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Roviditések jegyzéke

Aktin filamentekhez ko6t6dé LIM (egy cinkujjas doménnel

rendelkez0) citoszkeletalis fehérje

ADAMDEC ADAM-szerii (szecernalt metalloproteinazok csalddjaba tartozo)

AKAP
AKT
ALG
ALIX

ANOVA

AP3B2

APITD1

BAG4

BCL

BCL2A1

BCR

BIRC

BLNK

BOLA3

CAMP
CASK

decysin fehérje

A-kinazt (pl. a PKA kinazt) horgonyz6 fehérje

Szerinre és treoninra specifikus fehérjekinazok csaladja

Az UDP-N-acetilglukézamin transzferaz egyes alegységei

Az ALG2 fehérje interakcidés partnere, mas néven
programozott sejthalal 6 fehérét kotd fehérje (PDCD6IP)
Varianciaanalizis

Az AP3 (egy clathrin adapter fehérje) egyik alegysége
Apoptézis indukalo, TAF9 (RNS-polimeraz-szeri) doménnel
rendelkezd fehérje, mely a centomer komplex tagja, mas néven
Centromer-S

A BCL2 antiapoptotikus fehérjéhez kotddé athanatogén
(apoptozist gatlo) fehérje

B-sejtes limfoma altal kodolt fehérjék csaladja (pl. az
antiapoptotikus BCL2 és BCL3)

A BCL2 fehérje Al interakcids partnere

B-sejt receptor

Baculoviralis TAP (apoptézist gatld) ismétlédést tartalmazod
fehérjék csaladja

B-sejteket 0sszekotd fehérje, egy BCR jeldtvitelben szerepet
jatszo adaptor fehérje

Egy az Escerichia coli BolA DNS-kot6 fehérjéjéhez hasonlito
emberi fehérje

ciklikus adenozin-monofoszfat

Kalcium/calmodulin-fiiggd szerin fehérjekinaz, mely a

szinaptikus ioncsatornak lehorgonyzaséaért felelds.
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Az apoptozis folyamataban fontos szerepet jatszé kaszpazok
csaladja (pl. CASP3, CASPS)

Szuperhélix ("coiled coil") domént tartalmazé fehérjék

Egy CC (két szomszédos cisztein) motivumot tartalmazo
kemokin ligand (pl. CCL2)

A  Gyermekrak Kutatasi Alapitvany (Children's Cancer
Research Foundation) altal a CEM monogrammu paciensbol
nyert akut limfoblasztos leukémia sejtvonal

Sejtfelszini antigének (Cluster of Differentiation, pl. CD9)

A CCAAT enhancer DNS szekvencidhoz kot6do béta fehérje
A kaszpaz 8 és a FADD fehérjék regulatora

Kitindz 3-szerl fehérje

Nikotinerg acetilkolin receptor

Szénhidrat szulfotranszferaz

Konzervalt hélix-hurok-hélix szerkezettel rendelkez6 ubiquitin
kinaz, az kB kinaz komplex része

Az MHC Il molekulak transzaktivatora

A ciliumban elhelyezkedd fehérjék (pl. CIL-7)

A C-tipusu lektin domént tartalmazo6 fehérjék csaladjanak 2B
tagja

Kannabinoid receptor (pl. CNR2)

A szinaptikus vezikuldk exocitdézisdban szerepet jatszo
complexin fehérjék

A cAMP reszponziv elemhez kotodo fehérjék

A lizoszomalis cisztein proteaz cathepsin S

Egy CXC (két kozeli cisztein) motivumot tartalmaz6 kemokin
ligand (pl. CXCL2)

A citokrom P450 komplex tagjai (pl. CYP1A1)

4' 6-diamidino-2-fenilindol, fluoreszcens festék

A Disabled homolog 2 fehérjéhez k6tddo kis G fehérje

Diencephalon/mesencephalon homeobox fehérje
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EGR
ELISA
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EV
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FDR
FGF
FGFR
FIX
FOS

GAMT
Gex
GFPT2
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A dynamin 1 fehérjére hasonlitd, a mitokondriumok hasadésat
szabalyozo6 fehérje

Dezoxiribonukleinsav

Dezoxinukleotidtrifoszfat

Dolichyldifoszfataz

Dynein koénnyt lanc

Korai novekedési valasz fehérje

Enzimkotott immunoszorbens teszt

A tiiskésboriiek mikrotubulusahoz kapcsolédd  fehérjékre
hasonlit6 fehérje

Enoléz

Az epidermalis novekedési faktor tirozinkinaz receptorai (pl.
ERBB4)

