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ROVIDITESEK JEGYZEKE

21G 21 gauge

A647 Alexa Fluor 647
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(endosomal sorting complexes required for transport) a

ESCRT szallitashoz sziikséges endoszomalis szortirozo komplexek
EV extracellularis vezikula

FDR false discovery rate

FITC fluoreszcein-izotiocianat

fMLP N-formyl-methionyl-leucyl-phenylalanine

HPF High-power field

HLA-DRA human leukocytaantigén, DR-alfa

HMWP high-molecular-weight polyethylene

HPLC-MS high performance liquid chromatograph-mass spectrometry
HSP90 hésokkprotein-90
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ICAM-1 intercellular adhesion molecule-1
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ISEV International Society for Extracellular Vesicles
Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes) Gének és
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kDa kilodalton

LBP Lipopolysacharid binding protein

LC-MS Liquid chromatography—mass spectrometry

LE leukocita észteraz

MAC membrane attack complex - membrankarositdo komplex
major histocompatibility complex - f6 hisztokompatibilitasi

MHC komplex
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MISEV Minimal Information for Studies of Extracellular Vesicles

mRNS messenger - hirvivd ribonukleinsav

miRNS mikro-ribonukleinsav

NETs neutrophil extracellular traps

NTA Nanoparticle tracking analysis
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PJI Periprosthetic joint infection
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PPI periprotetikus infekciod
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Semmelweis Egyetem, Tudomanyos és Kutatasetikai

SE TUKEB Bizottsag

SSI surgical side infection

TEM Transmission Electron Microscopy
TNF-a tumor nekrozis faktor-alfa

WBC White Blood Cells
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1. BEVEZETES

1.1. Torténelmi attekintés

A protézis fertézések kialakuldsa egyidds az implantatumok beiiltetésének
megkezdésével. A modern kori csipdiziileti artroplasztika uttérdje Sir Jonh Charnley az
elsd protézis beiiltetését 1962. november 22-én végezte a Wrightington kérhazban (1). A
miivi izfelszinek alacsony surlddasi elvén alapul6 protetizalds 1ényege, hogy kis atmérdjii
protézis fej néz szembe egy milanyag vapa komponenssel. Mindkét komponens
csontcementtel rogziilt a megfeleld pozicidoban. A vapa eleinte teflonbdl késziilt, azonban
kb. harom év utan a nagy mennyiségli kopastermék jelentds szoveti reakciot inditott el a
protézis koriil. Ekkor mertilt fel a nagy molekulatomegii polietilén (HMWP) hasznalata,
ami mar elfogadhat6é eredményeket igért.

A kezdeti mechanikai problémdk megoldasa mellett azonban egy hasonldéan
nehezen megoldhato szovédménnyel kellett szembe nézniiik: a mélyen a protézis koriil
kialakulo fert6zéssel. Az elsé 100 csipOprotézis beiiltetés utan a betegek kozel 10%-anal
alakult ki ez a sz6védmény. Sir John Charnley munkassaga soran nagy figyelmet forditott
a mitéti beavatkozéasokkal dsszefliggésben kialakuld bakterialis fertdzésekre. Véleménye
szerint amennyiben ez az arany nem csokken legalabb 5% ald, akkor meg kell fontolni,
hogy csak idds és nagyon stlyos fogyatékossaggal ¢l0k esetében keriilhet elvégzésre a
protézis beiiltetés és a fiatal munkaképes embereknél a kisebb fert6zési kockazattal jaro
miitéti tipusra kell visszatérni (pl. oszteotomiak) (2).

A technika fejlodésével (laminar air-flow, aszeptikus eljarasok, megfeleld
antibiotikum profilaxis, miitéti id6 rovidiilése, antibiotikumos csontcement) a fertézések
ardnya jelentdsen csokkent. Az Amerikai Egyesiilt Allamokban 2001-2009. kozott a
primer csip0-, térdprotézisek 2,0-2,4%-a keriilt revizidra a korai, ill. low-grade fert6zés
miatt (3). Azonban a folyamatosan névekvé primer, valamint revizids miitétek szamanak
novekedése miatt a fert6zéses komplikdciok nem vesztettek jelentdségiikbdl. Az
Amerikai Egyesiilt Allamokban 2005-r1 2030-ra varhatoan a teljes csipéiziileti reviziok
szdma 137%-kal, a térdiziileti reviziok szdma 601%-kal fog emelkedni (4). A
periprotetikus infekciok (PPI) ellatdsa nagy terhet r6 az adott orszag egészségiigyi ellato

rendszerére és gazdasdgara a megnovekedett koltségek és elhuzodo korhazi tartozkodas
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miatt. A betegeknek pedig masodik esetleg harmadik miitéti beavatkozast, lassabb

mobilizaciot, hosszabb gyogyszerszedést jelent.

1.2. Irodalmi attekintés

Bar a szeptikus szovédmények kezdetben tapasztalt magas aranya lecsokkent, a
komplikacié azonban nem tiint el teljesen. A nemzetkozi irodalom alapjan a beiiltetett
primer csipdprotézisek 0,8-1%-4andl, a primer térdprotézisek 2%-anal alakul ki szeptikus
szOvodmény (5). Revizios csipdprotézis miitéteknél 3-4%, térdprotézis esetében 5-6% a
szeptikus komplikaciok ardnya. A probléma sulyossagat jol jelzi, hogy a kialakult
periprotetikus fert6zések 6t éven beliili mortalitdisa magasabb, mint az 6t leggyakrabban
diagnosztizalt daganatos megbetegedésé (6). A regisztralt szeptikus esetek szama
vélhetden alul becsiilt a valos esetekhez képest a diagnosztikai nehézségek okan fel nem

ismert és aszeptikus lazuldsnak véleményezett esetek miatt (7, 8).

Zmistowski és munkatérsai altal kozolt adatok rendkiviil magas, 10,6%-0s egy
éves ¢és 25,9%-o0s 0t éves mortalitdst mutatnak (9). Cancienne és munkatarsai 7146 beteg
vizsgalata utan ennél alacsonyabb, 6,5%-0s egy éves mortalitast allapitottak meg (10).
Ezek természetesen atlagos szdmok, azonban, ha valaki magasabb ASA besorolasba
(American Society of Anesthesiologists Classification) esik, dohanyzik, sz6vodményes
cukorbeteg, kronikus tiidobetegségben szenved ez az esély aranyosan romlik és a PPI
kockazata fokozodik. Ezen adatok ismeretében kijelenthetjiik, hogy a periprotetikus
infekcio az egyik legrettegettebb szovédménye az iziileti implantatum beiiltetésnek. Nagy
kihivas elé allitja az ortopéd sebészeket és az ellatorendszert diagnosztika és kezelés terén

is, valamint igen nagy megterhelést jelent a betegeknek.

1.3. A periprotetikus fertozések tipusai, diagnosztikai 1épések

Etiologiai szempontbol a protézis infekcioknak négy tipusat kell elkiilonitentink.
Az elsé a mitét utdn elhuzodo sebvaladékozas (savozas) infekcios jelek nélkiil, ami
inkabb potencialis infekcids lehetdség, de még nem fennalld fertdzés. A masodik a korai
akut, miitét utani infekcio (SSI — surgical side infection), ami a miitétet kovetd kozvetlen

posztoperativ négy héten beliil jelentkezik. A harmadik a kronikus infekcid, amit low-
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grade fert6zésnek is szokas nevezni, ami a mitétet kovetd 4-6 héten til kezd panaszokat
okozni. A negyedik pedig a késdi akut, hematogén szorassal kialakult protézis infekcio,
mely a miitét utan évekkel késobb barmikor kialakulhat (11). Ezen kiviil szoba johet az
is, hogy késdi hematogén szords alkalmaval alacsony virulenciaji korokozoé keriil a
protézis kozelébe, ami akutan nem okoz fellangold gyulladést, de hosszitavon a protézis

kilazulasat okozhatja, amit késobb mechanikai lazulasnak gondolhatunk.

A fent felsorolt kiilonb6z0 tipusu periprotetikus infekciok tlinettananak tovabbi
részletezése, jellemzése nem célja a dolgozatnak. Azonban a kivizsgalas menetérdl,

diagnosztikus algoritmusrol mindenképpen érdemes szot ejteni.

Mint minden kivizsgalas az akut szeptikus eseteké is mindig fizikalis vizsgalattal,
allapotfelméréssel kezdddik. Ezt kovetik a szeroldgiai vizsgalatok és a képalkotd
diagnosztika, valamint iziileti punkcié (1. dbra) (11). Az 1. dbran lathatdé mésodik 1épés a
szeptikus allapot eldontésére vonatkozik. Itt foként a szisztémads, siirgdsségi ellatast

indokl6 szeptikus allapot felismerése a legfontosabb.

A kronikus vagy mas néven low-grade infekcio miatt kialakult protézis lazulasra
jellemzd, hogy ,,csendben” alakul ki és nem jar kifejezetten markdns gyulladasos marker
emelkedéssel, vagy nem okoz szisztémads szeptikus allapotot. Ezekben az esetekben a fent
emlitett (akut PPI diagnosztika) [épéseket folytatjuk és iziileti punkciot végziink (12). Az
iziileti szaras alkalmaval nyert szinovidlis folyadékon a kovetkezd laborvizsgalatokat
sziikséges elvégezni: iziileti folyadék fehérvérsejt szam meghatarozas, PMN%, iiledék
vizsgalat, laktat-szint mérés, szinovialis CRP (13-15). Mikrobioldgiai vizsgalatra
hemokulturés palackban javasolt a mintat elkiildeni (16), mert az elvégzett tenyésztések
talalati aranyat dupldjara noveljiik, mintha transzport taptalajba kiildenénk a mintat (17,

18).

Ez utan kdvetkeznek az ujabb, diagnosztikus lehetdségek, melyek elvégzéséhez
szintén szinovialis folyadékra van sziikség. Konnyen elérhetd, olcsé megoldas a leukocita
észterdz (LE) teszt, mely igen elterjedt szemikvantitativ vizsgalati modszer. Vizelet
gyorsteszt segitségével lehet az iziileti folyadékban LE-t detektalni (19, 20). Negativ
prediktiv értéke 100%-os (21), vagyis negativ eredmény esetén nagy biztonsaggal
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elfogadhatjuk, hogy nem 4ll fenn periprotetikus fert6zés, azonban bizonyos koriilmények

befolyasoljak (pl.: vér a mintaban) és alpozitiv eredményt adhat.

Az alfa defenzin, mint biomarker kimutatasa iziileti folyadékbol szintén segitheti
a diagnosztikat. Szenzitivitasa és specificitdsa a jelenleg ismert biomarkerek koziil az
egyik legmagasabb (22) és lateral flow gyorsteszt formajaban (Synovasure®) elérhetd a

mindennapi gyakorlatban. Rutinszeri hasznalatat leginkabb a piaci ara korlatozza.

A PPl diagnosztikajaban tovabbi biomarkerek szerepét is vizsgaljak

folyamatosan, melyek a hétkdznapi rutinba még nem keriiltek be. Ezek kiilon fejezetben

keriilnek targyalasra.
«  Fizikalis vizsgalat
*  Laborvizsgalat (CRP)
*  RTG (van protézis)
. l r lgen LR . sr r
Szeptikus allapot? '—’| Azonnali iziileti punkci6 és haemokultura (HK) |
nem
y .
nem Sipoly jarat? 'gen
(korabbi vagy aktuélisan) R
i< 6h! Pozitiv HK Negativ HK
iziileti punkcié Haematogén infekci6, Ha{?éros s%omsz{:doE
* Leukocyta szdm tavoli goc keresése ‘(i’}'le"el Osszefliggd
+  Mikrobiol6giai vizsgélat — ormyez0 anatomial
St g g *  TEE (vegetici6) teriilet vizsgalata)
(tenyésztés) *  Fogaszati goc .
+  Intravaszkuléris *  Borvizsgilata
. 1lulitis)
eszkoz (CVK, port, (cel :
. N " ICD/pacemaker) * Has és hsm?dmce
Leukocyta szém vagy a igen Szeptikus e'lv.eknek llnsgfelelo « Vizelet vizsgalat v1m.gﬁlat.a (talyog?)
tenyésztés fertdzésre utal'? . protézis revizio® *  Mellkas RTG * G?"“‘c vizsgiélata
(+intraoperativ diagnosztika/mintavételek)? csigolya
nem oszteomielitisz
Egyéb lehetséges okok:
*  Aszeptikus lazulas
nem *  Periprotetikus torés
Egyéb okok kizérsra keriiltek? |—> *  Ficam
& *  Izom patolégia
* Insert kopas
. *  Metallozis
igen .« Egyéb..
Tovibbra s fennall a fertézés gen [ Szoveti mintavétel
gyanija*, vagy erdsen panaszos? (feltarasos/artroszkopos*)
nem
[ziileti punkci6 ismétlése

3 hénap mulva

1. abra; A Pocket Guide to Diagnosis & Treatment of PJI, PROIMPLANT Foundation
(version 9, October 2019); adatainak leforditdsa és adaptacioja alapjan késziilt kivizsgalasi

1épés sorozat.
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A PPI diagnosztikdja az utobbi években sokat fejlodott. Szamos torekvés volt az
egyetlen ¢és legjobb diagnosztikus marker megtaldldsara, ami szazszazalékos
szenzitivitassal és specificitdssal megmutatja, hogy fennall-e PPI vagy sem. Ez a kérdés
leginkabb a low-grade infekciok esetében fontos, ahol a legnehezebb eldonteni, hogy a

protézis komponens lazulasa szeptikus vagy mechanikai okokra vezethet6-e vissza.

1.4. A periprotetikus fertozések diagnosztikai kritériumainak fejlodése

A mindennapi kezelés soran vannak egyértelmii esetek és konnyen meghozhatd
dontések. Ezek altalaban a fent felsorolt elhizodé seb valadékozas, akut (SSI), valamint
a kés6i haematogen infekciok magas szeptikus labor gyulladdsos paraméterekkel, esetleg
szeptikus shock allapotaval szovddve, illetve a kronikus sipolyozo, esetleg felszinre

kertiil6 protézissel.

A diagnozis altalaban laboratoriumi vizsgélatokra, példaul szérum és szinovialis
folyadék vizsgélatra, szOvetmintdk vagy szinovidlis folyadék mikrobiologiai
vizsgalatara, valamint szovettani és rontgenvizsgalati eredményekre tdmaszkodik. Az
utdbbi években erdfeszitéseket tettek a diagnosztikai pontossag javitdsara. Azonban a
hétkoznapokat megnehezitd alacsony virulencidju korokozok altal okozott lazuldsok
esetében, kifejezetten nehéz a helyes kezelési terv felallitasa. A nehézséget az adja, hogy
sokszor a diagnosztikus 1épéseken végighaladva a vizsgélatok eredményei egymassal
nem allnak teljesen 0sszhangban. Sokszor latunk radiologiai lazulasra gyants jeleket a
rontgenfelvételen, mikdzben a gyulladdsos paraméterek kozott alig, vagy egyaltalan nem
talalunk emelkedett értékeket, az iziiletbdl vett minta mikrobiologiai vizsgélata pedig
negativ lehet. Masrészrdl pedig konnyen abba a hibaba eshetiink, hogy a nem szeptikus

esetet is szeptikusként kezeljiik, vagyis ,,til diagnosztizaljuk™ azt.

Tovabbé a diagnosztikai nehézségeket az is okozza, hogy nem all rendelkezésre
egy olyan vizsgalat, ami teljes biztonsaggal megerdsitené, vagy kizarna a periprotetikus
fertdzés lehetdségét. Ez a probléma felismerésre keriilt, ezért kiilonb6zd orszagok
nemzeti egyesiiletei eleinte kiilon-kiilon, majd késdbb osszefogva igyekeztek megtalalni
a leghatékonyabb diagnosztikai 1épéssorozatot. Az elsd, elterjedten hasznalt kritérium

rendszert (MSIS — Musculosceletal Infection Society) 2011-ben Parvizi és munkatarsai
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(23) kozoltek, amit két évvel késobb, 2013-ban az amerikai infektologus tarsasag (IDSA
— Infectios Diseases Society of Amerika) ajanlasa kovetett (24). Az MSIS-kritériumokkal
ellentétben az IDSA-kritériumok nem hangstlyozzak az emelkedett gyulladasos
markereket, hanem mas tényezOket vesznek figyelembe, mint példaul egyetlen
tenyészetbdl izolalt virulens korokozot, vagy akut gyulladas jelenlétét a protézis koriili

anyag szovettani vizsgalatabol (25).

Ez utan keriilt megrendezésre 2013-ban, majd 2018-ban Philadelphiaban az
International Consensus Meeting (ICM), melyek nagy eredménye, hogy 2013-ban
kidolgozasra keriilt a PPI definici6, valamint a leukocyta észteraz teszt bevezetésre kertilt
(26), majd késébb tovabbi pontositdssal megsziiletett az a diagnosztikus kritérium
rendszer, ami megprobalja egzakt adatok segitségével elkiiloniteni a szeptikus ¢és
aszeptikus komplikaciokat (27). Ez alapjan major €s minor kritériumok keriiltek

megfogalmazasra.

Az eurdpai tarsasag is jelentds energiakat fordit arra, hogy folyamatosan 1épést
tartson €s utat mutasson a nehéz kérdések megvalaszolasaban. A European Bone and
Joint Infection Society (EBJIS) altal is kidolgozésra keriilt egy ajanlas a diagnosztikus
algoritmus ¢és kritériumok haszndalatara (28). Ebben a kritériumrendszerben a felmeriild
PPI lehetdségét ,,nem valdszinli”, ,,valoszinli” és ,,biztos” csoportokba sorolja. Mindezek
a kritériumok kiilonb6z6 klinikai, laboratériumi, mikrobiologiai ¢és szdvettani
elemzésekre, valamint intraoperativ leletekre timaszkodnak a diagndzis feldllitdsdhoz. A
témaban sziiletett mar Osszehasonlitd kézlemény, mely a két diagnosztikai kritérium
rendszer specificitasat és szenzitivitasat hasonlitja dssze. A szerzok beszamoldja alapjan

az EBJIS kritériumok szenzitivitasa magasabb, mint az ICM 2018 szenzitivitasa (29).

Annak ellenére, hogy az elmult évtizedekben a kiilonb6z PPI-kritériumok
bevezetésével a diagnosztikus pontossag javult, a PPI-re rendkiviil specifikus és érzékeny
uj biomarker azonositdsa lehetévé tenné ennek a komoly kovetkezményekkel jaro
betegségnek a konnyebb és pontosabb diagnosztikdjat, ami javitand és standardizalni
tudnd az amugy is nehéz ellatast. A pontos Osszehasonlithatosag kedvéért az 1.
tablazatban abrazolasra keriiltek az MSIS, IDSA, ICM2013, ICM2018 és EBIJIS altal

hasznalt kritériumok. Itt lathatd a kritériumrendszerek fejlodése, majd pedig a ma is
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rutinszerlien leginkabb hasznalt két kritériumrendszer az ICM2018 és EBJIS kritériumok

keriilnek bévebben kifejtésre. (25).

1. tablazat; A leggyakrabban hasznalt diagnosztikus kritérium rendszerek és azok iddvel

val6 atalakuldsa. A tablazatban 0sszehasonlitasra keriil, hogy melyik diagnosztikus

kritérium rendszer milyen paramétereket vizsgal.

IMSIS  [IDSA  |ICM2013|1CM2018 |EBJIS
Klinikai jelek
iziilettel kommunikalo sipoly v v v v v
purulens valadék v v X v v
vérszérum vizsgalat
CRP (mg/L) 0 X 10 10 > 10
ESR (mm/hr) 1 X 30 30 X
D-Dimer (ug/L) X X X 30 X
iziileti folyadék vizsgalat
Leukocita szam (sejt/ul) v X 3.000 3.000 >1.500
iziileti PMN (%) 0 X 90 70 >65
iziileti folyadék biomarkerek
alfa defensin X X X 1.0 v
leukocita észteraz X X +/++ ++ X
Mikrobioldgia
tenyésztés >1 >1 v v >1
szonikaci6 (CFU/ml) X X X X > 1
Szovettan
>5
. neutrofil >5 >5
E;g;{t%:;wr field (400x perhpf | | neutrofil v neutrofil
5 pht- per hpf 5 egy phf-
ben phf-ben ben
Egyebek
Ngklpér}s medicina (WBC X X X X Y
scintigrafia)
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Az ICM 2018-as konszenzus talalkozé soran kialakitott diagnosztikai kritérium
rendszer major és minor kritériumokat fogalmaz meg. Amennyiben a major kritériumok
koziil egy teljesiil, a periprotetikus infekcidé diagnézisa kimondhat6, minor kritériumot

nem sziikséges tovabb vizsgalni.

o Major kritériumok (egy kritérium teljesiilése is biztos diagnozis):
o 2 db pozitiv, periprotetikus iziileti folyadékbol vett tenyésztés (szovet
vagy punktidtum) fenotipusosan azonos kérokozdval (5-14 nap inkubalasi
id6 a taptalajon)

o Sipoly, ami az iziilette] kommunikal (2. dbra A, B) (30).

2. abra; Korabban beiiltetett térdprotézis per primam gyogyult heg disztalis sebzugéban

kialakult sipolynyilds, mely folyamatos valadékozast mutat (A). Definicid szerint az a
sipoly jarat jelent major kritériumot, mely az iziilettel kommunikal. Bar a protézis koriil
kialakult sipoly feltehetden az iziiletbdl szarmazik, ennek a bizonyitaséra fisztulografia

is elvégezhet6 (B), ez a gyakorlatban nem képezi a rutin eljarasok részét.
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o +1 Major kritérium — ,reflection sign” — sajat gyijtés, nem hivatalos
major kritérium. 2018-ban vettem részt els6 alkalommal EBJIS
konferencian. Ott a ,, honorary lecture,, soran hangzott el ez a definicio.
»Reflection sign akkor pozitiv, ha a sebész meglatja sajat magat a

beiiltetett fém implantatum feliiletén. Ha a teszt pozitiv az implantatum

biztosan fertézottnek tekintendé” (3. abra).

