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Bevezetés: A periprotetikus infekciok ellitdsa jelent8s kihivas elé dllitja az operdl6é orvost, mind diagnosztikai, mind
terdpids tekintetben. Az utébbi években a mozgasszervi kutatdsok soran egyre novekvs figyelmet kaptak az extracel-
lularis vesiculdk. Az extracellularis vesiculdk altal szallitott fehérjék tomegspektrometridn alapulé azonositdsa fontos
1épés, mely segithet megérteni a védekezési folyamatban betoltott bioldgiai funkcidikat.

Célkitiizés: Vizsgilatunk célja volt az akut és a krénikus fert6zott mintakbol izolalt extracellularis vesiculak fehérjetar-
talmanak megismerése, azonossagok és kiilonbségek keresése — az ,,egy legjobb biomarker” megtaldlasa helyett a le-
hetd legtobb, detektalhaté mennyiségben jelen 1év§ extracellularis vesiculiba zart fehérje vizsgilata és bioldgiai folya-
matokba illesztése.

Modszer: Prospektiv, monocentrikus vizsgdlatot végeztiink, a bevalasztasi kritériumok a 2018-as MSIS-kritériumokon
alapultak. A vizsgilatba 13 (n = 13) beteget vontunk be, minden beteg periprotetikus infekcié miatt keriilt mtétre.
6 (n = 6) betegnél akut purulens (akut csoport) folyamatot, mig 7 (n = 7) betegnél "low-grade’ infekciot (kronikus
csoport) igazoltunk. Az extracellularis vesiculdk izoldldsa minden esetben a protézist koriilvevs synovialis folyadékbol
tortént. A tomegspektrometriai vizsgilattal azonositott fehérjék funkciondlis alapt klaszterezésére a STRING,
KEGG, Gene Ontology adatbédzisokat hasznéltuk. A végleges vizualizacié Cytoscape 3.9.1. szoftverrel tortént.
Eredmények: Az extracellularis vesiculak feltardsa utdn 222 db fehérjét azonositottunk, melyek vagy az akut, vagy a
kronikus mintdk valamelyikének tobb mint felében fordultak elS. Csak az akut mintdk tobb mint felében 50 db fehér-
jét; csak a kronikus mintdk tobb mint felében 33 db fehérjét; egyszerre mindkét csoport tobb mint felében 86 db
fehérjét azonositottunk. Ezek alapjan késziiltek a funkciondlis klaszterek.

Megbeszélés: A protézistertézések diagnosztikdjiban régdta megvan a torekvés, hogy megtaliljik az ,egy legjobb
biomarkert”, amely biztosan kiilénbséget tud tenni fert6zott és nem fert6zott protézislazulas kozott.

Kovetkeztetés: Vizsgilatunk célja nem egy Gjabb biomarker kivilasztisa volt, hanem az extracellularis vesiculakban
széllitott fehérjék bioldgiai folyamatokban betoltott szerepének abrazolasa, leirasa, amellyel jobban betekinthetiink a
periprotetikus infekcid sordn zajlé folyamatokba.
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Proteome of extracellular vesicles from synovial fluid and their possible function
in periprosthetic infections

Introduction: The management of periprosthetic infections is a major challenge for the operating surgeon, both di-
agnostically and therapeutically. In recent years, extracellular vesicles have received increasing attention in musculo-
skeletal research. Mass spectrometry-based identification of proteins transported by extracellular vesicles is an impor-
tant step towards understanding their biological functions in the defence process.

Objective: The aim of our study was to investigate the protein content of extracellular vesicles isolated from acute and
chronic infected samples, to search for identities and differences — instead of finding “the single best biomarker”, to
investigate the proteins encapsulated in extracellular vesicles present in as many detectable amounts as possible and
to integrate them into biological processes.

Method: Prospective monocentric study was performed, inclusion criteria were based on the 2018 MSIS criteria. 13
(n = 13) patients were included in the study, all patients underwent surgery for periprosthetic infection. 6 (n = 6)
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patients were confirmed to have an acute purulent (acute group) process, while 7 (n = 7) patients were confirmed to
have a low-grade infection (chronic group). Extracellularis vesicles were isolated from the synovial fluid surrounding
the prosthesis in all cases. STRING, KEGG, Gene Ontology databases were used for function-based clustering of
proteins identified by mass spectrometry analysis. Final visualization was performed using Cytoscape 3.9.1 software.
Results: 222 proteins were identified after extracellular vesicles were detected and were present in more than half of
the acute or chronic samples. In more than half of the acute samples alone, 50 proteins were identified; in more than
half of the chronic samples alone, 33 proteins were identified; in more than half of both groups simultancously, 86
proteins were identified. These were used to construct functional clusters.

Discussion: There has been a long-standing effort in the diagnostics of prosthetic infection to find “the single best
biomarker” that can distinguish with certainty between infected and non-infected prosthetic loosening.

Conclusion: The aim of our study was not to select a new biomarker, but to describe the role of proteins transported
in extracellularis vesicles in biological processes, which will give us a better insight into the processes involved in
periprosthetic infection.

Keywords: periprosthetic joint infection, extracellular vesicle
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Roviditések

ABP = (annexin-binding buffer) annexinkotd puffer; ACD-A =
(anticoagulant citrate dextrose solution, solution A) savas cit-
rat-dextr6z antikoaguldns oldat; ADP = (adenosine diphos-
phate) adenozin-difoszfit; ATP = (adenosine triphosphate)
adenozin-trifoszfit; C = (complement) komplement; CFB =
(complement factor B) komplementfaktor-B; CFH = (comple-
ment factor H) komplementfaktor-H; CRP = C-reaktiv pro-
tein;, DAMP = (damage-associated molecular pattern)
karosoddshoz kapcsol6dé molekularis minta; DNS = dezoxiri-
bonukleinsav; ESCRT = (endosomal sorting complexes re-
quired for transport) a szdllitishoz sziikséges endoszomalis
szortiroz6 komplexek; HLA-DRA = human leukocytaantigén,
DR-alfa; HPLC-MS = (high-performance liquid chromatogra-
phy—mass spectrometry) nagy hatékonysaga folyadékkroma-
tografia-tomegspektrometria; HSP90 = hd&sokkprotein-90;
KEGG = (Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes) Gének
¢és genomok kiotdi enciklopédidja; LC-MS = (liquid chroma-
tography-mass spectrometry) folyadékkromatogrifia—tomeg-
spektrometria; MAC = (membrane attack complex) membran-
karosité komplex; MHC = (major histocompatibility com-
plex) f6 hisztokompatibilitisi komplex; miRNS = mikro-ribo-
nukleinsav; MISEV = (minimal information for studies of
extracellular vesicles) minimalis informdcié az extracellularis
vesiculak tanulmdnyozisihoz; mRNS = (messenger) hirvivd
ribonukleinsav; PBS = (phosphate-buffered saline) foszfat-
pufferelt séoldat; PKM = (pyruvate kinase, muscle) piruvat-
kindz, izom; RCF = (relative centrifugal force) relativ centri-
fugilis erd; SE TUKEB = Semmelweis Egyetem, Tudomdnyos
és Kutatdsetikai Bizottsig