Extracellularis jelek altal vezérelt kindzok

A transzporthoz  sziikséges endoszOmalis  osztalyozd
komplexek

Az E26 virussal torténd transzformaciora specifikus
transzkripcids faktorok

Extracellularis vezikula

Evenness interrupted

Az apoptozis folymatidban fontos, a magzati alkohol szindroma
kapcsan megismert receptor

Fca receptor, az IgA osztalyt immunglobulinok receptora.
Téves felfedezési rata (False Detection Rate)

Fibroblaszt novekedési faktor

Fibroblaszt ndvekedési faktor receptor

Négyizl (four-jointed) morfogén

A Finkel-Biskis-Jinkins oszteoszarkoma virus altal kodolt
onkogén emberi megfeleldje.
Guanidinoacetat-N-metiltranszferaz

Génexpresszios rata

Glutamin-fruktdz-6-foszfat transzaminaz



GHRL
GO
GOLPH3L
GPI

GPR
GSEA

GSEA-EM

GTP
HBEGF
HDDC
HIFla
HILS
HIVEP

HLA
HPRT
ICAM
IFIH
IFN
IFT
IGLL
IKBKB
IKBKG

IL
IL17RA
IL411
ITCH

JAK
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Ghrelin és obestatin prepropeptid

Gén ontologia

A Golgi foszfoprotein 3-ra hasonlito fehérje
Glikofoszfatidilinoztiol

GPR68 és GPR 84

Génhalmazok dusulasanak vizsgalata (Gene Set Enrichment
Analysis)

A GSEA modszer eredményének grafikus 4&brazolasara
szolgalo dusulasi térkép (Enrichment Map)
Guanozin-monofoszfat

Heparinhoz k6t6d6, EGF-szer(i ndvekedési faktor

A foszfohidroldzokra jellemzé HD domént tartalmaz6 fehérje
Hipoxia altal indukalt faktor

A spermatidakra jellemz0 linker hiszton

transzkripcids faktor

Human leukocita antigén (pl. HLA-DPA1 és HLA-DPB2)
Hypoxantin-guanin foszforiboziltranszferaz

Intercellularis adhézids molekula

Interferon altal indukalt, helikdz C domént tartalmazé fehérje
Interferon

Intraflagellaris transzport fehérje

Immunglobulin lambda-szert polipeptid

Az NF«B inhibitor kindzanak béta alegysége

Az NFxB inhibitor kindzdnak gamma alegysége, mas néven
esszencialis regulator vagy NEMO kinaz

Interleukin (pl. Interleukin 2)

Interleukin 17 receptor A

Interleukin 4 altal indukalt fehérje

Egy E3 ubikvitin ligdz aktivitassal rendelkez6 homoldgja a
Drosophila Itchy fehérjének

Janus kinaz
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A madar szarkéma virus 17 tranaszformalod genjével homoldg
gén altal kodolt fehérje, transzkripcids faktor alegység

A JUN-B transzkripcios faktort kodolo gén
Fesziiltségkapuzott kaliumcsatorna béta 1 alegysége

Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes

Kruppel-szert faktor

Letalis-3-malignus agydaganatbol izolalt fehérjéhez hasonlo
Az Eppstein-Barr virus latens membranfehérjéje

Limfotoxin A

LysM (lizin motivum) domént tartalmazo fehérje
Mitogén-aktivalt fehérjekinaz

Magnéziumfiiggd foszfataz

Metiltranszferaz-szeru

Mikrofibrillumokhoz kapcsolodo fehérje

Major Facilitator (Major Facilitator) szupercsalad domént
tartalmazo fehérje

Major Hisztokompatibilitdsi Komplex

Mikro-RNS

Kevert sejtvonal kindz domén-szerti fehérje

Matrix metalloproteindz

A ciklin-fiiggé kinaz 6sszeallitasaért felelds faktor, mas néven
MAT (menage a trois) génje

Hirvivé (messenger) RNS

Molekularis mintazatok adatbazisa

Metallothionein 1B

Mikrovezikula

A myelomacytosis Viralis onkogénhez hasonlo fehérje

A myc protoonkogénhez kotddo fehérje

Myosin IIla fehérje

Endonukledz VIII-szerti fehérje

Halozati azonositod

Nuklearis faktorhoz (erythroid 2) hasonl6 3-as faktor

11
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NKAPP
NKX

NLRP

NOD
NPC1
NPM
NR2F2
NSFL
OMV
P2X
P2Y
PAK
PANTHER
PCR
PCSK
PDB
PGAM
PHB
PLA
POLD
PPP1R
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PTX3
PYROXD?2
gRT-PCR
Rab
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Nuklearis faktor k B (NFkB)

