovezikuldkat és immunkomplexeket vizsgaltunk.

5.11. Tomegspektrometria (mass spectrometry, MS)
Az iziileti folyadék eredetli mikrovezikuldk fehérjetartalmat tomegspektrometria

segitségével elemeztiik. RA, OA és JIA iziileti folyadékokbdl (n=3, minden csoportbol)
mikrovezikulakat izolaltunk a fent részletezett protokoll szerint. A mosast két
alkalommal ismételtiik meg PBS segitségével, hogy csokkentsiik az esetleges nem-
vezikularis fehérjekontaminacid esélyét. A mintakat desztillalt vizben vettiik fel, majd a
vezikuldkat ismételt olvasztas/fagyasztas ciklusok alkalmazédsaval tartuk fel, illetve
tripszinnel segitségével emésztettiik [144]. A triptikus peptideket nanoflow
ultrahatékony folyadékkromatografia segitségével (nanoAcquity) valasztottuk el
egymastol, és Q-TOF (quadruploe time-of-flight) Premier tomegspektrométer (Waters)
segitségével analizaltuk. A fragmensek méretét Mascot (Matrix Science, 2.2-es verzio)
és X! (The GPM, thegpm.org; 2007.01.01.1-es verzid) alkalmazas segitségével
hasonlitottuk a SwissProt_51.6 adatbazisban fellelheté fehérjékhez. Az MS adatok
validalasahoz Scaffold (version Scaffold_3 00_07, Proteome Software Inc.) programot
hasznaltunk. A peptidet akkor tekintettiikk azonositottnak, ha annak a valosziniisége,
hogy az adott peptid fellelheté a mintaban, nagyobb volt, mint 95%, a Peptide Prophet
algoritmus alapjan [145]. A fehérje azonositas feltétele a 99%-os valdsziniiségi kiiszob
¢és a legalabb 2 azonositott peptid jelenléte volt. A késdbbiekben bemutatott adatok 3
minta (biologiai parhuzamos) Osszesitett adatait tartalmazzak, egy minta esetében

minden csoportban 3 technikai kontrollt is végeztiink.

5.12.Jeldlésmentes optikai chip alapu rendszerek
Munkénk sordn olyan rendszerekben 1s vizsgaltuk a mikrovezikuldk

detektalhatosagat, amelyek soran a vezikulak felszinhez valé kotédése optikai elvek
alapjan kovethetd. Az igy alkalmazott modszerek esetén a feliilet funkcionalizalhato, és
a felszini molekulakhoz valo6 specifikus kotddés kozvetleniil, barmilyen jel6ldmolekula

alkalmazasa nélkiil mérhetd. Vizsgalataink soran két ilyen rendszert haszndltunk: a
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»grating coupled interferometry” (GCI, racs csatolt interferometria) és a ,,quartz crystal

microbalance” (QCM, kvarckristaly mikroegyensuly) technologiat.

A GCI moédszer a kozelmultban fejlesztette ki Dr. Horvath Robert kutatocsoportja a
Magyar Tudoméanyos Akadémia Miszaki Fizikai és Anyagtudomanyi Intézetben. A
rendszer alapja egy sikszer(i hullamvezetd feliilet, amelynek feliiletén zajlik le a minta

abszorpcidja. Az abszorpcid tényét interferometriaval igazoljuk.

A GCI vizsgalathoz CCRF-CEM sejt-credetii mikrovezikulakat hasznaltunk. A
sejteket 24 oran keresztiil tenyésztettik szérummentes RPMI médiumban, 1 millié
sejt/mL sejtszdm mellett. A szérummentes tenyésztés nem vezetett a CCRF sejtek
esetében szignifikdns mértékli apoptosishoz, melyet annexin V kdotddés alapjan
ellendriztiink. A tenyésztési 1d6 lejarta utdn a sejteket 400g-vel iilepitettiik 15 percen
keresztiil, a feliiliszot 800 nm-es filter segitségével sziirtilk, majd a mikrovezikulakat
20500 g segitségével ilepitettiik 60 percen keresztiil. A fehérjetartalmat micro-BCA
assay segitségével hatdroztuk meg, a GCI mérésekhez 15 pg/mL fehérjekoncentraciot
allitottunk be. A GCI szenzor feliiletet extracellularis matrix molekuldkkal
funkcionalizaltuk: I-es tipusu kollagénnel (Sigma-Aldrich) és fibronektinnel (Sigma-
Aldrich). A vezikulak kikotddését 30 percen keresztiil kovettiik.

A QCM technologiat a svéd Attana AB (Stockholm) cég fejlesztette ki. Ennek a
modszernek a lényege, hogy egy kvarckristaly feliilet valtakozo fesziiltség hatdsara
egyenletesen rezeg, mely rezgés jellegzetes frekvenciaval jellemezhetd. Barmilyen
struktara felszinhez val6 kotddése a rezgés frekvencidjanak valtozasat idézi eld, igy a
GCI modszerhez hasonldan a felszinhez val6 tapadas jelolésmentesen mérheté. A QCM
rendszer teszteléséhez anti-CD41la antitesttel (Sigma-Aldrich) funkcionalizaltuk a
feliiletet, majd vérlemezke-eredetli vezikulakat (ezek izolalasat a szokasos protokoll
23 pg/mL-re allitottuk be, a felszini aramlasi sebesség 5 pl/perc volt. A kotddést 20

percen keresztiil kovettiik.
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5.13. Resistive Pulse Sensing
A mikrovezikuldk méreteloszlasdnak vizsgalatdhoz egy ujonnan kifejlesztett

eszkozt, az Izon qNano késziiléket is hasznaltuk (Izon Science Ltd., Christchurch, Uj-
Z¢land), mely a ,,resistive pulse sensing” jelenségen alapul [63]. A késziilék miikodési
elve (2. abra), hogy folyadék aramlik at egyetlen aprd poruson egy felsé kamrabol egy
als6 kamraba. A rendszer aramerdsséget mér: a folyadékban 1évd partikuldk blokkoljak
az athalad6 aramot, igy minden egyes partikulanak egyetlen ,.tiiske” felel meg az
id6/aramerdsség fliggvényben. A ,tliske” mérete aranyos a partikula (mikrovezikula)
méretével, igy megfeleld kalibracid segitségével meghatarozhaté a partikulak

méreteloszlasa.

<Y | -

Nyuijta
fam ST
I I (—Blg‘kadok

2. 4bra gNano miikodési elve. A nyujtas hatasara szabadda valé péruson aramlanak at a partikulak, melyek apré
ellenallasként megvaltoztatjak az aramerdsséget (blokadok).

A mérés soran olyan membréanokat hasznalunk, melyek kozepén egy aprd podrus
talalhato. Ennek a porusnak a mérete hatarozza meg, hogy mekkora partikuldk
detektalasara lehetiink képesek, a porusmérethez képest tul kicsi partikuldk alig
valtoztatjdk meg az dramerdsséget, a tul nagy partikuldk pedig egyszerlien nem férnek
at. Igy egy adott porusméretti membrannal egy partikula mérettartoményra ,,latunk ra”.
Munkénk soran a 200 nm-es és a 400 nm-es membrant is hasznaltuk, igy a gyarto altal
megadott adatok alapjan lefedhetd volt a 100-800 nm-es, mikrovezikulaknak megfeleld
mérettartomany. A PFP mintakat 1:1 higitottuk 0,1 pm membranon sziirt PBS-ben. A
vezikulakat 5 percig szamoltuk 7.15mbar folyadéknyomds alkalmazdsa mellett. A
fesziiltség értéket 0,1-0,25 Voltra allitottuk, ami stabil 100 nA koriili d&ramerdsséget

eredményezett. A mérést akkor tekintettiik megfeleldnek, ha a késziilék sajat zaja 12 pA
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alatt volt, és partikula/idé fliggvény linedris volt (azaz nem valtozott az 4ramlas

sebesség, ennek valtozasa a membran eltomodésére utal).

5.14. Statisztikai analizis
Munkank sordn a statisztikai feldolgozashoz SPSS 15.0 (IBM Corporation) ¢és

SigmaStat 11.0 (Systat Software, Inc.) szoftvert hasznaltunk. A normalis eloszlas
vizsgélatdhoz egy mintds Kolmogorov-Smirnov tesztet hasznéltunk. Két csoport
Osszehasonlitdsdhoz t-probat, nem normalis eloszlas esetén Mann-Whitney tesztet
hasznaltunk. Tébb csoport dsszehasonlitisahoz egyutas ANOVA-t hasznaltunk, post
hoc tesztként Tukey vagy Mann-Whitney tesztet hasznaltunk Bonferroni korrekciéval.
A korrelaciok vizsgalatahoz Spearman vagy Pearson korrelaciot hasznaltunk. A konkrét

esetekben alkalmazott tesztek az ,,Eredmények” fejezetben keriilnek feltlintetésre.
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6. Eredmények

6.1. Mikrovezikulak mérésére alkalmas modszerek beallitasa

6.1.1. Mikrovezikulak méretének meghatarozasara alkalmas modszerek vizsgalata
Legels6 1épésként a mikrovezikuldk jelenlétét kivantuk igazolni kiilonbozo

biologiai mintakban. Ehhez a vérplazmdbdol ¢és iziileti folyadékbol izolalt
mikrovezikuldkat TEM ¢és AFM segitségével tettilk lathatova. Az 3. abran jol
megfigyelhetéek a vérplazmaban és az iziileti folyadékban kimutathatd, membrannal
kortilvett struktirdk. A mikrovezikuldk méreteloszlasat Image] szoftver segitségével
hataroztuk meg a TEM ¢és az AFM képek alapjan. A vérplazma eredetli vezikuldk
atlagos mérete 182 + 92 nm-nek (TEM képek alapjan) és 181 + 71 nm-nek (AFM képek
alapjan) adodott. Az iziileti folyadék mikrovezikuldk valamivel nagyobb méretiinek
mutatkoztak: atlagos méretiik 234 + 91 nm (TEM képek alapjan), illetve 201 + 78 nm
volt (AFM képek alapjan). A fenti adatokbol jol lathatd, hogy a két kiilonbozd elven
miikodé modszer esetében nagyjabol megegyezd méreteloszlast figyeltink meg a
vérplazma és iziileti folyadék-eredetii mikrovezikuldk esetében. Ugyanakkor figyelembe
kell venniink, hogy a TEM és az AFM is feliilethez kotott, lecentrifugalt, illetve
felszinhez kotott mikrovezikuldkat képes kizardlag vizsgalni, amely a valodi
(szuszpenzidban eldforduld, lebegd) mérettdl eltérd lehet. Ezért olyan moddszert is
igyekeztiink vélasztani, amely a vezikuldk méretét eredeti, ,lebegd” allapotban
hatdrozza meg. Erre a fényszorasi elven miikodo rendszerek lehetnek alkalmasak (DLS,
NTA analizis). Ha DLS-sel vizsgéltunk vérplazma-, illetleg iziileti folyadék eredetii
mikrovezikulakat, megfigyelhettiik, hogy a mikrovezikuldk AFM-mel ¢s TEM-mel
meghatarozott mérettartomanyaban mutatkozik a legnagyobb fényszords (176 = 20 nm
atmérd a vérplazma esetében, illetve 176 + 30 nm atmérd az iziileti folyadék esetében).
Az elébb emlitett mérésekhez azonban ismét izolalt mikrovezikuldkat vizsgaltunk, az
izolalas (centrifugédlds, mosds) ugyancsak megvaltoztathatja a vezikuldk méretét
(esetleges fuzid centrifugalas kapcsan, bizonyos vezikula mérettartomany elvesztése

izolalds soran). EbbOl a megfontolasbdl vizsgaltuk nativ bioldgiai folyadékok
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partikuldinak méreteloszlasat is: vérlemezke-mentes plazmat €s sejtmentes iziileti
folyadékot is vizsgaltunk DLS-sel. A 3. dbran megfigyelhetd, hogy a mikrovezikuldk
mérettartomanyaban (173 + 30 nm, 170 + 44 nm) latunk fényszorasi csucsot, ami arra
utal, hogy az mikrovezikuldk mérete valdsziniileg nem valtozik sokat az izolalas soran.
A fenti moddszerek tehat alatamasztottdk, hogy a biologiai folyadékban talalhato
vezikuldk a 80 és 400 nm kozotti mérettartomanyba esnek, a legtobb vezikula atmérdje

pedig 150-250 nm koriil van.

Ugyanakkor a DLS modszer kétségtelen hatranya, hogy a mérés sordn ,,0ssz-
fényszorasi” képet kapunk, igy egy csucs a DLS képen csak annyit jelent, hogy az adott
méretnél taldlhatd fényszord populacid. A kisebb partikuldk kevesebb fényt szoérnak,
ezért a DLS képeken alulreprezentaltak. Ez tehat azt jelenti, hogy a DLS semmiképpen
sem a valodi partikulaeloszlast adja meg, csak a partikuldk relativ hozzdjarulasat az
Osszes szort fényhez a méret fiiggvényében (tulajdonképpen ezt jellemzi a 3. abran
lathatd a(ry) koefficiens). Valddi partikulamegoszlast polidiszperz rendszerek esetében

mas modszerekkel kaphatunk, erre a feladatra az NTA analizis alkalmas.

NTA modszerrel norméal humén vérlemezke-mentes plazmabol, valamint RA-s és
OA-s iziileti folyadékbol szarmazo, izolalt mikrovezikulakat vizsgaltunk. Az NTA
analizis soran elOszor valosidejli vided fajlokat rogzitiink (4A 4abra), amelyeken
megitélhetd a fényt szord partikuldk mozgasa. A mérethisztogramokat a partikuldk

sebessége alapjan lehet felvenni (4B, 4C, 4D abra).