A mozgisszervi sebészet egyik kiemelkedd sikerti beavat-
kozdsa a nagyiziileti endoprotézis-betiltetés. JelentSs faj-
dalomcsokkenést, az oOnellatasi képesség fokozddasat,
ebbdl adoddan életmindség-javulast eredményez. A be-
iltetett térd- és csipSprotézisek revizidos miitéteinek

egyik vezet§ indoka a protézis infekcidja [1, 2]. A siker-
telen térdprotézisek 25%-a, a sikertelen csipGprotézisek
15%-a periprotetikus infekciéra vezethetd vissza [3, 4].
Ennek ellatasa jelentds kihivas elé allitja az operdld or-
vost, mind diagnosztikai, mind terapids tekintetben [5].
Ezenfelil jelentés gazdasagi terhet jelent az egészség-
tigyi ellatérendszernek az ismételt mtitét(ek), az elnyaj-
tott antibiotikus kezelés, az elhiz6d6 koérhazi tartdzko-
dés és az évente novekvd szdmu primer protézisbetiltetés
kapcsan novekvs betegszam miatt [6, 7].

A mftét utan visszamaradé panaszok, fajdalmak ese-
tén a legfontosabb elkiiloniteni, hogy a panaszok ferts-
zésre vagy mas, mechanikai indokra vezethetGk-e vissza.
Jelenleg a kivizsgalas része (a képalkotd és fizikalis vizs-
gilaton tal) a vérszérum [8] és a synovialis folyadék [9]
széles kord, kombinalt biomarker-vizsgilata.

Az utébbi években egyre tobb arra utald bizonyiték
keriilt napviligra, hogy a periprotetikus fert6zésben
szenveds betegek {ziiletében lokalisan primitiv, de speci-
fikus velesziiletett immunvilasz indul el a kivalté kor-
okozoval szemben, mely felelGs a szisztémas immunva-
lasz és a védekez6 utvonalak kaszkadjainak elinditasaért
[10-12]. Ez ’microarray’ technikdval génexpresszios
szinten [10], valamint proteomikai eszkozokkel a syno-
vialis folyadék fehérjéinek elemzésével is megfigyelhets
volt [13].

Az eddigi kutatdsok a legtobb esetben az egyetlen,
legpontosabb és legspecifikusabb marker kutatdsara kon-
centriltak, koziilik egy-egy biomarker be is keriilt a di-
agnosztikai protokollba (alfa-defenzin, leukocyta-észte-
raz, szérum-CRP, -D-dimer stb.). Kevés kutatas fokuszalt
azonban a teljes védekez6 atvonal feltérképezésére és
annak végigkovetésére.

Az utébbi években a mozgisszervi kutatisok sorin
egyre novekvd figyelmet kapott az extracellularis vesicu-
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lik [14] diagnosztikus, valamint terdpids felhasznalasi
lehet8sége [15]. Biogenezisiik és méretiik alapjan tobb-
féle vesiculatipust kiillonboztetiink meg. Eleinte bioge-
nezisiik alapjan hirom csoport kiiloniilt el: a legkisebb,
150 nm-nél kisebb mérettartomdnyba tartoznak az exo-
somak, melyek az intracellularis térben multivesicularis
testekben taldlhatok, és exocytosissal keriilnek az extra-
cellularis térbe [16]. A 150-1000 nm kozotti méretd,
a plazmamembranrdl lefliz6déssel képz6dd vesiculakat
extracellularis vesiculaknak nevezziik [17]. A harmadik
csoportot a sejtek apoptézisa soran keletkezé, 1000-
5000 nm mérettartomdnyba esd vesiculdk képezik [18].
Kés6bb, ahogy alakult a némenklatara, az elnevezésiik is
tisztult: méretiik alapjin kis, kozepes és nagy méreti ext-
racellularis vesiculakat kiilonboztetiink meg a 2018. évi
MISEV-ajanlés szerint [19]. Az extracellularis vesiculak
kettds foszfolipidmembrinnal korilvett partikulumok,
melyek ha a plazmamembrinrdl fliz6dnek le, 6roklik
a kiinduldsi sejtmembran tulajdonsigait (sejtfelszini
markereit), belsejiikben pedig fehérjéket (f6ként enzi-
meket és ESCRT-komponenseket), valamint nukleinsa-
vakat (példaul mRNS, miRNS) szallitanak [20, 21].

A biolégiai folyamatokra specifikus extracellularis vesi-
culdk sejtfelszini tulajdonsdgaival kapcsolatos informdci-
Ok és az dltaluk szdllitott fehérjék listaja folyamatosan
béviil, s ebbdl funkcidjukra is egyre pontosabban tudunk
kovetkeztetni [22]. Megjelenésiiket és membrantulaj-
donsagaikat nagyiziileti protézisek koriil kialakult infek-
ciéban mar vizsgiltak [23], az dltaluk szallitott fehérjék-
r6l azonban kevés informacié dll rendelkezéstinkre.
A synovialis folyadékban 1év6 fehérvérsejtek (neutrophil
granulocytak) dltal felszabaditott extracellularis vesicu-
likban taldlhaté fehérjék tomegspektrometrian alapuld
azonositasa fontos 1épés, mely segithet megérteni a véde-
kezési folyamatban betoltott bioldgiai funkcidikat.

Jelen kozleményiinkben bemutatjuk kutatécsopor-
tunk munkdjit, az igazoltan fert6zott (akut és kronikus
fert6zés) protézis koriili synovialis folyadékbdl izolalt
extracellularis vesiculdk altal széllitott anyagon elvégzett,
kromatografiival kapcsolt tomegspektrometriai vizsgila-
tunk eredményeit. Az extracellularis vesiculak feltarasa
utan azonositott fehérjeprofil klaszterezésére, leird jel-
lemzésére, génontoldgia szerinti csoportositisira, azok
biologiai funkcidjanak, valamint a késébbiekben bio-
markerként valé potencidlis felhasznaldsi lehetGségének
teltérképezésére is torekedtiink. Vizsgilatunk sordn arra
voltunk kivancsiak, hogy az akut és a kronikus fert6zott
mintakbdl izoldlt extracellularis vesiculdk fehérjetartalma
milyen azonossiagokat ¢és milyen kiilonbségeket mutat.
Az ,egy legjobb biomarker” megtalalasa helyett a lehet6
legtobb, detektilhaté mennyiségben jelen 1évé extracel-
lularis vesiculdba zart fehérjét vizsgaltuk, és azokat biol-
giai folyamatokba illesztettiik. A jelen kdzlemény alapjan
informaciét kapunk a periprotetikus infekcié diagnoszti-
kajaban felmeriilé extracellularis vesiculakba zirt bio-
markerek listdjarol.
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Mobdszer

Prospektiv, monocentrikus vizsgilatunkat a Semmelweis
Egyetem Ortopédiai Klinikajan végeztiitk 2016 és 2020
kozott. A vizsgilat a Helsinki Deklaracio elveit kovetve,
a Semmelweis Egyetem Regiondlis, Intézményi Tudo-
manyos ¢és Kutatasetikai Bizottsaganak engedélyével
(engedélyszam: SE TUKEB: 4,/2015) zajlott. Minden,
vizsgalatba bevont beteg a betegtdjékoztatd elolvasisa
utan beleegyezd nyilatkozatot toltott ki. A mintak gyj-
tése a 2018. évi MISEV-kritériumrendszer szerint tor-
tént; periprotetikus fert6zés diagndzisanak feldllitdsakor
a 2018. évi Musculoskeletal Infection Society and Inter-
national Consensus Meeting sorin megfogalmazott el-
veket kovettiik. A betegnél major és minor kritérium
alapjan tortént a diagnozis felallitdsa [24]. Akut fert&zés-
nek mindsiilt az, amikor a tiinetek megjelenése és az el-
latds kozott 30 napnal nem telt el tobb idS. Krénikus
fert6zésnek szamitott az az eset, amikor a panaszok és az
ellatas kozott 30 napndl tobb idé6 telt el.