3. abra; A beteg térdprotézisét a kép elkésziilte elott egy évvel iiltették be. Patellatorés
miatt tobb operacio tortént a korai postoperativ idészakban. A kialakult kronikus infekcio
a protézis megbrzése mellett nem kezelhetd, a végtag megtartasa is kérdéses (A kép a

Semmelweis Egyetem Ortopédiai Klinika sajat anyagabdl szarmazik).
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Minor Kkritériumok

Amennyiben a major kritériumok koziil egyik sem pozitiv, a minor kritériumok
megvizsgalasa utan a dontést pontszamitas alapjan tudjuk meghozni (2. tdblazat). Ha a
minor kritériumokbdl szamolt pontok > 6 a protézis lazulas nagy valoszintséggel
szeptikus okra vezethetd vissza. Amennyiben a szamolt pontszdm 3-5 kozott van, az

infekcio valoszind.

2. tablazat; Periprotetikus fertézések diagnosztikdjanak minor kritériumai.

Akut infekcid! Kroénikus Pontszam
infekcid
szérum >100 >10
CRP (mg/L) 2
vagy
D-dimer (mg/L)? nincs adat >(,86
emelkedett siillyedés nincs relevancia >30 1
Preoperativ mm/h?
Szinovialis folyadék >10.000 >3.000
emelkedett leukocyta
szam (sejt/ul)
vagy ++ +t 3
Leukocyta észteraz>*
vagy 1 1
Pozitiv alfa defenzin
teszt®
emelkedett PMN% >90 >70 2
(>5neutrofil granulocita/ 2
pozitiv szdvettan SHPF 1d. Kenn,
Morawietz)
(1db) pozitiv 3
Intraoperativ tenyésztés
lagyrészreakcio gyanu
purulens folyamat esetén nincs relevancia, 3
észlelése CAVE: pseudotumor
»metal on metal” protézis
kopasa esetén

! Ebben a tanulmanyban az értékek nincsenek akut fertdzésekre validalva — irodalom és konszezus hatérértékek.
2 Alisina Shahi et al, ,,Serum D-Dimer Test Is Promising for the Diagnosis of Periprosthetic Joint Infection and
Timing of Reimplantation“ JBJS Am. 2017

3 Cave: Rheumatoid arthritis, térés, miitét 6 héten beliil, véres aspirdtum

4 Vizelet gyorsteszt: off-label-technika

5 Kvantitativ teszt (ELISA)
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Az alkalmazott kezelést mindenképpen a beteghez kell adaptalni, de a legjobb, ha
szeptikus protokoll szerint kezeljiik. Amennyiben a kapott pontszam <3 infekcié nem
valoszinli és aszeptikus lazuldsként egy {iilésben elvégezhetd a protézis cseréje,

amennyiben a protézist koriilvevo csont-, és lagyrész allapotok ezt lehetdvé teszik.

Az EBIJIS altal publikalt kozleményben kiilon kiemelésre kertil, hogy a felmeriild
kérdés nem valaszolhatd meg egy egyszerl ,,igen”-nel, vagy ,,nem”-mel, mivel a jelenleg
elérhetd tesztek nem teszik ezt lehetévé. Ezért harom szinti diagndzis lehetdséget
fogalmaztak meg. 1. Infekcid nem valdszind, 2. Infekcio valdszindi, 3. Infekcid biztos. A
szerzOk is megallapitjak, hogy egy sokkal érzékenyebb kritérium rendszert hoztak 1étre
azaltal, hogy az ICM 2018-as ajanlasban szereplé minor kritériumok koziil bizonyos

elemeket teljes korti, diagnozist megerdsitd szerepbe emeltek.

Ezt a megallapitast a 2022-ben publikalt ICM 2018, EBJIS 2021, és IDSA 2013
kritériumokat szenzitivitasat és specificitdsat Osszehasonlité kozleményiikben is
vizsgaltak. A vizsgalatba 2015-2020-ig prospektiven gyljtottek adatokat, az értékelést
pedig 206 betegnél végezték el. A bevalogatott betegek kozott csipd-, és térdprotézis
szeptikus és aszeptikus lazuldsa miatt keriilt sor reviziés miitétre. Az uj EBIJIS
kritériumok alapjan minden olyan periprotetikus infekciot azonositani lehetett, amelyet a
masik két kritérium rendszer alapjan szintén diagnosztizaltak. Meglatasuk szerint az
EBIJIS definicié hasznalata jelentdsen csdkkentette a bizonytalan diagnézisok szamat,

ami megkonnyitette a klinikai dontéshozatalt (29).

3. tablazat; A The European Bone and Joint Infection Society (EBJIS) altal 2021-ben
publikalt periprotetikus infekciok diagnosztikai kritériumai. A tdblazat soraiban a
kiilonbozd vizsgalati szempontok talalhatok, az oszlopokban pedig a hdrom diagnézis
lehetdség, ,,infekcid nem valoszinii”, ,,infekcid valdszinli” és ,,infekcid biztos”. Abban az
esetben, ha egyik vizsgélati szempont sem ad pozitiv ereményt, a z6ld kategdriaba
soroljuk, vagyis az ,,infekcid nem valoszinii”. Ha a felsorolt vizsgalati szempontok koziil
minimum 2 pozitiv és a hatarérték a kozépsé oszlopban megadott szerinti, akkor a
narancssarga, vagyis ,infekcido valdszinl” diagnozis allithaté fel. Amennyiben a
harmadik oszlopban 1év6 hatarértékek szerint pozitiv barmelyik vizsgalat, akkor a piros

oszlopba, vagyis az ,,infekci6 biztos” kategoridba sorolodik a beteg.
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Infekcio nem
valészini Infekcié valoszinii®

Klinikai és vérvételi eredmények

1) Lazulas Radiologiai
Egyértelmi jele az elsd éven belill a

alternativ ok, az | beiiltetést kovetden
implantatum 2) Korabbi sebgyogyulas

Klinikai vizsgalatok |~ is7funkeidja | problémak

(pl. torés, 3) A kozelmultban
implantatum eléfordult 14z vagy
torés, rossz pozicio, | bakterémia
daganat) 4) Gennyesedés a
protézis koriil’
CRP > 10 mg/l (1 mg/dl)®
[ziileti folyadék citolégiai elemzés’
Leukocyta szam ¢
(sejt/ul) < 1,500 > 1,500
PMN (%) '° < 65% > 65%

[ziileti folyadék biomarker

alpha-defensin'®
Mikrobioldgia !!
Aspiracios folyadék ‘ pozitiv tenyésztés

® A fert6zés csak akkor valosziniisithetd, ha pozitiv klinikai jellemzé vagy emelkedett szérum C-reaktiv
fehérje (CRP) van, egy masik pozitiv klinikai jellemzdvel egyiitt. Vizsgalat: (iziileti folyadék,
mikrobiologia, szovettan vagy nuklearis képalkotas).

7 Kivéve a karos helyi szdveti reakcidé (ALTR) és a kristalyos artropatia eseteit.

8 Ovatosan kell értelmezni, ha a gyulladasnak més lehetséges okai is vannak: koszvény vagy mas kristalyos
arthropatia, metallosis, aktiv gyulladasos iziileti betegség (pl. reumatoid arthritis), periprotetikus torés vagy
a korai posztoperativ idészak.

9 Bzek az értékek a csipd és a térd periprotetikus iziileti fertézésére (PPI) érvényesek. A paraméterek csak
akkor érvényesek, ha tiszta folyadékot nyertek. és nem végeztek mosast. Az elemzéshez sziikséges
térfogatnak > 250 pl-nek, idedlis esetben 1 ml-nek kell lennie, EDTA-t tartalmazo csobe gytijtve.

¢és <1 Ora alatt kell elemezni, lehet6leg automatizalt technikaval. Viszkozus mintak esetében a
hialuronidazzal torténd elokezelés javitja a kdvetkezo eredményeket

az optikai vagy automatizalt technikdk pontossagat. Véres mintak esetén a korrigalt szinovialis WBC =
megfigyelt szinovialis WBC — (WBC vér / RBC vér x RBC szinovidlis folyadék) kell hasznalni.

19 Nem érvényes ALTR, véromleny, akut gyulladasos iziileti gyulladas vagy kdszvény esetén.

! Ha antibiotikumos kezelésre keriilt sor (nem egyszerti profilaxis), a mikrobioldgiai elemzés eredményei
romolhatnak. Ezekben az esetekben a molekularis technikdknak lehet helyiik. A tenyésztés eredményei a
miitét eldtti szinovialis aspiraciobol nyerhetdk, preoperativ szinovialis biopsziabol vagy (elonyben
részesitett) intraoperativ szovetmintabol.
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Intraoperativ minden tenyésztés

(folyadék és szdvet) | negativ egy pozitiv tenyésztés 2
Szonikécio 13 > 1 CFU/ml barmelyik
(CFU/ml) nincs novekedés organizmus 4
Szdvettan 1014
High-power field
(HPF) > 0t neutrofil jelenléte
(400x nagyitas) negativ egyetlen HPF-ben
Egyéb

Negativ

haromfazisa

izotopos csontscan | Pozitiv WBC

10

nukledris képalkotés szcintigrafia'®

Az EBIJIS kritériumai itthon még kevésbé ismertek és még kevesebben hasznaljak
Oket. Ez a helyzet azonban Eurdpaban mads, ugyanis egyre tobb helyen alkalmazzak mar
az EBJIS kritérium rendszerét, ami szenzitivebben taldlja meg a periprotetikus
fertézéseket. Egyre tobb publikacio sziiletik, ami ezen kritérium rendszer alapjan foglal
allast, illetve olyan is ami mar ezt alkalmazza a diagnézisokban valo kiilonbségtétel
céljabol. Erdekes kérdés lehet eldonteni azt, hogy mi alapjan hasznilunk egy-egy
kritérium rendszert. Ha csak a szezitivitast vessziik figyelembe, akkor mindenképpen az

érzékenyebb kritérium rendszert javasolt alkalmazni.

12 Az egyszeri pozitiv tenyésztés (vagy < 50 UFC/ml a szonikacios folyadékban) értelmezését dvatosan kell
értelmezni, és az egyéb, a tenyésztésbol szarmazo eredményekkel egyiitt kell figyelembe venni. Ha egy
miitét el6tti aspirdcidban ugyanazt a mikroorganizmust azonositottak, akkor ezeket két pozitiv megerdsitd
mintanak tekintendék. A nem gyakori szennyezddések vagy virulens organizmusok (pl. Staphylococcus
aureus vagy Gram-negativ palcikdk) nagyobb valdsziniséggel fertdzést képviselnek, mint a gyakori
szennyezddések (pl. koagulaz-negativ staphylococcusok, mikrokokok vagy Cutibacterium acnes).

13 Ha centrifugalast alkalmaznak, akkor a javasolt hatarérték 200 CFU/ml a fert6zés megerdsitéséhez. Ha
alkalmazni.

4 A szdvettani elemzés torténhet preoperativ biopsziabol, intraoperativ szovetmintakbol paraffinnal vagy
fagyasztott metszettel.

15 A WBC-szcintigrafia akkor tekinthetd pozitivnak, ha a 20 6ras vizsgalat soran a felvétel megndvekedett,
a korabbi vizsgalatokhoz képest (kiilondsen, ha kiegészitd csontveldszkenneléssel kombinaljak).
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1.5. A biofilm asszocialt fertozések

Az ortopédiai ellatas soran alkalmazott fém és milanyag implantitumok bar
szoveti reakciot nem okoznak, azonban idegen testként funkcionalnak. Az idegentest
asszocialt fertdzések esetében tovabb fokozza a diagnosztikus nehézségeket az idegen
anyagok feliiletén a fertézést okozd baktériumok megtapadasa, és az altaluk kialakitott
biofilm. A biofilmben ¢I6 kérokozok nem, vagy csak minimalis mennyiségben keriilnek
ki az iziileti folyadékba (31-33), amibdl aspiracioval mintat tudunk nyerni. A kronikus
infekcidkat okozd, biofilmben ¢él6 koérokozokra jellemzd az alacsony virulencia és a

hosszll inkubacids id6t igényld mikrobiologiai vizsgalat (34-36).

A biofilm a kérokozok altal a protézisek felszinén 1étrehozott élettér és védekezd réteg
(37), aminek sajatos életciklusa van, mely ortopéd sebészi szempontbdl kifejezetten
fontos (4. abra) (38). El6szor Bill Costerton hasznalta a biofilm kifejezést 1978-ban, majd
a definici6o 2002-ben sziiletett meg, mely szabad forditasban annyit tesz, hogy a biofilm
egy olyan mikrobialis eredetli, helyhez kotott kozosség, mely irreverzibilisen kotddik egy
feliilethez, illetve egymashoz, és a benne €16 baktériumok a maguk altal termelt
extracellularis polimer matrixba vannak integralédva. A biofilmben €16 baktériumok
megvaltozott fenotipust, novekedési sebességet, illetve gén atirast mutatnak (39). Ezt
késobb Hans Curt Flemming pontositotta, mi szerint: a biofilmben kialakulé bakterialis

¢let formaja, teljesen mas, mint a szabadon ¢€ldké (40).

4. abra; Staph. aureus altal képzett biofilm térbeli struktira scanning elektron

mikroszkopos felvétele egy in vitro sebmodellrdl.
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A legfontosabb informdacio, hogy a biofilmnek sajat életciklusa van (41) (5. abra
B), mely a feliileten valé megtapadassal indul (42). A feliileten megtapadt baktériumok
szaporodnak ¢és egy extracelluldris 3D matrix kdrnyezetet alakitanak ki (5. abra A)
melynek anyaga viz, exopolysacharidok, fehérjék, és extracelluldris DNS (42). Ez a
matrix lehetévé teszi a baktériumok szdmara, hogy szaporodjanak egy strukturalt,
rendezett kornyezetben. Ezen feliil pedig megvédi a matrixba dgyazott baktériumokat a

szervezet immunrendszerétol, valamint mechanikai stabilitast is biztosit (43).

Az éretlen biofilm éretté¢ alakuldsanak ideje korokozotol fiigg (44), de
megkozelitdleg 30 nap alatt alakul ki. A legfontosabb kiilonbség az éretlen és érett biofilm
kozott, hogy az érett biofilm az immunrendszer és a jelenleg alkalmazott antibiotikumok
szamara korlatozottan, vagy mondhatjuk, hogy szinte egyaltalan nem megkozelithetd, igy

védelmet biztosit a benne é16 baktériumoknak (43).

5. ébra; Scanning elektronmikroszkopos kép a Staph. aureus altal képzett biofilm 3D
struktarajarol (A), a biofilm életciklusa a feliileten valé megtapadéstol a kolonizécion
keresztiil az éretlen majd érett biofilmmé alakuldson keresztiil, lezarva az érett biofilmbol

idénként felszabadul6 baktériumok képével (B).
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A biofilmben €16 baktériumok kis szdmban jelennek meg az iziileti folyadékban,
igy a diagnosztikus céllal végzett iziileti punkcidval nyert minta mikrobioldgiai vizsgélata
sokszor tévesen negativ eredményt adhat. Ez magyardzza, hogy steril lazulasként
kezeliink tenyésztés negativ kronikus infekcios eseteket. Ezeknél az eseteknél gyakran
megfigyelhetd, hogy a miitét utan sebgyogyulasi zavar jelentkezik, tovabba rovid idén
beliil ismét a protézis kilazulasa alakulhat ki. A periprotetikus fertézések diagnosztikai

kritériumai kozott szerepld vizsgalatok eredményeit is befolyasolhatja az érett biofilm.

1.6. Tenyésztés negativ esetek, szonikacio

A tenyésztés negativ kronikus infekciok eléfordulasi ardnyat az irodalom széles
skalan jegyzi, 7-42,1% kozotti prevalenciat ismeriink (36, 45-48). Szamos tényez0 jarul
hozza, hogy a tenyésztés negativ eredményt ad PPI esetén, tobbek kdzott (1) a mintavételt
megeldzé empirikus, rossz idében inditott antibiotikum kezelés, (2) az atipikus vagy
biofilmbe burkolt organizmusok esetében nem megfeleld taptalaj, valamint (3) a
tenyésztés nem megfeleld kezelése és a minta atadasa, (4) a ritka és indolens
organizmusok esetében nem megfeleld inkubécios idd, (5) a szovetmintdk nem optimalis
szdma vagy feldolgozasi modja, és (6) a késedelmes laboratériumba valo szallitas (49).
A biofilmbdl informacidt csak a revizios miitét kozben, illetve az utan tudunk nyerni. A
szervezetbdl eltavolitott komponensek feliiletének ultrahangos tisztitasa soran a feliileten

megtapadt biofilm feltdredezik és a mos6 folyadékba kijutnak a benne rejt6z6 korokozok.

A folyamat mechanizmusa azon az elven alapul, hogy az ultrahang hulldmok
valtakozéan magas ¢és alacsony nyomasu teriileteket alakitanak ki azokon a szilard
feliileteken, melyek folyadékba meriilnek (6. abra) (50). Az alacsony nyomasu allapotban
nagy szamu mikroszkopikus méretii apré gdézbuborék alakul ki (kavitacio), amik
Osszeesnek a nagy nyomasu fazisban (impl6zid), ami sordn nagy mennyiségli energia

szabadul fel a protézis felszinén (50), ez a biofilm feltéredezését eredményezi.
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6. abra; Illusztracidé a szonikacié mechanizmusarol felszinen megtapadt biofilm
kezelése soran. A baktériumok piros pontok, a biofilm zdld teriilet, az ultrahang

altal keltett buborékok sarga korok.

A szonikidtumot, hasonléan a tobbi mintdhoz, haemokultura palackban ¢és
transzport taptalajon juttatjuk a mikrobiologiai vizsgéalatra. A szonikécios eljaras a
mikrobiologiai vizsgalatok pontossagat szignifikdnsan javitani tudja. Irodalmi adatok
szerint a hagyomanyos transzport taptalajon elkiildott vizsgalatok eredménye 34,1%-ban,
mig szonikdcid utan 76,9%-ban ad pozitiv eredményt (51). A 7. abra jol szemlélteti az
azonos betegbdl nyert minta szonikacié nélkiil (7. abra B) és szonikacid utani (7. abra C)
tenyésztésének eredményességét (52). A két taptalaj 6sszehasonlitasaval az latszik, hogy
szonikéaci6 utdn tobb baktérium telep fejlédik ki, nagyobb csiraszamban keriilnek

baktériumok a vizsgalt mintaba.

7. ébra; Ultrahangos kad az implantatumok szonikéalasara (A), szonikalas nélkiili minta

(B) tenyésztési eredménye, és szonikéacio utani (C) tenyésztési eredménye.
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1.7. A biomarkerek szerepe a periprotetikus fertézések diagnosztikajaban

Szamos olyan, a protézist koriilvevd iziileti folyadékban megtalalhaté biomarkert
ismeriink, melyek megléte, vagy emelkedett értéke utalhat a fenndllo fertézésre. A
korabbi fejezetekben mar emlitésre keriilt két fontos biomarker, az alfa-defenzin és a
leukocita észteraz. Ezek azért keriiltek kordbban részletezésre, mert a jelenleg
alkalmazott diagnosztikus kritériumok kozott minor kritériumként szerepelnek. Az utdbbi
évtizedben jelentds hangsulyt kapott a biomarkerek kutatdsa, és szamos 1j, jelenleg még
rutinszertien nem alkalmazott potencialis lehetdség kertilt publikalasra. Elindult az a fajta
torekvés, mely talan némileg versenynek is tekinthetd a legjobb, legpontosabb,
legszenzitivebb biomarker megtaldlasara, illetve annak klinikailag is hasznosithato,

betegagy melletti gyorstesztként alkalmazhat6 formdinak legyartasara.

A biomarkerek targyaldsa soran fontos hangsilyozni, milyen mintabol
szarmaznak. Beszélhetiink iziileti folyadékbol vagy periférids vérszérumbol vett mintarol

és abbol mért értékrol.

A szérumbol vett mintabol C-reaktiv protein (CRP) illetve vordsvértest siillyedést
(We) vizsgalunk rutinszerlien a fehérvérsejtszamon (WBC) feliil. Azonban igéretes
eredményeket mutat a szérum D-dimer érték is, mely kronikus infekcioban emelkedett,

akut infekciorol pontos adat nincsen (53).

A CRP akut fazis fehérje, melyet Tillet és Francis 1930-ban publikéltak el6szor
(54, 55). A m4j termeli, maximalis termelése 24-35 oraval a gyulladas kezdete utan (53)
torténik. Korabbi vizsgalatok mutatjak, hogy az interleukin-6 (IL-6) jelentés CRP mRNS
indukcids hatast fejt ki a maj sejteken. A CRP a Gram-pozitiv és Gram-negativ
baktériumokhoz is kotédik, stimuldlja az adhézidjukat és a leukocitdk altali
fagocitdzisukat. Azonban nem csak bakterialis fert6zésre specifikus paraméter, ugyanis
rheumatoid arthritisben, trauma utan, csonttorés vagy akar steril miitét utan is emelkedhet
a szérum szintje (56). Szisztémas kortikoszteroidok hatdséra szérum szintje csdkkenhet

(7).