Az NTA moddszerrel ugyanazon mintak részecske-eloszlasa meglehetdsen eltérének
mutatkozott. Mint ahogy sejteni lehetett, a DLS-sel szemben a kisebb mérettartomanyok
itt nincsenek alulreprezentalva, sét a legtobb partikulat épphogy 100 nm alatt talaljuk.
Ugyanakkor jol megfigyelhetd mind a plazma, mind pedig az iziileti folyadék
mintdkban egy 150-250 nm-es tartomany, ahol egy kisebb ,.cstics” mutatkozik. Ez
felelhet meg az EM ¢és az AFM képen azonositott mikrovezikula populacionak. A tobbi,
foleg a kisebb részecskék, fehérjeaggregatumok lehetnek, ezek vezikula természete nem

igazolhato (1d. késobb).
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3. abra. Mikrovezikuldk méretének meghatarozasa. (A) TEM képek egészséges kontroll személyek vérplazma mintajabdl szarmazé mikrovezikulakrol (MV) és RA iziileti folyadék eredetti
mikrovezikulakrél. Az eredeti nagyitas: 50000x, a mérce 500 nm-es. (B) Arnyékolt topografias AFM felvételek az elébbi mintakrél, a mérce 500 nm-es. (C) Mikrovezikula mérethisztogramok
a TEM és AFM képek alapjan, Image) szoftver segitségével 180-180 mikrovezikula atmérgjét hataroztuk meg. (D) DLS-sel nyert mérethisztogramok izolalt mikrovezikulakrél és nativ
bioldgiai folyadékokrol. Az a(r;,) szort elektromos tér autokorrelacios koefficiense. A nyilak a mikrovezikulaknak megfelel6 populaciét jel6lik a nativ biolégiai mintakban.
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4. abra. Mikrovezikulak (MV) méreteolszlasanak meghatarozasa NTA és Izon gNano segitségével. (A) NTA
képerny6é felvétel (screenshot) RA iziileti folyadék eredetii partikulakrél. A vilagité pontok a partikulak,
videofelvétel segitségével ezek Brown mozgasat kovetjiik nyomon. (B) Vérplazma-eredetli mikrovezikulak NTA
hisztogramja. A nyil a mikrovezikuldk mérettartomanyaba esé ,csucs”-ra mutat. (C,D) RA-s és OA-s iziileti
folyadék eredetli mintak mérethisztogramja. A nyil a mikrovezikuldk mérettartomanydba esé ,,cstiics”-ra mutat.

(E,F) qNano segitségével meghatarozott mikrovezikula méreteloszlas hisztogramok (200 és 400 nm-es
membranok alkalmazasaval).
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Vizsgaltuk tovabba a részecskeeloszlast Izon gNano késziilék segitségével. A
higitott vérplazma partikulaeloszlasat 200 nm-es és 400 nm-es porusméreti membran
segitségével vizsgaltuk, amely a 100-800 nm-es mérettartomany lefedésére alkalmas. A
nemzetk6zi irodalomban elfogadott nézet szerint ez az mikrovezikulak tartomanya [4].
Az Izon gNano adatok tanulsdga szerint a legtobb partikula 200 és 250 nm kdzott van,

amely jo 0sszhangban van az EM ¢és AFM eredményekkel.

E rész Osszefoglalasaként tehat elmondhatjuk, hogy az mikrovezikuldk mérete
valoban 0Osszhangban all az irodalmi adatokkal [14], ugyanakkor a legtobb
mikrovezikula mérete az altalunk hasznalt izolalasi protokollal kb. 80 és 400 nm k&zé

esik.

6.1.2. A mikrovezikulak aramlasi citometrias vizsgalatanak beallitasa
Bar az aramlasi citometriat eredetileg sejtek mérésére tervezték, kordbban szamos

nemzetkdzi tanulmany foglalkozott a mikrovezikuldk 4ramlasi citometrids

detektalasaval (1d. feljebb).

Els6 célunk az volt, hogy meghatirozzuk azokat az d4ramldsi citometrids
beallitasokat, amelyekkel lehetséges a mikrovezikulak detektalasa, illetve, hogy
megtalaljuk azt a régiot, ahol az ilyen mérettartomanyba esd partikuldk altal kivaltott
események taldlhatok. Ehhez a feladathoz ismert méretli gyongyoket hasznéaltunk. Az 5.
abran az altalunk meghatarozott, a 6. abran a nemzetkozi standard konszenzusnak

(ISTH protokoll, [137]) megfelelé mikrovezikula régiot (kaput) lathatjuk.
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5. &bra. Mikrovezikuldk aramlési citometrids detektildsa soran hasznalt alapbeallitasok. (A) PBS hattér, a
megjelené események elektromos zajnak mindsiilnek. A nyil az 1 pm-es kalibralé gyongyot mutatja, az R1 régio
pedig az altalunk meghatdarozott mikrovezikula kaput. (B) Izolalt mikrovezikula preparatum FSC/SSC képe. A nyil
ismét az 1 um kalibralé gyongyre mutat. (C) Az R1 kapuban Iévé események fenotipizalasa CD42a (vérlemezke-
marker) és annexin-V (AX-V, altalanos mikrovezikula marker) segitségével.

Az altalunk definialt mikrovezikula kapu meghatarozasa gy tortént, hogy a kapu
jobb felsé sarkat 1 um gyongy segitségével definidltuk (a mikrovezikuldk 1 um-nél
kisebb struktirak), a bal als6 sarkat pedig ugy, hogy figyelembe vettiik a jel-zaj aranyt,
azaz, hogy a legnagyobb mennyiségli ,.hasznos” jel legyen detektalhaté a lehetd
legkisebb mennyiségii hatranyos ,,hattérza;” mellett. Minthogy a késziilék maximalis
erdsitésre van allitva, elkeriilhetetlen, hogy nagy zajhattérrel dolgozzunk, ez minden
mas, mikrovezikuldk dramlési citometrias mérésével foglalkozo6 tanulmany esetén is igy
van. A zaj egyrészt elektromos eredetli, masrészt a pufferben taladlhatd szennyezddésnek
koszonhetd (amit csokkenteni lehet a puffer szlirésével). Az altalunk meghatarozott
kapu az 5. é4bra tanulsaga szerint rengeteg eseményt tartalmaz a pufferhez képest,
azonban ezek vezikularis eredete elsore nem megmondhatd, mas eredetli jelek (zaj,
fehérjeaggregatumok) is benne lehetnek a mikrovezikula kapuban. Egy eseményt akkor
tekintettlink vezikularis eredetlinek, ha az esemény a mikrovezikula kapuban talalhato,
¢és emellett membran-specifikus markerrel is jel6lddik. Az 5. dbra C paneljén annexin V
és CD42a festést kovetden 2 populacio rajzolodik ki: egy annexin V'CD42a’
(vérlemezke-eredetii mikrovezikula) és egy AX'CD42a” (nem vérlemezke-eredetii
mikrovezikula). Annak eldontésére, hogy egy esemény valdban vezikularis-e, egy
harmadik feltételt is szabtunk (detergens érzékenység), amelyet a késébbiekben

részletesen targyalunk.
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A 6. abran az idokozben publikalt, nemzetkozileg elfogadott protokollnak
(International Society on Thrombosis and Haemostasis, ISTH), megfeleld
mikrovezikula kapu beallitast latjuk, mely tobb fluoreszcens gyongy (Megamix, 3 pum,
0.9 um, 0.5 um) keverékével allithato fel [137]. A nemzetko6zi utasitasnak megfeleléen
a Megamix gyongyoket el0szor az SSC/FL2 plot-on detektaltuk, a gyongyoknek
megfeleld régidkat az abran R1-el (0,5 pm), R2-vel (0,9 um) és R3-mal (3 um) jeldljik.
Ezt kovetéen az R1, R2, és R3 régidkat visszakapuzzuk az FSC/SSC plot-ra. A
mikrovezikula kapu fels6 hatarat a 0,9 um gyongy adja meg. A 6. abra C paneljén egy
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6. abra. Mikrovezikuldk dramlasi citometrias mérésének beallitasa az ISTH standard protokollnak megfelelGen.
(A) Kiilonb6z6 méretii gyéngyok (Megamix, 0,5 um [R1], 0,9 um [R2], 3 um [R3]) megjelenése az FL2/SSC plot-on.
(B) Az R1, R2 és R3 régi6é megjelenése az FSC/SSC plot-on, illetve az altaluk kijeldlt mikrovezikula kapu (téglalap).
(C) Izolalt mikrovezikula minta szérasi képe, a nyil a 3 um-es szamolo gyéngyre (Partec) mutat.

Az altalunk meghatarozott, és a nemzetkozi konszenzusnak [137] megfeleld
mikrovezikula kapu alig kiilonbozik egymastol, mindkét kapuzas szinte megegyezd

eredményeket ad a mikrovezikuldk detektalasra vonatkozoan.

6.1.3. Mikrovezikulak vizsgalata jel6lésmentes technol6giak (GCI, QCM) segitségével
A mikrovezikulak detektalasara kotddésen alapuld, jelolésmentes technologidkat is

kiprébaltunk. A CCRF-CEM sejtvonal eredetli mikrovezikulak kotddését vizsgaltuk

kiilonb6z6 extracellularis matrixfehérjékhez GCI segitségével. A 7. abran lathato, hogy
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a mikrovezikuldk le nem moshatd kotddést mutattak a fibronektin esetében, mig 1.-es

tipusu kollagén esetében ilyen hatast nem tudtunk megfigyelni.
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7. dbra. Mikrovezikulak felszini adszorpcidjanak vizsgalata GCl segitségével. Az els6 Iépésben a chip felszinére
valamely extracellularis matrix molekula keriilt (4 percnél, fekete nyil), ez nem volt lemoshaté és 22 percnél
keriilt rd a chipre a CCRF-CEM sejtvonal-eredet(i mikrovezikula (sziirke nyil) preparatum, amely a fibronektin
esetén mutatott kotddést, és nem volt lemoshato.

Hasonloképpen, a vérplazma eredetli mikrovezikulak erés kotédést mutattak az

anti-CD41a antitesttel funkcionalizalt felszinhez QCM vizsgalat soran (8. abra).
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8. abra. Mikrovezikuldk CD4la antitesttel funkcionalizalt feliillethez valé kétédésének vizsgalata QCM
segitségével. (A) Mikrovezikula minta, kimutathatoé kotédés, (B) referencia csatorna, (C) a minta és a referencia
csatorna kiilonbsége.

A fenti elozetes adatok arra utalnak, hogy a jelolésmentes technoldgidk alkalmasak
lehetnek sejtvonalbol vagy biolégiai folyadékbol szarmazd mikrovezikuldk

detektalasara.
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6.2. Mikrovezikulak mérését befolyasolo preanalitikai tényezok
vizsgalata

Munkank sordn elsdsorban a vérvétel sordn alkalmazott antikoaguldnsok
mikrovezikula mérésre gyakorolt hatdsat vizsgaltuk, ugyanis az erre vonatkoz6 adatok
nagyon hianyosak az irodalomban [133]. Vizsgaltuk tovabba, hogy a mikrovezikula
mérést nagyban megnehezitd, vérvételi csében 1étrejovo sejtaktivacid hogyan

befolyasolhat6 antikoaguldnsok alkalmazaséval.

6.2.1. A vérvételkor alkalmazott antikoagulansok mikrovezikula mérésre gyakorolt
hatasanak vizsgalata
Els6ként a vérlemezke-eredeti mikrovezikulak (a tovabbiakban ,,platelet

microvesicle” PMV: CD42"AX" vezikuldk) és a mas sejtekbdl szadrmazo, ,,nem
vérlemezke-eredetii” mikrovezikulak (tovabbiakban non-PMV: CD42 AX" vezikulak)
szamat hataroztuk meg 4ramlasi citometria segitségével. A vért kiilonbozo
antikoagulanst tartalmazo vérvételi csovekbe vettiik le (1d. 2. tablazat), a vérbdl az ISTH
izolalasi protokoll alapjan vérlemezke-mentes plazmat szeparaltunk. A mikrovezikula
koncentracio az ltalanosan alkalmazott citratos csévek esetében 10%-10%/ ul kozott volt
(median (1. kvartilis-3. kvartilis): 1152/ul (251/ul-4553/ul)), ami Osszhangban van
korabbi eredményekkel [136]. A kiilonb6z6 antikoagulansok alkalmazasa
nagymértékben befolyasolta az aramlasi citometridval meghatarozott PMV és non-PMV
szamot (p=0,002 a PMV esetében as p<0,001 a non-PMV esetében, Kruskal-Wallis one
way analysis of variance on Ranks). A legmagasabb vezikulaszamot a heparinnal
alvadasgatolt mintaban talaltuk (p=0,012 (PMV) and p<0,001 (non-PMV) a citratos
csOhoz képest, Signed Rank teszt) (9. dbra).
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9. abra. A vérvételnél alkalmazott antikoagulansok hatasanak vizsgalata az mikrovezikula szamra. (A)
Vérlemezke-eredet(i mikrovezikulak aramlasi citometriaval mérve, (B) nem vérlemezke-eredet(i mikrovezikula
szam, aramlasi citometridaval mérve, (C) foszfatidil-szerin pozitiv mikrovezikuldk vizsgalata Zymuphen assay
segitségével. * p<0,05, **p<0,01, ***p<0,001

A citrat, a CPDA és a CTAD cs6 érdekes modon — annak ellenére, hogy a CPDA és
CTAD direkt vérlemezke gatld anyagokat tartalmaz, hasonld mennyiségi vezikulat
tartalmazott. Meglepé modon, a legkisebb vezikulaszam az ACD-vel alvadasgatolt
mintdban volt megfigyelhetd, ami a PMV esetében szignifikdnsnak is bizonyult a
citratos cs6hoz képest (p=0,04, Signed Rank teszt). Tovabba, a szoras is a legkisebb volt
a kiilonb6z6 személyek kozott ACD csében (9. ébra).

Zymuphen assay alkalmazasaval hasonld eredményeket kaptunk. A median PS
koncentraci6 citratos csovekben 7,4 nM volt (1. kvartilis-3. kvartilis: 4,7-10,1 nM), ami
a gyartd altal megadott, egészségesekre jellemzd tartoméanynak teljesen megfelel. Az
aramlasi citometrids adatoknak megfelelden, heparinos csévekben volt a legmagasabb a
PS koncentracié (nem szignifikans). Az ACD, CTAD és CPDA cs6 esetében a citratos
cs6hoz képest szignifikansan kisebb PS koncentraciot detektaltunk (p=0,017, p=0,003,
p=0,006, Signed Rank teszt).