A vizsgalatba 13 (n = 13) beteget vontunk be, akik
periprotetikus infekcié miatt mitétre kertiltek. Koziilik
6 (n = 6) betegnél akut purulens (akut csoport) folyama-
tot, mig 7 (n = 7) betegnél ’low-grade’ infekciot (kroni-
kus csoport) igazoltunk a fenti kritériumrendszer sze-
rint. Az akut csoportba 6 nébeteget (atlagéletkoruk 72,3
+ 5,9 év), mig a krénikus csoportba 5 férfi és 2 nébete-
get (atlagéletkoruk 75,3 + 12,5 év) vontunk be. Az akut
csoportban 2 csip6- és 4 térdprotézis, mig a kronikus
csoportban 5 csip6- és 2 térdprotézis vizsgilata és keze-
lése tortént. A mintavétel el6tt a betegek nem kaptak
antibiotikus kezelést. Az akut mintakbol mikrobiolbgiai
vizsgilat soran két alkalommal meticillinérzékeny
Staphylococcus anreus és egy-egy alkalommal Streptococ-
cus pnewmonine, Staphylococcus haemolyticus, Massilia va-
rians, Staphylococcus hominis volt izolalhatd. A krénikus
mintakbdl két esetben meticillinérzékeny Staphylococcus
epidermidis és egy-egy esetben Escherichin coli, Pantoen
sp., Staphylococcus warneri, Streptococcus agalactine volt
izolalhatd, egy eset pedig tenyésztésnegativ volt.

Az extracellularis vesiculdk izolaldsa minden esetben a
protézist korilvevd synovialis folyadékbdl tortént. A re-
vizios mitét feltirdsa soran az iziileti tok kipreparalasat
kovetSen, de még annak megnyitdsa el6tt 18 gauge mé-
retd thvel tortént a mintavétel. Az extracellularis vesicu-
lak izolalasa munkacsoportunk altal a fert6zott és aszep-
tikus mintakon is hasznalhat6 protokoll szerint tortént.
Kozvetlentl az aspirdcié utin az {ziileti folyadékot
ACD-A laboratériumi mintagyGjté csébe helyeztiik.
A mintit 15 percig centrifugiltuk (BOECO Centrifuge
C-28A 2500 RCF segitségével; Wuppertal, Németor-
szdg) a makroszkopikus elemek letilepedése érdekében,
majd a felilaszét vékony (18-as) tiivel leszivtuk a tovab-
bi elemzéshez. Az erésen viszkézus mintat 1500 U/ml
hialuroniddz enzimmel (Merck, Hyaluronidase from
sheep testes, type II, liofilizdlt por, 2300 egység/mg;
Darmstadt, Németorszag) emésztettiik 30 percig szoba-
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hémérsékleten. Ezt kovetSen a mintat kétszeresére higi-
tottuk PBS-sel (0,2 pm-es fecskend@szlirével elGszrtiik
Merck Puradisc fecskend@sztir6vel), majd 8 percig 2500
g-n centrifugiltuk. Ezt kovetSen két kiilonboz8 méreti
tfecskendGszlrdvel végeztik a szlrést, elészor egy 1,2
pm-es, majd egy 0,8 um-es sziirével (Merck Puradisc
tecskenddszlrg). Kilonds gondot forditottunk arra,
hogy kizdrdlag gravitacios sztirést alkalmazzunk, mivel
barmilyen extra nyomas karosithatta volna a célvesiculd-
inkat. A szlirt mintdkbol az extracellularis vesiculdkat
12 500 g-n 60 percig szobahémérsékleten pelletaltuk.
A felilaszot vékony tidvel (18 gauge) eltavolitottuk, a
pelletet 150 pl annexinkotd pufferben (ABP) Gjra szusz-
pendaltuk [25]. Az izoldlt extracellularis vesiculak tarola-
sa felhaszndlasig —30 °C-on tortént.

Az extracellularis vesiculdk fehérjetartalmat egymadst
kovetd fagyasztas-olvasztas ciklusok alkalmazasaval nyer-
tik ki [26]. Tiz ng fehérjének megfelel§ mintamennyisé-
get emésztettiink oldatban tripszin enzim segitségével
[27]. Az enzim alkalmazasa elStt a mintakat redukaltuk,
majd a ciszteinhidak visszaalakulasinak megel&zése célja-
bol alkilaltuk jodacetamid reagenssel. Az igy kapott pep-
tideket szilard fazisa extrakcié segitségével sbmentesitet-
tik, majd 500 ng emésztett anyagot injektdltunk a
HPLC-MS-rendszerbe []. A nyers mérési adatokat a
Compass DataAnalysis szoftverrel (Bruker, Bréma, N¢-
metorszag) dolgoztuk fel. A fehérjék azonositasat és je-
lolésmentes mennyiségi meghatirozasit a MaxQuant
szoftverrel (1.6.17.0 verzid) végeztik egy szikitett fe-
hérje-adatbazison. A szlkitett adatbazist a mintakban
taldlhaté fehérjék Byonic szoftverrel (v3.6.0, Protein
Metrics Inc, San Carlos, CA, USA) torténé azonositasat
kovetSen készitettitk. A Byonic-keresés soran humdna-
datbdzist és a kovetkezS keresési feltételeket alkalmaz-
tuk: 20 ppm prekurzorion tomegtolerancia, 40 ppm
fragmension tomegtolerancia, hasitdsi hely lizin és argi-
nin aminosavak C-termindlisain, maximum 2 kihagyott
hasitasi hely peptidenként és 1% hamis taldlati ardny.
A peptideken a kovetkez6 modosulisokat engedtik
meg: karbamidometil /+57.021464 @ C | fix mddosu-
lisként, mig oxidacié /+15.994915 @ M | és Glu-
&gt;pyro-Glu,/-18.010565 @ NTerm E | variabilis mé-
dosulasként.