Az NFkB transzkripcios faktor inhibitora

NF«B aktival6 fehérje pszeudogénje

NK2 homeobox fehérje, mas néven thyroid transzkripcios
faktor

NACHT (apopotdzist gatlo), LRR (Leucingazdag ismétlodés)
¢s PYD (pyrin) doméneket tartalmazo fehérjét (NALP) kddolod
gén; a NALP3 kozismert neve cryopiron, mely az
inflammaszdéma része

Nukleotid-koto oligomerizacios domént tartalmazo fehérje

A C1 tipusu Niemann-pick betegségben szerepet jatsz6 fehérje
Nucleophosmin

Magi receptort kotéd faktor

N-etil-maleimid erzékeny faktorhoz hasonl6 fehérje

Bakterialis kiils6 membran vezikula (Outer Membrane Vesicle)
X tipusu purinerg receptor

Y tipust purinerg receptor

A p21 altal aktivalt kinaz

Fehérje analizis evolucios kapcsolatok segitségével

Polimeraz lancreakcio

Subtilisin/kexin tipust proprotein konvertaz

Fehérje adatbank

Mitokondrialis szerint/treonin fehérje foszfataz

Prohibitin

Foszfolipaz A

A DNS polimeraz delta alegysége

Fehérje foszfatazt gatld alegységek

Prosztaglandin E receptor

Pentraxin-szer fehéje

Piridin nukleotid diszulfid oxidoreduktdz

Valosidejti, kvantitativ polimeraz lancreakciod

A Ras fehérjecsalad agyi tagja.

12



Ral
Ras

RBKS
RBM
RBMS

RDM

RELB

REPS2

RGS1
RIPK1
RNS
RPMI
RPS26
RUVBL

S1PR
SCD
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SGK
SLAMF

SLC40A1

SMPD

SREBF
SRGN
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Rashoz hasonl6 fehérje

Patkdny szarkdma virusbol nyert fehérjéhez hasonlité kis G
fehérja

Ribokinaz

RNS motivumhoz k6tédo fehérje

RNS motivumhoz k6t6do, az egyszalu lanccal inerakcioba 1ép6
fehérje

RADS52 (a DNS kettds lanctorés hibajavitdsaban résztvevo
egyik enzimre jellemzd) motivumot tartalmaz6 fehérje
Reticuloendotheliosis onkogén B, az NFxB transzkripcios
faktor komplex része

Ral-kot6é fehérjéhez kapcsolodo, Eps (epidermalis novekedési
faktor receptor szubsztrat) domént tartalmazé fehérje

G fehérjék jelatvitelét szabalyozo fehérje

Receptorral kolcsonhatasba 1ép6 szerin/treonin kinaz
Ribonukleinsav

Roswell Park Memorial Institute

Riboszoémalis S26 fehérje

A Borrelia burgdorferi azon génjéhez hasonld gén, amely az
Escherichia coli baktériumot érzékennyé teszi UV fényre és
mitomycinre

Sfingozin-1-foszfat receptor

Sztearoil-konenzim A deszaturaz

Szekretogranin

Szérum és glukokortikoid altal szabalyozot szerin/treonin kinaz
A SLAM (Signalling Lymphocyte Activating Molecule)
fehérjecsalad tagja

Oldott anyagokat szallit6 membranfehérjék (solute carrier)
csaladjaba tartoz6 fehérje, mas néve ferroportin

Szfingomielin foszfodiészteraz

Szterol regulatorikus elemhez k6tddo faktor

Serglycin
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STAT

STX
SWT

SYT
TAB

TBXAS
TCR
THGIL
TMEMb54

TNF
TNFAIP
TNFRSF1A
TNFRSF1B
TOR
TRADD

TRAF
TRRUST

TSG101
T-SNARE

UBE2D4
UBXN

UPB
VPS
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Jelatvive és Transzkripcid aktivald (Signal Transducer and
Activator of Transcription)

Syntaxin

Szintetikusan letdlis a TREX (a DNS 3' vége feldl halado
exonukleaz) feherjével

Synaptotagmin

TGF BETA altal aktivalt kinaz és a MAPK komplexhez k6t6do
fehérje

Thromboxan A szintetaz

T-sejt receptor

Hisztidil-tRNS guanililtranszferaz

Az 54-es szamu transzmembran fehérje, masnéven béta kazein-
szeru fehérje

Tumor nekrézis faktor

A TNF altal indukalt fehérje

TNF receptor szupercsaladd 1A tagja, masnéven TNF receptor 1
TNF receptor szupercsalad 1B tagja, masnéven TNF receptor 2
Torsin feherjecsalad