A kovetkezOkben vizsgaltuk, van-e korreldci6 az dramlasi citometrids adatok és a
Zymuphen assay eredményei kozott (10. dbra). A Zymuphen assay nem kiiloniti el a
vezikulakat méret szerint, igy az exoszomak, és a kisebb, aramlasi citometriaval
lathatatlan mikrovezikulak is detektdlhatoak ezzel a modszerrel. A korrelacioban az
osszes PS™ eseményt (azaz az Osszes annexin V' eseményt, azaz a PMV és non-PMV

események Osszegét) korrelaltattuk a Zymuphen assay eredményekkel. A citratos csé
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esetében csak tendencidt sikeriilt kimutatni (R=0,402, nem szignifikans, Pearson
korrelacio). A CPDA, CTAD ¢és heparin csovek esetében nem tudtunk kimutatni
korrelaciot. Ezzel szemben erds korrelacidé volt az ACD csO esetében a Zymuphen
eredmények ¢és az aramlasi citometrids eredmények kozott (R=0,794, p=0,00005,

Pearson korrelacio).

Az ACD csdben detektalt alacsony vezikulaszam arra utalhat, hogy az ex vivo, a
vérvételi csOben 1étrejovo vezikulacid gatolt lehet ebben a csében. A tovabbiakban ezt a

hipotézisiinket probaltuk alatdmasztani.
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10. abra. Az dramlasi citometriaval mért mikrovezikula szém és a Zymuphen assay segitségével mért foszfatidil-
szerin koncentracié kozotti korrelacio.

6.2.2. Mesterségesen eldidézett vezikulacio ACD cs6ben és citratos cs6ben
A vérvételi csében kialakuld ex vivo vezikulaképzodés vizsgalatahoz mesterségesen

idéztiink eld vezikulaciot a vérvételi csOben, a csd razasaval (1 oran keresztiil enyhe
razas egy plate razo géppel (Denley WeWarm1, katalogusszam: WI-031, DJB Labcare
Ltd.)) vagy magasabb hémérsékleten (37 °C fok 1 ora) tartasaval. Korabbi adatoknak
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megfelelden [134], a teljes vér 1 oras enyhe razast kovetden jelentds, de nagyon valtozo
mértékii (2-29-szeres) vezikulaképz6dést tapasztaltunk a nem razott kontroll cs6hoz
képest, mind a PMV, mind a non-PMV esetében (n=6, p=0,03 (PMV) and p=0,03 (hon-
PMV), Signed Rank teszt) (11. dbra). A 37 °C fok inkubacié hasonldéképpen novelte a
vezikulaszamot citratos csében (n=6, p=0,03 (PMV) and p=0,03 (non-PMV), Signed
Rank teszt). Meglepd moddon ez az emelkedés nem volt tapasztalhatdé ACD cs6ben, sem
a razas, sem a 37 °C fok inkubacio utan (az emelkedés PMV és non-PMV esetén sem
volt szignifikdns a kontrollhoz képest, Signed Rank teszt). A mikrovezikula szam nem
emelkedett meg sem citratos, sem ACD cs6ben, ha a vérmintakat szobahdomérsékleten
hagytuk 1 oran keresztiil. A Zymuphen assay alkalmazéasaval hasonlé eredményeket
kaptunk (11. &bra C), a vezikulaszam jelentésen emelkedett razas, 37 °C fok ¢és
szobahdmérsékleten torténd inkubdcid hatdsdra is (n=3), és az ACD csdben ez az
emelkedés nem volt jelentds mértékii. Elmondhatjuk tehat, hogy meglepé modon ACD
cs6ben nem alakul ki ex vivo vezikulaképzddés, a vezikulaszam az alkalmazott
kezelések utan valtozatlan marad, és jobban tiikrozheti az in vivo vezikulaszintet, mint

az altalanosan alkalmazott citratos cs6ben mért vezikula szam.
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11. abra. Az ex vivo vezikulacié vizsgalata citratos és ACD csGben. *p<0,05, a kezeletlen kontrollhoz képest, RT:
room temperature.

6.2.3. Az ACD cs6 komponenseinek (citromsav, dextré6z) ex vivo vezikulaciora
kifejtett hatasanak vizsgalata
Kovetkez6 1épésben megvizsgaltuk, melyik ACD csé komponens lehet felelds az ex

vivo vezikulacio gatlasaért. fgy kiilon adtunk az ACD csében talalhatd koncentracionak

megfelelden citromsavat (8 g/L) és dextrozt (24,5 g/L) a citratos csObe levett vérhez.
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Ezt kdvetden, a csoveket a fent leirtaknak megfelelden razasnak és 37 °C inkubacionak
vetettiik ald. A 12. abran jol megfigyelhetd, hogy a PMV-k képzddését a citromsav
hatdsosan gatolta razas ¢s 37 °C inkubacio soran (p=0,01 (razas) ¢és p=0,016 (37 °C),
Signed Rank teszt). A non-PMV-k képzd6dése 37 °C fokon szintén gatolt volt citromsav
hataséara (p=0,016, Signed Rank teszt), razés soran azonban nem tapasztaltunk jelentds
mértékl csokkenést. A dextr6z onmagaban semmilyen hatassal nem volt az ex vivo

vezikulaciora.

A fenti adatok arra utalnak, hogy az alacsonyabb pH (kb. pH=6,0 az ACD cs6ben
[146]) lehet felelds a vezikulacio gatlasaért.
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12. abra. Az ACD csé komponenseinek (citromsav és dextroz) vizsgalata az ex vivo vezikulacié hatasara, razas és
37 °C inkubacioé hatasara. A mérés aramlasi citométerrel tortént, *p<0,05
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Terhesség soran emelkedett vezikulaszam kimutatasa citratos és ACD csoben

Miutan igazoltuk, hogy az ex vivo vezikulaciot az ACD csé hatasosan gatolja, arra
voltunk kivancsiak, hogy vajon egy mar jol jellemzett in vivo vezikulaszam emelkedés
kimutathato-e az ACD csovekben is. Ezért megvizsgaltuk a PMV és non-PMV
vezikulaszdmot egészséges terhesekben és nem terhes kontroll személyekben, mivel a
terhesség soran jol ismert a vezikulaszam emelkedés [147]. Citratos cs6be levett
vérmintakban jol kimutathatd volt az emelkedés (13. abra). Hasonloképpen ACD
csOben is jol detektalhatd volt az emelkedés, bar valamivel kisebb mértékii volt citratos

cs6hoz képest a vérlemezke-eredetii vezikuldk esetén.
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13. sbra. Terhesség soran létrejové mikrovezikula-szam emelkedés vizsgalata citratos (sotét oszlopok) és ACD
(vildgos oszlopok) cs6ben, n=6-6 minta, K=kontroll, T=terhes, *p<0,05, **p<0,01.

Osszességében elmondhatjuk, hogy az ACD c¢s6 az in vivo létrejott
vezikulaemelkedést ugyantigy mego6rzi, de az ex vivo kialakuld vezikulaképzddést
hatasosan gatolja. Az ACD csdbe levett vérmintabdl izolalt PFP ugyanigy fagyaszthato
folyékony nitrogénben, mint a citratos csébe levett vér, ez a 1épés nem befolyasolja a
vezikulaszdmot (14. &bra). Tovabba az ACD ¢és citratos csébol izolalt PFP
partikulaeloszldsaban nem volt kiilonbség Izon gNano késziilékkel mérve, az ACD
csOben jellemzd kisebb partikulaszam ugyanakkor ezzel a modszerrel is megfigyelhetd

volt (15. abra).
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14. abra. A fagyasztas-olvasztas mikrovezikula (MV) szamra gyakorolt hatasanak vizsgalata a citratos és ACD
cs6be levett vérmintak esetén. A mérés aramlasi citometriaval tortént, n=9.
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15. 4bra. Citratos és ACD csébél izolalt PFP partikuldinak méreteloszlasa qNano késziilékkel mérve.
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6.3. Mikrovezikulak mérését befolyasolo analitikai tényezok vizsgalata

Munkank soran kiemelten foglalkoztunk azokkal a tényezdkkel, amelyek a
mikrovezikuldk mérését megnehezitik. Vizsgaltuk az immunkomplexek és a protein
aggregatumok mikrovezikuldk mérésre gyakorolt hatasat. Abbol az alap megtigyelésbol
indultunk ki, hogy a mikrovezikulédk fenotipizalasakor megfigyeltiik, hogy indirekt
festésnél (azaz primer és szekunder jeldlt antitest egyideji alkalmazésakor) minden
esetben mikrovezikula-szeri jeleket kapunk aramlasi citometriaval mérve, gyakorlatilag

minden mintaban (16. abra).

Vizsgalataink soran kideriilt, hogy vizsgélataink soran az alkalmazott primer és a
szekunder antitest komplexet képzett egymassal. Ennek a jelenségnek a tovabbiakban a
mikrovezikuldk detektalasara, izolalasara, jellemzésére mélyrehatd kovetkezményeit

tartuk fel, amely nagy hatassal volt az extracellularis vezikuldk kutatasara.

OA szérum OA SF

104

HFPG-846

102

RA szérum

16. abra. Az izolalt mikrovezikula preparatumot anti-HFPG-846 antitesttel és egy szekunder anti-egér IgM
antitesttel szamos pozitiv struktirat latunk a mikrovezikula kapun beliil. A mikrovezikula kapu beallitasa az 5.
abran lathaté elvek szerint tortént. Az R3 régié mutatja a fest6d6 eseményeket. SF= synovialis folyadék
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6.3.1. Inmunkomplexek és fehérjeaggregatumok méretének meghatarozasa
Ahhoz, hogy bizonyitsuk, lehetséges-e, hogy az immunkomplexek/

fehérjeaggregatumok zavarjak a mikrovezikuldk mérését, meg kellett hatdrozunk az
immunkomplexek méreteolszlasat. Egyrészt vizsgaltunk mesterségesen létrehozott
immunkomplexeket (LF-anti-LF, OVA-anti-OVA, egér IgM — anti-egér IgM), illetve
RA synovialis folyadékbol izolalt ,természetes” immunkomplexeket (IgM és IgG
tartalmt immunkomplexek). Az immunkomplexeket eldszor AFM segitségével
vizsgaltuk: az LF-anti-LF komplex jol megitélhetd ezzel a moddszerrel, a partikulak
mérettartomanya 50 és 250 nm kozott mozog (17. abra). Az atlagos partikula méret
(xszo6rds) 138 + 46 nm-nek adodott (180 partikula alapjan). Ezt kdvetéen DLS
segitségével vizsgaltuk tobbféle immunkomplex méreteloszlasat, amely szintén jol
alkalmazhaté modszer ilyen tipusu partikulak vizsgalatara [148]. Ezzel a modszerrel
mérve az immunkomplex prepardtumokra jellemzd teljes szort fény intenzitds a
mikrovezikula preparatumokhoz hasonlé volt. Az LF-anti-LF komplex (1:1
antigén:antitest arany) esetében harom mérettartomanyban figyeltiink meg csucsot (6,
80 és 1000 nm-es sugarnal, azaz a komplexek atmérdje: 12, 160 és 2000 nm volt). Az
OVA-anti-OVA  komplex (1:1 arany) esetében  hasonloképpen  harom
mérettartomanyban volt csics megfigyelhetd (3, 90 és 1000 nm sugarnal, a&tmérd: 6, 180
¢s 2000 nm). Az IgM-anti IgM esetében a legnagyobb mértékli fényszoras 4 €s 45 nm-
nél volt megfigyelhetd (8 és 90 nm-es atmérd). Tehat minden immunkomplex esetében
talaltunk olyan csticsot, ami 10 nm-es atmérdnek felel meg, ezek lehetnek az tn. oldhato
immunkomplexek. A nagyobb, 100 és 200 nm kozé es6é partikuldk az un. oldhatatlan
immunkomplexeknek felelhetnek meg [148,149]. Az 1000 nm koriili csucsok hatalmas

immunkomplex precipitatumok.

Az in vivo el6forduld, RA iziileti folyadékbol izolalt immunkomplexek esetében
hasonloan 3 mérettartomanyt figyelhettiink meg: 1gG komplexek esetén 2, 105 és 1000
nm, IgM komplexek esetén 6, 20, 105 és 1050 nm-es sugar értékeknél volt jelentds
fényszords. Tehat az oldhatd, oldhatatlan ¢és precipitaitum frakcid ugyantgy

megfigyelhetd volt ezekben a mintdkban.

A szolubilis frakcid til kicsi, a precipitatum frakcio pedig tal nagy ahhoz, hogy
befolyasolja a mikrovezikuldk mérését. Ugyanakkor gyakorlatilag az Osszes altalunk

vizsgélt immunkomplex estében kimutathatdé volt olyan frakcid (az inszolubilis
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immunkomplex frakcié [148,149]), amely a mikrovezikula mérettaromannyal (ami

korabbi méréseinknek megfelelden 80 ¢s 400 nm-nek adddott) jelentdsen atfed.
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17. abra. Immunkomplexek vizsgalata AFM-mel és DLS-sel. (A) Az LF-et és az anti-LF-et 1:10 aranyban kevertiik
Ossze, AFM segitségével jol latszanak a partikuldris természetli immunkomplexek. A bal panelen topografias
felvétel latszik, a mérce 1 pum-es (a kis képen 250 nm-es), a jobb panelen arnyékolt topografias AFM felvétel
lathat6, a mérce 1 pm-es. (B) Az immunkomplex partikuldk méretének meghatarozasa Imagel) szoftver
segitségével (180 partikula alapjan). (C) Mesterséges immunkomplexek méreteloszlasanak meghatarozasa DLS
segitségével, LF: laktoferrin, OVA: ovalbumin, az a(r,) szort elektromos tér autokorrelacids koefficiense. A nyilak a
mikrovezikulakkal atfedé immunkomplex populaciét jelolik.
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NTA méréssel hasonldo eredményre jutottunk, bar ez a moddszer a nagy
precipitatumok kimutatasara, valamint az apré szolubilis immunkomplex kimutatisara
nem alkalmas. Ugyanakkor az 18. dbran jol lathatjuk, hogy minden immunkomplex
preparatumban  kimutathatoak az  mikrovezikula  mérettartomannyal  atfedo
immunkomplex partikuldk (amelyek mozgasa az NTA video felvételeken tokéletesen
jol latszik). Meglepetésiinkre a mikrovezikula mérettartomannyal a BSA protein

aggregatumok esetében is atfedést talaltunk (18. abra).
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18. abra. Immunkomplexek és fehérjeaggregatumok vizsgalata NTA modszerrel. Az LF-anti-LF-et és az OVA-anti-
OVA komponenseit 1:1 aranyban kevertiik 6ssze.