A mindennapi rutin soran kevésbé alkalmazzuk, de érdemes megemliteni az IL-
6-ot, mely gyulladésos citokin, a monocitdk és makrofagok altal termelddnek. Indukalja

az akut fazis fehérjék, mint pl.: CRP termelését, hatassal van a B-, és T-limfocitak
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mitkddésére is. Egy 2010-ben publikalt meta-analizis felveti a lehetdségét, hogy a CRP
és We értékeknél is jobban hasznalhatd lehet periprotetikus fertdzés diagnosztikajaban
(58). Ebben a metaanalizisben az IL-6 szenzitivitasa 97%, specificitasa pedig 91% volt
periprotetikus fertézések kimutatasaban, bar ez az érték kiillonbozd kozleményekben
széles skalan mozgott és jelentdsen fiiggdtt a megvalasztott hatdrértéktdl. Ezen
variabilitas és kovetkezetesség hidnya miatt a fenti eredmények korlatozott értékiiek és
meggatoljak, hogy a diagnosztikus kritériumok k6zé és a mindennapi hasznalatba

keriiljon.

Az elmult 15 évben a prokalcitonin (PCT) az els6 szamu szérumbdl izolalhato
szepszis biomarkerré valt (59). A prokalcitonin egy fehérje, melyet a neuroendokrin
sejtek és a pajzsmirigy parafollikularis sejtjei termelnek kiilonbozd fiziologiai
allapotokban. Szepszisben a PCT-t foként a makrofagok és kiilonb6zd szervek monocitai
termelik, mint példaul a m4j (55). A PCT értékének magas diagnosztikus pontossaga van
szisztémas szepszis kimutatdsdban vagy monitorozasaban (60), azonban periprotetikus
fert6zés kimutatasadban a diagnosztikus értéke bizonytalan. Egy 2017-ben publikalt meta-
analizis hat korabbi vizsgéalat eredményét dolgozta fel a PCT diagnosztikus pontossagarol
periprotetikus fertézésekben (61). Ezen adatok alapjan a szérum PCT nem ideélis
biomarker a kronikus (low-grade) periprotetikus fertdzések diagnosztikajaban az
alacsony szenzitivitdsa miatt, azonban akut fert6zés kimutatdsdra és monitorozasara

megfeleld.

Tovéabbi igéretes szérum biomarker a D-dimer, mely idékoézben az ICM
konszenzus alapjan keriilt be a minor diagnosztikus kritériumok koézé. Széles korben
elérhetd, a fibrinolitikus aktivitds meghatarozadsara hasznalatos thromboembolids
eseményekben, mely nagy érzékenységet mutatott a PPI diagndzisaban is (62). Shahi és
munkatarsai egy prospektiv 154 beteget vizsgald tanulméanyban azt talaltdk, hogy a D-
dimernek magasabb szenzitivitasa (97,7%) és specificitasa (93,6%) van, mint a CRP-nek
vagy a We-nek. A D-dimer szintén széles korben elérhetd és azota tobb tanulmany is

igazolta a magasabb diagnosztikus pontossagat.

Kevésbé kertilt be a mindennapi hasznalatba a tumor nekrdzis faktor-alfa (TNF-
o), mely szintén egy akut fazis gyulladdsos citokin, melyet a makrofdgok és monocitak

termelnek. Két vizsgalat is elemezte a szerepét periprotetikus fertézés esetén (63, 64),

[Ide irhat]
25



mindkettd hasonld eredményt mutatott: alacsony szenzitivitas (43% ¢és 35%), valamint
relativ magas specificitas (94% ¢s 86%). A minta instabilitdsa miatt javasolt 60 percen

beliil feldolgozni, ami szintén neheziti a mindennapi klinikumban val6 elterjedését.

Az intercellular adhesion molecule-1 (ICAM-1) egy membran glycoprotein, mely
kulcsszerepet jatszik a leukocita migracioban és aktivacioban, szerepét szintén vizsgaltak
periprotetikus infekcid soran. Két korlatozott értékelhetdségii vizsgalat felvetette annak
lehetdségét, hogy az ICAM-1 szérum szintje magasabb periprotetikus infekcioban,
azonban az egyik vizsgalat kis esetszammal tortént, és mindketténél a periprotetikus
infekcio6 diagnozisa féként klinikai jeleken és pozitiv mikrobioldgiai leleteken alapult (65,
66). Tovabbi kutatasok sziikségesek, mielétt az ICAM-1 a rutin diagnosztikus eljarasok

kozé sorolhato.

Lipopolysacharid binding protein (LBP) egy, a majsejtek altal termelt polipeptid,
mely az IL-1 és IL-6 altal indukalodik. LBP eldsegiti a bakteridlis lipopolysacharid
kotddését a CD14-hez, mely a monocitdkon és makrofagokon van jelen. Az LBP
potencialis biomarker lehetne a periprotetikus fertdzések diagnosztikajaban, de két
korabbi vizsgalat is korlatozott klinikai hasznossagot, alacsony szenzitivitast és

specificitast jelzett periprotetikus infekcioban (64, 67).

A szérumban detektalhatd biomarkerek mellett az iziileti folyadékban szabadon
1év6 biomarkerek kutatasa is nagy hangsulyt kapott. A fent emlitett alfa-defenzin és LE

mellett a kovetkezé biomarkerekkel torténtek vizsgalatok.

A CRP-t nem csak szérumbol, de iziileti folyadékbol is lehet mérni. Mivel
kiilonbozd gyulladasos reakciokban a mdj termeli, és a szérumban is jol mérhetd, a
periprotetikus fertdzésre nem teljesen specifikus, és értéke low-grade periprotetikus
fertdzésben normalis, vagy kozel normalis is lehet. Azonban korabbi tanulméanyok azt
mutatjak, hogy az iziileti folyadékbol mért CRP-nek magasabb szenzitivitasa van (68,
69). Bar a pontos hatarérték és a diagnosztikus pontossdg meghatarozdsa a meglévd

vizsgalatok kozott nem egyezik.
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Az adenozin egy purin nukleozid, mely anti-inflammatorikus és szoveti
védelmezd funkcidval rendelkezik (70). Felmeriilt annak a lehetdsége, hogy a szerozus
testfolyadékokban az adenozin (ADA) szintjét megmérve sikeriilhet azonositani az
immunrendszer aktivaciojanak a szintjét. Jelenleg még nincs vizsgélat arrol, hogy a
periprotetikus fertézések diagnosztikajaban hasznos lehet-e. Azonban korabban mar
vizsgaltak szeptikus arthritis, rheumatoid arthritis ¢és kristdly indukélta arthritis
elkiilonitésére (68, 71, 72). Sousa és munkatdrsai azt talaltdk, hogy az ADA iziileti
folyadékbol izoldlva > 61 U/L felett kifejezetten jO diagnosztikus pontossagot kinal

szeptikus folyamat bizonyitasara(73).

Az alpha-2-macrogloblulin (a2M) elsddleges feladata a szdvetsériilés soran
felszabaduld felesleges protedzok gatlasa. A proteazokat a neutrofilek szabaditjak fel a
gyulladés helyén, de exogén forrasbol, példaul koérokozokbol is szarmazhat (74).
Jacovides ¢és munkatarsai szignifikdnsan magasabb a2M szintet mértek periprotetikus
fertdzésben szenvedd betegek iziileti folyadékjabol (75). Vizsgélatuk soran sikeriilt
hatarértéket is meghatarozni, mely 0.26 mg/mL (260 mg/L) 89,5%-0s diagnosztikus

pontossaggal.

Calprotectin egy citoplazmaban eléfordulo6 fehérje, mely a neutrofilek aktivacioja
sordn lriil az extracellularis térbe. Manganhoz, cinkhez és vashoz kotédve a calprotectin
csokkenti a baktériumokon jelen 1évd szuperoxid-diszmutazt, és gatolja a baktériumok
védekezését a reaktiv oxigéngyokokkel szemben (76-78). Szintjének mérése ELISA
alapt teszttel a korhazi laborokban végezhetd, de agy melletti teszt is elérhetd lateral flow
immunoassay forméjaban, mely 20 perc alatt elkésziil (79). Wouthuyzen-Bakker ¢és
munkatarsai vizsgéalatuk sordn 50 mg/L hatarértéket hataroztak meg, melynek 97%-o0s

negativ prediktiv értéke volt (79).

A periprotetikus fertézésben hasznalhat6 biomarkerek kutatasanak aktualitasat mi
sem jellemzi jobban, mint az, hogy jelen dolgozat irdsa kozben is megjelent egy attekintd
kozlemény Schindler és munkatarsaitdl (25), akik a periprotetikus fertézések
diagnosztikdjara felhasznalhaté biomarkerek kutatasar6l megjelent prospektiv
tanulmanyokat elemezték ¢és értékelték. Ebbe az 0Osszefoglald kozleménybe
kutatocsoportunk altal 2022-ben publikalt, jelen dolgozat alapjaul szolgald kutatés is

bevalasztasra kertiilt (80). Az elmult 6t évben tizenkilenc olyan kdzlemény sziiletett, ami
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a szerzOk altal allitott bevalasztasi kritériumainak megfelelt. Tizenot (78%) bevalasztott
kozleményben iziileti folyadékot, haromban (16%) vér szérumot, egyben (5%) pedig
vizeletet vizsgaltak a szerzok. A kozleményben emlitett legtobb biomarkert a korabbi
felsorolas tartalmazza, 0sszefoglaldsként azonban érdemes az altaluk kozolt tdblazatot
megtekinteni. A 4. tdblazatban a biomarkereket bioldgiai tulajdonsdgaik alapjan
alcsoportokra osztottak. Ebbdl az lathatd, hogy nagyobb érdeklddés van a calprotectin, a
D-laktat, Cf-DNA és extracelluléris vezikulak iranyant. Ami ebbdl megjosolhato, hogy a
calprotectin, illetve a D-lactate, elérhetésége miatt potencialisan akar a mindennapi
diagnosztikai algoritmusba is bekeriilhet, amennyiben a tovabbi vizsgéalatok soran

megfeleld szenzitivitasi és specificitasi értékeket mutatnak.

4. tablazat; A periprotetikus iziileti fert6zés 01j diagnosztikai markerei: az elmult 6t év

szakirodalomanak szisztematikus attekintése.

Marker Number of studies

Protein 9

Calprotectin Grassi et al. (2022),
Warren et al. (2022),
Warren et al. (2021) (3)

LTF, MNDA, PRTN3

Wang et al. (2019) (1)

NGAL Dijkman et al. (2020) (1)
Urinary peptide markers Omar et al. (2021) (1)
Lipocalin-2 Vergara et al. (2019) (1)

Soluble Pecam-1

Zonulin, LPS, sCD14

Fuchs et al. (2021) (1)

Chisari et al. (2022) (1)

sCD28, sCD80, sCTLA-4, sBTLA Jubel et al. (2021) (1)
Exosomes 2
EVs Rilwald et al. (2020),

Sallai et al. (2022) (2)

Interleukins 1

Cytokines (IL-1b, IL-2, IL-4, IL-5, IL-6, IL-8, IL- Froschen et al. (2020) (1)

10, IL-12, IL-17, GM-CSF, TNF-a, INF-y)

Lysosomes 1

MPO Ikeda et al. (2020) (1)

DNA 2

CE-DNA Echeverria et al. (2021),
Cobra et al. (2022) (2)

Molecule 3

BJI InoPlexT

D-lactate

Dartus et al. (2021) (1)

Karbysheva et al. (2020),
Yermak et al. (2019) (2)
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1.8. Az extracellularis vezikulakrdl altalaban

Az elmult évtizedben ugrasszerlien felgyorsult a sejtekbdl felszabadulo
membrannal kortilhatarolt partikulumok — extracellularis vezikulak kutatasa. Minden
eukariota €s prokariota sejt képes a tdle tavol eso sejtekkel kommunikalni extracellularis
vezikuladk felszabaditasaval (81). Extracellularis vezikuldk koz¢ tartoznak mindazok a
partikuldk, melyek a sejtekbdl szabadulnak fel, lipid kettés membrannal hataroltak és nem
képesek duplikalddni, illetve nem tartalmaznak funkcionalis sejtmagot (82), kiilonbdz6
méretliek lehetnek, melyek transzmembran fehérjéket, citoszolbol szarmazo fehérjéket és

RNS-t tartalmaznak (81).

A Nemzetkozi Extracellularis Vezikula Tarsasdg (International Society for
Extracellular Vesicles — ISEV) ezeket a partikulumokat eleinte keletkezési modjuk
alapjan harom nagy csoportba rendezte - apoptotikus testek (I pm — 5 pm),
mikrovezikuldk (100 nm — 1 pm) és exoszémak (30-100 nm) (8. abra) (83-85).

30-100nm 100 nm-1pm 1um-5pum 8-12pum
protein . £
aggregates ~
viruses bacteria platelets

exosome microvesicle apoptotic body cell

8. abra; A kiilonb6z6 vezikuldk mérettartomanyéanak 6sszehasonlitasa egyéb
mikroorganizmusokkal és sejtekkel - Gyorgy, Bence, et al. (2011). A legkisebb
méretll vezikuldk a virusok, a kdzepes méretiien a baktériumok, fehérje
komplexek ill. immunkomplexek, mig az apoptotikus testek a vérlemezkék

mérettartomanyaba esnek.
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Ezeket a korabban haszndlatos elnevezéseket (mikrovezikula, mikropartikula,
exoszoma stb.) (86, 87) a 2018-as felujitott MISEV utmutaté publikalasaval az
extracellularis vezikula elnevezésre egységesitették, és méretiik szerint kis- (<150 nm),

kozepes- (150 nm — 1 pm), és nagy (>1 um) EV-nek nevezték el (9. dbran) (88).

Early endosomes
/ Q Exosomes
lysosome (Small EVs)
. ) /- e
Se

RNAs

N =
\/(' —7 Microvesicles
ER O (Medium EVs)
0.15-1 pm

Proteins

Golgi
nucleus
\ L
Apoptot:c bodies
(Large EVs)
>1 um

9. abra; Az extracellularis vezikuldk biogenezisének abrazolasa. A donorsejtbdl

Body fluids

kiilonboz6 vezikuldk szabadulhatnak fel: exoszomak/kis extracellularis vezikuldk (méret:
kevesebb mint 0,15 pm); mikrovezikulak/kozepes extracellularis vezikuldk (méret: 0,15-
1 um); apoptotikus testek/nagy extracellularis vezikuldk (méret: tobb mint 1 pm). MVB,
multivezikularis test; EV, extracelluléris vezikulum. Intracellularis organellumok, RNS-

ek (piros) és fehérjék (zold és vilagoskék) jeldlve (Console, L., & Scalise, M. 2022).
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A kozepes méretii extracelluldris vezikulédk (EV), melyek a 150 nm — 1 pm kozotti
mérettartomanyba esnek a sejtmembranrdl vald direkt leflizddéssel, tgynevezett
ektocitozis utjan keletkeznek és kerlilnek az extracellularis térbe (10. édbra) (89). Ez a
folyamat energiaigényes ¢és intracellularis kalcium ion koncentracié emelkedéssel jar (90,
91). A kis méretii extracellularis vezikuldk mérete <150 nm, kordbban exoszémanak is
nevezték Oket, a késdi endoszomabol kialakult multivezikularis testek exocitozisa

alkalmaval keriilnek az extracellularis térbe (92).

(i) Ectosomes
150-300nm

09

[ (iii)
Apoptotic bodies
o
° (ii)

Exosomes
30-100nm

10. abra; Az extracellularis vezikuldk sejtbdl vald felszabaduldsanak lehetséges
modjait abrazolja a kozépsé sematikus rajz, (i) ektoszomak vagy kozepes
méretll extracellularis vezikulak, a kép A-val jelolt része mutatja az
elektronmikroszkdpos képet, (ii) exoszomak, vagy legkisebb méretii vezikuldk,
melyek multivezikularis testbdl exocitozissal jutnak az extracellularis térbe, C-
E mutatja az elektronmikroszkopos képet, (iii) apoptotikus testek, vagy
legnagyobb méretli extracellularis vezikuldk, melyekrdl B 4bra mutat

elektronmikroszkdpos képet.
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Szamos fiziologiai ¢és patologiai folyamatot azonositottak, amiben az
extracellularis vezikulak szallito funkcidja és az altaluk széllitott anyagok fontos szerepet
toltenek be. Ilyenek pl.: gyulladasos tiiddbetegségek (kronikus obstruktiv és gyulladassal
jaro léguti betegség, emphysema) (93, 94), autoimmun megbetegedések (95), daganatos
megbetegedések (96), bakterialis infekcio (97). Azonban az utdbbi idében az is egyre
inkabb kirajzolodik, hogy nem csak a gazda szervezetbdl, de a fertézést kivaltd
kérokozokbol felszabaduld EV-knek is jelentds szerepiik van a bakteridlis fertézések

lezajlasaban. Ezt az extracelluléris vezikuldk bidirekcionalis szerepének nevezik (98).

1.9. A neutrofil granulocitak szerepe a bakterialis fertozés elleni

védekezésben

A gyulladéasos valasz kivaltasdban a fehérvérsejteknek fontos szerepiik van: a
neutrofil granulocitdkbol felszabaduld vezikuldk az immunrendszer miikddésében, a
kérokozok eliminalasban jatszanak szerepet (99). A neutrofil granulocitak a természetes
immunrendszer sejtes elemei. A csontvel6ben a myeloid 6ssejtekbdl keletkeznek, atlagos
¢lettartamuk 4-6 ora (100, 101). A véraramban keringenek, bakterialis hatasra kilépnek
az érfalon keresztiil a szovetkozti térbe, aktivalodnak, €s szamos proinflammatorikus
cytokin és novekedési faktor segitségével (IL-1, TNF-a, IL-8, G-CSF, GM-CSF) (102,
103) gyulladast hoznak létre. Az antigénnel érintkezve 1étrejon a neutrofil degranulécio,

mely soran kiilonboz6 antibakteridlis enzimeket valaszt ki a sejt.

A neutrofilek kétféle granuldtumot tartalmaznak; primer (azurofil)
granuldtumokat és szekunder (specifikus) granulatumokat (amelyek érettebb sejtekben
talalhatok). A proteolitikus enzimek ¢és a katepszin G lebontjak a (bakterialis) fehérjéket,
a lizozim a baktériumsejtfal lebontasaval, a myeloperoxidadz toxikus szabadgyokok
termelésével jarul hozza a baktériumok pusztuldasdhoz (104). Ezen kiviil a neutrofil
granulocitakbol szarmazd anyagok stimulaljak az IgG-vel bevont (opszonizalt)

baktériumok fagocitdzisat.

A masodlagos granulumok olyan vegytileteket tartalmaznak, amelyek toxikus

oxigén vegyiiletek, lizozim ¢és laktoferrin képzddésében vesznek részt. A neutrofil
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granulocitak nem csak extracellularis, de intracellularis mechanizmusokkal is kiizdenek
a baktériumok ellen. Fagocitaljadk, majd intracellularisan kiilonb6z6 enzimekkel és
oxigén-szabadgyokokkel elpusztitjak a baktériumokat, majd a makrofagok eliminaljak a
keringésbdl a granulocita-baktérium komplexet. Az orvostudomény sokdig azt gondolta,
hogy ez az els6dleges mechanizmus, mellyel a szervezet védekezik a bakteridlis

fertézésekkel szemben. (105, 106).

1.10. A neutrofil granulocitakbol szarmazé extracellularis vezikulak

A neutrofil granulocitakbdl szarmazo extracelluldris vezikuldk antibakterialis
hatasaval tobb tanulmany is foglalkozik (107). Timar és munkatarsai kozleményiikben
beszamolnak arr6l, hogy egészséges donorok periférias vérszérumabol a CD11b és
CD177 elleni antitestekkel torténd kettds festés utan neutrofil eredetli extracellularis
vezikuldkat tudtak rutinszeriien azonositani. Az ilyen EV-k szdma 5-6-szor nagyobb volt,
akkor, ha a vérvételt megel6z0 24 oran beliill Staphylococcus aureus bakteriémiaja és laza
volt a vizsgalatban részt vevo alanyoknak. Az izolalt neutrofil granulocitak bakterialis
opszonizacid utan antibakterilis tulajdonsagl extracellularis vezikuldkat szabaditanak
fel. Az éltaluk kiilonb6z6é ingerekre (pl.: bakterialis infekcid, tumor, gyulladas)
kibocsajtott extracellularis vezikuldk hasonld méretiiek és iranyultsaguak voltak, azonban

fehérje tartalmuk és funkciojuk kiilonbozo volt (107).