A TNF receptor 1-es tipusdhoz ko6t6dd, halaldomeént tartalmazo
fehérje

A TNF receptorhoz kt6do faktor

Transzkripcids  szabalyozasi  kapcsolatok, melyekre a
mondatalaptl szovegbanydaszat hivta fel a figyelmet

Daganatra hajlamosit6 gén 101

Oldott allapotd N-metilmaleimid kotodéséért felelds fehérje
receptor célpontja

Az E2D4 jelii ubikvitin-konjugalé enzim

Ubx (az ubikvitindciot szabalyozo fehérjékre jellemz6) domént
tartalmazo fehérje

Béta-ureido propionaz

Vakuolaris fehérjeosztalyozashoz kotodo fehérje
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VTI

WDR
WFIKKN

Whnt

XK
XRCC

ZC3HAV
ZFHX3
ZFYVE

ZMAT
ZMIZ
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Vezikula transzport a T-SNARE fehérjékkel vald kdlcsonhatas
segitségével, illetve az ebben részt vevo fehérjék

WD (triptofan-aszpartat) ismétlddéseket tartalmazo fehérje
WAP (tejsavé savas fehérje), kazal, immunglobulin, kunitz és
NTR (netrin-szerii) doméneket tartalmazo fehérje
Szarnynélkiiliséggel kapcsolatos integracios hely (Wingless-
related integration site)

A Kell vércsoportantigénhez kotédo transzmembran fehérje
Rontgensugarzas altal okozott DNS sériilés hibajavitasa soran
keresztkiegészitd fehérje, masnéven Ku autantigén

Cinkujjas CCCH tipusu antiviralis fehérje

Cinkujjas homeobox morfogén

FYVE (négy ciszteingazdag fehérjére jellemzd) domént
tartalmazé cinkujjas fehérjék

Cinkujjas matrin-tipust fehérje

MIZ (az MSX morfogénhez kapcsolodd fehérjére jellemzd)

domént tartalmazo cinkujjas fehérje
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1 Bevezetés

1.1 Az extracellularis vezikulak (EVK) alapveté jellemz6i
1.11 Az EVEk felépitése

Az EVKk kettés lipidmembrannal kortlvett struktarak (1. abra), melyeket mind
prokariota, mind eukaridta sejtek kibocsathatnak az extracellularis folyadékterekbe [1—
6]. A hatarold lipidmembran eukaridta sejtek esetében hasonld a kibocsatd sejtek
sejtmembranjdhoz, azonban az egyes lipid Osszetevok ardnya — és ezeknek a
sejtmembranra egyébként jellemz6, aszimmetrikus eloszlasa a két réteg kozott — nem
teljesen azonos [1, 4, 7-9].

.
‘ - .

. - 100 n

1. abra: Elektronmikroszkopos felvétel extracellularis vezikulakrol [1].

Fontos kiilonbség egyrészt, hogy az EVK jelentds részének felszinén foszfatidil-
szerin is talalhato [1-7, 10, 11], amely az intakt sejtek foszfolipid kettdsrétegének csak a
belsé oldalan van jelen. Mivel azonban ennek a lipidnek a megjelenésére az EVk
felszinén az EVK kimutatasa soran is gyakran tamaszkodunk, nehéz megitélni, hogy ez a
megfigyelés mennyire altalanos érvényii [12]. Az azonban igen valoszinii, hogy a
foszfatidilszerin kihelyezddése az EVk felszinére nem csak az apoptdzis soran keletkezd
sejt-fragmentumokra jellemz6 — ahogyan az mar joval az EVk leirasa el6tt is ismert volt
—, hanem egy tobb mas EV tipusra is [1-7].

Az EVk membranjat masrészt szamos olyan lipid alkotja, amely a

sejtmembranban csak joval kisebb mennyiségben vagy csak egyes helyeken fordul eld.
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Kiilondsen érdekes megfigyelés, hogy — legalabbis egyes EV tipusok membranjaban — a
koleszterin és a szfingolipidek a sejtmembran lipid tutajaira emlékezteté modon
jelennek meg [8-11, 13]. Tovabbi parhuzam figyelhetd6 meg a sejtmembran egyes
mikrodoménjei — mint példaul a lipidtutajok — és az EVk membranja kozott, ha a lipid
kettosrétegbe meriilé transzmembran fehérjéket vizsgaljuk. Sokszorosan alatdmasztott
tény ugyanis, hogy az EVk felszinén a tetraspaninok (kiemelten a CD9, CD63 és a
CD81) is jelen vannak [1-7, 14, 15], amelyek pedig a sejtmembran tetraspaninpan

gazdag mikrodoménjeinek fontos alkotoelemei.