6.3.2. Immunkomplexek vizsgalata aramlasi citometriaval
A fenti vizsgélatokbdl kideriil, hogy az immunkomplexek ¢és fehérjeaggregatumok

mérete jelentds atfedést mutat a mikrovezikulakkal. Az immunkomplexek ¢és a

mikrovezikulak DLS és NTA mérések alapjan hasonloképpen szérjak a fényt. Ebbdl
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kovetkezett az ujabb kérdéslink: vajon az immunkomplexek kimutathatok-e a

mikrovezikuldk mérésre rutinszerliien alkalmazott &ramlasi citometriaval?

Ezért mesterséges €s biologiai folyadékbol izolalt immunkomplexeket vizsgaltunk
aramlasi citometriaval. A 19. abran jol lathaté, hogy az immunkomplexek a
mikrovezikula preparatumokhoz hasonld fényszorasi képet adnak. Ha az egyik
immunkomplex komponenst fluoreszcens festékkel megjeloltiik (anti-egér IgM FITC),
jol lathato volt a mikrovezikula kapuban kialakulé fluoreszcens jel. Az immunkomplex
kialakuldsa az antigén/antitest arannyal mutatott 6sszefliggést a klasszikus immunolédgia
alaptorvényeinek megfelelden (19. abra). Hasonloképpen a mesterséges immunkomplex
partikuldkhoz, az izolalt immunkomplex partikulak is ugyanolyan jelet adtak a
mikrovezikula kapun beliil. Ezek az adatok arra utalnak, hogy nem meglep6 modon az
immunkomplexek egy frakcidja megjelenik a mikrovezikula régioban aramlasi

citometriaval mérve.

A LF-anti-LF OVA-anti-OVA IgM-anti-IgM

104

103
1

SsC
B
LF-anti-LF OVA-anti-OVA IgM-anti-IgM
3000
£ 50 000 £ 1200 _E
é‘ao 000 E‘ a0 fé“
i @ 400 @ 1000
5 10 000 il ]
EEEEE TEEEE 858728
&z - T = - = = B
Antigén/antitest arany Antigén/antitest arany Antigén/antitest arany

19. sbra. Immunkomplexek detektaldsa aramlasi citometriaval. (A) Mesterséges immunkomplexek szorasi képe,
az R1 régid az. 5. abra alapjan meghatarozott mikrovezikula kaput jeldli, a nyil az 1 pm kalibraciés gyongyre
mutat. Az IgM-anti IgM esetében az y tengelyen fluoreszcencia szerepel, a hattér fluoreszcencia izotipus kontroll
segitségével tortént. (B) Antigén-antitest arany hatasa az immunkomplex képzGdésre, az eseményeket a
mikrovezikula kapun beliil detektaltuk.
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6.3.3. Az immunkomplexek mikrovezikuldk mérését befolyasol6 hatasa
A kulcskérdés természetesen az, hogy a mikrovezikuldk méretéhez hasonld

immunkomplex partikulak képesek-e valoban zavarni a mikrovezikuldk detektalast a
gyakorlatban. Ennek a kérdésnek a korbejarasahoz eldszor megprobaltunk egy egyszeri
modszert talalni a mikrovezikuldk és az immunkomplexek elkiilonitésre. Abbol a
feltételezésbdl indultunk ki, hogy a membran strukturak (vezikuldk) és a protein
aggregatumok (pl. immunkomplexek) detergens érzékenysége eltérd lehet. Ezért
aramlasi citometria alkalmazasaval vizsgaltuk, hogy hogyan valtozik a mikrovezikula-
¢s immunkomplex-eredetli fluoreszcens eseményszam, ha emelkedd koncentracioban
valamilyen detergenst adunk a rendszerhez. Feltételeztiik, hogy az események eltinnek,
ha a vezikuldk szétesnek, illetve, ha az inszolubilis immunkomplexek jra oldhatéva
valnak a detergens hatdsara (azaz ezutan nem lesznek mérheték a mikrovezikula
kapuban). Megfigyeltiik, hogy 0,05% Triton hozz4dadasaval a vezikula-eredetli CD41a
festddés ¢és annexin V festddést teljesen eltlinik (20. é&bra). Hasonld eredményt
tapasztaltunk CD45 és CD42a festddés esetén is. Ezzel szemben az immunkomplex-
eredetli festddést ilyen detergens koncentracio jelenlétében nem tinik el, csaknem

valtozatlan marad (21. 4bra).

EDTA kontroll RA SF RA SF A Triton X-100

alkalmazasaval tehat

wd
1wt

. > +Triton ~ *
< : — j6l elkiilonithetok a
S — Jm ]  mikrovezikulék és az
856 immunkomplexek: az
Izotipus kontroll OA plazma immunkomplexek
‘é’,, . szetesése joval

o, +Triton |
£ —_— nagyobb  detergens-
3 «iﬁ“““'a w M) koncentraci6 mellett

kovetkezik be (22.

20. abra. Mikrovezikulak detergens érzékenysége. 0,05% Triton X-100 hozza- abra)' A 22. abran az

addasara a mikrovezikularis jelek eltinnek. AX: annexin V

1s megfigyelhetd,
hogy a CD42a és annexin festddés nagyjabol hasonlé Triton X-100 koncentracid mellett
tlint el, ami arra utal, hogy valoban vezikula lizisrdl lehet sz6, hiszen az annexin V és

CD42a molekuldk kotddése a vezikuldhoz eltérd elv mentén valosul meg. Hasonld
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hatast tapasztaltunk standard lizispuffer (BD), harom olvasztis-fagyasztas ciklus és a
tobbi detergens hasznalataval is: csak a mikrovezikuldk lizise kovetkezik be, az

immunkomplexek szétesése nem.

OA SF RA SF RA SF
o +Triton .,
=7 s —
3 L |
T LT T T
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%1 5 +Triton
i - S -
-g'o" o oW ﬂ‘_'lb‘ w F =én" wow

21. sbra. Immunkomplexek detergens érzékenysége. 0,05% Triton X-100 hozzdadasara az immunkomplex-
eredetii fest6dés (anti-IgG és anti-IgM fest6dés) nem tiinik el. OA-ban a betegség jellegébdl adéddan nincs
immunkomplex képz6édés, a hatteret igy OA-s mintakhoz viszonyitottuk.
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22. abra. Mikrovezikulak és immunkomplexek detergens érzékenysége emelked6 Triton X-100 koncentracio
hatasara. JAl lathato, hogy az annexin V és a CD42a fest6dés mar alacsony detergens koncentraciéo hatasara is
eltiinik, szemben az IgG és IgM festGdés jeleivel. A fliggGleges vonal a 20. és 21. abran bemutatott kisérletben
hasznalt Triton X-100 koncentraciot jeldli.
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23. abra Mikrovezikulak detergens érzékenyégének
bizonyitasa TEM segitségével (mérce 500 nm) (A) és
DLS segitségével (B). A nyil a B panelen a
membranfragmentumoknak megelel6 csticsra mutat,
a nyilhegy a Triton X-100 sajat jelére. (C)
Immunkomplexek esetében nem volt valtozas a
méreteloszlasban 0,05% Triton X-100 hatasara, a nyil
a Triton sajat jelére mutat.

Annak  bizonyitasdra, @ hogy a
mikrovezikulak lizise valoban
bekovetkezik, TEM felvételeket

készitettiink lizis el6tt, illetve utan (23.
abra). A TEM képeken megfigyelhetd, hogy
detergens lizis utan (0,05% Triton X-100)
csak membran-fragmentumok figyelhetok
meg, intakt vezikuldk nem. Hasonld
eredményt kaptunk DLS alkalmazasaval is:
a mikrovezikula cstcs jelentésen csokken
¢s a kisebb mérettartomanyok irdnyaba
tolodik (amely a membranfragmentumok
kisebb méretére utalhat). DLS
alkalmazasaval immunkomplexek esetében
ilyen csokkenést nem tudtunk kimutatni.
Igyekeztink kizarni tovabba, hogy az
immunkomplexek ¢s vezikuldk egyazon

partikula alkotdéelemei: annexin V ¢és

IgM/IgG kettds festéssel ugyanakkor nem

lattunk jelentés szaml kettds pozitiv
partikulat. Az  immunkomplexek  és
mikrovezikuldk  nagy  részben  tehat

egymastol fliggetleniil fordulnak el6 az

iziileti folyadékban (24. abra).

Ezt kovetden igyekeztlink egy olyan mintat valasztani, amelyben a mikrovezikulak

és az immunkomplexek egyiitt vannak jelen. Igy RA-s és OA-s iziileti folyadékokat

hasznaltunk, feltételezve, hogy RA-ban szdmos immunkomplex keletkezik lokalisan

[139]. Higitott iziileti folyadékok vizsgalata soran kideriilt, hogy az anti-IgG és anti-

IgM fest6dés RA-ban kimutathatdé majdnem minden mintdban, ugyanakkor OA-ban

teljességgel hianyzik (25. 4bra). Minden IgM és IgG komplex teljes rezisztenciat

mutatott 0,05% Triton X-100 alkalmazasara. Ennek a rendszernek a validalasara anti-C3

ELISA-t is hasznaltunk, amivel mértik az RA-ban kimutathat6 immunkomplexeket.
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IgM esetében erds korrelaciot tapasztaltunk az aramlasi citometrids adatok €s az anti-C3

ELISA eredmények kozott (n=22, Spearman rho=0,48, p<0,01), IgG esetében azonban

valoszinlileg a rheumatoid faktor zavar6 jelenléte miatt nem taldltunk korrelaciot.

Ugyanakkor az IgM esetében talalt korrelacio, a detergens rezisztencia és, az RA és az

OA kozotti kiilonbség egyértelmiien arra utal, hogy aramlasi citometriaval detektalhatok

az iziileti folyadékokban az immunkomplexek, raadasul a mikrovezikula kapun beliil.
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25. dbra. OA-s és RA-s iziileti folyadékok immunkomplex

tartalma, teljes eseményszama a mikrovezikula kapun beliil és
valédi mikrovezikula szima annexin V" mikrovezikula tartalma.

A vizszintes vonalak az atlagokat jelzik.

Ratérhetink tehat a

leglényegesebb kérdésre, hogy az
immunkomplex partikuldk képesek-e
befolyasolni a  mikrovezikulak
mérését, jelenlétik torzithatja-e a

vizsgélati eredményeket?

Els6ként azt vizsgaltuk, mivel
korrelal a mikrovezikula kapun beliili
teljes eseményszam. Itt a
»~mikrovezikula kapu” az FSC/SSC
plot-on felvett méret kaput jelenti (1d.
ismét az 5. abrat). Szamos
publikdciéban az ebben fellelhetd
eseményeket szamoljak meg, és az
0sszes eseményt vezikularis
eredetlinek tekintik. Ha megnézziik a
teljes eseményszamot a mikrovezikula
kapun beliil és az valédi annexin V*
eseményeket, akkor lathatd az 3.
tablazatbol, korrelacio

OA mintak

hogy jo

figyelhet6 meg az

esetében, azaz a teljes eseményszam valoban a mikrovezikula szamot ,,jelenti” OA-ban.
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Teljes AX” IgG” IgM* AX"+1gG" +
eseményszam eseményszam eseményszam eseményszam IgM* esemény-
szam
RA + OA 0,634* 0,716** 0,515* 0,848**
OA 0,883* 0,383 -0,510 0,867*
RA 0,154 0,930** 0,720* 0,748*

3. tablazat. A mikrovezikula kapun beliil taldlhaté események korreldciéja az annexin V' (valédi) mikrovezikula
szammal és az IgG/IgM pozitiv események szamaval. A tablazatban a korrelaciés koefficienseket tiintettiik fel
(Spearman korrelacié, *p<0,05, **p<0,01). J6l lathato, hogy egy immunkomplex képzddéssel jaré betegségben
(RA) az 6sszes eseményszam az immunkomplexek szamaval korreldl, egy immunkomplex képz6déssel nem jaro
betegségben azonban jé korrelacié van az 6sszes eseményszam és a valédi mikrovezikula-szam kozott.

Azonban vegyiik szemiigyre az RA-s mintdkat: itt egyaltalan nincs korrelaci6d az
annexin V' vezikulaszam és a teljes eseményszam kozott! Sét, a teljes eseményszam a
detergens-rezisztens immunkomplex szammal korrelal jol. A teljes eseményszam és a
mikrovezikuldk és immunkomplexek egyiittes szama minden esetben jol korrelal, ami
arra utal, hogy a mikrovezikula kapun beliil tehat a vezikulak és az immunkomplexek
egylitt vannak jelen. Fontos tehat megjegyezni, hogy kisérleteink alapjan kideriil, hogy
a mikrovezikula kapun beliili teljes eseményszam semmiképp sem egyenértékii a
mikrovezikula szdmmal, mint amilyen értelemben azt kordbban tobben is alkalmaztak
[71]. Ugyanezt alatamasztja a 25. abran lathato kiilonbség RA és OA kozott: a teljes
eseményszam RA-ban nagyobb mértékben emelkedett, mint az annexin V'

vezikulaszdm. Ennek oka tehat az immunkomplexek jelenléte a mikrovezikula kapun

beliil.