Az azonositott nagyszamu fehérje vizualizdldsit és
rendszerben torténd elhelyezését segitik a fehérje—fehér-
je interakcids hil6zatok klaszterezési és annoticids elem-
z¢ési technikai. A fehérjék klaszterezésére szamos kiilon-
b6z6 mobdszert ismeriink, mindnek van elénye és
hatrdanya. A fehérjék klaszterezése, mas néven osztalyok-
ba sorolasa torténhet szekvencia-, szerkezeti és funkcio-
ndlis hasonlésdg alapjan. Vizsgalatunkban a funkciondlis
alapu klaszterezést alkalmaztuk, mely a fehérjéket kozos
biologiai funkcio vagy aktivitas alapjan csoportositja. Ez
a klaszterezési forma kiilonosen hasznos a fehérjék ko-
zotti funkcionalis kapcsolatok azonositisira, mint pél-
ddul azonos anyagcsere-ttvonal vagy fehérjekomplex
tagjai.
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Az azonositott fehérjék funkcionalis alapt klaszterezé-
sére a STRING, KEGG, Gene Ontology adatbizisokat
haszndltuk, melyek kilonb6zé modszereket hasznilnak
a fehérjék kozotti funkciondlis kapcsolatok azonositasara
kilonb6z6 bizonyitékforrasok alapjan, beleértve a kisér-
leti adatokat, a szekvenciahomolégidt és a koexpresszios
mintizatokat. A végleges vizualizaciot Cytoscape 3.9.1
szoftverrel végeztik.

A STRING adatbazis dltal azonositott interakciok a
kovetkezd értékekkel jellemezhetdSk: a fehérjék szdma az
adott, ismert tagszdmua halézatban (count in network,
példaul 10,/100), amelyben az els6 szim a mintinkban
azonositott fehérjék szamat, a masik az adott hdl6zathoz
az adatbézisban hozzdrendelt 6sszes fehérje szdmit je-
lenti. A (Strength) dasulas mértéke a tizes alapt logarit-
musa az azonositott és az adatbdzisban mar ismert fehér-
jeszamok hdnyadosanak. Az tgynevezett hamis taldlati
arany (false discovery rate) azt mutatja meg, hogy mek-
kora eséllyel jelenik meg az adott interakcié véletlensze-
ren kivalasztott fehérjék esetén. Tovabba feltiintetjiik
azt is, hogy a mintankbol azonositott fehérjék hiany szi-
zaléka (%) vesz részt az adott interakcioban.

Miutidn a fehérjéket funkcionalis csoportokba sorol-
tuk, fontos ezeknek a csoportoknak az informdicidval
valé annotildsa. A fehérjék annotaldsa sordn funkciondlis
cimkékkel latjuk el Sket, ami kulcsfontossagt a fehérjék
biol6giai szerepének megértéséhez. A funkcionilis alapt
annotacio sordn egy fehérje tulajdonsdgaira ismert funk-
cioju fehérjékkel valo sszehasonlitisibol kovetkeztethe-
tiink.

Az altalunk extracellularis vesiculakbdl izolalt fehérjé-
ket koribbi kozleménybdl ismert synovialisfolyadék-
mintikb6l LC-MS-modszerrel azonositott, szabadon
(nem extracellularis vesiculakban) 1év6 fehérjék listaja-
hoz [29], valamint a Vesiclepedia adatbazisbél [30, 31]
ismert, extracellularis vesicula vizsgalatok sordn a leg-
gyakrabban izolalt (TOP100) fehérjékhez hasonlitottuk.
Megnéztiik az egyezéseket és az eltéréseket. A tovabbi
statisztikai 4brdzolas és szamitds GraphPad, Perseus
(1.6.15.0) és FunRich (3.1.4) szoftverrel tortént. Két-
mintds #tesztet végeztiink p<0,05 szignifikanciaszint
mellett.

Eredmények

Az eredményeket 2 tablazatban Osszegeztiik, melyeket
készséggel az érdekl6d6k rendelkezésére bocsatunk.

Azonositott fehérjéinket a kovetkez6 csoportokra osz-
tottuk: ,akut” — csak az akut mintdknak legaldbb a felé-
ben, de a krénikus mintidknak kevesebb mint a felében
azonositott (50 db fehérje); ,,kronikus” — csak a kronikus
mintiknak legalabb a felében, de az akut mintiknak ke-
vesebb mint a felében azonositott (33 db fehérje);
,mind” — minden akut és minden krénikus mintiban,
azaz az Osszes 13 mintiban azonosithaté volt (86 db fe-
hérje) (1. tablizat).
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A hem- és haemoglobin proinflamatorikus funkcié Zﬁjlmeii i GeneOntology Biolégiai folyamat lefrds

Szekrécio
Vezikula-medidlt transzport
Exocitozis regulacid
Sejtszekrécio
Stressz-vélasz

|

sejt komponens, ﬁbrinl:

gén szekvencia

depolimerizal6 kalcium szabalyozott aktin moduléld

Minden mintaban
megjelend fehérjék

chaperone recruitment

proteinaz - ,csali régi6” - hasi

komplement, C6 C9, MAC

Fehérételols ko olégiai
Sl ‘GenOntology Biolégiai folyamat lirds

1II. tipusa kollagén

szérum amyloid apoli

Low-grade mintdkban
megjelend fehérjék

1. 4bra A tomegspektrometriai mérés sordn azonositott fehérjék klaszter szerinti dbrazoldsa. Az dbrizolds sordn hirom csoportot kiilonitiink el:
a ,minden mintiban”, a ,low-grade mintikban”, valamint az ,,akut mintikban” jellemz&en megjelend fehérjéket. A harom csoportban
az azonositott fehérjéket kiilonbozs szinl és méret(i korokkel jelolt klaszterekbe csoportositottuk, valamint az azokban dbrazolt fehérjé-
ket kiilonboz6 szinekkel jeloltiik annak alapjan, hogy a Gene Ontology leirdsa szerint melyik biol6giai folyamatban vesz részt

MAC = membrankarosité komplex
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Minden akut és krénikus mintidban azonositott fehér-
jét (sorok) és a felsorolt bioldgiai folyamatokat /jelatvite-
li utakat (oszlopok) ,,+” jellel jeloltiink, igy lithat6, hogy
melyik fehérje melyik bioldgiai folyamatban/jelatviteli
utban vesz részt.

Kiilon csoportositottuk azokat a fehérjéket is, amelye-
ket mind az akut, mind a krénikus mintiknak tobb mint
a felében azonositottunk (222 db fehérje). A STRING
adatbazis altal azonositott interakciok értékeit a 2. tabla-
zat mutatja be.

Itt lathato az Gsszes mintaban, a jellemz&en az akut és
a krénikus mintakban megjelend fehérjék szima az adott
ismert szama hal6zatban (count in network), a dasulis
mértéke, a hamis taldlati ardny (false discovery rate), to-
vabbd az, hogy a mintinkbdl azonositott fehérjék hany
szdzaléka (%) vesz részt az adott folyamatban.