Az opszonizalt részecskékkel stimuldlt neutrofil granulocitak altal termelt
extracellularis vezikulak csokkentették a baktériumok névekedését, ellentétben a tobbi
modon stimulalt neutrofilekbdl szarmazé extracelluléris vezikuldkkal. Ezek a vezikulak
nagyobb méretiick voltak, mint az exoszomak (30-100 nm) vagy a neutrofilekbdl
szarmazd granulomak, tovabba plazmamembran markerek jelenléte volt detektalhatd
rajtuk, ami azt sugalja, hogy nem intracellularis granulomakrol van sz6. Ezek a vezikulak
bakteriosztatikus tulajdonsaguiak, mig a neutrofil granulocitak baktericidek, tovabba az
antibakterialis tulajdonsaguk kiilonbozik a mar leirt neutrofil extracelluldris csapdak

(neutrophil extracellular traps — NETSs) tulajdonsagaitol (108).
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A neutrofil extracellularis csapdak (109) olyan kromatin és szerin proteazokbol
allo rostszalakat tartalmaznak, amelyek extracellularisan csapdéaba ejtik és elpusztitjak a
baktériumokat. A NETs és az extracelluléris vezikulak kozotti kiilonbséget azért érdemes
részletezni, mert mindkettd a neutrofilek védekezdé mechanizmusa, melyek nagyon
hasonldak és a korai vizsgalatok alkalmaval nem lehetett pontosan eldonteni, hogy kiilon
védekezési mechanizmurol van-e sz6. Ez ma mar kimondhato, hogy nem tekinthetdek
azonos folyamatoknak. Az extracellularis csapddk miikodése a baktériumok
aggregaciojan alapul (108). A NETs hatdsanak kialakulasahoz, illetve annak
formalodasahoz 2-4 orara van sziiksége (110), mig az extracellularis vezikulak
felszabadulasa 20 perc alatt megtorténik. A DNase enzim a NETs formalodast képes
elpusztitani (108), mig az extracellularis vezikulak aktivitasa nem volt befolydsolhatd
DNase ezimmel. Az antibakterialis hatds két f6 tulajdonsagra vezethetd vissza. Az els6
fontos tulajdonsag a nagy méretli aggregatumok képzése baktériumokkal, mely csak
akkor jon létre, ha mindkét alkotd (baktérium és neutrofil granulocitabol szarmazé
extracellularis vezikula) jelen van. A masik pedig az extracellularis vezikulak altal
szallitott antibakteridlis hatasu fehérjék, melyek kiilonboznek a nem bakterialis
stimuldcié utan felszabaduld extracelluldris vezikuldk &ltal széllitott fehérjéktol. A
neutrofil granulociték altal felszabaditott extracellularis vezikuldkat egészséges donorok
szérumaban is detektaltak, ezeknek a szdma markénsan megnovekedett aktiv S. aureus
fert6zésben (107). Ehhez hasonlé megfigyelést korabban méar meningococcus fertézésben
szenvedd betegeknél is leirtak (111). Ez a megfigyelés azt sugallja, hogy a neutrofil
granulocitakbol szarmaz6 extracellularis vezikulak felszabadulasa in vivo is bekovetkezik
bakterialis stimulaci®6 hatdsdra. Egészséges donorok szérumahoz hasonlitva
bakteriaemiaban szenvedd betegekbdl izolalt extracellularis vezikuldk kifejezett
aggregacios képességet mutattak ex vivo. Ez a tulajdonsag a baktériumok szaporodasat

gatolhatja az infekcio6 korai szakaszaban.
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1.11. A neutrofil granulocitakbdl szarmazoé extracellularis vezikulak

azonositasa

A biolégiai mintdkban szamos, kiilonbozd eredetli extracellularis vezikulat
detektalhatunk. Ahhoz, hogy el tudjuk kiiloniteni d&ramlasi citométer segitségével, hogy
valoban EV éltal kivaltott jelrél beszéliink és nem egyéb protein komplexrél, tobb jeldlést
¢s vizsgalati modszert alkalmazhatunk. A kdzepes méretl extracellularis vezikulak nagy
részére jellemzO a foszfatidilszerin externalizacié, ami miatt annexin V kotésére
alkalmasak. Ennek az a magyarazata, hogy amikor a sejtek apoptoézison mennek keresztiil
vagy valamilyen stressznek vannak kitéve, a plazmamembran lipid kettds rétege
aszimmetrikussa valik, ami a foszfatidilszerin externalizaciojat eredményezi. Szdmos
extracellularis partikula, koztiik az apoptotikus testek és a kozepes méreti EV-k is
hordoznak foszfatidil-szerint a felsziniikon (112). Az Annexin V egy olyan fehérje, ami
nagy affinitassal kotddik a foszfatidilszerinhez. Fluorokrommal, példaul FITC-vel
(fluoreszcein-izotiocianat) jelolve specifikusan képes az EV-k felszinén 1évo foszfatidil-
szerinhez kotddni (113). Az Annexin V szelektiv a foszfatidilszerinre, igy idealis marker
a foszfatidilszerinnel rendelkezé EV-k megkiilonboztetésére heterogén mintdban 1évo
mas részecskéktol, példaul sejttormeléktdl vagy protein aggregatumtol (114).

Ezzel azonban még nem tudjuk teljesen specifikalni az EV-ket, emiatt neutrofil
granulocitara jellemzd markert is kell valasztanunk. A kozepes méretli extracellularis
vezikuldk a kiindulasi sejtek sejtfelszini tulajdonsagait ,,6roklik”, igy azok feliiletén is
nagyobb mennyiségben kell jelen lennie a CD177 sejtfelszini markernek. A CD177, mas
néven neutrofil-specifikus antigén NBI1, egy sejtfelszini marker, amely elsésorban a
neutrofilek egy részén talalhatd (115). Ez egy glikoprotein, amely szerepet jatszik a
neutrofilek miikodésében, és bizonyos klinikai allapotokhoz kapcsolédik. A CD177
(NB1és PRV-1) 58-64 kDa kozotti méretii glycoprotein, mely kizarolag a neutrofileken
expresszalodik, neutrofil metamyelocytakon és myelocytakon, de a vér tobbi alakos
elemén nem (116, 117). Tobbek kozott bakteridlis infekcid sordn a CD177 sejtfelszini
marker mennyisége a neutrofileken megnovekszik (118), tovabba a CD177 antitest-
medidlt clustering oxidativ stressz reakciot indit be a neutrofileknél (119). Ezekbdl a
megfigyelésekbodl kovetkeztethetlink arra, hogy a CD177 sejtfelszini marker szerepet

jatszik a neutrofil ,,host-defense” folyamatban.
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Egy masik tanulméany arrdl szamol be, hogy a neutrofil-endotel sejt kapcsolat
kialakuldsaban is szerepet jatszik a CD177 (120). A CD177 a leukocita antigén-6
szupercsalad tagjaként hasonld szerkezettel rendelkezik, mint az urokinéz-plazminogén
aktivalt receptor (121). Az urokindz plazminogén aktivator receptor szamos sejttipuson
expresszalodik ¢és fontos szerepet jatszik a sejt-extracelluldris matrix és a sejt-sejt

kolcsonhatasban a vitronektin kdtddése, valamint a leukocitdk B1 és B2 integrinfiiggd

crer

A CD177 egy olyan marker, amely megkiilonbozteti a vérben 1év6 neutrofilek egy
bizonyos alcsoportjat. Nem minden neutrofil granulocita expresszalja a CD177-et. Ez a
specifitas teszi értékes markerré a neutrofilek azonositasara és jellemzésére laboratoriumi
¢és klinikai koriilmények kozott. A CD177 pontos funkcidja a neutrofil granulocitakon
nem teljesen tisztazott, de feltételezhetden szerepet jatszik a neutrofil granulocitak

crer

aktivacio szabalyozasaban is részt vehet. (123).

Mindezeket figyelembe véve a CD177 sejtfelszini marker keresése optimalis
valasztasnak tinik, ha bakterialis indukcion atesett neutrofil eredetii extracellularis
vezikuldk azonositasat tervezziik, hiszen a CD177 expresszidja kizarélag neutrofil
granulocitakhoz kothetd, bakteridlis infekcid soran novekszik a sejtfelszinen vald
megjelenése

Azonban azt is figyelembe kell venni, hogy az extracellularis vezikuldknak
jelenleg nincsen egy, jol definidlt markeriik, hanem marker kombinaciék alapjan
azonosithatjuk 6ket. Amennyiben az aramlési citometriai mérések soran egy partikulan
mindkét jelolés detektalhatd, akkor feltételezhetjiik, hogy az adott jelet ado részecske

rendelkezik a neutrofil granulocita eredetii tulajdonsagokkal.
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2. CELKITUZESEK

Vizsgalatunk sordn a nagyiziileti protetika legrettegettebb szovéddményével, a
protézis koriil kialakult fert6zés ujfajta diagnosztikai lehetdségével foglalkoztunk. Ahogy
azt a korabbi fejezetekben irtuk, mind a baktériumok direkt kimutatdsa, mind az
immunrendszer aktivalédasa soran termelddd egy-egy specifikus fehérje detektdlasa
nehéz feladat, emiatt mas moédszert kerestink. Uj lehetéséget jelentett az irodalmi
attekintében részletesen targyalasra keriilt, bakterialis hatdsra a neutrofil granulocytakbol
felszabaduld extracellularis vezikuldk kimutatdsa. A feltételezésiink az volt, hogy
azokban az esetekben, ahol a baktériumok a biofilmben élnek és rejtéznek a szervezet
védekezd rendszere eldl igy a hagyoméanyos mikrobioldgiai vizsgalatok alnegativ
eredményt adhatnak, valamint a kiilonb6z6 biomarkerek szintje alacsony, az
extracellularis vezikuldk kimutatdsa egy 0j Ut lehet a periprotetikus fertdzések

diagnosztikai folyamataban.

Vizsgalatunk célja volt a biztosan szeptikus lazulas miatt reviziora keriild protézis mell6li
iziileti folyadékbol izolalt extracellularis vezikuldk izoldlasa és vizsgalata, valamint
kontroll csoporthoz valé hasonlitasa. Mivel kordbbi adat csak nativ iziiletekbdl izolalt
extracellularis vezikulakrél allt rendelkezésre, ezért a szeptikus reviziok kontroll
csoportjanak az aszeptikus lazulds miatt reviziora keriil¢ protézisek melldl vett iziileti
folyadékbol izolalt extracellularis vezikuldkat valasztottuk. Igy, az MSIS/ICM2018
kritériumok alapjan biztosan szeptikus €s biztosan aszeptikus protetizalt iziiletekbdl vett

mintakat hasonlitottunk Ossze.

Az eddigi kutatdsok altalaban a gyulladdsos folyamatok egy-egy dedikalt résztvevojét
vagy részletét vizsgaltak. Vizsgalatunk célkitiizése volt az is, hogy a protézisek koriil
zajlo infekciok folyamatat is megismerjiik az extracellularis vezikuldk és az altaluk
szallitott fehérjék megismerésén keresztiil. Ezaltal egy komplex képet tudjunk felvetiteni

a periprotetikus infekcios folyamattal kapcsolatban.
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Munkank soran a kovetkezd feladatokat terveztilk elvégezni és az alabbi

kérdésekre kerestiink valaszt:

l. Nem allt rendelkezésre szamunkra ideélis extracellularis vezikula izolalési
protokoll, ezért munkacsoportunk elsd és legfontosabb célkitlizése egy univerzalis, mind
szeptikus, mind aszeptikus mintaval elvégezhetd, standard, reprodukalhat6 extracellularis

vezikula izolalasi protokollt kidolgozasa volt.

2. A vizsgalatunk tovabbi célkitlizése volt, hogy a szeptikus és aszeptikus
reviziok soran azonos koriilmények kozott gyljtott, eldkészitett mintakbol izolalt
extracellularis vezikuldk mennyiségi és mindségi tulajdonsagait kiilonbozd mérési
technikdkkal dsszehasonlitsuk. A membran tulajdonsadgokat az irodalom altal megjelolt
sejtfelszini markerek (annexin V, CD177) alapjan vizsgaltuk és arra voltunk kivancsiak,
hogy a szeptikus mintabodl izolalt vezikuldk feliiletén nagyobb mennyiségben jelenik-e

meg a fenti marker?

3. A klinikumban gyakran el6fordul az, hogy a betegek ugy keriilnek
periprotetikus fertézés gyantjaval vizsgalatra, hogy eldzetesen antibiotikus kezelést
kaptak. Fontosnak gondoltuk ezért annak a vizsgalatat, hogy befolyasolja-e az elzetes

antibiotikus kezelés az iziileti folyadékbol izolalt extracelluldris vezikulak szamat?

4. Tapasztalunk-e kiilonbséget az extracellularis vezikuldkra vonatkozo

mennyiségi és denzitas tulajdonsdgokban a szeptikus €s aszeptikus mintak kozott?

5. Morfologiai szempontbol kiilonboznek-e a két vizsgalati csoportbol izolalt

extracellularis vezikuldk tulajdonsagai?

6. Van-e kiilonbség a szeptikus és aszeptikus mintakbdl izolalt extracellularis

vezikuldk altal szallitott proteinek dsszetételében?
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3. MODSZEREK

Prospektiv monocentrikus vizsgalatunkat a Semmelweis Egyetem Ortopédiai
Klinikajan végeztiik 2016-2020 kozott, a vizsgalat elsé fazisaban 2016-2018-ig protokoll
kidolgozas és validalas tortént, 2018-2020 kozott vontuk be a vizsgalt betegeket. A
vizsgalat a Helsinki Deklaracié elveit kovetve, a Semmelweis Egyetem Regiondlis,
Intézményi Tudomanyos ¢s Kutatasetikai Bizottsdg engedélyével (engedélyszam: SE
TUKEB: 4/2015) zajlott. Minden vizsgalatba bevont beteg a betegtdjékoztato elolvasasa
utan beleegyezd nyilatkozatot toltott ki. A mintak gylijtése a MISEV ajanlasa szerint
tortént (124).

A vizsgalatot két fazisra oszthatjuk.

Els6 fazis: klinikdnkon korabban nem alltak rendelkezésre extracelluléris
vezikuldk vizsgalatara alkalmas eszk6zok, tovabba korabban nem zajlott intézetiinkben
extracellularis vezikuldk vizsgilata. Igy legeldszor ezen feltételek megteremtése,
infrastruktura és tudomanyos kapcsolatok kiépitése volt a legfontosabb feladat. Ez utdn a
kezdeti fazisban irodalomkutatds és a Semmelweis Egyetem Genetikai, Sejt és
Immunbioldgiai Intézet kutatdcsoportjatodl kapott induldsi protokollal kialakitottuk a
sajat, mind purulens szeptikus, mind mechanikus lazulds melletti iziileti folyadékra
egységesen hasznalhatdo EV izoldldsi protokollunkat (Isd. kovetkezd fejezetek). Ezen
mintdk mérési adatai hivatalos publikdlasra nem keriiltek, csak belsd hasznalatra
késziiltek, ami alapjan megbizonyosodtunk arrél, hogy az altalunk alkalmazott protokoll
sordn valoban a keresett extracellularis vezikuldk izolacioja torténik. A mintak tarolasara
biobankot hoztunk létre, mely folyamatosan 6rzi az altalunk gytijtott nativ és elkészitett

mintakat.

Masodik fazis: harmincnégy (n=34) standard modon eldkészitett minta mindségi
¢s mennyiségi tulajdonsagok elemzésére alkalmas vizsgélata tortént &ramlési citometria,
elektronmikroszkop, tomegspektrometria, NTA ¢és mikrobiologiai vizsgalatok

segitségével, majd ezen eredmények értelmezése, értékelése és publikalasa.
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3.1. Beteganyag

A vizsgélat masodik fazisaban 17 szeptikus és 17 steril lazulasbol szdrmazo mintat
dolgoztunk fel (5. tablazat). A szeptikus csoportba bevont betegeket két alcsoportra
osztottuk. Akut szeptikus szovédmény miatt 8 (nd:ffi=7:1) beteg vontunk be, koziiliik 4
teljes felszinp6tld csipOprotézissel és 4 teljes felszinp6tld térdprotézissel ¢€lt (atlag
¢letkor: 75.3£9.4). Low-grade infekcid6 miatt 9 beteg (nd:ffi=4:5) keriilt bevonasra,
koziiliik 6 teljes felszinp6tld csipdprotézissel és 3 teljes felszinpotld térdprotézissel €élt
(atlag életkor: 73.1£11.4). A steril, mechanikus lazulas miatt operalt betegek alkottdk a
kontroll csoportot, amibe szintén 17 beteget (nd:ffi=15:2) vontunk be, koziiliik 13 teljes
felszinpotld csipOprotézissel 4 beteg pedig teljes felszinpotld térdprotézissel élt (atlag
¢letkor: 70.848.3). A periprotetikus fertdzés diagndzisanak felallitisakor a 2018-as
Musculoskeletal Infection Society and International Consensus Meeting soran

megfogalmazott elveket kovettiik (125).

5. tablazat; A vizsgalatba bevont betegek demografiai és klinikai adatait attekintd

tablazat.
szeptikus
aszeptikus
akut low grade
8 9 17
betegek (n=)
(7 no; 1 ffi) (4 no; 5 ffi) (15 no; 2 fhi)
Cletkor 753+9.4 73.1+11.4 70.8 £ 8.3
(év; atlag = SD)
¢rintett iziilet . , . . . n .
4 csip0 / 4 térd 6 csip6 / 3 térd 13 csip6 / 4 térd
(csipd/térd)
preoperativ CRP 156 61 6.7
(mg/L; mean)
preoperativ We 7 543 173
(mm/h; mean)
preoperativ WBC 13.1 10.2 59
(G/L; mean)
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3.2. Vezikula preparalas lépései szinovialis folyadékbol:

3.2.1. A mintavétel menete

A vizsgalat protokollja szerint a mintavétel akut szeptikus, kronikus szeptikus,
valamint aszeptikus lazulds miatt vizsgalt betegek csipd-, térdiziileteibdl tortént. A
mintavétel vagy a miitét eldtti kivizsgalas részeként, ambulans keretek kozott végzett
perkutdn iziileti punkcid sordn (sziikség szerint képerdsitd segitségével), vagy mar a
sebészi ellatas alkalmaval , a miitéti beavatkozas kozben tortént. Amennyiben revizids
beavatkozas alkalmaval vettiink mintat, gy a miitéti feltarast kovetden, de az iziileti tok
megnyitasa eldtt, azon keresztiil 18G-s tlivel végeztiik azt. A vezikuldk preparalasahoz

legalabb 3 milliliter minta levételére van sziikség.

3.2.2. A levett minta transzportja

Az EV-k bioldgiai folyadékokban torténd elemzését sok tényezd zavarhatja, mint
példaul a sejtek aktivalédasa, amely in vitro vezikuldcidhoz vezet. A neutrofil
granulocitak az emberi testbdl kikeriilve azonnal ex vivo/in vitro degranulaldédnak. Ez a
folyamat a mintaban 1év0 extracellularis vezikula koncentracié emelkedéséhez vezetne,
igy pontatlan mérési eredményeket kapnank. Az in vitro degranuldcidé esélyének
minimalizaldsa érdekében az ACD-A csdvekben citromsav ¢s dextrdz talalhatd. A citrét
(a heparinnal ellentétben) gyenge kelatképzé hatdssal rendelkezik. A citrat kelat
komplexet képezve az aktivalashoz és degranulaciohoz sziikséges kalciumot kivonja a
rendszerbdl megakadalyozva ezzel a neutrofil degranuléciot (126). Ezért a punkciot
kovetden a levett mintat azonnal ACD-A (citratos vérvételi csd) vakuumcsobe tettiik az
in vitro vezikulatio elkeriilése érdekében, ahogy azt a bevezetés elején hivatkozott
Gyorgy B. és munkatarsai kozleményében is szerepel (126). Egy kémcsdébe legalabb 3
milliliter szinovidlis folyadék keriil, melyhez hozzaadodik a kémcsében 1évé 1 ml
folyadék (a véralvadas gatlas érdekében citromsavat és dextrozt tartalmaz). A minta
elokészitését a levétel idOpontjatdl szamitva a lehetd legrovidebb idén beliil el kell
kezdeni. A transzport ideje alatt, illetve az eldkészités elkezdéséig szobahdmérsékleten

(23-25°C) taroljuk a mintat.
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3.2.3. Alacsony fordulatszamon valo elsé iilepités

Az el6készités elsé 1épéseként a levett mintat alacsony fordulatszamon
centrifugdljuk, ezzel letlilepitjik a kémcsd aljara a sejtes elemeket (vOrdsvértest,
apoptotikus sejttormelék, fehérvérsejtek), az eljarashoz BOECO gyartmanyu asztali
centrifugat hasznaltunk 15 percen keresztiil 2500 RCF fordulatszdmon. Amennyiben a
pungalt valadék kifejezetten viszkozus, érdemes 20-25 percre ndvelni a centrifugalas
idejét vagy kétszer lilepiteni a mintat. A feliiliszot hosszu 18G-s tiin keresztiil 6vatosan
leszivjuk, gondosan {igyelve, hogy a mintankba ne keriiljon az iiledékbdl, masnéven
pelletbdl. A tovabbiakban a feliiliszot hasznaljuk tovabb, a kémcsd aljan 1évo iiledéket
kidobjuk. A fecskenddbe leszivott feliiliszot kémcsovekbe osztjuk. A kovetkezd
1épéseknél fel nem hasznalt mintat -30°C-on fagyasztoban, beazonositasra alkalmas

modon taroljuk.

3.2.4. Hyaluronidaz enzimmel térténd emésztés

Az EV izolalasi protokoll kdvetkezd 1épéseként hyaluroniddz enzim segitségével
emésztjiik a mintdban jelenlevd extracellularis matrixot (hyaluronsav és hyaluronsav
tipusu mukopoliszacharidok hidrolizalasa), hogy a harmadik 1épésben alkalmazott
szlirésnél a hyaluronsav és mas matrixképzd polimerek egyrészt ne tomitsék el a szlirét,
masrészt azok a granuldlodott polimerek, amik esetleg a mikrovezikuldk
mérettartomanyaba esnek, ne adjanak megtévesztd eredményt. A minta hyaluronidazzal
torténd emésztése egy korabban kozolt kozleményben, szinovialis folyadékbol izolalt
mikrovezikula preparatum izolalasi protokolljdban mar sikerrel szerepelt (127). Az
altalunk hasznalt hyaluroniddz enzimet juh herébdl izolaltak. Molekulasulya: 55 kDa,
tarolasa -20°C-on, felhasznalasa szobahomérsékleten torténik. Biokémiai/élettani hatasa:
véletlenszerlien  hasitja a  B-N-acetilhexozamin-(1-4)-glikozid  kotéseket a

hyaluronsavban, kondroitinben ¢s kondroitin-szulfatokban.

A hyaluronidaz enzim 440 mg (>3000 U/mg) liofilizalt por forméjaban allt
rendelkezésiinkre, igy sziikség volt egy enzimet tartalmazod torzsoldat kititralasara. 100
mg liofilizalt enzimet 10 ml PBS oldatban oldottunk fel. Vortexelés és 0,2 um-es szlirést
kovetden egy teljesen tiszta, attetszd torzsoldatot kaptunk. A hyaluroniddz enzimet harom

kiilonbozé  koncentracioban (3000/1500/750 U/ml) is kiprobaltuk. A kiilonb6zd
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koncentracioban hasznalt hyaluroniddz szemmel lathatd mértékben nem befolyésolta a
mért eseményszamokat, ugyanakkor méréseink soran megallapitottuk, hogy a 750 U/ml
higitas hasznalatdval valamivel nehezebb volt a minta 0,8 um-es sziirése, mint a masik
két toménységnél, azaz az enzim ebben a higitasban kevésbé tiint hatékonynak. Az 1500
¢s 3000 U/ml koncentracié kozott érdemi kiilonbséget nem tapasztaltunk, igy a

tovabbiakban 1500 U/ml koncentracioban hasznaltuk az enzimet.