A tovabbiakban azt vizsgaltuk, mas kisérletek esetében lehetnek-e zavard tényezok
az immunkomplexek. Bemutattuk mar az alfejezet elején is (16. abra), hogy indirekt
jelolés  esetén, ahol primer/szekunder antitestet 1is alkalmazunk, erdteljes
immunkomplex képzdédés jon létre, ami arra a téves kovetkeztetésre ad lehetOséget,
hogy a mikrovezikula a vizsgalt antigént hordozza. Indirekt jelolés tehat csak nagy
koriiltekintéssel alkalmazhato, az immunkomplex képzddés Triton X-100 segitségével
ellendrizhetd: ha az eseményeink rezisztensek a detergensre, akkor nem vezikularis

eredett a jel.

Az antitest-6naggregacio is nagy probléma lehet. Ebben az esetben ugyan csak
egyetlen anitestet hasznalunk, az antitest-antitest komplexek ugyanakkor jelet adhatnak,
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ami megtévesztd modon mas ¢s mas mértéki lehet a kiilonb6zoé mintakban. Ez egyrészt

a fehérjekoncentraciotdl fiigg: magasabb fehérjekoncentracid esetén nagyobb lehet az

aggregacio. Igy azt gondolhatjuk, hogy RA-ban (ahol magasabb lehet az iziileti

folyadék fehérjekoncentracidja) tobb aggregatum fordul eld. Ezt a jelenséget a 26. abran

egy CD68 antitest esetében mutatjuk be.

>

Triton

w?owd

CD68
LL L L i R U

|

Triton

CDe68

o
2
&
-
-

T? !

140

120

100

80

60

40

20

pgs  0025%  0,05%  0,1% 0,15%
BSA BSA BSA BSA

26. abra Antitest Onaggregacio RA-s (A) és OA-s (B)
iziileti folyadék mintaban. (C) Az antitestet BSA-ban
oldottuk (3 pg/ml), az aggregaci6 mértéke a BSA
koncentraciéjaval emelheté volt, p<0,05

Az antitest aggregaciot
ugyanakkor szamos mas tényezd is
befolyasolja: igy a pH, a hdmérséklet,
az ionerdsség vagy a razas [150,151].
A 27. abran egy masik nagyon
meglepd jelenséget mutatunk meg: ha
egy jelzett antitestet minddssze 30
masodpercig keveriink erdteljesen,
jelentés Onaggregacid jon létre, ami
detergensre  rezisztens. SOt, az
aggregaci6 jelenségét nem csak
antitestek mutatjdk, hanem mas
molekuldk  is,  amelyek  tobb
kotohellyel rendelkeznek, igy példaul
biotinilalt antitestek/avidin komplexek
is képesek aggregatumot 1étrehozni
(28. abra). Ennek oka, hogy az avidin
homotetramer szerkezetli molekula,
mig a biotinilalt antitestek altalaban 3-

6 biotin molekulat hordoznak, igy

1étrejohet az aggregacid [142]. Ezek az aggregatumok vezikularis eredetii jelnek

gondolhatdk, ezért is szlikséges lehet a detergens lizis alkalmazasa.
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27. abra. Antitest (anti-CD14) 6naggregacio razas hatasara. 30 masodperc erdteljes keverés hatasara létrejon az
aggregacio, amely detergensre teljesen rezisztens. Az itt lathaté események nem kapuzottak.
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28. abra. Biotin-streptavidin komplexek aggregaciéja. Az aggregacio fligg a biotin/streptavidin aranytél. A
streptavidin phycoerythrinnel volt jelGlve.

6.3.4. Differencial detergens lizis
A fentiekben hosszan és részletesen bemutattuk, hogy a mesterséges vagy

természetes modon 1étrejové immunkomplexek/protein aggregatumok hogyan
vezethetnek hibas kovetkeztetésekre. Ezért javasoljuk a ,differencial detergens lizis”
alkalmazasat minden aramlasi citometrids mikrovezikula mérés esetén: a detergens utan
megmarad6d eseményeket ki kell, hogy vonjuk az eredeti (detergens-kezelés eldtti)
eseményszambol. [gy azok az események, amelyek detergens rezisztensek
(immunkomplexek, protein aggregatumok stb.) nem keriilnek szamolésra a vezikularis
események detektdlasa sordn. A megmaradd eseményszamot pedig ismert

crer

koncentracioji gyongyre viszonyitjuk (3 pm, Partec), s igy megkapjuk a

crer
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Osszességében tehat egy esemény akkor tekinthetd mikrovezikulaknak aramlasi

citometrids mérés soran, ha a kdvetkezo 3 feltétel egyiittesen teljesiil:

1. Az esemény a gyongyok altal definialt mikrovezikula kapuban helyezkedik el
2. Az esemény valamilyen specifikus membrant jel6l6 molekulaval festodik

3. Az esemény detergens kezelés hatasara eltlinik

Az altalunk tdmasztott szigoru feltételek megbizhatéan azonositjdk a
mikrovezikuldkat és kizarjak a nem vezikuldris tipust eseményeket.

(A differencial detergens lizis alkalmazasat 1d. kés6bb)

6.3.5. Az immunkomplexek mikrovezikularis preparatumokat szennyezé hatasa
A fentiekbdl kideriil, hogy az immunkomplexek/fehérjeaggregatumok

hasonld méretlick lehetnek, mint a vezikuldk. Ebbdl logikusan kovetkezik, hogy
fényszorasi tulajdonsdguk mellett tilepedési képességiik is hasonld lehet. Mindennek
azért lehet oriasi jelentdsége, mert a mikrovezikulak (és mas vezikula populdciok)
biologiai hatdsdnak vizsgéilatdhoz elengedhetetlen a mikrovezikulak izolalasa, ami
hagyoméanyos moédon differencial centrifugalassal torténik. Ha a preparatumokban
fehérjeaggregadtumok/immunkomplexek is leiilepednek a centrifugalds soran, akkor a
»preparatum” altal kivaltott hatds nem kizardlag a vezikuldknak tulajdonithato. A
kovetkezOkben ezt a kérdéskort jarjuk korbe.

Eldszor jol ismert protokollok alapjan mikrovezikulakat izolaltunk [42,152] RA-S
és OA-s iziileti folyadékbol. Az iiledéket anti-human IgG FITC-cel és anti-humén IgM-
FITC-cel festettiik meg. A 29. abran jol lathato, hogy az RA-s mintakban jol fest6dé
partikularis természetli anyag mutathat6 ki, szemben az OA-val, ahol nincsen fest6dés.
Ez immunkomplex jelenlétére utalhat. Minthogy a fénymikroszkopia felbontoképessége
korlatozott, immun-elektronmikroszkopiat végeztiink ugyanezen mintakbol anti-IgM
HRP ¢s anti-IgG HRP festéssel. Az 29. abran az is megfigyelhetd, hogy a vezikulak
kozott amorf természetli anyag festddik, amely nem asszocidl a vezikulakkal. Ez az

amorf természetli anyag felelhet meg az immunkomplexeknek.
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29. abra. Immunkomplexek egyiitt tilepednek a mikrovezikulakkal. (A) Fluoreszcens mikroszkopiaval lathatéak az
RA iziileti folyadékbdl mikrovezikula izoldlassal létrehozott hatalmas 1gG* és IgM* aggregatumok, a mérce 10 pm-
es (B) Immun-TEM festéssel kimutathatéak a nem vezikularis, anti-lgG-vel és anti-lgM-mel fest6dé amorf
immunkomplexek, a mérce 400 nm, az eredeti nagyitds 50000x-es. (C) RA iziileti folyadékbdl izolalt
immunkomplex 20500g iiledékének és feliiliszéjanak vizsgdlata egyértelmiien mutatja az immunkomplexek
lilepedését a szokasos mikrovezikula lilepitési eljaras soran. (D) DLS vizsgalattal is igazolhat6 a 20500g iiledékben
talalhaté immunkomplexek jelenléte és hasonlé méreteloszlasa, IC: immunkomplex.

Ha RA-s iziileti folyadékbol ,,vezikula izolalast” (20500g centrifugalast) végeztiink,
az immunkomplexeket ugyantigy centrifugaltuk. Az immunkomplexek iilepedését DLS-
sel is ellendriztiik: a 29. &bran lathatd, hogy a 20500g centrifugalast kovetden az
immunkomplexek kimutatatok a pellet felszuszpendalasa utan, s6t ugyanazok a frakciok

figyelhetok meg, amelyek nativ immunkomplexek esetében.
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Kisérleteink tehat bizonyitottak azt, hogy a hasonlé méretli immunkomplexek ki is
iilepednek, ha vezikulat izolalunk, igy a vezikula preparatumokat szennyezhetik
immunkomplexek.

A korabban ismertetett NTA adatokbol is kideriil (lasd. 4. abra), hogy az NTA-val
felvett mérettartomany nem felel meg a TEM képeken latott mikrovezikuldris méretnek,
nagyon sok a kisebb ,partikula”. Ezek a partikuldk fehérjeaggregdtumok lehetnek,
hiszen ezek mérete nagyon valtozatos, TEM képeken kirajzol6dé amorf anyag minden
biologiai folyadékbdl izolalt preparatum esetében lathato.

Az iziileti folyadékbol kiiilepedd fehérjéket tomegspektrometria segitségével is
vizsgaltuk (3 RA-s, 3 OA-s és 3 JIA-s mintat vizsgaltunk). Az RA preparatumokban
105, az OA preparaitumokban 98, a JIA preparatumokban 88 fehérjét sikeriilt
azonositanunk. Az kimutatott fehérjék kozott szamos mikrovezikularis fehérjét sikertilt
azonositani: citoszkeletalis fehérjéket (aktin, aktin-koté fehérjék (profilin-1, cofilin-1),
miozin, tubulin), enzimeket (alfa-enolaz, piruvat-kindz, tridozfoszfat izomeraz),
membran molekulakat (HLA-I, HLA-1I, Na/K ATP-az) és olyan fehérjéket, amelyek a
vezikula képzddésben jatszanak szerepet (pl. Ras-szerli fehérjék). Az azonositott
fehérjék kozott szerepelt a mikrovezikulak felszinhez kot6do lactadherin [4] és az
apoptotikus testek eltavolitasaban szerepet jatszo ApolJ (clusterin) is [153]. Az itt
felsorolt fehérjék igazoljak, hogy preparatumaink tartalmaztak a mikrovezikulakat.

Ugyanakkor szamos olyan fehérjét is azonositottunk, amelyek nem a vezikuldk
alkotdelemei: plazmafehérjék (albumin, transzferrin, fibrinogén, protrombin,
haptoglobin), és  immunkomplex  fehérjék  (szdmos  immunglobulin  és
komplementfehérje). Ezek az eredmények tovabbi bizonyitékot szolgdlnak arra, hogy a
konvencionalis mikrovezikula preparatumok nagy mennyiségli szennyezd fehérjét
tartalmaznak. Erdekes modon az azonositott fehérjék OA-ban, RA-ban és JIA-ban

hasonléak voltak.
E rész Osszefoglaldsaként elmondhatjuk, hogy a mikrovezikuldk mérését és

izolalasat a fehérjeaggregatumok, illetve az immunkomplexek jelentdsen zavarjak, ami

hibas kovetkeztetések levonasara ad lehetdséget.
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6.4. A mikrovezikulak, mint biomarkerek

6.4.1. Iziileti folyadék mikrovezikula profilok 6sszehasonlitasa
A tovabbiakban arra voltunk kivancsiak, hogy az altalunk bevezetett differencial

detergens lizis mennyiben alkalmazhato6 a gyakorlatban a mikrovezikulak korabban nem
észlelt betegség-Osszefiiggéseinek feltarasara. RA-S, OA-s és JIA-s iziileti folyadékok
mikrovezikula mintdzatat hasonlitottuk Ossze éaramldsi citometridval a differenciél
detergens lizis alkalmazéaséaval, amellyel tehat kizartuk a nem vezikuldris eseményeket a
szdmolas soran.

A vezikuldk immunfenotipizalasa sordn kapott eredményeket a 30. dbran mutatjuk

be.
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30. abra. Mikrovezikulak immunfenotipizalasa iziileti folyadékokbdl differencial detergens lizis segitségével.
*p<0,05, **p<0,01
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Az annexin V' vezikulak (6sszes mikrovezikula) kis mértékben emelkedettek
voltak RA-ban ¢s JIA-ban az OA-s mintakhoz képest, ami korabbi kisérleteinkkel
egybecseng (25. abra). Az iziileti folyadékban talalhaté vezikuldk nagy része B-
sejtekbdl és T-sejtekbdl szarmazott az OA-s és RA-s iziileti folyadékok esetében. A
monocita és vérlemezke-eredetli vezikulak szama kissé kevesebb volt. Az iziileti
folyadék CD41a" vezikulatartalma emelkedett volt RA-ban OA-hoz és JIA-hoz képest,
ami Osszhangban van korabbi tanulmanyokkal [57]. Erdekes modon a CD3* T-sejt
eredetii vezikulak jelent6sen emelkedettek voltak RA-ban OA-hoz képest (p=0,027,
Mann-Whitney test, Bonferroni korrekcio utan). Ezek utan azt vizsgaljuk, melyik T-sejt
alpopulacio vezikulai lehetnek felelések az emelkedésért. Az RA-s iziileti
folyadékokban mind a CD4", mind a CD8" vezikulak jelenlétét sikeriilt igazolni, de
meglepé médon csak a CD8" vezikuldk szintje mutatott emelkedést RA-ban OA-hoz
képest (p=0,009, Mann-Whitney test, Bonferroni korrekcié utan). A B-sejt eredeti
vezikulak szintje nagyon alacsony volt JIA-ban RA-hoz és OA-hoz képest (p=0,009,
illetve p=0,004, Mann-Whitney test, Bonferroni korrekcio utan). A CD8" és CD3*
mikrovezikuldk szdma egymassal jol korreldlt (R=0,525, p=0,007, Spearman
korrelacio).

A tovabbiakban azt vizsgaltuk, hogy a CD3" és CD8" vezikulak emelkedése lokalis
vagy szisztémas jelenség-e RA-ban. Az RA-s és OA-s plazmaban a T-sejt eredetli
vezikulak kimutathatatlanok voltak (p<0,001, mindkét esetben, Mann-Whitney test),
ami a vezikulak lokalis keletkezésére utal.