Az akut és a kronikus fertozott mintakbol
1z0lalt extracellularis vesiculak fehérjéi kozti
azonossiagok

Az extracellularis vesiculak feltirdsa utin a mintak vizsga-
lata sordn 222 olyan fehérjét azonositottunk, mely az
akut és a krénikus csoportban legalabb a mintak felében
megtalalhaté volt. Ezeket szamos szempont szerint
megvizsgaltuk. El6szor ezek koziil azokat a fehérjéket
elemeztiik, amelyek az Osszes 13 vizsgilt mintiban de-
tektalhaté mennyiségben jelen voltak. Ez alapjan a mind-
két csoportban (akut és krénikus fert6zés) azonositott
fehérjék szama 86 db volt (1. abra). Az 1/A dbran nyilak
mutatjak a minden mintiban azonositott fehérjék kozti
interakciokat, illetve lathaté az ezek alapjin torténd
klaszterekbe soroldsuk. Az dltalunk alkalmazott bealli-
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2. dbra

tassal kilenc klaszter keriilt megkiilonboztetésre. Ezek
koziil fontos kiemelni a hem- és hemoglobin proinflam-
matorikus funkcioval bir6 csoportot, valamint a komple-
mentkaszkdd két csoportjit. Az abran szinekkel jeloltiik
azokat a biolégiai folyamatokat, amelyekben az azonosi-
tott fehérjék részt vesznek. Mintdinkban 20 db komple-
mentkaszkdd-elemet azonositottunk, melyek koziil fon-
tos kiemelni a CFH, CFB, C3, C5, C9, C4a és C4b
fehérjéket: ezek a klasszikus és az alternativ komple-
mentut aktivacidjaban vesznek részt.

A klasztertdl fiiggetleniil minden mintidban azonosi-
tott, a meutrophil degranulicio és o vesiculamedidlt
transzport biologiai folyamatokra kozosen jellemzé fe-
hérjék a kovetkez8k voltak: haptoglobin, HSP90-béta,
leucingazdag alfa-2-glikoprotein, laktotranszterrin, lizo-
zim-C, mieloperoxidaz, alfa-1-savas glikoprotein-1, alfa-
1-savas glikoprotein-2, piruvatkindiz PKM, alfa-1-anti-
tripszin, melyek esetében az akut és a ’low-grade’ mintak
kozott nem tapasztaltunk szignifikins kilonbséget
(2. abra). A felsorolt fehérjék relativ gyakorisiga az akut
és a kronikus fert6zésbdél szarmazé mintikban nem mu-
tatott szignifikdns eltérést (p>0,05; ns).

Az akut és a kronikus fertozitt mintakbol
izolalt extracellularis vesiculik fehérjéi kozti
kiilonbségek

Kovetkezd 1épésként megnéztiik, hogy melyek azok a fe-
hérjék, amelyek vagy csak a krénikus, vagy csak az akut
mintikban kertiltek azonositdsra. Ebben az esetben csak
azokkal a proteinekkel foglalkoztunk, amelyek az egyik
csoportban legalabb a mintdk felében detektalhatéd
mennyiségben megjelentek, és a masik csoportban keve-
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A vesiculamedidlt transzportfolyamatra és neutrophil degranuliciis folyamatra jellemzé fehériék, melyek minden mintaban azonositsra keriiltek. Az

azonositott fehérjék mennyisége tizes alapt logaritmusdnak abrazoldsa tortént. A felsorolt fehérjék esetében nem taldltunk szignifikins kiilonbséget az

akut és a kronikus fertGzott mintdk kozott
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sebb mint a mintdk felében voltak azonosithatok. Ez
alapjan 50 olyan fehérjét talaltunk, amely jellemzGen az
akut mintakban, és 33 olyat, amely elsGsorban a krénikus
mintakban fordult el§. A két csoportban Osszesen 83
ilyen fehérjérdl beszélhetiink.

A kronikus fertézott mintdkban eléforduld fehérjék
négy klaszterre oszthatok. A f6 hisztokompatibilitasi
komplex (major histocompatibility complex — MHC,
’class’ II) klaszterfehérjéi az adaptiv immunvalaszban
vesznek részt a kronikus bakterialis fert6zésekben. Ide-
tartozo fehérjék: HLA-DRA, katepszin-D, lizozimasszo-
cidlt membranglikoprotein-1, transzferrinreceptorprote-
in-1, ezrin. Jelen volt még tovabba a szérum-amiloid-
apolipoprotein  transzportfehérjék klasztere: ebben
szérum-amiloid-A4, apolipoprotein-CII és apolipopro-
tein-L1 volt elkiilonithetd, melyek a bakterialis infekcid
soran kialakult immunvalasz moduldldsaban jatszhatnak
szerepet. Ezenfeliil megjelennek a komplementkaszkad
tovabbi elemei is. A negyedik, nagy fehérjeelemszdmmal
rendelkezd klaszter a III. tipust kollagénfehérjék klasz-
tere volt, melyben matrixmetalloproteiniz-8, matrixme-
talloproteindz-3, valamint metalloproteindz-inhibitor,
kollagén-alfa-lanc-1 (VI. és II1.), illetve cisztatin-C fe-
hérjék is jelen vannak. Ezek az implantitumasszocidlt
krénikus fertézésekben kialakult biofilm képz&désében
jatszhatnak fontos szerepet.

Az akut fert6zott mintakban kisebb elemszamu klasz-
tereket lehet elkiiloniteni. Kiemelendd ezek koziil a ti-
oredoxinfiiggs peroxid fehérjeklaszter, melynek elemei:
peroxiredoxin-2, tioredoxinfiiggdperoxid-reduktiz, va-
lamint peroxiredoxin-6, amelyek antioxidans fehérjecsa-
lad részei, és az oxidativ stressztél védik meg a sejteket.
Jelen van még a klatrinmedidlt transzportfehérjék klasz-
tere és a mitokondrium-membranfehérjék klasztere is.
A glikéztranszportfehérje-klaszter elemei:  kalnexin,
apolipoprotein(a), ’solute carrier family 2” (szallitéfehér-
je-csaldd), dolichil-difoszfooligoszacharid-protein gliko-
ziltranszteraz, melyek az akut gyulladdsos folyamatok
soran az immunsejtek fokozott cukorfelvételében jitsza-
nak szerepet.

Az akut és a kronikus fertozitt mintakbol
izolalt extracellularis vesiculik fehérviéinek
osszehasonlitasa ismert proteinlistakkal

A fent ismertetett csoportokba sorolt fehérjék listajat
az ismert adatbazisok fehérjelistithoz hasonlitottuk
(3. abra). Az akut csoportba 50 db fehérje tartozik,
amelyek a TOP100 fehérjével 7 esetben mutattak egye-
zést — ez az altalunk azonositott fehérjék 14%-a. A syno-
vialis folyadékbdl izolalt fehérjék listdjaval pedig 13 fe-
hérje egyezett meg, ami az dltalunk azonositott fehérjék
26%-a. A kronikus csoportban 33 db fehérje keriilt azo-
nositasra: a TOP100 fehérjével 3 esetben mutattak egye-
zést (9%), a synovialis folyadékbdl izoldlt fehérjék listdja-
val pedig 17 fehérje (52%) egyezett meg. A ,,mindkett§”
csoportban 222 db fehérje azonosithaté, amelyek a
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TOP100 EV-fehérje . * SF-kdzlemény

sum:100 sum:390
Csak low-grade
sum: 33
Csak akut
sum: 50
Mindkettd >50%
sum: 222
3. abra A Venn-diagram a mintdinkban izoldlt fehérjéket a Vesiclepedia

adatbdzisban talilhaté TOP100 fehérjéhez, valamint korabbi
kozleménybdl ismert synovialis fehérjékhez hasonlitja. Az Gssze-
hasonlitds a ,,csak akut”, ,,csak krénikus” és ,,mindkét csoport
>50%”, vagyis legalabb felében megjelend fehérjékkel tortént

EV = extracellularis vesicula; SF = synovialis folyadék

TOP100 fehérjével 40 esetben (18%) mutattak egyezést,
a synovialis folyadékbodl izolalt fehérjék listajaval pedig
135 fehérje (61%) egyezett meg.