A fenti vizsgalatok alapjan protokollunkban a kovetkezdk szerint jartun k el: az
alacsony fordulatszamu iilepités utan a 3 ml mintdhoz 150 ul (30.000 U/ml) hyaluronidaz
enzimet tesziink, ezaltal 1500 U/ml koncentracioban haszndljuk az enzimet.

Szobahémérsékleten 30 percig inkubaljuk, idonként 6vatos forgatassal keverést végziink.

3.2.5. A minta sziiriise 1,2 um és 0,8 um-es sziiron keresztiil

Az enzimmel valo emésztési id6 végén a mintat (0,2 pm-es sztirdvel) sziirt PBS
oldattal duplajara higitjuk. Ezt kovetéen BOECO asztali centrifugaval 15 percig
centrifugdlunk 2500 RCF fordulatszamon, a tovabbiakban ismét a feliiliszoval
dolgozunk. Ez utédn el6szor 1,2 um-es majd 0,8 um-es fecskendd sziirdn keresztiil
gravitacios szlirést végziink. A sziirést kdvetden az atsziirt mintakat 2 ml-es Eppendorf

csovekbe osztjuk szét.

3.2.6. A minta magas fordulatszamu iilepitése

Az elkésziilt Eppendorf cs6ben 1évé mintdkat Eppendorf centrifugaba tessziik, és 60
percen keresztiil 12.500 RCF sebességgel, szobahémérsékleten centrifugaljuk. Korabbi
kozlemények Osszehasonlitod vizsgélatait figyelembe véve, tobbnyire két fordulatszamot,
a 12.500 és 22.000 RCF-et javasoltak (127),(128),(129). A protokoll beallitdsok soran
mindkett6t kiprobaltuk és a mennyiséget QqNANO-val mértiik meg. Nem volt szignifikans
kiilonbség a két fordulatszam kozott, igy a 12.500 RCF-et alkalmaztuk a tovabbiakban.

A centrifugalasi id6 letelte utan a csdveket kivessziik, a feliiluszot vékony, 21G-s
tlivel, tigyelve a pelletre 6vatosan leszivjuk. A pellet marad az Eppendorf csé falan. A

feliiluszoban exosomak (130),(131),(132),(133) vannak jelen, ezeket 100.000 G-s 60
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perces ultracentrifugaval torténd iilepités utan a vizsgélat késébbi fazisaban terveztiik
felhasznalni (134), addig -30°C-on taroljuk.

Az Eppendorf csé aljan maradt pellet elokészitését az elvégzendd vizsgalatoknak
megfeleld modszerrel fejezziik be. Transzmisszios elektronmikroszkopidra szant mintat
4%-os paraformaldehiddel és glutaraldehiddel fixaljuk (httdben 4°C-on taroljuk). A
tomegspektometriara kiildott mintat magas tisztasagu desztillalt vizzel szuszpendaljuk
fel. Az aramlasi citométer vizsgalathoz ABP-t hasznalunk. Erre azért van sziikség, mert
az aramlasi citometria soran tobbek kozott Annexin V festékkel is jeloliink és az Annexin
V mikrovezikulakhoz val6 kotédéséhez sziikség van ABP oldatra. Az igy eldkészitett

mintakat -30°C-on taroljuk a tovabbi mérésekig.

A vezikula preparalds 1épéseit Osszefoglalva a 12-13. abra mutatja be.
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1. A mintavétel menete: 2. A levett minta transzportja:
. Szabalyos lemosas utan iziileti punkcid, bérén . A minta levételét kovetGen azonnal ACD-A csGbe
keresztul. kerdl a minta.
. M(it&i korilmények kozott, teljes sterilitds, miitéti . Lehet§ legrovidebb idé alatt el kell kezdeni a MV
feltaras utan az izuleti tok megnyitasa elétt. preparalast.
. 20 ml-es fecskendd, 18 G-s vagy vastag spinal tdi. . Addig szobah6mérsékleten taroljuk a mintat.
N

3. A minta el6készitése: s

1. Iépés, centrifugdval iilepités:
. Péros szamu ACD-A csdvekbe osztjuk szét a mintdt, majd a szeptikus osztaly névérpultjaban
taldlhaté BOECO asztali centrifugéval 15 percen keresztiil 40x100 RPM (~2600 RCF) a mintaban .:\:
|évé tormeléket ulepitjik. —
. A felllGszdt hosszu 18 G-s tlin keresztil 20 ml-es fecskendével 6vatosan leszivjuk. ACD-A csé
. A felliliszdt hasznaljuk tovabb, a csé aljan taldlhatd tiledéket kidobjuk.
. A fecskendBbe leszivott fellliszot ismét ACD-A csdvekbe osztjuk szét, feliratozzuk a csdveket
. Név, sziletési datum, mintavétel ideje, esetleg diagnozis.
. A kdvetkezé |épéseknél fel nem hasznalt mintat 4 ° C fokon hiitsben taroljuk.

2. lépés, hyaluronidase enzimmel térténé emésztés:
* Az ACD-A cs6bdl 3 ml mintét vesziink ki, a tobbit hiitébe tessziik.
* 3 ml mintdhoz 150 pl (30.000 U/ml) hyaluronidase enzimet tesziink.
e Ahyaluronidase enzimet -20 ° C-on téroljuk a fagyasztéban.
. kiolvasztas utan hasznaljuk fel.
«  [gy 1500 U-os koncentracidban hasznaljuk a hyaluronidase enzimet.
*  Szobah&mérsékleten 30 perc inkubacié.

2 ml Eppendorf

3. Iépés, 0,8 um-es sziirés: 0,8 um-es sziiréshez sziikséges

. Falkon csére allitjuk az Gsszeszerelt 0,8 um-es sz(rét és a 20 ml-es fecskendé6t. eszkéz6k . o

*  Pipettaval bele mérjiik a 3 ml hyaluronidase enzimmel kezelt mintét *1db 0,8 um-es (z8ld sznlu) szaro

*  3ml 0,2 pm-es sz(irén kordbban tsziirt PBS-sel duplajéra higitjuk. +1db 20 ml-es fecskend§

+  Gravitacios sziirés, ha elakad a minta, a pipettaval a sziiré szajadékanal megmozgatjuk *1 db falkon cs8

a mintat. 0,2 um-es sz(irén korabban atszirt PBS

+ Az étsziirt mintat paros szému 2 ml-es Eppendorf csévekbe osztjuk szét. +1000 pl-es pipetta, pipettahegy (kék)

= - N & .&: .&: .
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5. Iépés, pellet felszuszpenddlds, exosoma minta tdrolds:
*A felliliszot vékony, 21 G-s tlivel 6vatosan leszivjuk.
*A pellet marad az Eppendorf falan.

" . *A feliilGszét (exosoma minta) eltessziik -20° C-ra.
4. lépés, 12.500 RCF centrifugdlds: *1db pelletre( évatosan 1 ml Ii%—os PFA-t tesziink.

* 24 ¢ra fixalds, utana PFA lesziv és PBS ramér.

3 db pelletet 150-150 pl (0,2 pm-es sz(ir6n kordbban
atsz(rt ABP-vel felszuszpendaljuk.
*Az eSkészitett mintékat -20 ° C-on taroljuk
felhasznaldsig.

0 0
4 4
c c

2 2
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*Az elkészult Eppendorf csében l1év6 mintat a Kbzponti Laborba vissziik le.

*Az ottani Eppendorf centrifugdba tessziik a mintdkat, mianyag fedelet ratessziik.
*A centrifuga bedllitasai: 60 perc; 12500 RCF; fast decel; h6mérséklet beallitas
nincs.

*A centrifuga fedél lecsukasa utdn START gombbal indul a program.

*60 perc utan a mintakat kivesszuk.

10. abra; Az extracellularis vezikulak izolalasanak 1épései, melyet munkacsoportunk
szeptikus ¢és aszeptikus mintdkra egyarant optimalizalt, igy univerzalisan hasznalhato,
ezaltal a mintdk eldkészitése nem befolydsolja a tovabbi vizsgélatok
Osszehasonlithatosagat. (kiegészités: a mintdk feldolgozésa sordn nyert tapasztalatok
alapjan a feldolgozas 1épéssorozatdba bekeriilt a 0,8 um-es sziirés elé egy 1,2 pm-es
szlirési 1épés azzal a céllal, hogy a nagyobb méretii elemeket eldsziirje, és ezaltal javitsa

a 0,8 pm-es gravitacios szlirés hatasfokat.)
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A vezikula prepardalas lépései szinovidalis folyadékbol (fényképes dokumentdcio)

2. kép; A mintat transzport taptalajon, 3. kép; 15 perc 2500 RCF ulepités utan
aerob és anaerob csében mikrobioldgiai az iile’dék
vizsgalatra kuldjik.

1. kép; Kozvetlenll mintavétel utan

4. kép; A; 15 perc 2500 RCF Ulepites feliiltisz0, 5. kép; B; csében Iévé minta 2 ml-es 6. kép; 60 perc 12500 RCF centrifugalds utan.
B; 30 perc 1500 Unit hyaluronidase enzimmel  Eppendorf csovekbe valé szétosztés utan.

kezelés és 0,8 um-es szlrés ut:

. 9. kép; Pellet a feltluszo (exosoma minta
7. kép; Pellet 8. kép; Pellet nagyitva Ieszi\F:a'sa utn ( )

11. abra; Fényképes dokumentacid az extracellularis vezikuldk izoldlasanak lépéseirdl.
Az 1-3. képen lathatd, hogy az akut purulens, vérrel festenyzett iziileti valadékbol is
lehetséges az optimalizalt protokoll segitségével az extracelluléris vezikuldk izolalasa.
(megjegyzés: a mintavételek sordn bizonyossagot nyert, hogy konnyebb a feldolgozas és
pontosabb a késdbbi analizis, ha a minta nem véres, igy a protokollt azzal moédositottuk,

hogy a levett minta nem, vagy csak minimalis mennyiségli vért tartalmazhat.)
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3.3. Az izolalt extracellularis vezikulakon elvégzett vizsgalatok

A kutatas ideje soran a vizsgalati technikdk lehetdsége a megszerzett tudassal és
a mintdinkban 1évé extracelluldris vezikulak alaposabb megismerésével folyamatosan
boviilt. Tovabba a vizsgalatba bevont betegekbdl nyerhetd mintdk mennyisége is széles
spektrumon mozgott. Ezzel magyarazhat6 az, hogy a kovetkezOkben felsorolt vizsgélati
moddszereket nem minden mintan végeztiik el. A kovetkezOkben mar a kidolgozott
izolalasi modszerrel elkiilonitett extracellularis vezikuldkon végzett tovabbi vizsgalatok

ismertetése kovetkezik.
3.3.1. Az aramlasi citometriai vizsgalat

Alapok: ez a technologia a folyadékszuszpenzioban lévo egyes sejtek és részecskék
jellemzoinek elemzésére és szamszertisitésére szolgal. Az aramlasi citometria lényege a
lézersugar és a folyadékmintaban lévo részecskék kozotti kélesonhatason alapul. Ahogy
a minta dthalad a lézersugaron, a kibocsatott fény kiilonbozoé iranyokban szorodik. Ez a
szorodas — informaciot  szolgaltathat a mintaban lévo részecskék méretérdl,
szemcsézettsegerol és alakjarol. Szamos biologiai molekula, példaul antitestek,
fluoreszcens markerrel jelolhetok. Lézerféeny hatdasara ezek a markerek fluoreszcencidt
bocsatanak ki, amely detektalhato és mérheto. Ez lehetové teszi az egyes sejttipusok
azonositdsdat és a sejten beliili kiilonbozé molekuldk mennyiségi meghatarozasat. Az egyes
részecskék fényszorasi és fluoreszcenciajellemzoinek elemzésével lehetéve valik a
sejttipusok megkiilonboztetése és tulajdonsagaik, példaul a sejtfelszini markerek vagy a
sejten beliili komponensek értékelése. Az aramldsi citométerek egyszerre tobb jellemzot
is képesek mérni, lehetove téve tobb marker értékelését egyetlen mintan beliil. Ez teszi az
daramlasi citometriat felbecsiilhetetlenné az olyan oOsszetett biologiai folyamatok

vizsgadlataban, mint az immunfenotipizalas és a sejtciklus-elemzés(135, 136) .

A vizsgalathoz fluoreszcens festékkel megjelolt antitesteket hasznaltunk. (Sony
Biotechnology, San Jose, USA). Minden mintat egységes protokoll szerint festettiink: 50
ul minta, 2 pl fluoreszcens festék. FITC-konjugalt Annexin V, PE- konjugalt anti-human
CD177, fluoreszcenseket hasznaltunk.

A festési fazis utan 4°C-on 40 percet inkubaljuk a mintat. Inkubacié utin ABP

oldattal, szeptikus mintak esetében ABP pufferben oldott antibiotikummal, 400 pl
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Ossztérfogatra higitjuk. Majd ujabb 20 percig 4°C-on inkubdljuk. Az igy eldkészitett

mintakkal végeztiik az aramlasi citometriai méréseket.

Az aramlasi citométer mérései soran a vezikularis és nonvezikuldris jelek (pl.:
protein komplexek) is detektalasra keriilnek. Az extracellularis vezikuldk altal keltett
jeleket differencidlni sziikséges a nonvezikularis jelektdl, hogy a mérési eredmények a
valdsagot tiikrozzék. Annak érdekében, hogy elkiilonitsiik a vezikula és nem vezikula
altal keltett, aramlasi citometrids vizsgalat soran detektalt jeleket, differencialé detergens
lizist végeztiink Triton X-100 (0,01%, 60 masodperc) detergens anyag segitségével az
elsd aramlasi citometriai vizsgalat utdn (137). A detergens lizis 1épés sordn a Triton X-
100 kezelés hatdsara a valoban vezikula természetli partikuldk roncsolddnak és a kezelés
utan dramlasi citométerrel nem detektalhatdak. A kiilonbség az elsé €s masodik mérés
eseményszama kozott adja meg a valds extracellularis vezikuldk daltal keltett

eseményszamot, melyet a tovabbi elemzések soran hasznaltunk.

Az antibiotikumok extracellularis vezikuldkra gyakorolt hatasat szintén dramlasi
citométerrel vizsgaltuk. A mintdk izolaldsa utdn a pelletben taladlhatd extracellularis
vezikulakat  kiilonb6z6  koncentracioban  higitott  antibiotikumos  oldattal
reszuszpendaltuk. A méréseinkhez vancomycint és gentamicint hasznaltunk; elébbit 4
pg/ml és 10 pg/ml, utdbbit 2 pg/ml és 5 pg/ml koncentracidoban, melyek altaldban négy
és tizszeres MIC értékek voltak. E18szor onmagaban ABP-t, majd ABP-t antibiotikummal
egyiitt alkalmaztunk. Kivancsiak voltunk képez-e az antibiotikum olyan kristalyokat, ami
az aramlasi citométeren detektalhatok, és zavard lehet a mérés soran? Aztan steril
mintahoz adtunk antibiotikumot, hogy megnézziik, valtoztat-e a vezikuldk megjelenésén.
Végiil szeptikus mintékat is kezeltiink antibiotikummal, §sszehasonitva a kiilonb6zd
koncentraciokat. Arra voltunk kivancsiak, hogy az antibiotikum rongalja-e a vezikulak

membranjat, azaz okoz-e vezikulaszdm vesztést?

Ennél a mérésnél is kizdrdlag Annexin V-hoz csatolt fluorokrommal festettiink,
mivel itt is csak a vezikula eredetii események detektdldsa a lényeges. Kémcsovek

Osszetétele:
l. 50 pl minta + 2 pl Annexin V + 350 pl ABP (antibiotikum mentes)

2. 50 pl minta + 2 pl Annexin V + 350 pl ABP-ben oldott vancomycin
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(cc. 4pg/ml)
3. 50 pl minta + 2 pl Annexin V + 350 pl ABP-ben oldott vancomycin
(cc. 10pug/ml)

4. 50 pl minta + 2 pl Annexin V + 350 pul ABP-ben oldott gentamicin (cc.
2pg/ml)

5. 50 pl minta + 2 pl Annexin V + 350 pl ABP-ben oldott gentamicin

(cc. Spg/ml)

3.3.2. Tomegspektrometriai mérés (LC-MS analizis)

Alapok, folyadékkromatogrdfia (LC): Az LC dsszetett keverékeket az egyes
osszetevoire valasztja szet. Ebben a folyamatban egy folyékony mozgo fazis viszi dt a
mintat egy allo fazison (altalaban egy apro részecskekkel toltott oszlopon). Az elvalasztas
a vegyiiletek kemiai tulajdonsagainak, példaul a polaritisnak, a méretnek és a toltésnek
a kiilonbségein alapul. Tomegspektrometria (MS): A tomegspektrometria az elvalasztott
vegyiiletekbdl keletkezo ionok tomeg-toltés aranyat meri. Ez a mintaban lévé molekuldk
ionizaldasaval torténik, jellemzéen olyan technikakkal, mint az elektrospray-ionizdcio
(ESI) vagy a legkori nyomdsu kémiai ionizacio (APCI). Az ionizdcio utan az ionok egy
tomegelemzo késziilékbe keriilnek, amely szétvalasztia oket. A tomegelemzok gyakori
tipusai kozé tartoznak a kvadrupolok, a repiilési ido (TOF) és az ioncsapddik. A
tomegspektrum bizonyos értékeknél csucsokat tartalmaz, amelyek megfelelnek a
mintaban lévo vegyiileteknek. E csucsok intenzitasa aranyos az egyes vegyiiletek
mennyiségeével. Ez az informdcio a keresett vegyiiletek azonositasara és mennyiségi
meghatarozasara szolgal. Ezutan komplex adatelemzd szoftvereket alkalmaznak a
tomegspektrumok értelmezésére és mennyiségi és minoségi eredmények létrehozasara.
Ezek az adatok segitenek az ismeretlen vegyiiletek azonositasaban és az ismert vegyiiletek

mennyiségi meghatarozasaban (138, 139).

Az EV-k fehérje tartalmat egymadst kovetd fagyasztis-olvasztds ciklusok

alkalmazasaval nyertik ki (140). Tiz pg fehérjének megfeleld mintamennyiséget
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emésztettiink oldatban tripszin enzim segitségével (141). Az enzim alkalmazésa elétt a
mintdkat redukaltuk, majd a cisztein hidak visszaalakulasanak megel6zése céljabol
alkilaltuk jodacetamid reagenssel. Az igy kapott peptideket szilardfazisti extrakcid
segitségével sOmentesitettiik, majd 500 ng emésztményt injektaltunk a HPLC-MS
rendszerbe (142). A nyers mérési adatokat a Compass DataAnalysis szoftverrel (Bruker,
Bréma, Németroszag) dolgoztuk fel. A fehérjék azonositasat és jelolésmentes mennyiségi
meghatarozasat a MaxQuant szoftverrel (1.6.17.0 verzio) végeztiik egy sziikitett fehérje
adatbazison. A sziikitett adatbdzist a mintdkban talalhat6 fehérjék Byonic szoftverrel
(v3.6.0, Protein Metrics Inc, San Carlos, CA, USA) torténd azonositasat kovetoen
készitettiik. A Byonic keresés sordn human adatbazist és az aldbbi keresési feltételeket
alkalmaztuk: 20 ppm prekurzor tdmegtolerancia, 40 ppm fragmens ion tdmegtolerancia,
hasitasi hely lizin és arginin aminosavak C-terminalisan, maximum 2 kihagyott hasitasi
hely peptidenként és 1% hamis taldlati arany. A peptideken az alabbi modosulasokat
engedtiik meg: karbamidometil /+57.021464 @ C | fix moédosulasként, mig oxidacid
/+15.994915 @ M | és Glu-&gt;pyro-Glu/-18.010565 @ NTerm E | variabilis
modosulasként.

Az azonositott nagyszdmu fehérjék vizualizalasdt és rendszerben torténd

elhelyezését segitik a fehérje-fehérje interakcios héalozatok klaszterezési és annotacids
elemzési technikdi. A fehérjék klaszterezésére szamos kiilonbozé modszert ismeriink,
mindnek van eldnye és hatranya. A fehérjék klaszterezése mas néven osztalyokba
sorolasa torténhet szekvencia-, szerkezeti-, ¢és funkcionalis hasonlosag alapjan.
Vizsgalatunkban a funkcionalis alapu klaszterezést alkalmaztuk, mely a fehérjéket kozos
biologiai funkcio vagy aktivitas alapjan csoportositja. Ez a klaszterezési forma kiilondsen
hasznos a fehérjék kozotti funkcionalis kapcsolatok azonositdsara, mint példaul azonos
anyagcsere-utvonal, vagy fehérjekomplex tagjai.
Az azonositott fehérjék funkcionalis alapt klaszterezésére a STRING, KEGG, Gene
Ontology adatbazisokat hasznaltuk, melyek kiilonb6z6 modszereket hasznalnak a
fehérjék kozotti funkcionalis kapcsolatok azonositdsara kiilonbozé bizonyitékforrasok
alapjan, beleértve a kisérleti adatokat, a szekvencia-homologiat és a koexpresszids
mintazatokat. A végleges vizualizaciot Cytoscape 3.9.1. szoftverrel végeztiik.