Minthogy mind a harom betegségben eléfordulhat csont-er6zid, azt vizsgaltuk,
hordoznak-e a vezikuldk RANK-ot és RANK ligandot. Erdekes médon mindharom
betegcsoportban sikeriilt kimutatni a RANK® és RANKL" mikrovezikulak jelenlétét,
habar kis mennyiségben. Ezen vezikulak szintje RA-ban volt a legmagasabb, de ez az
emelkedés nem bizonyult szignifikdnsnak.

Megvizsgaltuk tovabba, hogy az altalunk leirt mikrovezikula profilok mely klinikai
paraméterekkel asszocidlnak. A reumatoid faktor szintje nagyon erds korrelaciot
mutatott mind a T-, mind a B-sejt eredetli vezikulakkal RA-ban (Pearson korrelacio:
R=0,912, p=0,002 a T-sejt mikrovezikulak esetében, R=0,956, p=0,001 a B-sejt
mikrovezikulak esetében). A T- ¢és B-sejt eredetli vezikuldk szama egymassal is jol

korrelalt (p<0,001, R=0,876). A DAS és az ACPA szintje nem korrelalt a mikrovezikula
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szammal. Ugyanakkor a betegségtartam jol korrelalt a CD41a" mikrovezikula szammal
(Pearson korrelacio, R=0,886, p=0,008). Az iziileti folyadék sejtszama gyenge
korrelaciét mutatott csak a CD3" és CD8" mikrovezikula szammal (Pearson korrelacio,
R=0,883, p=0,039 and R=0,892, p=0,017), ami arra utalhat, hogy a vezikulak
keletkezése kevéssé volt fliggvénye a sejtszamnak, inkabb a sejtaktivacionak.

A fenti Osszefliggéseket masok korabbi, differencidl detergens lizis nélkiil végzett

vizsgalatai soran nem sikertilt kimutatni.

E rész Osszefoglalasaként elmondhatjuk, hogy az extracelluléris vezikuldk 0j tipust
biomarkerként szolgalhatnak, és tanulmanyozésukkal kozelebb juthatunk szdmos

betegség patomechanizmusanak jobb megértéséhez.
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7. Megbeszélés

A sejtek altal univerzalisan termelt extracellularis vezikuldk vizsgalataval
megvaltozott a felfogasunk a sejtek kozotti kommunikaciordl. E tudomanyteriilet
nagyon gyorsan fejlodik, és jelenleg is minden évben szazaval névekszik a vezikulakkal
foglalkoz6 tudoményos kozlemények szdma. Ugyanakkor, mint minden fiatal
tudomanyteriilet esetében, itt is sok hibalehetdséggel talalkozunk, amelyek felismerése a
korabban publikalt adatok ujraértékelését teszi sziikségessé. Ebben a munkdban az
extracellularis vezikuldk (elsésorban mikrovezikulak) mérésére alkalmas modszerek

beallitasaval és a mérést befolyasolo hibalehetdségek vizsgalataval foglalkoztunk.

7.1. A mikrovezikulak mérésére alkalmas modszerek beallitasa
A bioldgiai folyadék eredetli mikrovezikuldk méretének meghatarozasat tiiztiik ki

elsé célul, ezt tobb kiillonb6zé modszer alkalmazasaval probaltuk elérni. Munkankban
elsoként alkalmaztunk 5 eltér6 modszert (TEM, AFM, DLS, NTA, és qNano) a
mikrovezikulak méretének meghatarozésara. A moddszerek eldnyeit és hatranyait,
valamint a kapott eredményeket a 4. tiblazatban foglaljuk Ossze. Az alkalmazott
modszereket alapvetden két csoportra oszthatjuk: a TEM és az AFM szilard fazisban
1évo, i1zolalt vezikuldk vizsgalatara alkalmas, a DLS, az NTA ¢és a qNano pedig akar
eredeti kornyezetében/allapotaban 1évd vezikuldkat analizal. A TEM és az AFM
kétségtelen eldnye, hogy képet kapunk a vezikuldk méretérdl, belsd strukturajarol,
felszinérdl. Fontos hatrany azonban, hogy a fenti modszerek esetében sziikséges a
vezikulak izolalasa, ami megvaltoztathatja a méretet vagy a struktirat. A bevezetdben
mar emlitettiik, hogy az exoszomak csésze-alakja is izolalasi mitermék [13,14]. Az
izolalas soran a vezikuldk fizidja vagy éppen diszpergacidja sem zarhato ki (pl. a szlirés
soran). A dehidréci6 szintén vezethet zsugorodashoz. Az AFM és TEM mérések szinte

megegyez0 ertékeket adtak az 4tlagos méretre (4. tablazat).
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Moédszer Mintaelokészités | Elényok Hatranyok Eredmények

Transzmisszios Centrifugalas, A vezikulak Nehézkes, a plazma: 182 +

elektron- fixalas, dehidralds | mérete és mintael8készités 92 nm

mikroszkopia szerkezete befolyasolhatja az SF: 234 +£92

(TEM) megitélheto. eredményt nm

Atomero- Centrifugalas, A vezikulak Nehézkes, a plazma: 181 £71

mikroszkopia fixalas mérete és felszine | mintael6készités nm

(AFM) jol megitélhetd befolyasolhatja az SF: 201 £78 nm
eredményt

Dinamikus Nem feltétlentil Egyszerli, gyors A vezikulak direkt plazma: 176 +

fényszorasmérés | sziikséges izolalas nem azonosithatok, 20 nm

(DLS) polidiszperz SF: 176 £20 nm

rendszerek esetén
nem jol hasznalhatd

Nanoparticle Nem feltétlentil Egyszerl, gyors, A vezikulak direkt plazma, SF: a
Tracking sziikséges izolalas | minden egyes nem azonosithatok, legtobb
Analysis (NTA) partikulat szubjektiv partikula 60-80
egyedileg vizsgal nm méretii,
,,esucs” 150-200
nm
tartomanyban
Resistive pulse Nem feltétleniil Egyszerii, minden | A vezikulak direkt plazma: 242 +

sensing (Izon
gNano)

sziikséges izolalas

egyes partikulat
egyedileg vizsgal

nem azonosithatok,
egyszerre csak egy
sziik méret-tartomany
vizsgalhato

5,8 nm

4. tablazat. A vezikuldk méreteloszlasanak meghatdrozasdara alkalmas modszerek 6sszehasonlitasa, SF: synovialis

folyadék

A vezikuladk nativ allapotban vald vizsgalatara alkalmasak lehetnek a fényszoras

alapu rendszerek vagy a qNano. Ez utobbiak hatranya azonban, hogy nem kapunk arra

vonatkoz6 informaciot, hogy pontosan mit mériink, a partikula valdban vezikula-e. Mint

ebben a munkaban is kimutattuk, a vezikulak mellett szamos protein aggregatum is

eléfordul a biologiai folyadékokban. Természetesen ezek is szorjak a fényt, illetve jelet

adnak gNano mérés soran, igy novelik a detektalt partikuldk szdmat. A DLS moddszer

egyedi hatranya, hogy 6ssz-fényszorasi képet ad meg, nem a valddi méreteloszlast. Az

Ossz-fényszorasi kép torzitja a méreteloszlast polidiszperz rendszerek esetében (azaz

ahol egyszerre tobb méretkategoria is jelen van), mivel a nagyobb partikuldk sokkal

jobban szorjak a fényt, igy az Ossz-fényszoras képen tulreprezentaltak a kisebb

partikulakhoz képest. Ennek ellenére méréseink soran a legjobban szord partikula

populacié éppen az AFM-mel és

a TEM-mel meghatarozott

mikrovezikula

mérettartomanyban volt. A DLS moddszer sordan lehetdségiink volt nativ mintékat és
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izolalt vezikuldkat egyméassal parhuzamosan is vizsgalni, és az izoladlt vezikuldk
valamivel nagyobbnak bizonyultak. Ennek oka lehet, hogy az izolalds soran
bekovetkezd vezikulafiizio, vagy az egyszerli tény, hogy a centrifugalds a nagyobb
vezikulakat hatékonyabban dusitja fel, ezzel eltolva az eloszlast a nagyobb méretek felé.
Természetesen a nativ mintdkban mikrovezikuldknal kisebb struktirdkat is
azonositottunk, amelyek exoszomaknak, lipoproteineknek vagy kisebb protein
komplexeknek felelhetnek meg. Csupan érdekességként jegyezziik meg, hogy az LDL
mérete 25-27 nm [154], a HDL mérete 10 nm [155], a chylomikron mérete pedig kb.
40-80 nm [156]. igy a lipoprotein partikulak a mikrovezikulak mérését nem zavarjak, az

exoszomak mérését ugyanakkor befolyasolhatjak.

Az NTA a DLS-hez hasonld6 moédszer, azzal a kiilonbséggel, hogy minden
partikulat egyenként vizsgal, igy polidiszperz rendszerek esetén is kivaléan miikodik.
Az NTA-val érdekes eloszldsokat kaptunk: minden vizsgalt mintaban (legyen az izolalt
vezikula, nativ bioldgiai folyadék) a partikuldk tobbsége joval 100 nm alatt volt,
ugyanakkor a mintdk nagy részében megfigyelhetd volt egy kisebb ,,csucs” 150-250
nm-nél. Ez utobbi felelhet meg a mikrovezikulaknak (nagyobb méretiik miatt jobban
szorjak a fényt, ez a populdcid abrazolodott DLS mérés sordn). A kisebb partikulak
NTA-val jobban detektalhatoak, igy példaul az NTA-val meghatarozott koncentraciok
két nagysagrenddel nagyobbak az aramlasi citometriaval meghatarozott mikrovezikula
koncentracioknal. Ennek oka lehet, hogy az NTA nagyon érzékeny (az exoszoémakat is
»latja”), de fontos ok lehet ugyanakkor az is, hogy — szemben pl. az aramlasi
citometridval — a nem vezikuldris eseményeket is detektalja. Rendkiviil érdekes, hogy
ha izolalt, mosott vezikula-preparatumokat Aallitottunk eld biologiai folyadékokbol,
azokban is domindlt a 100 nm alatti populaci6. Ez a populaci6 biztosan nem vezikularis,
ugyanis ugyanezekben a mintdkban TEM segitségével nem lattunk 100 nm-nél kisebb
struktirdkat az iiledékekben. Igy a jelenség csak tigy értelmezhetd, hogy a
centrifugaldssal ugyan nagyobb struktarakat iilepitiink ki (az altaldban elfogadott méret,
amit még sikeriil kitilepiteni 20500g-vel: kb. 100 nm), de ezek a felszuszpendalaskor
disszocidlnak. A vezikula szerkezeténél fogva nem valoszinii, hogy kisebb darabokra
eshet szét a felszuszpendalastol, a protein aggregatumok azonban feltehetden igen. Ezért
azt feltételezziik, hogy az érzékeny NTA-val detektalt struktirdk nagy része valdjaban

nem vezikula, hiszen ilyen kis vezikulakat (pl. exoszomak) ki sem tudtunk volna

77



DOI: 10.14753/SE.2013.1867

iilepiteni. Kétségtelen, hogy a jovOoben a fluoreszcens-NTA megoldast jelenthet a
mikrovezikuldk ¢és a nem-vezikularis események elkiilonitésére [143]. Végiil a gNano
vizsgalataval is hasonlé eredményekre jutottunk, bar itt hatraltatd tényezot jelentett,

hogy egyszerre csak egy ,,méret ablakra” lattunk ra.

A mikrovezikuldk méretére vonatkoz6 adataink Osszhangban allnak korabbi
tanulmanyokkal [14]: friss fagyasztott plazmaban a mikrovezikulak atlagos mérete 247-
289 nm-nek [157], a vorosvértest-eredetli vezikulak mérete pedig 179 nm-nek adodott
[158]. Osszefoglalasul tehat elmondhatjuk, hogy a mikrovezikuldk mérete az altalunk
alkalmazott izolalasi eljarassal kb. 80 ¢és 400 nm kozott van, az atlagos vezikulaméret

pedig 150-250 nm kozott.

Munkéank soran vizsgaltunk 1j, jelolésmentes modszereket is a mikrovezikuldk
vizsgélatara. Ezek elénye, hogy nem kell tartanunk a jelolés altal létrehozott
miutermékektol, a vizsgalat gyorsan, egy lépésben elvégezhetd akar nativ bioldgiai
mintakon is. A chip felszine kiilonb6z6 molekulakkal (pl. antitestekkel, lektinekkel)
funkcionalizalhato és a bioldgiai minta felvitele utan a kotédés azonnal detektalhato.
Természetesen egymassal parhozamosan tobb kamraban is mérheté a kotddés, igy
komplex molekularis (vagy mikrovezikularis) profilok vehet6k fel rovid id6 alatt. Mar
jelenleg is szamos munkacsoport és cég foglalkozik ilyen chip alapu rutin diagnosztikus
tesztek fejlesztésével. Vizsgalatainkban bemutattuk, hogy antitesttel (anti-CD41a) vagy
extracellularis matrixmolekuldval (pl. fibronektin) funkcionalizalt feliiletre kikotddnek a

mikrovezikulak.

7.2. A mikrovezikulak mérését befolyasold preanalitikai tényezdk
Munkénk ezen részében az antikoagulansok mikrovezikula mérésre gyakorolt

hatasat vizsgaltuk. Ennek oka, hogy bar a kozelmultban meghatarozott ISTH protokoll a
citratos csé mellett teszi le a voksot, az antikoaguldnsok haszndlatara vonatkozdan
ellentmondasosak az adatok. A legtobb munkacsoport citratos csébe veszi a vért, de van
jonéhany olyan munkacsoport is, amely ACD csovet alkalmaz [57,159,160]. Egy
kozelmultban megjelent tanulmany szerint sem a citrat, sem az ACD cs6 nem alkalmas

a mikrovezikulak mérésére, mert ezekben a csévekben a mikrovezikulak lekotédhetnek
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[161]. Ebben a tanulmanyban heparinos csé hasznalatat javasoltak, egyediiliként a

vilagon.