A fenti csoportositds szerint elemeztiik a fehérjeprofilt
abbdl a szempontbdl is, hogy a csoportba tartozé fehér-
jék hany szazaléka tartozik bizonyos molekularis funkeci-
Okhoz (4. abra). J6l latszik, hogy a ,,csak kronikus” min-
takban el6fordulé fehérjék kozil arinyaiban tobb a
komplementfolyamatokban részt vevé fehérje (8,33%),
mig a ,,csak akut” mintdkban eléfordulé fehérjék kozote
ez az arany alacsonyabb (2,08%). Ugyanez az ardny lat-
hat6 a protedzinhibitor-aktivitds esetében: ,,csak kroni-
kus” 8,33%, .,csak akut” 2,08%.

Megbeszélés

A periprotetikus infekcié diagnosztikdjanak fejlesztésére
jelentds energiat fordit szamos kutatdéesoport. Az utébbi
évtizedben wGjabb és Gjabb biomarkerek jelentek meg a
koztudatban, amitdl a diagnosztika egyszerlisodését és
pontosabba vilasat vartik [32-34]. A jelenleg ismert
biomarkerek nem alkalmazhaték egyediili vizsgilatként a
periprotetikus infekcié diagnézisinak feldllitasiban, de
kérdéses, hogy létezik-¢ olyan biomarker, amely egyedii-
li szereplSként biztos valaszt adhat erre a nehezen el-
donthetd kérdésre. Froschen és mtsni kozleményiikben
arra utalnak, hogy érdemes lehet gondolkodismodot
valtani és az ,,egy legjobb biomarker” kivalasztasa helyett
a gyulladdsos folyamat megismerésére helyezni a fékuszt
és abbdl meghatirozni egy jellemz§ listait [35]. Ez a
gondolkodds f6ként a krénikus, bizonytalan panaszokat
okozé periprotetikus infekcié esetében lehet fontos.

2024 m 165. évfolyam, 3. szam

ORVOSI HETILAP

Unauthenticated | Downloaded 02/25/24 10:49 AM UTC



Extracellularis matrix

strukturalis elem

EREDETI KOZLEMENY

83% p<0.001

3.94% p=0.129

SF-kozlemény
TOP100 EV

Csak akut

Csak low-grade
Mind

Akut és low-grade

462% p<0.001
6.00% p=0.126

625% p=1

Ca?"-kotés

6.67%

p=0071

591% p<0.0M

5.85% p<0.001

Proteazinhibitor-aktivitas

i)
'S 5.23% p=1
=
= 10.00% p<0.001
& 690% p<0.001
.4
5
Z 9.00% p=1
2
[ DNS-kotés
=
1556% p<0.001
550% p=1
7.28% p<0.001
% p=1
. 08% p=1
Komplementaktivita
omplementaktivitas 833% p=0139
667% p<0.001
7.39% p<0.001
11.38% p<0.001
Transzporteraktivitas

14,44% p=0,001
10.34% p<0.001

Gének szazalékos eloszlasa

4. dbra

Osszchasonlité dbra, mely az adatbazisokbol ismert fehérjék (TOP100 EV és SF-kézlemény) bizonyos molekuldris funkciokban valé megjelenési

gyakorisagit hasonlitja 6ssze az altalunk azonositott és kiilonb6zs csoportokban (csak akut, csak kronikus, mind, akut és kronikus) vizsgalt fehérjékkel

DNS = dezoxiribonukleinsav; EV = extracellularis vesicula; SF =

Munkdjukban a komplementkaszkad szerepére hivjak fel
a figyelmet, melyet kordbban krénikus protézistert§zé-
sekben nem vizsgaltak.

A nagyiziileti protézisek koriil kialakulé akut és kréoni-
kus bakterialis gyulladdsos folyamatok komplex jeldtvite-
li atvonalak halézatan keresztiil szabalyozodnak a szer-
vezetben, amelyek nyomon kovetése a jelatviteli utakban
szerepet jatszé fehérjék azonositisa alapjin torténhet.
Vizsgilatunkban Frischen és mtsni gondolatmenetét ko-
vetve a potencialis, extracellularis vesiculdkban ,,utazé”
biomarkerek feltérképezését végeztilk. Ez a synovialis

synovialis folyadék

folyadékbdl izoldlhato, f6ként aktivalt neutrophil granu-
locytikbdl szarmazo extracellularis vesiculak szerepének
megértését segiti.

Prospektiv, 6sszehasonlito vizsgilatunkban a 2018. évi
Musculoskeletal Infection Society and International
Consensus Meeting definicidja szerinti fertézottproté-
zis-komplikacié miatt reviziés mtitétre kerillé betegeket
vizsgiltunk; a fert6zés lefolyasi ideje szerint akut és kro-
nikus csoportra osztottuk a bevont betegeket. A syno-
vialis folyadékbdl izoldlt extracellularis vesiculdk fehérje-
tartalmanak proteomikai elemzését, majd annak leird
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jellemzését végeztiik el. Az azonositott fehérjéket az
alapjan csoportositottuk, hogy minden (akut és ’low-
grade’) vagy csak bizonyos (akut vagy ’low-grade’) min-
tdkban voltak-e azonosithatok.

Minden mintabol azonositott fehérjeklaszterek
Annotaciojn

A komplementrendszer a velesziiletett immunrendszer
cgyik elsG védGvonala [36]. A komplementrendszer és az
extracellularis vesiculak kapcsolatinak korabbi vizsgalata
alapjan az extracellularis vesiculaknak kett&s funkcidjuk
van a komplementrendszer miikodése soran [37, 38].
Egyrészt az extracellularis vesiculak feliiletére kertld
komplementek vezetnek a komplementaktivicidhoz, és
igy fokozzak a komplementvilasz intenzitasat. A rheu-
matoid arthritises betegek synovialis folyadékdban a leu-
kocytakbol felszabaduld extracellularis vesiculdk felszinét
Clq, C4 és C3 komponensek burkoltik [37]. Az alta-
lunk vizsgalt minden mintiban azonosithaté komple-
mentalkotdk az 1/A dabraban lathatok. Kiemelve a fon-
tosabb alkotdkat: C3, C4a, C4b, C5, C6, C8, C9,
valamint CFH és CFB. Az extracellularis vesiculak masik
fontos szerepe a sajat sejtek védelme a komplementkasz-
kad-aktivacié végeredményeként létrejové membrinka-
rosité komplex (MAC) sajit sejteket karositd hatdsdval
szemben a sejtek talélése érdekében [39]. Az dltalunk
vizsgalt minden fertézo6tt mintiban megjelentek a fenti
komplementalkotdk, ebbdl a szempontbdl nem volt kii-
16nbség az akut és a kronikus fert6zés kozott.