A STRING adatbazis altal azonositott interakciok a kovetkezd értékekkel

jellemezhetdk. A fehérjék szama az adott ismert tagszamu haldzatban (count in network,
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CIN pl.: 10/100): amiben az elsé szam a mintankban azonositott fehérjék szamat, a masik
az adott halézathoz az adatbazisban hozzarendelt Osszes fehérje szamat jelenti. A
(Strength) dusulds mértéke a tizes alapt logaritmusa az azonositott és az adatbazisban
mar ismert fehérje szamok hanyadosanak. Az tgynevezett hamis taldlati arany (false
discovery rate, FDR) azt mutatja meg, hogy mekkora eséllyel jelenik meg az adott
interakcid véletlenszertien kivalasztott fehérjék esetén. Tovabba feltiintetjiik azt is, hogy
a mintankbol azonositott fehérjék hany szazaléka (%) vesz részt az adott interakcioban.

Miutan a fehérjéket funkcionalis csoportokba soroltuk, fontos ezeknek a
csoportoknak az informacidval valo annotédldsa. A fehérjék annotalasa soran funkcionalis
cimkékkel latjuk el azokat, ami kulcsfontossagu a fehérjék bioldgiai szerepének
megértésében. A funkcionalis alapu annotacié soran egy fehérje tulajdonsagait ismert
funkcidju fehérjékkel vald 6sszehasonlitasabol kovetkeztethetjiik.

A tovabbi statisztikai abrazolas és szamitds Graphpad és FunRich (3.1.4.)

software-rel tortént. Két mintas T-tesztet végeztiink p <0.05 szignifikancia szint mellett.

3.3.3. Nanoparticle tracking analysis (NTA)

Alapelv: Lézeres fényszoras: Az NTA a lézerfény és a folyadék szuszpenzioban
lévo nanorészecskék kolcsonhatasan alapul. Egy lézersugarat iranyitanak a mintdan
keresztiil, és ahogy a nanorészecskék athaladnak a sugdron, szorjak a fényt. Ez a szoras
aranyos a részecskék meretével. Brown-mozgads elemzése: Az NTA a nanorészecskék
Brown-mozgasat koveti. Mivel a nanorészecskék véletlenszeriien mozognak egy folyékony
kozegben, mozgasukat befolyasolja a méretiik. A kisebb részecskék kisebb tomegiik miatt
gyvorsabb és kiszamithatatlanabb mozgast végeznek, mig a nagyobb részecskék lassabban
mozognak. Egy nagysebességii kép rogzitésére alkalmas kamera rogziti a féeny szorodasat
és a nanorészecskek mozgasat. Ezt a videoadatot ezutan elemzik az egyes részecskék
nyomon kovetése, valamint méretiik és koncentraciojuk szamszeriisitése céljabol. Az
egyes reszecskék mozgasat idovel elemzik, igy informdciot kapnak a méretiikrol és a
diffuzios egyiitthatojukrol. A részecskék mozgasanak elemzésével és ismert kalibrdcios
szabvanyokkal valo ésszehasonlitasaval az NTA szoftver kiszamitia a mintaban lévo

s rer

adatelemzé eszkozokkel értelmezi a videdadatokat, és méreteloszldsi hisztogramokat,
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koncentracioméréseket és mas, a részecskékkel kapcsolatos mérészamokat készit. Ezek az

crer

Ezzel a vizsgalati technikdval harom (n=3) szeptikus és négy (n=4) aszeptikus
minta keriilt elemzésre. Az extracellularis vezikula méreteloszlas és koncentracio
vizsgalatara ZetaView PMX120 késziilékkel (Particle Metrix, Germany) végeztiink
méréseket. A megfeleld partikula koncentracios tartomany elérésére a mintdkat 1 ml
foszfat pufferelt oldatban (PBS) higitottuk. Minden mérést 11 ponton scannelt a késziilék,
25°C-on (2 ciklusban) a kovetkezd kamera beallitasokkal: shutter speed-100, sensitivity-
75, frame rate-7.5, video quality—medium (30 frames). A video értékelése ZetaView
Analyze software 8.05.10 segitségével tortént, minimum teriilet 5, maximum teriilet

1000, minimum vilagossag 20.
3.3.4. Elektronmikroszkopos vizsgalat (Transmission Electron Microscopy TEM)

Alapelv: A féenymikroszkopoktol eltérden a TEM lathato fény helyett fokuszalt
elektronsugarat hasznal. Az elektronok révidebb hullamhosszuak, ami sokkal nagyobb
felbontast tesz lehetévé. A TEM-ben az elektronok athaladnak a mintan, ami lehetové
teszi a belsé strukturak hihetetlen részletessegii megfigyelését. A mintaknak
ultravékonyaknak kell lenniiik, jellemzoen 100 nanométer koriili vékonysdagunak, és a
kontraszt fokozdsa érdekében nehézfemekkel kell megfesteni oket. A magneses lencsék az

elektronsugarat a mintara, majd egy detektorra fokuszaljak, és igy képet készitenek (145,

146).

Hat mintat (2 aszeptikus, 2 low-grade infekcid és 2 akut szeptikus) vizsgaltunk
TEM segitségével. A vizsgalat célja az extracellularis vezikuldk vizualizaldsa minden
tipusu mintdban, azok tulajdonsagainak, hasonlosagainak ¢és kiilonbségeinek morfologiai
leirasa volt. Az extracellularis vezikula izolalasi protokoll végén kapott pelletrél minden
PBS-t eltavolitottunk és 4%-os paraformaldehiddel (pH 7,5) fixaltuk 2 6ran keresztiil
szobahdémérsékleten. Leoblitettik PBS oldattal, majd 1%-os OsO4 segitségével
postfixaltuk 15 percig. Rovid desztillalt vizes oblitést kovetden a pellet dehidralasa
kovetkezett ethanollal, majd festés 1%-os uranyl acetattal 50%-o0s ethanolban 15 percre.
Végiil Taab 812 (Aldermaston T031 UK) gyantdba agyazis kovetkezett, mely egy

¢jszakan keresztiil 60°C-on polymerizalodott. Ezt kovetéen 60 nm-es ultravékony
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metszést végeztiink Leica UCT ultramicrotome (Leica Microsystems, UK) segitségével
¢s az elkésziilt metszeteket Hitachi7100 (Hitachi, Japan) elektronmikroszkop
segitségével vizsgaltuk. A kontraszt és vilagossag Adobe Photoshop CS3 (Adobe
Photoshop Incorporation, CA) segitségével keriilt beallitasra.

3.3.5. Mikrobiologiai vizsgadlat

Minden betegbdl mikrobiologiai vizsgélatra is kiildtiink mintat. A mutét elott
tortént a percutan mintavétel, mely segitett a besorolasban, hogy a szeptikus vagy az
aszeptikus csoportba keriilnek-e a betegek. Emellett a miitét kozben nyert mintakbol is
keriiltek mikrobioldgiai vizsgalatra transzport tdptalajon és hemokultiras palackban

mintak. Ezeket az eredményeket is feldolgoztuk.
3.3.6. Statisztikai elemzések

A statisztikai elemzés és grafikai dbrazolds a Perseus és GraphPad statisztikai
software-ek segitségével tortént. A vizsgalati csoportok kozti eltérések megallapitasa az
egyes vizsgalati csoportokban vald normal eloszlas kiszdmoléasa utan T-proba, one-way
ANOVA ¢és post hoc Tukey statisztikai tesztekkel tortént. A kiilonbséget szignifikdnsnak
tekintettiik, ha a p<0.05. A flow citometriai és tomegspektrometriai adatok mean+SD

formaban keriiltek megadasra.
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4. EREDMENYEK

4.1. Aramlasi citometria mérések eredményei

Tiz (n=10) szeptikus (6 akut és 4 low-grade) és tiz (n=10) aszeptikus mintat
vizsgaltunk. Elészor kizarolag FITC konjugalt Annexin V jelolést alkalmaztunk a
vezikula természet igazolasara. A detergens kezelés utan az elsé mérés soran detektalt
események szamabol kivontuk a masodik mérés (detergens lizis utdn) sordn detektalt
jeleket. A két mérés kiilonbsége volt a valodi extracellularis vezikulak altal keltett jelek,
melyek a detergens lizis utdn mar nem voltak detektalhatdak. A kiszdmolt eseményszam
a szeptikus mintdkban 2480+1096 esemény volt, mig az aszeptikus csoportban

1521+1308 esemény volt (13 abra A).
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13. abra; Annexin V jelolt eseményszam szignifikdnsan magasabb volt a szeptikus
csoportban (p=0,046, t-teszt), mint az aszeptikus csoportban. A CD177 és Annexin V
dupla jelolés szignifikansan magasabb volt a szeptikus csoportban (p = 0.000809, t-
teszt), mint az aszeptikus csoportban (A,B). Az akut és low-grade szeptikus mintak

kozott nem volt szignifikans kiilonbség (C,D)
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A kiilonbség a két csoport kozott szignifikans volt (p = 0.046, t-teszt). Nem volt
szignifikans kiilonbség az akut és low-grade szeptikus mintak kozott (p = 0.0799 és p =
0.0815, t-teszt), (13. abra C, D). Kettds jelolést, FITC konjugalt Annexin V és PE
konjugalt anti-human CDI177 antitesttel végeztiik (13. dbra B), mely szignifikdnsan
magasabb eseményszdmot mutatott a szeptikus mintak kozott, mint az aszeptikus

mintdkban (1753 + 648 vs. 648 £ 541 esemény, illetve, p = 0.000809, t-teszt).

Az dramlasi citometria vizsgalat sordn kapott mérési eredmények vizualis anyagat
(14. abra) dot plot segitsé¢gével szemléltetjiik. Az extracellularis vezikuldk 4ltal kivaltott,
200-800 nm tartoméanyba es6 eseményszdmok keriiltek regisztralasra, amik detergens
lizis utdn mar nem voltak detektalhatoak. Az aktivalt neutrofil granulocitdkra jellemz6
CD177+ eseményszdm nagyobb mennyiségben volt detektalhatd a szeptikus mintakbol
izolalt extracellularis vezikuldk felszinér6l, mint az aszeptikus mintakbol izolalt
extracellularis vezikulak felszinérél. Minden mintdnal kettds fluoreszcens jelolést
alkalmaztunk, Annexin V és CD177 kombinacidéban. Az aszeptikus mintakban kevésbé
lathatd a csova szerii kép (E) és a detergens lizis utdn (F) sem valtozott tilzottan a

detektalt jelek mennyisége.
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14. 4bra; A dot plot abrak mutatjak az akut szeptikus (A), low-grade szeptikus (C) és
aszeptikus (E) mintdkat, melyeket annexin V és CD177 sejtfelszini markerekkel
jeloltiink. Miutan 0,01%-o0s Triton X-100 detergenssel kezeltiik a mintdkat (B,D,F) a
valddi extracelluléris vezikuldk altal keltett jelek eltiintek a dot plotrol. A két mérés

kozti eseményszam kiilonbség adja meg a valos extracellularis vezikula szamot.
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Az antibiotikus kezelés utdn a mintdkbol mért extracellularis vezikuldk altal
keltett események szdma (6. tablazat, 15. dbra) nem kiilonbozott szignifikans (t-teszt,
p=0,2469) mértékben az antibiotikus kezelés nélkiili méréshez hasonlitva. A 15. 4bra
mutatja az antibiotikus kezelés nélkiil (kémcs6 1), a vancomycin 4pg/ml (kémcso 2), a
vancomycin 10pg/ml (kémcso6 3), a gentamicin 2pug/ml (kémcesé 4) és gentamicin Spg/ml

(kémcsd 5) FACS méréseinek dot plot abrait.

6. tablazat; az antibiotikum kezelés hatasa az extracellularis vezikulak altal aramlasi

citometrids mérés soran keltett eseményszamokra.

(p=0,2469) minta 1 minta 2 | minta 3 minta 4 minta 5

detergens (triton) eldtt | 4694 5920 4400 4720 4630

0,1% Triton 30 mp 1085 1080 1130 1060 1389

kiilonbség 3609 4840 3270 3660 3241
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15. é&bra; Antibiotikus kezelés hatasa az EV-k eseményszaméra az antibiotikumok
kiilonb6zé koncentracidi fiiggvényében. (SSC-H: relativ granuléltsag; Annexin V:
festettség; R-1: altalunk mért mikrovezikuldk tartomdnya) Szinkodok: fekete: mért
esemény; piros: kijelolt tartomdnyban mért esemény; citromsarga: Triton -eldtt;

narancssarga: Triton utan 30 mp)
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4.2. Tomegspektrometriai elemzés (LC-MS analizis)

A tomegspektrometriai vizsgalatainkat kilenc (n=9) aszeptikus, hat (n=6) akut
szeptikus és hét (n=7) low-grade szeptikus mintdn végeztiik el. A kumulalt fehérje
koncentracio (16. abra) az akut szeptikus mintdkban 6.65 + 6.02 pg/ul, a low-grade
szeptikus mintakban 5.3 = 4.67 pg/ul és az aszeptikus mintakban pedig 4.3 £ 3.32 pg/ul

volt. A harom csoport fehérje tartalma kdzott nem volt szignifikans kiilonbség.

Fehérje koncentracio (ug/ul)

20+

15

10—

p=0.306

p=0.175

16. abra; A tomegspektrométerrel vizsgalt mintdk kumulélt fehérje koncentracidja
(ug/ul). Az akut szeptikus csoportban volt a legmagasabb, ezt a low-grade szeptikus

mintak kovették, a legalacsonyabb az aszeptikus mintdkban volt. A kiilonbségek nem

voltak szignifikdnsak (p = 0.175 és p = 0.306).
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A hérom csoportban Osszesen haromszaznyolcvan (n=380) fehérjét sikertilt
azonositani. Normalizalas utan azokat a fehérjéket valasztottuk ki tovabbi statisztikai
analizisre (ANOVA ¢és FDR korrekcio), amelyek legaldbb a mintak két-harmadéaban jelen
voltak detektalhaté mennyiségben (17 abra).

; g . E* jﬁ 3 %. égﬁ E@* ?E* e 5‘ fﬂ E* ﬁ?* i S

Relative protein abundance (log)

17. abra; A relativ extracelluléris vezikula fehérje mennyisége (log) a harom felsorolt
csoportban. A boxok mutatjdk az azonositott fehérje mennyiségeket logaritmizalas utan.

Az atlag értékeket a boxokban feltiintetett fekete vonalak jelzik.

A vizsgélt fehérjék koziil az alpha-2-HS-glycoprotein-nek (18. abra) volt
szignifikansan magasabb mennyisége (p=0,0314627) az aszeptikus mintdkban, mint az
akut szeptikus mintdkban. A szeptikus mintdkban mért fehérjék koziil szignifikdnsan
magasabb volt a mennyisége a lactotransferrinnek, myeloperoxidasenak, lysosyme C-nek
¢s annexin A6-nak (19. dbra). Az dbrakon a vizsgalt fehérjék ,.relative abundance (log)”
értekei lathatdéak. Mivel ennek megfeleld jol hasznalhatd rovid forditds nem all
rendelkezésre, ezért az abrat nem forditottuk le, de a szoveges részben magyar forditassal

korilirtuk.
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18. abra; Az alpha-2-HS-glycoprotein mennyisége szignifikdnsan magasabb volt

az aszeptikus mintakban (p=0,0314627) mint az akut szeptikus mintakban.
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19. abra; A szeptikus mintakban a lactotransferrinnek, myeloperoxidasenak,

lysosyme C-nek és annexin A6-nak volt szignifikdnsan magasabb a mennyisége az

aszeptikus mintakhoz viszonyitva.
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4.2.1. Az akut és a kronikus szeptikus mintakbol izolalt extracellularis vezikuldk
feherjéi kozti azonossagok.

A szeptikus és aszeptikus mintak 6sszehasonlitdsa utan az akut szeptikus és low-
grade (kronikus) szeptikus mintak extracelluléris vezikula fehérje tartamat hasonlitottuk
Ossze.

Az azonositott fehérjéinket a kovetkezd csoportokra osztottuk: akut — csak az akut
mintaknak legalabb felében, de a kronikus mintdknak kevesebb mint felében azonositott
(50 db fehérje); kronikus — csak a kronikus mintdknak legaldbb felében, de az akut
mintdknak kevesebb mint a felében azonositott (33 db fehérje); ,,mind” — minden akut és
minden kronikus mintdban, azaz az 6sszes (13 db) mintaban azonosithaté fehérje (86 db),
tovabba azok a fehérjék, melyeket mind az akut, mind a krénikus mintdknak tobb mint

felében azonositottunk (222 db fehérje).

A fehérje kolcsonhatasi haldzatok vizsgalata és a funkciondlis feldisulasi
elemzése fontos fehérjekapcsolatokat tart fel és jelentds bioldgiai itvonalakat emelt ki,
részletes képet adva arrdl, hogy a fehérjék hogyan miikddnek egyitt, és milyen alapvetd
funkcidkhoz jarulnak hozza a sejtben. Ezt a vizsgdlatot STRING adatbazis elemz6
program segitségével végeztiik. Az azonositott fehérjéket szamos, biologiai folyamatban
val6 részvételiik alapjan lehet elemezni. A kdvetkezdkben a vezikula medialt transzport
folyamat példdjan részletes szoveges magyarazattal kifejtve elemziink végig egy, az
izolalt fehérjék alapjan felmeriilé bioldgiai utvonalat a kdvetkezé szempontok alapjan (a
konnyebb olvashatosag kedvéért az dsszes elemzett bioldgiai folyamat a 6. tablazatban
kertiil 6sszefoglalva abrazolasra).

A kivalasztott bioldgiai folyamat: vezikula medialt transzport folyamatban a CIN:
48/1699, (ez az altalunk azonositott fehérje, minden mintdban meglévé fehérje 62.3%-a),
a dusulasi hatas: 0.86; FDR: 1.76x107%3.

Ha ezeket az értékeket kiilon elemezziik, a kdvetkezOket mondhatjuk el. CIN
(Count in Network, szdm a halozatban): A vezikuldk altal kozvetitett transzportfolyamat
Osszefiiggésében a CIN: 48/1699 azt jelenti, hogy a STRING adatbazisban ismert ¢€s
ehhez a folyamathoz csoportositott 1699 fehérjébdl a mintainkbol 48 fehérje vesz részt a
vezikuldk altal kozvetitett transzportfolyamatban vagy kapcsolddik ahhoz. Ez a metrika

a meghatarozott folyamaton beliili fehérjék szamat jelzi az 6sszes kimutatott fehérjébol.
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A mintaban jelen 1évd Osszes fehérje 62,3%-a: Ez arra utal, hogy a mintaban
azonositott  fehérjék 62,3%-a részt vesz a vezikuldk 4ltal kozvetitett
transzportfolyamatban. Ez az adott folyamathoz kapcsolodo fehérjék szaménak aranya az
Osszes kimutatott fehérje szdmahoz viszonyitva.

Osszefoglalva, az elemzés azt jelzi, hogy a mintdinkb6l azonositott fehérjék
csoportjaban a vezikulak altal kozvetitett transzportfolyamatban jelentds szamu fehérje
vesz részt (1699 ismert fehérjébdl 48), ami a mintdban 1évé 0sszes fehérje koriilbeliil
62,3%-at teszi ki. Ezek a fehérjék olyan feldusulasi hatdst mutatnak, amely arra utal, hogy
a véletlenszerliség alapjan varhatohoz képest mérsékelten feliilreprezentéaltak, és a
rendkiviil alacsony FDR kiemeli, hogy nagy a megbizhatosag az azonositott fehérjéknek
a vezikuldk altal kozvetitett transzportfolyamathoz valo tarsuldsaban.

Dusulasi hatas (dasulési arany): A 0,86-os dusulasi hatas (enrichment effect) érték
azt jelzi, hogy a vezikuldk altal kozvetitett transzportfolyamathoz kapcsolodo fehérjék
milyen mértékben feliilreprezentaltak ahhoz képest, ami véletlenszertien varhat6 lenne.
Az 1-hez kozeli érték azt jelenti, hogy ezek a fehérjék mérsékelten dusultak.

FDR (False Discovery Rate): ez a mérészam, 1,76x10°2%, rendkiviil alacsony
értek. Az FDR egy olyan statisztikai mérdszam, amely azt a valosziniiséget mutatja, hogy
tévesen azonositjdk-e a fehérjék és a folyamat (ebben az esetben a vezikuldk altal
kozvetitett szallitds) kozotti asszociaciot, amikor valdjaban nincs is kapcsolat. Az
alacsony FDR, mint példaul a fenti érték, magas szintli megbizhatosagot sugall a talalt
asszociaciokkal kapcsolatban - ami nagy valdszintiséggel jelzi, hogy ezek az asszociaciok
nem a véletlen miivei. A tovabbiakban még par bioldgiai folyamat mért adatait listdzzuk
fel, az értelmezésiik a fentieknek megfelelden lehetséges.

