Zarojelentés

az OTKA 75084 sz., ,Neutrofil granulocitakbdl keletkezé szubcellularis részecskék
élettani szerepe” c. kutatasi témarol

Az OTKA altal tamogatott kutatbmunka eredményeként elséként irtuk le és
jellemeztik a neutrofil granulocitakbdl szarmazd, antibaktérialis hatassal rendelkezé
szubcellularis vezikulumok (amelyeket az id6kdzben egységesitett terminolégia ma
mar inkabb extracellularis vezikulumként — ECV — emlit) keletkezését és a baktérium-
novekedést gatldé hatas mechanizmusat. Egy teljesen Uj kutatasi terulet elsé Iényeges
ismereteit magas szinvonalu nemzetkdzi kézlemény (Blood, 1F:9,8) formajaban
sikerUlt kozzé tenni. A kutatasi periodusban a tervezett kisérletek dontd részét
sikeresen lezartuk.

Részletes eredmények

ECV keletkezése periférias vér neutrofil granulocitaibol

Megallapitottuk, hogy 6nkéntes donorok vérébél izolalt neutrofil granulocitak (PMN)
spontan is képeznek ECV-t. A keletkez6 ECV-k szama és fehérje tartalma nem
valtozik lényegesen, ha a sejteket kemotaktikus peptidekkel, citokinekkel vagy
lipopoliszahariddal stimulaljuk. Jelentés emelkedést tapasztaltunk viszont, ha
opszonizalt baktériumot alkalmaztunk stimuluskeént. Kritikusnak bizonyult az
opszonizalas minésége: csak a teljes szérummal torténd opszonizalas
eredményezett nagy szamu, magas fehérjetartalmu, és friss baktériumok
novekedését gatolni képes ECV-t. Az opszonizalt baktérium tipusa viszont nem volt
kritikus: mind Gram pozitiv, mind Gram negativ baktérium indukalt antibakterialis
hatasu ECV-t.

Részletesen ellendriztuk az ECV-képzés utan visszamaradé PMN-ek tulajdonsagait.
Megallapitottuk, hogy nem tortént valtozas morfologidjukban (fény- és
elektronmikroszkoppal vizsgalva), az életképességuikben (vitalis festékek felvétele
alapjan), spontan és stimulalt szuperoxid-termeléstikben, fagocitézis-
képességukben, baktériumdlési kapacitasukban, sét ujabb ingerlésre tovabbi ECV-t
termeltek. Megallapitottuk tehat, hogy az ECV termelés nem jart a sejtek apoptétikus
pusztulasaval.

A PMN-eredetii ECV frakcio tisztitasa

Az EVC-ket kezdetben két centrifugalasi lépéssel izolaltuk, és néhany
tulajdonsagban er6s szérast tapasztaltunk az egyes kisérletek kozott. Késdbb
beiktattunk egy szlirési Iépést, amivel az alacsony fordulatszamu centrifugalas soran



esetleg nem lellepitett sejtes elemeket tavolitjuk el. Ezen valtozas 6ta standard, jol
reprodukalhaté eredményeket ado preparatumaink vannak. Szuszpendalt és
felszinhez letapadt PMN-ekbdl azonos tulajdonsagu ECV-ket tudunk nyerni.

A PMN eredetii, antibakterialis tulajdonsaqu ECV frakcio jellemzése

A vezikulumok méretét aramlasi citometriaval, dinamikus fényszoras méréssel és
elektron mikroszkopiaval hataroztuk meg. Az ECV-k mérettartomanya az aramlasi
citometria detektalasi hatara kdzelébe esik, ezért csak fluoreszcensen jelzett
részecskét tudunk biztosan detektalni. Felszini markerként a neutrofil granulocitakra
jellemzé CD11b-t alkalmaztuk, kalibralashoz PMN-t, E.coli-t valamint egy ismert
méretl gyongyot hasznaltunk. Mindharom technikaval egybehangzo6 eredményeket
nyertunk: az antibakterialis ECV-k mérete 200 — 1000 nm kozé esik.