A hem- ¢és hemoglobin proinflammatorikus funkciéval
bir6é fehérjeklaszter elemei a velesziiletett immunrend-
szer aktivalasiban jatszanak fontos szerepet. Haemolysis
atjan a vorosvértestekbdl felszabaduld, hemoglobinka-
rosodassal 6sszefliggé endogén molekulaként (damage-
associated molecular pattern — DAMP) viselkedik, és
képes aktivalni vagy médositani a velesziiletett immun-
valaszt. Hozzajarulhat endothelialis sejtek aktivacioja-
hoz, neutrophilaktivicibhoz, NET-formaci6é kialakula-
sdhoz, makrofagaktivicibhoz, kemotaxishoz, komple-
mentaktivicibhoz (MAC-formacidéhoz) [40]. A felsorolt
DAMP-ok altal kivaltott folyamatok egy részére utald
fehérjéket a sajat mintainkban is felfedeztiink, f6ként a
neutrophil granulocytik aktiviciéja és az ehhez kapcsol-
hat6é neutrophil védekez6mechanizmusok megjelenése
szempontjabol.

A periprotetikus infekcié folyamatiban az extracellula-
ris vesiculdk szerepét eddig még kevésbé vizsgaltik,
funkci6jukrél keveset tudunk, az azonban ismert, hogy
in vitro korilmények kozott a neutrophil granulocytik
bakterialis stimuldciéra megnovelik az dltaluk kibocsatott
extracellularis vesiculdk mennyiségét [41]. Munkank so-
ran a synovialis folyadékbdl izoldlt extracellularis vesicu-
lak feltarasabol nyert fehérjék izolaldsit és azonositdsit
végeztik.

Minden mintiban azonositottunk vesiculamedidlt
transzportfolyamatra és neutrophil degranulicios bioldyi-
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ai folyamatra jellemzé fehérjéket, melyek szintén rele-
vansak lehetnek az iziiletben zajléo bakteridlis fert6zés
felismerésében. Ezeket klaszterektdl fiiggetleniil érde-
mes kiemelni: haptoglobin, laktotranszferrin, lizozim-C,
mieloperoxiddz, alfa-1-savas glikoprotein-1, piruvat-
kindz, HSP90-béta, leucingazdag alfa-2-glikoprotein
(1. tablazat és 3. dbra).

Ezek a fehérjék kiilonboz§ funkcidkkal birnak. A hap-
toglobin hemoglobink6td képességgel rendelkezé alfa-
2-savas glikoprotein, amely az ember és mdis eml&sok
legtobb testfolyadékaban jelen van. Pozitiv akutfizis-fe-
hérje, a vérplazmaban a szintje megemelkedik gyulladas,
fert6zések, trauma, egyéb szovetkirosodas és rosszindu-
latd szovetburjanzds esetén, mennyisége csokken hae-
molyticus allapotokban és stilyos hepatocellularis kiroso-
dis esetén [42]. Képes a hemoglobin megkotésére,
tovabba antimikrobidlis és antioxidins hatdssal, valamint
akutfizis-reakciét moduldlé hatassal is rendelkezik [43—
457; a korabban kiilon targyalt hem- és hemoglobin pro-
inflammatorikus funkciéval bir6é fehérjeklaszterhez so-
rolhat6. A laktotranszferrin, lizozim-C, mieloperoxidiz
az aktivalt neutrophil granulocytak altal termelt antimik-
robiilis, baktericidalis fehérjék, melyek a ,,host defense”
rendszer részeként részt vesznek a szervezetbe jutott
kérokozok elleni védekezésben [46, 47]. A piruvitkindz
a glikolitikus fehérjék csoportjiba tartozik, amelyek
rendkiviil gyakran azonosithaték az extracellularis vesi-
culak proteomjaban [48]. Funkcidjit tekintve a piruvat-
kindz katalizalja a foszfoenolpiruvat foszforcsoportjanak
transzferjét az ADP-re, amibSl ATD keletkezik [49] — ez
fontos szerepet jatszik az extracellularis energiaellatas-
ban. Az alfa-1-savas glikoprotein-1 és a leucingazdag al-
fa-2-glikoprotein az akutfizis-fehérjék heterogén cso-
portjaba tartoznak. Ezeket a fehérjéket vagy a maj vagy a
makrofigok, endothelialis sejtek, adipocytdk termelik, és
mennyiségiik vagy csokken, vagy novekszik a gyulladasos
vilasz kapcsan [50, 51]. A HSP90-béta a ’chaperon’ fe-
hérjék (dajkafehérjék) csoportjiba tartozik [52]. Az 1j
HSP-némenklattra irdinymutatisa szerint a HSP90-csa-
lad — melybe 6t fehérje tartozik — a HSPC-szupercsalad
ala tartozik [53]. A HSP-fehérjék bioldgiai katalizdtorok
a citoplazmaban, az endoplazmads reticulumban és a mi-
tokondriumokban is megtalalhaték [54]. A HSP90-fe-
hérjék izoformainak szamos sejtbiologiai funkcidja van,
példaul ’chaperon’ funkcid, sejtszigndl-, sejtviz-, sejt-
magfunkcio, sejtciklus- és sejtdifferencidcié [54]. Tovab-
bi vizsgilatok azonban ramutattak arra is, hogy a HSP90-
csalad fehérjéi nemcsak sejten beldl taldlhatok meg,
hanem bizonyos kornyezeti hatdsokra (reaktivoxigén-
gyok, h&, hypoxia, besugirzas és szoveti karosodas
kovetkeztében felszabadul6 citokinek) extracellularis
kidramldsuk is megfigyelhetd, melynek soran immunolé-
giai funkciokat lathatnak el [52, 55].

A felsorolt fehérjék relativ gyakorisigaban nem tapasz-
taltunk szignifikdns kiilonbséget az akut és a krénikus
fertézott mintdk kozott (2. abra).
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A kronikus fertozott mintakbol azonositott
klaszterek annoticiojn

A krénikus fert6zott mintikban el6forduld fehérjéket
négy klaszterre tudtuk osztani. A II. osztilya MHC
klaszterfehérjéi az adaptivimmunvalaszban vesznek részt
a kronikus bakterialis fertézések soran. Idetartozé fehér-
jék: HLA-DRA, katepszin-D, lizozimasszociilt memb-
ranglikoprotein-1, transzferrinreceptorprotein-1, ezrin.

Jelen volt még tovibbd a szérum-amiloid-apolipopro-
tein transzportfehérjék klasztere, amelyben szérum-ami-
loid-A4, apolipoprotein-CII és apolipoprotein-L1 volt
elkiilonithet6 — ezek a bakteridlis infekci6 sordn kialakult
immunvilasz modulalasiban jatszhatnak szerepet. Ezen-
feliil megjelennek a komplementkaszkiad tovibbi ele-
mei is.