Vizsgalataink soran egyértelmiien azt taldltuk, hogy az antikoagulansok
alkalmazasa nagyban befolyasolja az aramlasi citométerrel és a Zymuphen assay-el mért
mikrovezikula szamot. Korabbi munkaknak megfeleléen [161] mi is azt talaltuk, hogy a
vérlemezke-eredetli és a nem-vérlemezke eredetii mikrovezikula szam a heparinos
csOben a legmagasabb, mig ACD csdben a legalacsonyabb. Ennek valészinii oka, hogy
a heparin az egyetlen vizsgalt olyan antikoagulans, amely nem ko6t kalciumot, ami
viszont a mikrovezikula képz6dés alapfeltétele [162,163]. A kalcium kelator citrat
alkalmazasa (ami komponense a tobbi alvadasgatlo csonek, igy az ACD-nek, a CTAD-
nak, a CPDA-nak is) jelentésen csokkenti a vezikulaszamot, valdsziniileg az in vitro (ex
Vivo) cs6ben torténd vezikulacid csokkentése révén. Hasonld eredményeket kaptunk a
Zymuphen assay alkalmazéisa sordn is: legmagasabb trombinaktivacido a heparinos,
legalacsonyabb az ACD csé esetén volt megfigyelheté. Erdekes azonban, hogy a
citratos csé esetén viszonylag magas értékeket kaptunk, ebben az assay-ban a direkt
vérlemezke-gatld vegyiiletek (CTAD és CPDA) a citrathoz képest jelentésen csokkent
mikrovezikula szintet eredményeztek. Az aramldsi citometria és a Zymuphen assay
kozotti korrelacid hianyanak oka valoszinlileg az, hogy mig az aramlasi citometria
szigorian a 1000 nm-nél kisebb és a kb. 200-300 nm-nél nagyobb eseményeket
szamolja (igy torténik a bedllitas, illetve ennél kisebb részecskék nem éabrazolddnak),
addig a Zymuphen assay barmilyen mérettartomdnyba esd, annexin V™ struktira
detektalasara képes (a kisebb exoszomak, illetve az esetlegesen a vérlemezke-mentes
plazmaban megtalalhaté maradék vérlemezkék kimutatdsara is alkalmas [135]). Az
ACD csO esetén megfigyelhetd korrelacio véletlen lehet, illetve az ebben a cs6ben

jellemzd kisebb szorasbol eredhet.

Az antikoaguldnsok vizsgalata alapjan az ACD csére fokuszéltunk tovabbi
munkank soran, és azt vizsgaltuk, vajon az ACD cs0 képes-e gatolni a csében 1étrejovo
mesterséges, X Vivo (in vitro) vezikulaciot. Jol ismert tény, hogy a vérvétel és a minta
analizise kozott minden egyes Iépés befolyasolja a mért mikrovezikula szintet
[133,134]. Korabban példaul kimutattak, hogy az erés razkodas, vagy a nem allvanyban

torténd csodszallitas is jelentdsen emeli a vér mikrovezikula szintjét, illetve csokkenti a
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vérlemezke-mentes plazma alvadasi idejét [134]. Ebben a munkaban mi azt vizsgaltuk,
hogy a egy magas frekvencidju, de viszonylag gyenge razkddas (mely a jarmiivon
torténd szallitds koriilményeit utdnozza), hogyan befolyasolja a mikrovezikulak
mennyiségét citratos €s ACD cs6ben. Kimutattuk, hogy a vérlemezke-eredetti vezikulak
szama jelentdsen emelkedett razkodas utan citratos csovekben, de ACD cs6ben
valtozatlan maradt. A 37 °C tarolas is emelte a vérlemezke- és nem vérlemezke-eredetii
vezikulaszintet citratos csében, ACD csOben ez a hatas is elmaradt. Ezek az eredmények
arra utalnak, hogy az ACD képes hatdsosan csokkenteni az ex vivo vezikulaciot.
Erdekes modon ugyanakkor a direkt vérlemezke gatld vegyiiletek (pl. CTAD) ilyen

hatassal nem rendelkeztek.

Tanulmanyoztuk azt is, hogy az ACD cs6 mely komponense lehet ezért felelds:
vizsgalataink alapjan kijelenthetjiik, hogy egyértelmiien a citromsav az a komponens,
amely a csOben torténd vezikuldciot gitolja, a dextréznak nem volt hatdsa a
vezikulaszamra. Az ACD cs6ben a vér pH értéke kb. 6,0-ra csokken [146]. Maurer-
Spurej és mtsai kimutattdk, hogy az ACD csében a vérlemezkék sokkal kisebb foku
aktivaciot mutatnak in vitro, mint a citratos cs6bdl preparalt tarsaik [146]. Az ACD
csObdl szarmazo vérlemezkék jobban megdrzik diszkoid alakjukat, az aktivacids marker
GPllb-Illa szintje is kisebb [146]. Korabban a pH hatasat a vezikulaképzddésre még

nem tanulmanyoztak.

Az alacsony pH vérlemezkéket gatlo hatasa régota ismert jelenség [164]. Az
alacsony pH érték csokkenti az ADP hatasara kialakulo stimuldcioval Osszefiiggd
alakvaltozast, gatolja az adhéziot és a vérlemezkék ,kitertilését”, valamint csokkenti a
vérlemezkék interakciojat a fibrinnel, a fibrinogénnel és a kollagénnel [165]. A
mechanizmus hatterében a vérlemezkék belso raktaraibol torténd kalcium-felszabadulas
gatlasa all [166]. Az alacsonyabb intracellularis kalcium nemcsak a vérlemezkék
altalanos hemosztatikus funkcioit gatolja, de ugyanigy a vezikuldk keletkezését is
[162,163]. Ebbdl kifolyolag nem meglepd, hogy ACD csdben a vérlemezkék (és
valoszinlileg mas sejtek) vezikulaképzddése jelentdésen gatolt. Az extracellularis

acidosis ¢és a vezikulacié kozotti direkt kapcsolat igazoldsa a jovo feladata.

Osszefoglalva a preanalitikai tényezék vizsgalatara vonatkozo eredményeinket

elmondhatjuk, hogy az ACD cs6 hatasosabban képes gatolni az ex vivo vezikulaciot mas
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vérvételi csovekhez képest. Azonban fontosnak tartjuk kiemelni, hogy az ACD cs6 az in
vivo vezikulaképzédést (pl. terhesség soran) nem fedte el, az emelkedett vezikulaszam

ugyanugy kimutathato volt, mint citratos cs0bdl szarmazo vérmintaban.

Az elmult néhany évben rengeteg tanulmanyban vizsgaltak citratos csébol
szarmaz6 vér eredetli mikrovezikulakat. Szamos vizsgalat ellentétes eredményeket
mutatott, kiilonosen a vérlemezke-eredetii vezikuldk esetén. Igy példaul mélyvénas
thrombosisban, illetve vénds thromboembolidban szenvedd betegekben bizonyos
vizsgalatok jelentésen emelkedett vezikulaszamot mutattak ki, mas vizsgalatok nem
tudtak Osszefliggést kimutatni [94]. Ennek egyik oka a vérvételi cs6ben torténd, szamos

tényez6tol fliggd ex vivo vezikulacio lehet.

A citratos és ACD csOben mért mikrovezikula szinteket hasonlonak talaltuk,
amennyiben a mintdk nem razkodtak, a hdmérséklet szobahdmérséklet koriil volt, illetve
kevés id6 telt el a mintavétel és a centrifugalas kozott. Igy a korabbi adatok hitelesek,
amennyiben ezekre a preanalitikai tényezOkre figyelmet forditottak. Ennek ellenére
kényelmesebb és biztonsdgosabb az ACD cs6 hasznalata, hiszen ez hatdsosan gatolja az
ex vivo, mitermékként jelentkezd vezikulaciot, igy valodi képet kaphatunk a beteg
vérében keringd vezikuldk szintjérdl. A laboratoriumi gyakorlatban a vérvételi csovek
szigoru kezelése (razkoddas hidnya, hémérséklet, centrifugalasig eltelt idd) nehezen
kivitelezhetd. Osszefoglalasul tehat kijelenthetjiik, hogy az ACD cs6 alkalmazésa fontos

1épés lehet a mikrovezikulak standardizalt detektalasa fele.

7.3. A mikrovezikulak mérését befolyasolé analitikai tényezok
A mikrovezikuldk vizsgéalatdt zavard tényezok koziil els@sorban a protein

aggregatumok/immunkomplexek szerepét vizsgaltuk munkéank soran.

A mesterséges ¢és természetes immunkomplexek vizsgélata sordn kideriilt, hogy
ezek a struktardk hasonld biofizikai paraméterekkel rendelkezhetnek, mint a
mikrovezikuldk. Hasonldo a méretiikk: DLS-sel és AFM-mel mérve kideriilt, hogy a
vizsgalt mesterséges és természetes immunkomplexek minden esetben rendelkeztek
olyan frakcioval, amely atfed a mikrovezikuldris mérettartomannyal. Ezt korabbi
tanulmanyok is igazoltdk, amelyekben az inszolubilis immunkomplexek mérete kb.

200-220 nm kozé esett [148,149]. Az inszolubilis immunkomplexekkel szemben, a
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szolubilis immunkomplexek és a nagy precipitatumok nem fednek at a mikrovezikularis
mérettel. Erdekességként jegyezziik meg, hogy az exoszomak vizsgalatat is zavarhatjak
az immunkomplexek, de jol elkiiloniilnek szukréz-denzitas gradiensen: az exoszomak
az 1,13-1,19 g/mL-es stirtiségii frakciokban talalhatoak [4], mig az immunkomplexek és
az IgG aggregatumok 1,20 g/mL-nél nagyobb stirtiségeknél dusulnak [167].

Az immunkomplexek hasonléan szérjadk a fényt, igy NTA-val és aramlasi
citométerrel is kimutathatéak. Az aramlési citometrids vizsgalatra kiilonds figyelmet
forditottunk, ugyanis a mikrovezikuldk mérése 4altalaban, rutinszerlien ezzel az
eszkozzel torténik. Eredményeinkbdl nyilvanvalova valt, hogy részben az atfedé méret
miatt, az immunkomplexek egy része a konvencionalisan meghatarozott mikrovezikula
kapun beliil ad jelet. Feltételeztiik, hogy ez a jelenség megzavarhatja a mikrovezikulak
mérését. A mikrovezikuldk és immunkomplexek elkiilonitésére a detergens lizist
ajanljuk: ezzel az eszkdzzel az érzékenyebb mikrovezikuldk lizalhatok (amelyet
elektronmikroszkoppal is igazoltunk), ugyanakkor az ellendllobb protein aggregatumok
és immunkomplexek nem esnek szét. Igy a detergens lizis alkalmazasaval igazoltuk,
hogy a biologiai mintdkban rengeteg protein aggregdtum/immunkomplex taldlhato, és
bizonyos bioldgiai mintakban (pl. RA iziileti folyadék) a mikrovezikula kapun beliil
szamolt események inkabb immunkomplexek, semmint mikrovezikulak.

Ovatosan kell értékelni azokat az eredményeket, amelyeket mikrovezikula-
immunkomplex elkiilonités nélkiil kaptak korabbi vizsgalatok soran. Ez mar azért is
igaz, mert a bioldgiai folyadékokban tomegspektrometrids modszerrel igazolt mdédon
igen nagyszami nem-mikrovezikularis fehérje taldlhatd, amely hasonld méretl és
iilepedési tulajdonsagt partikulak létrehozasara képes (1d. alabb). Itt emlitiink egy példat
az immunkomplexek zavar6 hatasara: egy tanulmanyban a szerz6k kimutattak, hogy a
mikrovezikuldk IgG-t, IgM-et, komplement-komponenseket, szérum amiloid P-t és C-
reaktiv fehérjét hordoznak a felsziniikon [168]. Ezeket a kovetkeztetéseket annexin V
kotés nélkiil, kizarolag az antitest pozitivitas alapjan vontdk le, holott a vizsgalatainkbol
egyértelmii, hogy a mikrovezikulak kozott ott taldlhatoak szennyezddésként az
immunkomplexek is. Az ebben a tanulmanyban leirt fehérjék, igy a szérum amiloid P
[169] és a C-reaktiv fehérje is [170] immunkomplexhez asszocialt fehérje, és mivel az
immunkomplexeket nem kiilonitették el a mikrovezikuldktol, e publikidcioban a

mikrovezikuldk jellemzése szinte bizonyosan a mikrovezikuldk és immunkomplexek
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keverékére vonatkozik. Az immunkomplexek és mikrovezikuldk elkiilonitésével mi
kimutattuk, hogy az immunkomplexek ¢és a mikrovezikuldk kiilon partikuldk, nem
egyiitt fordulnak el6. Egy nemrég megjelent munkaban leirtak, hogy az
immunglobulinok és a mikrovezikulak egyiitt alkothatnak nagy partikulakat, azonban
ezek mérete joval nagyobb, mint a mi altalunk vizsgélt mikrovezikula mérettartomany
[76].

Az immunkomplexek/protein aggregidtumok és a mikrovezikuladk méretbeli
atfedésének tobb gyakorlati kdvetkezménye is van: indirekt immunjeldlés egyértelmiien
vezethet immunkomplexek kialakulasahoz (a primer és a szekunder antitest oldhatatlan
komplexeket képezhet), de az avidin és a biotinilalt antitest komplexe vagy az antitest
Onaggregacid is eredményezhet mikrovezikula szeri jelet &ramlasi citometrids
vizsgalatok sordn. Ebben a tanulmanyban bemutattuk, hogy az antitest 6naggregacio
milyen zavar6 modon utdnozhatja a mikrovezikulak jelenlétét. Kérdéses esetben a
detergens lizis donthet.