Aramlasi citometriaval és fluoreszcens mikroszképiaval egyarant jellemeztiik, hogy
az antibakterialis hatasu ECV-k felszine er6sen negativ toltési (annexin V kotbdése).
A vezikulumok jol festédnek a f6 integrin elleni ellenanyaggal, viszont aktin és
mieloperoxidaz granulum fehérje festése csak permeabilizalas utan volt lehetséges.
Ezek az eredmények arra utalnak, hogy vezikula preparatumunkban a plazma
membran eredeti orientaltsagaval van jelen (right-side-out vezikulumok).

A PMN eredetli ECV-k fehérje 0sszetételét tomeg-spektormetrias technikaval
hataroztuk meg. Osszességében 282 fehérjét sikeriilt 95%-0s megbizhatésaggal
azonositani. Az antibakterialis hatassal rendelkezd ill. nem rendelkezé ECV-k
Osszetétele kdzott jelentds kulonbséget talaltunk: féként a granulum-fehérjék
mennyisége, valamint a plazma membran f6 integrin-komponense (Mac1) mutatott
jelentds dusulast az antibakterialis EC-kben. A mieloperoxidaz- valamint a laktoferrin-
tartalom novekedését immunoblot technikaval is igazoltuk.

A PMN eredetii ECV-k baktericid kapacitasanak jellemzése

A Gram pozitiv baktériummal indukalt ECV-k egyarant gatoltak E. coli és S. aureus
novekedését, tehat az antibakterialis hatas nem species-specifikus. Viszont
tapasztaltunk szelektivitast, mivel a P. mirabilis névekedését nem befolyasoltak.

A baktériumszam novelésével (baktérium:ECV arany novelése) az ECV-k
bakteriosztatikus hatasa gyengult, majd telitédott. Az antibakterialis hatas fuggetlen
volt a mikroorganizmus opszonizaltsagi allapotatdl, és magas baktériumszam esetén
az ECV-k lényegesen eredményesebben gatoltak a mikroorganizmus ndvekedését,
mint maguk a neutrofil granulocitak.

Az antibakteridlis hatast nem valtoztatta meg DNaz kezelés, viszont a vezikularis
szerkezet karositasa detergenssel vagy desztillalt vizes kezeléssel teljesen



megszuntette azt. A Mac1 integrint blokkold antitestek szintén kivedték az
antibakterialis hatast.

Mikroszkdpos technikakkal nem lattuk se a mikroorganizmusok bekebelezését az
ECV-be, se neutrofil extracellularis halé (NET) kialakulasara utalo filamentézus
szerkezetet. Viszont az antibakteridlis ECV-k és baktériumok inkubalasa soran
Osszetapadast megfigyeltunk, és 30 perc alatt nagy aggregatumok keletkeztek. Se
ECV-k 6nmagukban, se pedig antibakterialis hatas nélkuli ECV-k és baktériumok
egyuttesen nem képeztek aggregatumot. Az aggegatum-képzés és a baktérium-
ndvekedés gatlasa jo korrelaciét mutatott. Meglepd eredmény, hogy mind az
aggregatum-képzés, mind a bakteriosztatikus hatas az aktin-citoszkeleton
mikodbéképességét és megfeleld glukoz-ellatast igényelt.

A szuperoxid-termel6 NOX2 enzim szerepének vizsqalata

A PMN-eredetd tisztitott ECV-preparatumban nem tudtunk szuperoxid-termelést
kimutatni. Ezzel egybehangzo6 eredmény, hogy se a bakteriosztatikus hatast, se az
aggregatum-képzést nem befolyasolta DPI, a NOX2 enzim gatlészere. A proteomikai
analizis az antibakterialis hatasu ECV-kben csak az oxidaz enzim membran-kotott
komponenseit mutatta ki, a citoszolikus faktorok hianyoztak (nélkulik az enzim
mikodésképtelen). A kulonb6zd vizsgalati modszerekkel nyert eredményeink tehat
azt mutatjak, hogy az ECV-k bakteriosztatikus hatasa a NOX2 enzimtél fliggetlen
mechanizmussal torténik. (A kezdeti kisérletekben tett eltérd észleléseinket az elsé
preparalasi technika mellett megjelend kicsi, de valtoz6 szamu PMN jelenléte
magyarazhatja.) Ezen eredmények fényében nem volt értelme a korabban tervezett,
NOX2-hianyos egér neutrofilbol szarmazé ECV-k tanulmanyozasara.