A negyedik, nagy fehérjeelemszimmal rendelkez6
klaszter a III. tipust kollagénfehérjék klasztere volt,
melyben matrixmetalloproteindz-8, madtrixmetallopro-
teindz-3, valamint metalloproteindz-inhibitor, kollagén-
alfa-lanc-1 (VI. és IIL.), illetve cisztatin-C fehérjék is
jelen vannak. Az implantitumasszocialt kronikus fert6-
zésekben kialakult biofilm képz&désében, az az elleni vé-
dekezésben jatszhatnak fontos szerepet, de az ¢ folya-
matban betoltott szerepiikre csak kovetkeztetni tudunk.

Az akut fertozitt mintakbol azonositott
klaszterek annotdciojn

Az akut fert6zott mintdkban azonositott tioredoxinfiig-
g6 peroxid fehérjeklaszter (antioxiddns fehérjecsaldd ré-
szei) fontos szerepet jatszik a sejtek oxidativ stressztdl
val6 védelmében [56]. Mintdinkban azonositott elemei:
peroxiredoxin-2, tioredoxinfiiggéperoxid-reduktiz, va-
lamint peroxiredoxin-6. Mind az eml6sok, mind a bakté-
riumok rendelkeznek tiolfiiggd antioxidans rendszerrel
[57, 58]. A tioredoxinfiiggd fehérjék elsédleges feladata
a reaktivoxigén-gyokok és peroxidok semlegesitése,
amelyek a normadl-sejtanyagcsere sordn és nagyobb oxi-
dativ stressznek vagy kornyezeti hatdsoknak, toxinoknak
val6 kitettség miatt keletkeznek. A peroxidok és reaktiv-
oxigén-gyokok eltivolitasaval megakadalyozzik a kiros
molekulik felhalmozddasit, amelyek oxidativ kdrosodast
okozhatnak a sejtkomponensekben, példaul a fehérjék-
ben, a lipidekben és a DNS-ben. Ez a véddszerep kiilo-
nosen fontos olyan helyzetekben, amikor a sejtek nagy
foka oxidativ stressznek vannak kitéve, példaul gyulla-
dés, oregedés vagy kornyezeti toxinoknak valé kitettség
soran [56].

Jelen vannak még a klatrinmedidlt transzportfehérjék
klaszterének elemei, melyek az endocytosis és a sejten
beliili szdllitds funkciéjiban jitszanak szerepet mind fi-
ziolégiai, mind patolégiai folyamatokban [59]. Latszé-
lag ellentmondasba titkozhetiink, hiszen vizsgalatunk-
ban a sejten kiviili vesiculdkat vizsgiltuk, az endocytosis
soran pedig sejten beliili vesiculdk jonnek létre. Az extra-
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cellularis vesiculdk azonban a sejt-sejt kozti kommunikd-
ci6 soran az altaluk szallitott fehérjéket, miRNS-t és
egyéb anyagokat bejuttatjidk a fogado sejtbe. Erre sza-
mos mechanizmus létezik, melyeket két t& csoportra
osztanak: phagocytosis és pinocytosis. A phagocytosis az
endocytosis egy olyan tipusa, amelynek soran viszonylag
nagy (>1 pm) részecskék felvétele torténik, és jellemzGen
a specializdl6dott phagocytak végzik. A pinocytosis ezzel
szemben minden sejtnél elfordul, és altalaban klatrin-
fiiggd endocytosisra, klatrinfliggetlen endocytosisra és
macropinocytosisra osztjak [60, 61].

A gliikéztranszportfehérje-klaszter elemei: kalnexin,
apolipoprotein(a), ’solute carrier family 2’, dolichil-di-
foszfooligoszacharid-protein glikoziltranszferdz, melyek
az akut gyulladasos folyamatok soran az immunsejtek
tokozott cukorfelvételében jitszanak szerepet.

A vizsgalatunkban azonositott fehérjeprofilt ismert
adatbazisokhoz hasonlitottuk, hogy értékeljiik a klinikai
megjelenés szempontjabdl kiillonbozd akut és kronikus
bakterialis gyulladasos folyamatokat. Ebben az esetben
azt taldltuk, hogy a ,,csak kronikus” mintikban azonosi-
tott fehérjék kozott ardnyaiban nagyobb volt a komple-
mentfolyamatokhoz és a protedzinhibitor-aktivitasi fo-
lyamathoz tartozé fehérjék mennyisége, mint a ,,csak
akut” csoportban vagy a Mahendran és mtsai [29] altal
kozolt, a synovialis folyadékban szabadon el6fordulé fe-
hérjék csoportjaban.

Vizsgalatunknak természetesen vannak limitcioi.
Relative alacsony esetszammal dolgoztunk a vizsgilat
alapkutatasi jellege és komplexitdsa miatt, ami befolyd-
solhatja az eredményeket. A kiilonb6z6 csoportok fehér-
jetartalmanak vizsgalatakor azokkal a fehérjékkel foglal-
koztunk, amelyek legalabb a mintak felében jelen voltak.
Elképzelhets, hogy ha ezt a hatart nem 50%-nal hatiroz-
zuk meg, mas eredményt kaptunk volna. Ezenkiviil
kontrollcsoportként csak az irodalmi adatokra tudtunk
hagyatkozni, biol6giai minta a kordbbi vizsgalatok miatt
nem allt rendelkezésre mechanikai protézislazulasbol
szarmazo esetekbdl.

Kovetkeztetés

Tudomasunk szerint ez az els6 kozlemény, mely peripro-
tetikus infekcié sordn a synovialis folyadékbdl izoldlt, ko-
zepes méretd, tobbek kozott aktivalt neutrophil granu-
locytakbdl is szarmazé extracellularis vesiculdk proteom-
jat vizsgalja. Az ortopéd sebészetben a protézistert&zé-
sek diagnosztikdjiban régdéta megvan a torekvés, hogy
megtalaljak az ,,egy legjobb biomarkert”, amely biztosan
kilonbséget tud tenni fertézott és nem fert6zott proté-
zislazulds kozott. Fontos, hogy vizsgilatunk célja nem
egy Ujabb biomarker kivalasztasa volt, hanem az extra-
cellularis vesiculikban szallitott fehérjék bioldgiai folya-
matokban betoltott szerepének dbrazolasa, leirdsa, ami-
vel jobban betekinthetiink a periprotetikus infekcié so-
rin zajlé folyamatokba. Az extracellularis vesiculak sze-
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repe a bakteridlis gyulladdsos folyamatokban esszencidlis
lehet, megismerésiikkel formdlhatjuk a periprotetikus
infekcié diagnosztikdjaval kapcsolatos néz&pontunkat.

Megjegyzés: Az 1. és 2. tablazator a szerz8k készséggel
megkiildik az érdekl6dSknek.

Anyagi tamogatis: A kutatas koltségei az ENDO-Verein
e.V. kutatdsi kihelyezett keretbdl keriiltek finansziro-
zasra.

Szerzoi munkamegosztds: S. 1., S. G.: Kutatdsi metodolo-
gia, mintagyjtés, a statisztika kiértékelése, a kézirat el-
készitése. T. L., S. S., D. L.: Tomegspektrometriai el6ké-
szités, a mérés elvégzése, az adatok Osszesitése, a kézirat
megirasa. A cikk végleges viltozatit valamennyi szerzd
clolvasta és jovahagyta.

Erdekeltségek: A szerzéknek nincsenek érdekeltségeik.
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