Munkank egyik legfontosabb  tovabbi  kovetkezménye, hogy az
immunkomplexek nemcsak a detektalast, de az izolalast is nagyban befolydsolhatjak:
kontaminalhatjak a mikrovezikula prepardtumokat. A természetes (iziileti folyadékbol
izolalt) vagy a mesterségesen létrehozott immunkomplexek iilepedését
elektronmikroszkoppal, d&ramlasi citometridval €s DLS segitségével igazoltuk. Az iziileti
folyadékokbol izolalt »mikrovezikula ~ mintakat” (20500¢g iiledékeket)
tomegspektrometriaval is vizsgaltuk: ennek soran kideriilt, hogy a klasszikus
mikrovezikularis fehérjék mellett nagy mennyiségben tudtunk kimutatni nem
mikrovezikularis fehérjéket 1s: szérumfehérjéket, komplementfehérjéket,
immunglobulinokat, stb. Ezek fehérje-aggregdtumokat,  immunkomplexeket
formalhatnak, ezért van lehetdségiik a kiiilepedésre. Az ily modon iilepitett
fehérjeaggregatumok egy része PBS-ben torténd felszuszpendalas utan kisebb darabokra
eshet szét, ez magyardzatul szolgalhat az NTA analizis soran kapott 100 nm-nél kisebb
fehérjék jelenlétére. Mas vizsgalatok is igazoltdk, hogy példaul a vizeletbdl izolalt
mikrovezikula prepardtumokban nagy mennyiségii fehérjekontaminacié talalhaté meg
[171].

Figyelembe véve azt a tényt, hogy az immunkomplexek milyen biologiai

hatassal rendelkeznek [172,173], el kell gondolkodnunk azon, hogy a biologiai
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folyadékbol izolalt mikrovezikulak leirt biologiai hatasa [65] valoban nem az
immunkomplexek szamlajara irhato-e. Alapvetéen fontos lehet, hogy a
mikrovezikulakat tisztitsuk, pl. annexin V pozitivitas vagy mas felszini marker alapjan.
Az immunkomplexek jelenléte nagyon altalanos, nemcsak immunoldgiai
megbetegedésekre jellemzbéek, hanem kardiovaszkularis betegségekben, daganatos
megbetegedésekben [174,175,176] stb. is.

Tehat 6sszegzésként elmondhatjuk, hogy a biologiai folyadékokban jelen levo
protein aggregatumok és immunkomplexek nagyban befolyasolhatjak a mikrovezikuladk
mérését és izolalasat. Megvalaszolasra var az a kérdés, hogy a mikrovezikuldk az
immunkomplexekhez hasonldan lerakodhatnak-e a szovetekben a mérethasonlosag

miatt.

7.4. A mikrovezikulak, mint biomarkerek
A mikrovezikuldk biomarkerként vald felhasznéaldsa esetén tehat figyelemmel

kell lenniink a preanalitikai- és analitikai tényezokre, hiszen ezek nagyban befolyasoljak
a mérést. Ebben a munkéban a differencial detergens lizis segitségével kimutattuk, hogy
az iziileti folyadékok jellegzetes, betegség-specifikus mikrovezikuldris mintdzattal
jellemezhetéek. RA-ban jellegzetesen emelkedett CD8" T-sejt eredeti mikrovezikula
szamot mutattunk ki aramlasi citometria segitségével. A T-sejtek, kiilondsen a CD4"
helper T-sejtek szerepe jol ismert RA-ban [177]. Annak ellenére, hogy szamos
tanulmanyban leirjAk a CD8" T-sejtek szerepét RA-ban, az RA-rél alkotott mai
tudomanyos kozgondolkodas nélkiilozi ezeket az adatokat. A CDS8* T-sejtek nagy
szamban megtalalhatok az RA-s betegek iziileti folyadékaban [178,179]. Sét, az iziileti
folyadékban talalhatd T-sejtek fenotipusanak vizsgalata alapjan kideriilt, hogy a legtobb
CD8" T-sejt RA-ban memoéria T-sejt [178]. Ezek a memoéria T-sejtek virus-
specifikusnak bizonyultak, Epstein-Barr virus-, cytomegalovirus- vagy influenzavirus
antigénekkel reagalnak [180]. Ezek a CD8" T-sejtek szerepet jatszhatnak az RA
patogenezisében azzal, hogy szabalyozzdk a follicularis csiracentrumok strukturalis
integritasat és funkciojat az iziileti membranban [181]. Az ebben a munkaban kimutatott
emelkedett CD8" mikrovezikula szam 0Osszefiigghet a CD8" T-sejtek fokozott
aktivitisaval vagy emelkedett szamaval. Ugyanakkor ismert, hogy a CD4" és CD8" T-
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sejtek szama RA-ban az iziileti folyadékban és synoviumban nagyjabol hasonlo [182].
fgy adataink inkabb arra utalhatnak, hogy az emelkedett mikrovezikula szdm fokozott
T-sejt aktivacio kovetkezménye lehet. A mikrovezikula mintazat részeként emelkedett
vérlemezke-eredetli vezikulaszamot mutattunk ki RA-ban, ami megegyezik korabbi
munkak tanulsagaval [57].

JIA-ban jellegzetes modon alig lehetett B-sejt eredeti mikrovezikuldkat
kimutatni, annak ellenére, hogy ebben a betegségben jol ismert a B-sejt aktivacio.
Ennek oka lehet, hogy vizsgalatunkban kizarolag oligoarticularis JIA-s betegek iziileti
folyadékat vizsgaltuk. Egy nemrég megjelent tanulmanyban igazoltak, hogy a
polyarticularis és az oligoarticularis JIA kozott nagy kiilonbség van a B-sejt aktivacid
tekintetében [183], igy semmiképpen sem lehet ugyanolyan patogenezisrdl beszélni a
két betegségforma esetén. Adataink tehat arra utalnak, hogy az oligoarticularis JIA
eltéré mikrovezikula profillal rendelkezik mas iziileti betegségekhez képest.

A mikrovezikuldk biomarkerként val6 felhasznéalasa a bevezetdben emlitett okok
miatt is nagyon izgalmas, 0 iranyvonal. Ugyanakkor, kiilondsen az dramlasi citometrids
mérések sordn tligyelni kell arra, hogy a nem-vezikularis eseményeket kizarjuk a
mérésbol, mert ezek meghamisithatjdk az adatokat. Ezek kizéarasara a rutinszertien
alkalmazando ,,differencial detergens lizis” modszerét ajanljuk, melynek segitségével 1)
vezikularis mintadzatok létezésére derlilhet fény, mint azt be is mutattuk ebben a
munkaban iziileti folyadékmintak vizsgalata soran. Kétségtelen ugyanakkor, hogy a
vezikularis nukleinsavak vizsgalata biologiai folyadékokban (igy a vérplazdban,
vizeletben, iziileti folyadékban vagy éppen az {iivegtestben stb.) érzékenyebb és

specifikusabb lehet a fehérjetartalom vizsgélatanal.
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8. Kovetkeztetések

e A mikrovezikulak vizsgalatara alkalmasak az altalunk hasznalt modszerek,
igy a TEM, AFM, DLS, aramlési citometria, NTA, Izon qNano és a
jelolésmentes chip rendszerek

e Az altalunk hasznalt izolalasi protokollok mellett a fenti modszerek
lényegében egybehangzd eredményeket adtak a  mikrovezikuldk
méreteloszlasara nézve (80-400 nm, atlag vezikula méret 150-200 nm)

e A vérplazma-eredetli mikrovezikuldk méréséhez az ACD csd ajanlhato,
mert ebben a csében jelentésen korlatozott a vérvételi csében, ex vivo
kialakul6 mikrovezikula képzO6dés, ugyanakkor az in vivo emelkedés
kimutathat6

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

e A mikrovezikuldk és immunkomplexek elkiilonitésére alkalmas modszer a
differencial detergens lizis, amelyet rutinszerlien ajanlunk alkalmazni
minden aramlési citometrias mérés soran

e A (differencial detergens lizissel kapott eredmények jellegzetes iziileti
folyadék mikrovezikula mintdzatot tarnak fel, ezek koziil a legérdekesebb,
hogy RA-ban jelentdsen emelkedett a CD8" T-sejt eredetii mikrovezikuldk

szdma az iziileti folyadékban
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9. Osszefoglalas

Az extracellularis vezikulak sejtekbdl szarmazo, membrannal koriilvett
strukturdk, melyeket egy kettds foszfolipid membran hatarol. Az extracelluléris
vezikuldk termelddése altalanos sejtbioldgiai jelenség, ezek a struktirdk a sejtek kozotti
kommunikacié uj moédjat képviselik. Az extracellularis vezikulak felhasznalhatoak uj
tipustt biomarkerként, valamint 0j gyogyszer ¢és nukleinsav szallito vektorként

crer

a mikrovezikulakkal foglalkoztunk.

Célunk az volt, hogy bedllitsuk a mikrovezikuldk mérésére alkalmas
modszereket, illetve felhivjuk a figyelmet a mikrovezikuldk mérését befolydsolo
tényezOkre. A mikrovezikuldkat szamos moddszer egyidejli alkalmazasaval detektaltuk,
méretiiket transzmisszids elektron-mikroszkopiaval (TEM), atomerd-mikroszkopiaval
(AFM), dinamikus fényszorasméréssel (DLS), Nanoparticle Tracking Analysis-el
(NTA), és Izon gNano technologiaval hatdroztuk meg. A mikrovezikuldk fehérje-
Osszetételét és sejt-eredetét tomegspektrometriaval és aramlasi citometriaval hataroztuk

meg.

Munkank soran a mikrovezikuldk mérete, tobb modszer egyidejli alkalmazasaval
100 és 300 nm kozotti értéknek adddott. Igazoltuk, hogy a mikrovezikulak mérését
jelentdsen befolyédsoljak preanalitikai €s analitikai tényezOk. Bemutattuk, hogy a
vérvételkor alkalmazott antikoaguldns nagyban befolyasolja a mért mikrovezikula
szdmot, ennek oka az antikoagulansok ex vivo, vérvételi csében létrejovo,
,mesterséges” mikrovezikula képzddésre kifejtett hatdasa. Eredményeink alapjan a
mikrovezikula mérésre az ACD (acid citrat dextr6z) csd ajanlhatd, amely meggatolja a
vérvételi csdben 1étrejovo sejtaktivaciot és vezikulaciot. A tovabbiakban azt vizsgaltuk,
hogy a protein aggregatumok ¢és immunkomplexek atfedhetnek-e a vezikularis
mérettartomannyal, igy zavar6 tényezOt jelenthetnek-e a mérés sordn. A mesterségesen
l1étrehozott €és a bioldgiai folyadékokbdl izolalt immunkomplexek AFM, DLS és NTA

analizise egyértelmiien bemutatta, hogy létezik egy olyan frakcio, amely atfed a
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mikrovezikularis mérettartoméannyal. Bizonyitottuk tovabba, hogy az atfedé méret miatt
az immunkomplexek és fehérjeaggregatumok megzavarjdk a mikrovezikuldk aramlési
citometrids mérését. Az immunkomplexek ¢s vezikuldris események elkiilonitésére a
differencial detergens lizis ajanlhat6, amely kiilonbséget tesz a detergensre érzékenyebb
vezikuldk és a rezisztensebb immunkomplexek kozott. A differencidl detergens lizis
alkalmazéasaval 1j mikrovezikuldris mintdzatot azonositottunk iziileti betegségekben:
legérdekesebb eredményiink, hogy rheumatoid arthritisben az iziileti folyadékban a
CD8+ T-sejt eredeti vezikuldk szintje jelentésen emelkedett mas iziileti betegségekhez

(osteoarthritis, juvenilis idiopathias arthritis) képest.

Osszefoglalasul elmondhatd, hogy a mikrovezikuldk vizsgalata rendkiviil
izgalmas uj terlilet a biomedicindlis kutatdsok tiikrében is, ugyanakkor szamos
akadalyba iitkozik az e teriileten tevékenykedd kutat6. Hihetliink abban, hogy jelen

eredmények valamelyest hozzajarulnak majd e rendkiviili tudomanyteriilet fejlédéséhez.
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Summary

Extracellular vesicles are cell-derived structures, limited by a phospholipid
bilayer. The secretion of extracellular vesicles is an evolutionally conserved process;
they represent a novel way of intercellular communication. Extracellular vesicles might
be used as biomarkers of diseases and furthermore they represent novel drug of nucleic
acid delivery vehicles. In our work we focused on microvesicles, a sub-population of

extracellular vesicles.

We aimed at setting up methods for the comprehensive analysis of
microvesicles and analyzing factors that confound the correct assessment of these
structures. We detected microvesicles using several methods, including transmission
electron microscopy (TEM), atomic force microscopy (AFM), dynamic light scattering
(DLS), Nanoparticle Tracking Analysis (NTA) and Izon gNano. The protein content
and cellular origin of vesicles was determined using mass spectrometry and flow

cytometry.

Using the above methods, the diameter of microvesicles was found to be in
between 100 and 300 nm. We confirmed that pre-analytical variables and analytical
factors influence the measurement of microvesicles significantly. We showed that
anticoagulation during blood collection is crucial, as the use of different anticoagulants
markedly affect ex vivo (within the blood collection tube) vesicle formation. Based on
our results, ACD (acid citrate dextrose) tube could be recommended for blood
collection, as ACD efficiently inhibits ex vivo cell activation and vesiculation. In the
next part of the study we analyzed, whether immune complexes and protein aggregates
overlap in size with microvesicles. Using AFM, DLS and NTA analysis, we
demonstrated that artificial and isolated immune complexes indeed show similar size
distributions. Therefore immune complexes and protein aggregates hindered the correct
flow cytometric assessment of microvesicles. Differential detergens lysis was used to
discriminate between immune complexes and microvesicles, the latter being more
sensitive to detergent than the former. Using the differential detergent lysis, we unveiled

novel joint disease associated microvesicular signatures in the synovial fluid. Most
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interestingly, CD8" T-cell derived microvesicles were significantly elevated in patients
with rheumatoid arthritis compared to patients with other joint disorders (juvenile

idiopathic arthritis and osteoarthritis).

In summary, microvesicles represent an exciting novel field of biomedical
sciences, however researchers face numerous obstacles. We hope our results will

contribute to the progress of this fascinating field.
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