PMN-eredetii ECV-k patoldgiai jelentésége

Miutan felfedeztik, hogy az antibakterialis tulajdonsagu ECV-k keletkezését izolalt
PMN-ekben opszonizalt baktériumok indukaljak, felvetédott a kérdés, hogy él6
szervezetben is érvényesll-e ez a hatas. Megvizsgaltuk ezért PMN-eredetli ECV-k
jelenlétét szepszises betegek plazmajaban. Azt tapasztaltuk, hogy egészséges
donorok vérplazmajaban is jelen vannak PMN-eredetli ECV-k, ezek szama azonban
sokszorta (5-7x) magasabb volt szepszises betegekben. Erdekes, hogy a szepszises
betegek PMN-jeibél szarmazé ECV-k ugyanugy aggregaltak baktériumokat, mint az
in vitro kordlmények kozott indukalt antibakterialis ECV-k tették. Ezzel szemben
egészséges donorokbdl szarmazd ECV-k nem mutattak aggregacios képességet.

Antibakterialis ECV-k tarolasa




Megvizsgaltuk az antibakterialis tulajdonsaggal rendelkez6, PMN-eredetli ECV-k
szamanak, granulaltsagi tulajdonsagainak valamint funkciojanak valtozasait
kildnbo6z6 korulmeények kozott torténd, 1 napig, 1 hétig vagy 1 hdnapig tarto tarolast
kovetbéen. Megallapitottuk, hogy szobahdn, 4°C-on és -20°C-on torténé tarolas mar
egy nap alatt is jelentés atalakulast és funkcié-vesztést eredményez. Kizardlag -
80°C-on torténd tarolas védi ki a szam- és szerkezet-beli valtozasokat, és mérsékli
érdemlegesen a funkcionalis valtozast. Az eredményeket prezentaltuk nemzetkdozi
férumon és most készitjuk el kozlésre.

A legfontosabb ujdonsagok 6sszefoqglalasa

Egyértelmien kimutattuk, hogy eltér6 stimulusok hatasara neutrofil granulocitak
eltérd osszetétell és funkcioju ECV-ket termelnek. Eltéré 6sszetételi ECV-ket mas
sejtek esetében is leirtak velink egyidében, de egyik esetben sem sikerult
semmilyen funkcioval kapcsolatot talalni. Eltéré funkcioju ECV-ket eddig csak a mi
kisérleteink mutattak ki.

Bebizonyitottuk, hogy az ECV-k baktérium-ndvekedést gatlo hatasa alapjaiban eltér
mind az intakt neutrofil granulocitak intracellularis 6lési mechanizmusatol, mind a
NET-ektél, az egyetlen eddig ismert extracellularis antibakterialis mechanizmustal,
amelyben neutrofil granulocitdk vesznek részt. Kisérleteinkkel tehat egy Uj
extracellularis antibakterialis mechanizmust fedeztiink fel.

Eredményeink hatasa

Eredmeényeinket sikerult a nemzetkozileg jol jegyzett Blood c. folydiratban k6zolni. A
folyoirat ,a hét legforrébb témaja’-nak valasztotta kozleményunket, és egy
kommentart jelentetett meg réla (Lacy, Blood 2013, januar 19; pp.420-421).

Felkérést kaptunk a Pfluger’s Archiv c. folyodirattdl a neutrofil granulocitak meglepé, Uj
funkcidinak osszefoglalasara. Ebben a kdzleményben részletesen dsszehasonlitottuk
a kulénbo6zd antibakterialis mechanizmusokat.

Meghivast kaptunk az Eurdpai Uni6 altal tamogatott ,COST Action on Microvesicles
and exosomes in health and disease” munkacsoport munkajaban val6 részvételre, és
kézremikodunk a munkacsoport altal elékészités alatt allé tobb kdzlemeényben.

Tobb kutatocsoporttal indult egylttmikodés az antibakterialis hatas tovabbi
részleteinek megismerésére: a lektin-komponensek szerepét az aggregacioban Maja
Kosanovic (Belgrad), az antibakterialis hatas sejt-specificitasat Juan Falcon (Bilbao),
az ECV-k mozgasat Barbara Walzog (Munchen), a granulum-proteinek bejutasat az
ECV-be Ken McLeish (Kentucky) munkacsoportjaval tanulmanyozzuk.