A 7. téblazatban a kovetkezd bioldgiai folyamatok keriiltek még kiemelésre:
neutrofil degranulacios folyamatban CIN: 25/485; (32.5%) dusulasi hatés: 1.12; FDR:
9.33x10°!? (7. tablazat). Az idegen organizmusra adott védekezd reakcié folyamataban
CIN: 24/859; (31.2%) dusulasi hatas: 0.85; FDR: 9.28x103. A neutrofil degranulicié
pozitiv szabalyozasa folyamatban CIN: 2/4; (2.3%), dusulasi hatas: 2.1; FDR: 0.0016. A
bakterialis agglutindcio indukciojanak folyamataban szintén CIN: 2/6; (2.3%), dasulési
hatas: 1.93; FDR: 0.0028.
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7. tablazat; A fehérjék szama az Osszes mintaban, jellemzden az akut és kronikus
mintadkban, amelyek egy adott héalézatban jelen vannak, ismert tagokkal (count in
network, CIN), a feldusulas mértéke, a false discovery rate (FDR), valamint az azonositott

fehérjék szazalékos ardnya az adott folyamatban érintett minta (%). *(KEGG Pathways)

0,
Biological process Count In Network Strength False Discovery Rate, (biologi A;
iological process
tol IN Logl / t FDR
(Gene Ontology) (CIN) ogl0(observed / expected) (FDR) protein/all observed)
vesicle-mediated 28
48/1699 0,86 1.76x10 62,3
transport
neutrophil degranulation 25/485 1,12 9.33x10°"° 32,5
fi R
defense respo‘nse 24/859 0,85 9.28x10°" 31,2
to other organism
all samples posmwj regulation cf 24 2.1 0.0016 23
neutrophil degranulation
i tion of bacterial
induction o béc erial 26 1.93 0.0028 2.3
agglutination
Complement and 27
A 20/78 1.81 1.81x10 25,9
coagulation cascades *
hyl
Stap ylococcus aureus 10550 17 239x10°12 12,9
infection *
vesicle-mediated 27/1699 081 1.62x10™" 54
transport
mainly acute neutrophil degranulation 15/485 1.1 6.81x10™"! 30
neutrophil mediated immunity 15/498 1.12 2.06x10™"! 30
vesicle-mediated 15/1699 0.84 236x107 455
transport
neutrophil degranulation 7/485 1.05 0.00016 21.2
mainly low-grade
inflammatory response 4/482 0.81 0.0370 12
complement activation, 3/34 1.84 0.00056 8.8
classical pathway

Az EV-k feltdrasa utan a mintdk vizsgalata soran 222 olyan fehérjét
azonositottunk, mely az akut és a krénikus csoportban legalabb a mintdk felében
megtalalhat6 volt. Ezeket szdmos szempont szerint megvizsgaltuk. El6szor ezek koziil
azokat a fehérjéket elemeztiik, melyek az Osszes 13 vizsgalt mintaban detektalhatd
mennyiségben jelen voltak. Ez alapjan mindkét csoportban (akut és a kronikus fertdzés)
azonositott fehérjék szadma 86 darab volt (20 abra).

A 20. abran lathat6 a minden mintadban azonositott fehérjék kozti interakciok
abrazolasa nyilak segitségével, illetve ez alapjan torténd klaszterekbe soroldsa. Az
altalunk alkalmazott beallitassal kilenc klaszter keriilt megkiilonboztetésre. Ezek koziil
fontos kiemelni a hem- és hemoglobin proinflamatorikus funkcioval bir6 csoportot,
valamint a komplement kaszkad két csoportjat. Az dbran szinekkel jeldltiik azokat a

biologiai folyamatokat, amelyekben az azonositott fehérjék részt vesznek.
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20. 4bra; A tomegspekrometriai mérés sordn azonositott fehérjék klaszter szerinti
abrazoldsa. Az abrazolds sordn a ,,minden mintdban”, megjelend fehérjék keriiltek
feltiintetésre. Az azonositott fehérjéket kiilonbozd szinli és méretli kordkkel jeldlt
klaszterekbe csoportositottuk, valamint az abban abrazolt fehérjéket kiilonb6z6 szinekkel

jeloltiik, az alapjan, hogy a GeneOntology leirasa alapjan melyik bioldgiai folyamatban

VesZz részt.
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4.2.2. Az akut és a kronikus szeptikus mintakbol izolalt extracellularis vezikuldk

feherjéi kozti kiilonbségek.

Nem minden fehérje volt azonosithatd minden mintdban, ezért az elemzés
kovetkezd 1épéseként megnéztiik, hogy melyek azok a fehérjék, amik vagy csak a
kronikus, vagy csak az akut mintdknak legaldbb a felében azonosithatok voltak. Azokat
a fehérjéket vizsgaltuk itt, amik az egyik csoportban legalabb a mintak felében vagy annal
tobb mintaban detektalhatd6 mennyiségben megjelentek, és a masik csoportban kevesebb,
mint a mintak felében voltak azonosithatok. Ez alapjan 50 olyan fehérjét azonositottunk,
amik jellemzden inkdbb az akut mintdkbol izolalt EV-k feltarasa utan keriilt azonositasra.
A kronikus csoportban pedig 33 ilyen fehérjét talaltunk. Osszesen a két csoportban 83

ilyen fehérjérdl beszélhetiink.

A kronikus fert6zott (low-grade) mintdkban eléforduld fehérjék négy klaszterre
oszthatok (21. abra). A f6 hisztokompatibilitasi komplex (major histocompatibility
complex - MHC class ii) klaszter fehérjéi az adaptiv immunvalaszban vesznek részt a
kronikus bakteridlis fertdzésekben. Ide tartozo fehérjék: HLA-DRA, cathepsin D,
lizozim-asszocialt membran glikoprotein 1, transzferrin receptor protein 1, ezrin. Jelen
volt még tovabba a szérum amiloid apolipoprotein transzport fehérje klaszter, amiben
szérum amiloid A-4, apolipoprotein C-II és apolipoprotein L1 volt elkiilonithetd, melyek
a bakterialis infekcio soran kialakult immunvalasz moduldldsédban jatszhatnak szerepet.
Tovabba megjelennek a komplement kaszkad tovabbi elemei is. A negyedik nagy fehérje
elemszdmmal rendelkezd klaszter a III. tipusu kollagén fehérje klaszter volt, melyben a
matrix-metalloproteinaz 8, matrix-metalloproteindz 3, valamint metalloproteinaz
inhibitor, kollagén alfa lanc 1 (VI és III), illetve cisztatin C fehérjék is jelen vannak, amik
az implantatum asszocidlt kronikus fertdzésekben kialakult biofilm képzddésében

jatszhatnak fontos szerepet.
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21. abra A tomegspekrometriai mérés soran azonositott fehérjék klaszter szerinti
abrazolasa. Az abrazolds soran a ,low-grade mintdkban”, megjelend fehérjék keriiltek
feltiintetésre. Az azonositott fehérjéket kiilonbozd szinli és méretli kordkkel jelolt
klaszterekbe csoportositottuk, valamint az abban abrazolt fehérjéket kiillonbozd szinekkel
jeloltiik, az alapjan, hogy a GeneOntology leirasa alapjan melyik bioldgiai folyamatban

VesZz részt.

Az akut fert6zott mintakban kisebb elemszamu klasztereket lehet elkiiloniteni (22.
abra). Kiemelendd ezek koziil a thioredoxin fiiggd peroxid fehérje klaszter, melynek
elemei: peroxiredoxin-2, thioredoxin-fliggd peroxid reduktaz, valamint peroxiredoxin-6,
amik antioxidans fehérje csalad részei, és az oxidative stressztl védik meg a sejteket.
Jelen van még a klatrin medialt transzport fehérje klaszter és a mitokondrium membran

fehérje klaszter is. A glukéz transzport fehérje klaszter elemei: calnexin,
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apolipoprotein(a), solute carrier family 2, dolichyl-diphosphooligosacharide-protein
glycosiltransferase, melyek az akut gyulladdsos folyamatok sordn az immunsejtek

fokozott cukorfelvételében jatszanak szerepet.

Akut mintdkban
megjelend fehérjék

foszfolipidek foszfolipéz glutation
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22. 4dbra A tomegspekrometriai mérés soran azonositott fehérjék klaszter szerinti
abrazolasa. Az abrdzolds soran az ,akut mintdkban”, megjelend fehérjék keriiltek
feltiintetésre. Az azonositott fehérjéket kiilonbozd szinli és méretli korokkel jelolt
klaszterekbe csoportositottuk, valamint az abban 4brazolt fehérjéket kiilonb6z6 szinekkel
jeloltiik, az alapjan, hogy a GeneOntology leirasa alapjan melyik bioldgiai folyamatban

VeSsZz részt.
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4.3. Nanoparticle tracking analysis eredményei

Négy (n=4) aszeptikus és harom (n=3) szeptikus mintat vizsgaltunk NTA-val. Az
extracellularis vezikuldk szama kiilonb6zd volt a két csoportban, a szeptikus mintakban
mért extracellularis vezikula koncentracid szignifikdnsan magasabb volt, mint az
aszeptikus csoportban. (p = 0,0105, t-teszt) (23. abra A). Nem csak a részecske
koncentracio, de a méretbeli eloszlés is kiilonb6zd volt. Mindkét csoportban 150-450 nm
mérettartomanyban voltak a részecskék, de a szeptikus csoportban a nagyobb
mérettartomany irdnyaba tolodtak el a részecskék és tobb csticsot mutattak a 300-400 nm
tartomanyban. Az aszeptikus mintak részecskéinek eloszlasa mas mintazatot kovetett, itt
a legmagasabb koncentracio a 150-200 nm mérettartomanyban volt és csokkent a

nagyobb mérettartomanyban (23. abra B).

részecske koncentracié
*% p=0.0105

4x%10104 P
ma koncentracié méret eloszlas

ax10104 1500000+

koncentracié aszeptikus

— koncentracié szeptikus
1000000

1x10104 5000004 N\
o] o JJ

0 200 400 600
méret (nm)

2x1010

koncentracié [részecske/ml]

koncentracié / cm-3

& S
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23. abra; A szeptikus mintdk magasabb koncentracioban tartalmaznak extracellularis
vezikulakat, mint az aszeptikus mintak (p=0,0105, t-teszt) (A). Kiillonboz6 méreteloszlas
a két csoportban NTA-val vizsgalva. Zold vonal az aszeptikus, piros vonal a szeptikus

mintakat jeloli (B).
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4.4. Morfologiai leiras TEM segitségével

Elokészités és fixalas utan 2 aszeptikus, 2 low-grade szeptikus és 2 akut szeptikus
minta morfologiai vizsgalatat végeztiik TEM segitségével. Minden mintaban talaltunk
extracellularis vezikulaként azonosithatoé struktirdkat, azonban jelentdés szambeli ¢€s

morfoldgiai kiilonbségeket figyeltiink meg a hdrom minta kozott.

Az aszeptikus mintainkban (24. dbra A) kevesebb ¢és kisebb méretili extracellularis
vezikulat észleltiink, a szeptikus mintdkhoz hasonlitva. A mérettartomany 150-200 nm
volt. Az aszeptikus mintadkbol izolalt extracellularis vezikuldkat koriilvevd membran
vékony és szabalyos volt, valamint a belsejében kevés magasabb denzitasu ,,szallitmanyt”

figyeltiink meg.

A legmagasabb extracellularis vezikula koncentraciot az akut szeptikus
mintadinkban (24. abra B) taldltuk. Mérettartomanyuk foként 350-400 nm kozott volt,
vastagabb, kiss¢ szabdlytalanabb membrannal koriilvéve és nagyobb mennyiségii
magasabb denzitasu ,,szallitmanyt” tartalmaztak, valamint ugyanez a struktara koriilottiik

szabadon is megfigyelhetd volt.

A low-grade mintdkban (24. abra C) az el6bb emlitett két tulajdonsag keverékét
tapasztaltuk. M¢érettartomanyban 150-300 nm kozott voltak észlelhetdek, az
extracellularis vezikuldk kevésbé voltak szabalyosak, mint az aszeptikus mintakban, és a
fentebb emlitett magasabb denzitasu ,,szallitmany” inkabb a vezikulak koriil volt

észlelhetd.
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24. abra; Aszeptikus mintainkbdl izolalt extracellularis vezikulak (A), vékony membrannal
rendelkeznek (szaggatott nyil). Az akut szeptikus mintakbdl izolalt extracellularis vezikuldk
(B) vastagabb, szabalytalanabb membrannal rendelkeznek (folyamatos nyil), benniik és
koriilottiik magasabb denzitast ,,szallitmany” lathatd (kor). A low-grade szeptikus mintakbol
izolalt extracellularis vezikuldk (C) az eldz6 két mérettartomany kozott, vékonyabb, de nem
tul szabalyos membrannal (nyil) és foként extravezikularisan elhelyezked6 ,,szallitménnyal”
(kor) rendelkeznek. (Nagyitas: 30x, a képek bal als6 sarkdban taldlhato jelzések 500 nm

mérettartomanynak felelnek meg)
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4.5. Mikrobioldgiai vizsgalat eredményei

Minden esetben végeztiink mikrobioldgiai vizsgalatot miitét elott, a betegek
besoroldsa részben ez alapjan tortént szeptikus vagy aszeptikus csoportokba. Tovabba
minden esetben tortént a mitét sordn is mintavétel, melyet transzport taptalajon és
hemokultards palackban mikrobiologiai vizsgalatra kiildtiink. A tenyésztések
eredményei: (25. dbra) négy (n=4) esetben talaltunk methicillin érzékeny Staphylococcus
aureust (MSSA), két (n=2) esetben methicillin érzékeny Staphylococcus epidermidist
(MSSE), két (n=2) esetben Staphylococcus hominist, tovabbi egy-egy esetben:
Escherichia coli, Streptococcus pneumoniae, Streptococcus dysgalactiae, vankomycin
rezisztens Enterococcus faecalis (VRE), Cutibacterium acnes, Massilia variant,

Staphylococcus warneri, Streptococcus agalactiae tenyészett a mintakbol.

A szeptikus mintakbdl izolalt baktériumok

VRE - m akut
Str. pneumoniae -
Str. dysgalactiae- low-grade

Str. agalactiae
Staph. warneri=
Staph. hominis= N
Staph. haemolyticus-
MS SE -l
Massilia varians—
E. Coli
C. acnes=
MSSA- |

o 1 2 3 4

(esetek szama)

25. abra; A szeptikus mintakbol izoldlt baktériumok listja. Piros szinnel az akut

szeptikus esetekbdl izolalt korokozok, narancssargaval a low-grade szeptikus mintakbol

1zolalt korokozok.
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5. MEGBESZELES

A periprotetikus fertdzések diagnosztikaja és ellatdsa mind a mai napig kihivas
el¢ allitja az ortopéd sebészeket és az ellatd rendszert. Az extracellularis vezikuldk
bioldgiai tulajdonsagair6l folyamatosan bdviil a tudasunk és egyre tobb informacionk van
azzal kapcsolatban is, hogy bakterialis infekcio alkalmaval milyen szerepet toltenek be a

fertdzés folyamatdban (85, 99, 107, 133, 147, 148). Funkcidjuk, illetve a bakterialis

gyulladésban betoltott szereplik alaposabb megismerése és megértése 1j lehetdségeket
nyithat a periprotetikus fertézések diagnosztikajaban.

Rendkiviil kevés adat all rendelkezésre a neutrofil granulocitak altal felszabaditott
extracellularis vezikulak szerepérdl protézis koriil kialakult infekciok esetében. Mivel az
irodalomban a tanulmanyunk megirdsaig nem volt olyan kézlemény, ami az altalunk
vizsgalt moédon nézte volna a protézis melldli iziileti folyadékbdl az extracellularis
vezikuldkat, igy csak megkozelitdleg tudtuk Osszehasonlitani az altalunk kapott
eredményeket az irodalom adataival. Timéar és munkatarsai extracellularis vezikuldk
mennyiségének szignifikdns novekedésrdl szamoltak be neutrofil granulocitdk bakterialis
opszonizacidja utan in vitro koriilmények kozott (107) szérumbol, ennek alapjan

feltételeztiik, hogy ez a folyamat az iziiletben is lejatszodhat.

A vizsgéalatunk megkezdésének idején a nemzetkozi irodalomban nem szerepelt
olyan extracellularis vezikula izoldldsi protokoll, amit standardizalt moddon,
reprodukalhatéan, elfogadottan hasznalni tudtunk volna. fgy a kutatas els6 fazisdban az
els6 mintakat arra hasznaltuk, hogy a meglévé irodalmi adatok alapjdn mind a szeptikus,
mind az aszeptikus mintdkon standard mddon hasznéalhatd, reprodukalhatd izoldlasi
protokollt dolgozzunk ki, mely sordn a lehetd legkisebb mértékben valtozik a mintdk
extracellularis vezikula mennyisége és minésége. Igy keriilt kidolgozasra az altalunk a
teljes vizsgalat ideje alatt alkalmazott extracelluldris vezikula izolalasi protokoll, melyet
korabban szeptikus és aszeptikus periprotetikus szinovialis folyadék feldolgozasara nem
hasznaltak (80). Késobb az elsé kdzleményiink publikalasa eltt megjelent Riiwald és
munkatarsai  kozleménye, de abban a tanulmanyban a munkacsoport mas
mérettartomanyt extracellularis vezikuldkat vizsgalt, mas izolalasi protokollal. Riiwald
¢s munkatarsai kis méretli (>200nm) vezikuldk szdmbeli novekedésérdl szamoltak be

szinovialis folyadékot vizsgalva periprotetikus infekciok esetében (149). Hasonld
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eredményt kaptunk a sajat mintaink vizsgalata soran. A mintdk NTA vizsgalata soran a
biztosan szeptikus mintdkban magasabb koncentracidoban észleltiink extracellularis
vezikuldkat. Kiilonbségként jelolhetd meg, talan az eltérd vezikula izoldlasi protokollnak
koszonhetéen, hogy az Aaltalunk izoldlt extracellularis vezikuldk nagyobb
mérettartomanyba estek, mint Riiwald és munkatarsai¢. Azonban az altalunk vizsgalt két
csoport (szeptikus ¢és aszeptikus) mintdibol izolalt extracellularis vezikuldk
mérettartomanyaban is kiilonbségeket tapasztaltunk. Az aszeptikus mintdkbol izolalt
extracellularis vezikuldk tobbsége 150-200 nm mérettartomanyba, mig a szeptikus
mintakbdl izoldltak a nagyobb 300-450 nm mérettartomanyba estek. Rithwald ¢és
munkatarsai altal vizsgalt vezikuldk a kis mérettartomanyba estek, igy azzal vald
Osszehasonlitds nem lehetséges.

Az altalunk elvégzett elektronmikroszkopos vizsgélat altal fontos morfologiai
kiilonbségeket tudtunk tenni a szeptikus és aszeptikus mintakbol szarmazo extracellularis
vezikuldk kozott. Az aszeptikus mintdkbol szarmazo extracellularis vezikuldk szabalyos
alakl, vékonyabb membrannal rendelkezd, kevés magasabb denzitasu ,,szallitmanyt”
tartalmaznak. Ezzel szemben a szeptikus szinovidlis folyadékbodl izolalt extracellularis
vezikuldk membranja vastagabb, szabalytalanabb és nagyobb mennyiségli, siirlibb
,»szallitmanyt” tartalmaznak, ami tobb esetben az extracellularis vezikuldk koriil is
észlelhetd.

A periprotetikus fertdzés miatt vizsgalt betegek szinovialis folyadékabol izolalt
extracellularis vezikuldk szarmazhatnak példaul baktériumoktol, granulocitaktol,
makrofagoktol, dssejtektdl. A sejtfelszini markerek jelolésével és az azokhoz csatolt
fluoreszcensek detektalasaval vizsgalni tudjuk, hogy a mintdban milyen sejtfelszini
markerekkel rendelkezd extracellularis vezikldk vannak jelen. Az Annexin V kotédés
ko6zos extracellularis vezikula tulajdonsag, ami idealisan Ca®* tartalmu puffer kdzegben
jon létre (150). Mivel a periprotetikus infekciok bakterialis gyulladdsos folyamatok, ezért
a vizsgalatunk sordan az aktivalt neutrofil granulocitdkbol szarmazd extracelluléris
vezikuldk detektalasa volt a cél. A CD177 sejtfelszini marker a neutrofil granulocitak 40-
60%-an expresszalodik egészséges donorokban, ennek fokozott expresszidja gyulladasos
folyamatokban illetve bakteridlis fertézés illetve bakteriaemia soran ismert, mely arra

utal, hogy szerepet jatszik a bakterialis infekcidra adott immunvalasz folyamataban (107,
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151, 152). Aramlasi citometriai vizsgalatunk soran az Annexin V és CD177 kettés pozitiv

extracellularis vezikuldk detektalasara fokuszaltunk.

Az 4ramlasi citometria mérési eredmények értelmezése elétt mindenképpen szot
kell ejteni arrdl, hogy a mérések sordn detektdlt jelek nem mind szarmaznak
extracellularis vezikulatol. Sok hasonlo biofizikai tulajdonsaggal (méret, fényszoras,
iilepedés) rendelkezd eseményt detektalhat az aramlasi citométer, ami nem extracellularis
vezikula eredetil. Ilyenek példaul a korabban Gyorgy és munkatérsai altal leirt oldhatatlan
immunkomplexek, melyek méretiik alapjan atfedést mutatnak az altalunk is detektalni
kivant extracellularis vezikuldkkal és ezaltal feliil becsiilhetjiik a mintabdl izolalt
események szamat (150). Ezen kiviil még antitestek és antitest aggregatumok tudnak
fehérje komplexeket alkotni, amik szintén zavardak az eredmények értelmezésekor (85).
A két tipusu esemény elkiilonitését ugynevezett differencialod detergens lizis technikéval
végezhetjikk el, mely alkalmas a 100-1000 nm mérettartomanyba esd extracellularis
vezikuldk altal keltett jelet elkiiloniteni a fehérje komplex eredett jelektdl (85, 137).
Vizsgalatunkban Triton X-100 detergenst alkalmaztunk 0,01%-o0s koncentracidoban. Az
elsé mérés utan minden mintat Triton X-100 detergenssel kezeltiink, majd ismételt mérés
kovetkezett. A két mérés eseményszdmaban észlelt kiilonbség adta meg a valos
extracellularis vezikula altal keltett eseményszamot.

Vizsgalatunkban tiz (n=10) szeptikus ¢és tiz (n=10) aszeptikus revizidés miitét
mintdibol izolalt extracellularis vezikuldkat vizsgaltunk aramlési citométerrel. Mindkét
csoport azonos fluoreszcens jelolést kapott (Annexin V és CD177) megegyezd
elokészitési protokollal. Mind az egyszeres (csak Annexin V) mind a dupla (Annexin V
¢s CD177) jelolés alkalmaval szignifikdnsan magasabb eseményszdmot mértiink
detergens lizis utan a szeptikus mintdkban, mint az aszeptikus mintdkban (p = 0.046, p =
0.000809, t-teszt). A vezikuldk nagyobb szamban val6 jelenléte a szeptikus csoportban,
a vezikulak felszabaduldsadban vagy 6sszetételében mutatkozé kiilonbségekre utalhat, ami
potencidlisan a szeptikus ¢és aszeptikus 4llapotokat megkiilonboztetd jellemzd
tulajdonsagként szolgalhat e mintdk kontextusaban. Az aktivalt neutrofil granulocita
eredetli extracellularis vezikuldk nagyobb mennyisége a zajlo bakteridlis infekciora utal.
Alkalmazhat6 lehet a low-grade fert6zések aszeptikus lazulastol valo elkiilonitésben is.

Megvizsgaltuk azt is, hogy az eldzetes antibiotikus kezelés befolyasolja-e az

aramlési citometria soran mért eseményszamokat. Mérésiink soran azt talaltuk, hogy még
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a magas koncentracioban alkalmazott antibiotikus kezelés sem valtoztatja meg
szignifikansan (t-teszt, p=0,2469) a mért eseményszamokat. Amennyiben a késébbiekben
a modszer akar napi gyakorlatban alkalmazhat6 tesztként funkcional, a betegek eldzetes
antibiotikus kezelése nem befolyasolja az iziileti folyadékbol szarmazé extracellularis
vezikuldk mennyiségét, ellentétben a mikrobiologiai vizsgalatokkal, ami jelentdsen
befolyasolhat6 a minta levétele eldtti antibiotikus kezeléssel. Természetesen ez jelenleg
még elképzelés és a késdbbiekben a meglévo teszttel validacios méréseket kell ismételten

elvégezni.

Korabbi vizsgalatok is elemezték mar a protézis melldli iziileti folyadékbol
szarmaz6 fehérjéket, keresték a kiilonbségeket a szeptikus €és aszeptikus mintak kozott.
Ezek a vizsgalatok az iziileti folyadékban szabadon 1évd, centrifugélassal a feliiluszobol
kinyerhetd fehérjéket vizsgaltak. Shahi és munkatarsai kozleményében szerepel egy lista,
mely az altaluk izolalt potencidlisan 0j biomarkerek kozott emliti a neutrophil elastase,
bactericidal/permeability-increasing protein és neutrophil gelatinase-associated lipocalin
fehérjéket (153). A szerzOk hangsulyoztdk a potencidlis, de jelenleg még nem eleget
vizsgalt biomarkerek lehetséges szerepét a periprotetikus infekciok diagnosztikajaban.
Deirmengian ¢s munkatarsai kozleményiikben a human a-defensin 1-3, neutrophil
elastase 2, bactericidal/permeability-increasing protein, neutrophil gelatinase-associated
lipocalin, és lactoferrin fehérjéket jelolik meg, mint a periprotetikus fertézések esetén
alkalmazhaté biomarkereket, melyek magas szenzitivitdssal (kozel 100%) ¢és
specificitassal jellemezhetdek (154). Wang és munkatarsai periprotetikus infekcioval
diagnosztizalt betegek iziileti folyadék mintdit vizsgaltdk tomegspektrométerrel és
lactoferrin, polymorphonuclear leukocyte serine protease 3, és myeloid nuclear
differentiation  antigént  talaltdk  igéretes  szinovialis  biomarkernek a
differencidldiagnosztikédban (155).

Az éltalunk végzett vizsgalatban nem a szinovialis folyadékban szabadon, hanem
az extracellularis vezikuldkbol tobbszori fagyasztas-olvasztas feltarasi modszerrel
kinyert intravezikularis fehérjéket vizsgaltuk. A kovetkezd fehérjéket azonositottuk
szignifikdnsan magasabb koncentracioban a szeptikus mintdkban, az aszeptikus

mintakhoz hasonlitva: lactotransferrin (p = 0.00646), myeloperoxidase (p = 0.01061),
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lysozyme C (p = 0.04687) és annexin A6 (p = 0.03921) one way ANOVA teszttel
vizsgalva.

Vizsgalatunk sordn azonositottunk egy fehérjét, mely koncentracioja a szeptikus
mintakban szignifikdnsan csokkent. Ez az alpha-2-HS-glycoprotein (AHSG), mely az
aszeptikus mintdkban szignifikdnsan magasabb koncentracidban volt jelen, mint a
szeptikus mintakban (p = 0.03146 one-way ANOVA teszt). Az AHSG egy ismert negativ
akut fazis fehérje, mely szérum szintje forditottan korreldl a C-reaktiv protein (CRP)

szintjével (156, 157), mely a mi eredményeinket is magyarazza.

A PPI folyamataban az EV-k szerepe eddig még kevésbé vizsgalt, funkcidjukrol
keveset tudunk. In vitro koriilmények kozott a neutrofil granulocitak bakterialis
stimuldciéra megndvelik az altaluk kibocsajtott EV-k mennyiségét (107). A szinovialis
folyadékbol kimutathato, a neutrofil granulocitdkbol felszabaduld EV-k patofiziologiai
szerepérdl szintén keveset tudunk. Vizsgdlatunkban az EV-k altal szallitott fehérjék
azonositasaval és elemzésiikkel kertiltiink kozelebb az altaluk betoltott funkcidhoz.

A szinovialis folyadékbol izolalt EV-k feltarasabol nyert minden mintaban
azonositott vezikula medialt transzport folyamatra és neutrofil degranulacios folyamatra
jellemzd fehérjék, melyek relevansak lehetnek az iziiletben zajlo szeptikus folyamatok
felismerésében: haptoglobin, lactotransferrin, lysosyme C, myeloperoxidase, alpha-1-
acid glycoprotein 1, pyruvate kinase, HSP90-beta, leucine rich alpha-2-glycoprotein
voltak.

A felsorolt fehérjék relativ gyakorisdgaban nem tapasztaltunk szignifikans
kiilonbséget az akut és a kronikus szeptikus mintdk kozott. Ez az eredmény arra enged
kovetkeztetni, hogy a kronikus fertézés felismerésében is felhasznalhatok lehetnek azok
a fehérjék, amik akut fertézés alkalmaval neutrofil granulocitakbol felszabaduld EV-kben
talalhatok.

A jelenleg ismert biomarkerek nem alkalmazhatoak egyediili vizsgélatként a PPI
diagnozisanak a felallitasdban, de kérdéses, hogy 1étezik-e olyan biomarker, ami egyediili
szereploként biztos valaszt adhat erre a nehezen eldonthetd kérdésre. Froschen és
munkatarsai kozleményiikben arra utalnak, hogy érdemes lehet gondolkodasmoédot
véltani és az ,,egy legjobb biomarker” kivélasztasa helyett a gyulladasos folyamatban

részt vevo fehérjék halozatanak megismerésére helyezni a fokuszt és abbol egy jellemz6
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listdt meghatarozni (158). Ez a gondolkodas féként a kronikus, bizonytalan panaszokat
okozo PPI esetében lehet fontos. Munkajukban a komplement kaszkad szerepére hivjak
fel a figyelmet, melyet kordbban kronikus protézis fertézésekben nem vizsgaltak. A
nagyiziileti protézisek koriil kialakulo akut és kronikus bakteridlis gyulladasos
folyamatok komplex jelatviteli ttvonalak halézatan keresztiil szabalyozodnak a
szervezetben, amik nyomon kovetése a jelatviteli utakban szerepet jatszo fehérjék
azonositasa alapjan torténhet. Vizsgalatunkban Froschen és munkatarsai gondolatmenetét
is megvizsgalva az EV-kben ,utazd” biomarkerek feltérképezését végeztik. Ez a
szinovialis folyadékbdl izolalhatd foként aktivalt neutrofil garnulocitakbodl szarmazo EV-
k szerepének megértését segiti.

A kronikus fert6zott mintakban eléforduld fehérjéket négy klaszterre tudtuk
osztani. A f6 hisztokompatibilitasi komplex (major histocompatibility complex — MHC
class ii) klaszter fehérjéi az adaptiv immunvalaszban vesznek részt a kronikus bakterialis
fertézések sordn. Ide tartozd fehérjék: HLA-DRA, cathepsin D, lizozim-asszocialt
membran glikoprotein 1, transzferrin receptor protein 1, ezrin.

Jelen volt még tovdbba a szérum amiloid apolipoprotein transzport fehérje
klaszter, amiben szérum amiloid A-4, apolipoprotein C-II és apolipoprotein L1 volt
elkiilonithetd, melyek a bakterialis infekci6 soran kialakult immunvalasz modulélédsaban
jatszhatnak szerepet.

A harmadik nagy fehérje elemszammal rendelkez6 klaszter a III. tipusu kollagén
fehérje klaszter volt, melyben a matrix-metalloproteindz 8, matrix-metalloproteindz 3,
valamint metalloproteinaz inhibitor, kollagén alfa lanc 1 (VI és III), illetve cisztatin C
fehérjék is jelen vannak. Az implantatum asszocialt kronikus fert6zésekben kialakult
biofilm képzddésében, illetve ez elleni védekezésben jatszhatnak fontos szerepet, de ezen
folyamatban betdltott szerepiik nem tisztazott még.

Az akut fert6zott mintakban azonositott thioredoxin fliggd peroxid fehérje klaszter
(antioxidans fehérje csalad részei), fontos szerepet jatszik a sejtek oxidativ stressztdl vald
védelmében (159). Mintainkban azonositott elemei: peroxiredoxin-2, thioredoxin-fiiggd
peroxid reduktaz, valamint peroxiredoxin-6. Mind az emlésok, mind pedig a baktériumok
rendelkeznek thiol-fiiggd antioxidans rendszerrel (160, 161). A thioredoxin fiiggd
fehérjék elsodleges feladata a reaktiv oxigéngyokok (ROS) és peroxidok semlegesitése,

amelyek a normadl sejtanyagcsere soran, és nagyobb oxidativ stressz, vagy kdrnyezeti
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hatdsoknak, toxinoknak valo kitettség sordn keletkeznek. A peroxidok és ROS-ok
eltavolitasaval megakadalyozzak a karos molekulak felhalmozodasat, amelyek oxidativ
karosodast okozhatnak a sejtkomponensekben, példaul a fehérjékben, lipidekben és a
DNS-ben. Ez a véddészerep kiilondsen fontos olyan helyzetekben, amikor a sejtek
nagyfoku oxidativ stressznek vannak kitéve, példaul gyulladas, 6regedés vagy kdrnyezeti
toxinoknak val¢ kitettség soran (159).

Jelen vannak még a klatrin medidlt transzport fehérje klaszter elemei, melyek az
endocitozis és a sejten beliili szallitas funkcidban jatszanak szerepet mind fizioldgiai,
mind patologiai folyamatokban (162). Latszolag ellentmondasba {itkozhetiink, hiszen
vizsgalatunkban a sejten kiviili vezikulakat vizsgaltuk, az endocitdzis soran pedig sejten
beliili vezikuldk jonnek létre. Azonban az EV-k a sejt-sejt kozti kommunikéci6 soran az
altaluk szallitott fehérjéket, miRNS, és egyéb anyagokat bejuttatjdk a fogado sejtbe. Erre
szamos mechanizmus létezik, melyet két f6 csoportra osztanak: fagocitdzis €s pinocitozis.
A fagocitdzis az endocitdzis egy olyan tipusa, amely soran viszonylag nagy (>1 pm)
részecskék felvétele torténik, és jellemzden a specializalodott fagocitdk végzik. A
pinocitézis ezzel szemben minden sejtnél eléfordul, és altalaban klatrinfiiggd
endocitézisra (CDE), klatrinfiiggetlen endocitozisra (CIE) €s makropinocitézisra (MP)
osztjak (163, 164).

A glukdz transzport fehérje klaszter elemei: calnexin, apolipoprotein(a), solute
carrier family 2, dolichyl-diphosphooligosacharide-protein glycosiltransferase, melyek
az akut gyulladdsos folyamatok sordn az immunsejtek fokozott cukorfelvételében

jatszanak szerepet.

Vizsgalatunknak természetesen vannak korldtai, aminek ismeretében kell
értekeljiik az eredményeinket. El6szor is a vizsgalatba bevont betegek szama alacsony,
mely torzithatja és gyengitheti a statisztikai elemzések eredményeit. Tovabba az
izliletekben talalt kiilonb6zé mennyiségii folyadék miatt nem minden mintan tudtunk
minden vizsgalati modult elvégezni. Hasonl6é nehézségek miatt az irodalomban jelenleg
kozolt vizsgalatok is hasonld elemszammal torténtek (149). A vizsgalati eredmények
erdsitésére a mar kidolgozott izolalasi protokoll segitségével érdemes nagyobb
elemszamu csoporton elvégezni a vizsgalatot. A mintdk eldkészitésének automatizalasa

is konnyitheti és gyorsithatja a folyamatot, ugyanis a mostani el6készitési modszer
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meglehetésen sok humanerdforrast igényel. Tovabbi kérdés, hogy a kiilonbozd
kérokozok altal létrehozott periprotetikus fertézések esetén az eltérd baktérium

torzsonként lehet-e eltérés az altalunk vizsgalt paraméterekben.
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6. KOVETKEZTETESEK

A ,,Célkitlizések™ fejezetben leirt pontok alapjan az itt felsorolt kovetkeztetéseket

vontuk le:

1. Munkénk soran univerzalis, mind szeptikus, mind aszeptikus mintdval
elvégezhetd, standard, reprodukalhatd periprotetikus iziileti folyadékbol szarmazd

extracellularis vezikula izolalasi protokollt dolgoztunk ki.

2. Megallapitottuk, hogy mind az egyszeres (csak Annexin V) mind a dupla
(Annexin V és CD177) jelolés alkalmaval szignifikdnsan magasabb eseményszadmot
mértiink detergens lizis utdn a szeptikus mintdkban, mint az aszeptikus mintakban. igy
vizsgalatunk alapjan feltételezhetjiik, hogy a CD177 sejtfelszini markerek detektalasa jo
kiindulési pont lehet a szeptikus és aszeptikus lazulasok megkiilonboztetésére. Azonban,
mivel mind a szeptikus mind az aszeptikus mintadkban detektalhat6 volt a CD177, igy a
késébbiekben mindenképpen sziikséges olyan vizsgalat, ami a pontos hatdrértéket is

meghatarozza.

3. A klinikumban gyakran el6fordul, hogy a mintavétel a betegekbdl mar eldzetes
antibiotikus kezelés utan keriil sorra. Ez a mikrobiologiai vizsgélat talalati aranyat
jelentdsen rontja és alnegativ eredményeket adhat. Megvizsgaltuk, hogy az altalunk
izolalt EV-k antibiotikus kezelés utan tovabbra is detektalhatéak maradnak és mennyiségi

szempontbol szignifikdns moédon nem valtoznak meg.

4. A szeptikus és aszeptikus mintdkbol izolalt extracellularis vezikulak kozott
mennyiségi, méreti és denzitasi kiilonbségeket is talaltunk. A mintdkat NTA-val
vizsgalva a szeptikus mintdkban mért extracellularis vezikula koncentracid
szignifikdnsan magasabb volt, mint az aszeptikus csoportban. A szeptikus mintakban
nagyobb mennyiségili, valamint a nagyobb mérettartomanyba esé (300-400 nm) EV-ket

talaltuk.

5. Az izolalasi protokoll végén nyert liledékben mind a szeptikus mind az aszeptikus
mintadkban sikeriilt TEM segitségével extracelluldris vezikuldkat vizualizalni és a

morfologiai tulajdonsidgaikat megismerni. A detektalt extracellularis vezikuldk
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morfoldgiailag tobb eltérést is mutattak. A szeptikus mintdkbol nagyobb méretli
extracellularis vezikulakat izoladltunk. A masik fontos morfologiai kiilonbség a
vezikuldkban észlelt ,szallitmany” denzitasa volt, ami a szeptikus mintdkban
markéansabban volt lathat6. Ez késdbbi tomegspektrometriai vizsgalattal igazolodott,
hogy mennyiségét tekintve tobb fehérje szallitmanya volt a szeptikus mintakbdl izolalt

extracellularis vezikulaknak.

6. Tomegspektrometriai vizsgalat sordn a kovetkezd fehérjéket azonositottuk
szignifikdnsan magasabb koncentracioban a szeptikus mintdkban, az aszeptikus
mintakhoz hasonlitva: lactotransferrin, myeloperoxidase, lysozyme C és annexin A6,
valamint az alpha-2-HS-glycoprotein (AHSG), mely az aszeptikus mintdkban

szignifikdnsan magasabb koncentracidban volt jelen, mint a szeptikus mintakban.
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7. OSSZEFOGLALAS

Vizsgalatunk sordn szignifikdnsan magasabb neutrofil granulocita eredetl
extracellularis vezikulat azonositottunk a szeptikus komplik4cié miatt elvégzett miitét
sordn vett periprotetikus iziileti folyadékbol, mint az aszeptikus mintakbol. A
méreteloszlas szintén kiilonbozott: a szeptikus mintdkban az extracellularis vezikuldk
inkabb a nagyobb mérettartomany iranyaba tolddtak el, mig az aszeptikus mintakbol
kisebb méretli extracellularis vezikuldkat izolaltunk. Az eldzetes antibiotikus kezelés a
mérési  eredményeket vizsgalatunk alapjan nem befolyéasolta. Transzmisszids
Elektronmikroszkop vizsgélattal morfologiai kiilonbségeket is talaltunk. A szeptikus
mintakbol nagyobb, kevésbé szabalyos, vastagabb membrannal rendelkezd, magasabb
denzitasu ,,szallitmanyt” tartalmaz6 extracellularis vezikuldkat izolaltunk, mig az
aszeptikus mintdkbol szarmazok kisebbek voltak, szabalyosabbak, bar ezeket a
paramétereket szignifikancia szintjén nem elemeztilk. A fehérjetartalmat elemezve
kijelenthetjiikk, hogy a szeptikus mintdk szignifikdnsan magasabb koncentracioban
tartalmaztak lactotransferrin, myeloperoxidase, lysozyme C és annexin A6 fehérjéket és
szignifikdnsan alacsonyabb koncentracioban tartalmaztak alpha-2-HS-glycoproteint.
Tovébbi vizsgalatok sziikségesek annak tisztdzdsdra, hogy a fenti eredmények Ujfajta
megkozelitést nyujthatnak-e a periprotetikus infekciok diagnosztikajaban. Kutatdsunk
megfeleld alapot szolgéltathat arra, hogy a jovOben az izolalasi protokol részleges
automatizalasaval, a folyamatok megfeleld fejlesztésével a napi rutin vizsgalatok korébe
is beléphessen. A neutrofil granulocitdkbol szarmazo extracellularis vezikulak
detektalasa alternativ megoldasi lehetdség lehet a tenyésztés-negativ periprotetikus
infekciok esetében. Fontos, hogy vizsgalatunk célja nem egy 1ujabb biomarker
kivalasztasa volt, hanem az extracellularis vezikuldk szerepének leirdsa, amivel jobban
betekinthetiink a periprotetikus infekcid soran zajlé folyamatokba. Az extracellularis
vezikuldk szerepe a bakterialis gyulladdsos folyamatokban esszencidlis lehet,
megismerésiikkel formalhatjuk a periprotetikus infekcid diagnosztikdjaval kapcsolatos

nézOpontunkat.

Vizsgalatunk jelenlegi allasa és eredményeinkrdl vald beszdmolas utan sok kérdés marad

még nyitottan, azonban a késébbiekben folytatjuk kutatasunkat a valaszok megtalélasara.
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SUMMARY

One of the outstanding successes of musculoskeletal surgery is major joint
arthroplasty. It results in significant improvement in quality of life, pain reduction, and
improvement in self-sufficiency. Its most important complication is prosthetic joint
infection (PJI), which poses a significant challenge to the operating physician, both

diagnostically and therapeutically.

In summary, our investigation showed a significantly higher number of activated
PMN-derived extracellular vesicles in the synovial fluid of patients with periprosthetic
joint infection than that of patients with aseptic implant loosening. The size distribution
of these extracellular vesicles differed also demonstrating a shift towards a larger size
range in septic patients. Transmission electronmicroscopy analysis showed
morphological variations, as septic extracellular vesicles were less regularly shaped, had
a thicker membrane and contained a dense cargo. Larger particles with different
morphological properties were observed in the septic group however these alterations

were not statistically analysed, or proved to be significant.

When investigating the protein content of the extracellular vesicles, a significantly
higher concentrations of lactotransferrin, myeloperoxidase, lysozyme C and annexin A6
were found in septic samples, while the level of alpha-2-HS-glycoprotein was
significantly higher in aseptic aspirates. Further investigations are needed to clarify if
these results may open a novel approach in the diagnostics of periprosthetic joint
infection. Microfluidics and lab on chip techniques can be solutions to simplify and speed
up our procedure and give an opportunity to create a point of care test. Detection of
activated PMNs derived EVs from synovial fluid can be an alternative solution in culture

negative cases.

Detection of these activated PMNs derived extracellular vesicles from blood

serum could be the next generation of periprosthetic joint iinfection diagnostics.
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talaltak arra, hogy a Semmelweis Egyetem Ortopédiai Klinikdjan kezdjem meg
palyafutasomat. Az elmult tiz év alatt mindenben tdmogattak ¢és teret engedtek a kutatés
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Koszonettel tartozom Dr. Antal Imre Docens Urnak, aki Osztalyvezetéként kozvetlen
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Ko6szondm a klinika szakdolgozoinak, akik szintén nagy segitségemre voltak.
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Edesapamnak, akik elinditottak és tamogattak minden pillanatban, amikor
elbizonytalanodtam. Testvéremnek, aki minden sikeremnek szivbdl oriil. Nagyon
koszonom Feleségem Janka tiirelmét és tamogatasat, azt, hogy most is O vezet én pedig
tudom a kocsiban irni a szoveget, a gyermekeinknek Veronikanak és Izabellanak, hogy
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