2. abra: Egy 25 nm atmérdjii EV méretaranyos modellje néhany felszini CD63 és
MHC molekulaval, belsejében pedig két enolazzal és harom miRNS molekulaval
[16]

A tetraspaninok mellett szamos egyéb transzmembran fehérjét (példaul
sejtfelszini receptorokat és MHC komplexet), vagy a lipid kettOsréteghez mas modon

(példaul GPI horgonnyal) kapcsolodo fehérjét is talalunk az EVk felszinén [1-7, 11, 13,
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17, 18]. Ezek jelents része természetesen glikozilalt formaban van jelen [19], amely
tovabbi fehérjék kotddését is lehetévé teszi az EVk felszinére — immar a felszini
fehérjék szénhidrat oldallancain keresztiil [20]. Az EVk belsejében is szamos
citoplazmatikus fehérje talalhaté [1-7, 11, 13, 17, 18], amelyek jelentOségével
kapcsolatban — nehezebb hozzaférhetéségiik miatt — ma még csak igen kevés informacio
all rendelkezésiinkre.

A kett6s lipidmembran altal koriilzart térben a citoplazmatikus fehérjék mellett
szamos metabolitot (példaul szénhidratokat, aminosavakat, alkoholokat, eikozanoidokat
¢és szteran vazas vegyiileteket) is sikeriilt kimutatni EV preparatumok vizsgalata soran
[1, 4, 21]. A legnagyobb érdekldédés az utdbbi években azonban az EVk belsejében
talalhatd OsszetevOk kozil nem a fehérje, lipid vagy szénhidrat tulajdonsagi
Osszetevoket Gvezte, hanem a nukleinsavakat. Az EVk egyes tipusaiban ugyanis RNS,
s6t DNS molekulék is talalhatoak [1-7, 22, 23], amelyek raadasul az EVk révén mas
sejtekbe is atjuthatnak [22-30].

1.1.2 Az EVEk tipusai

Habar az EVk szerkezete igen sok hasonldsagot mutat attol fiiggetleniil, hogy
milyen szdvettani tipushoz, mely fajhoz vagy akar birodalomhoz tartozott a kibocsatod
sejt, mind Osszetételiikben, mind méretiikben, mind a keletkezés modja szerint
rendkiviil sokfélék lehetnek. A legfontosabb EV tipusok kozé sorolhatjuk a Gram-
negativ baktériumok altal kibocsatott kiilsé membran vezikulakat (OMVk), illetve az
eukariota sejtek altal termelt exoszomakat, mikrovezikulakat (MVK), vagy mas néven
mikropartikulumokat/ektoszomakat/membranrol levalo (,,shedding”) vezikuldkat és az
apoptotikus testeket [1, 2, 31, 32].

Az eukariota sejtek altal kibocsatott EVk harom fébb tipusa elsésorban méretiik
¢és keletkezésiik mechanizmusa alapjan kiilonithetd el. Jelentds atfedés figyelhetd meg
ugyan az egyes tipusok mérettartomanyaban, altalanossagban elmondhato, hogy az
exoszomak kortilbeliil 30-100 nm atmérdjlick és a multivezikularis testek exocitdzisa
révén keletkeznek, mig a MVK (100-1000 nm) a plazmamembranrdl valnak le, az
apoptotikus testek pedig — melyeket 1000 nm feletti atmérdjiick — az apoptdzis soran a
sejtmembran kitiiremkedéseibol keletkeznek [1, 2, 4, 7, 31-34].

Tobbek kozott az igen jelentds méretbeli atfedéseknek is kdszonhetden a

szakirodalomban nem teljesen konzekvensen hasznaljak az elnevezéseket €s kiilondsen
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az exoszomak és a MVk kozotti kiillonbségtétel nem mindig torténik meg. Ma mar egyre
inkabb elfogadott azonban az itt is felvazolt némenklatura, melynek haszndlatat a
tudomanyteriilet meghataroz6 tudomanyos testiilete is kivanatosnak tartja [2, 35, 36].

Az extracelluléris folyadékterekben azonban szamos egyéb, akar membrannal is
koriil vett struktura talalhato, amelyeket nem szoktunk az EVk k6z¢é sorolni. Ezek koziil
a struktardk kozil élettani koriilmények kozott is jelen vannak a lipoproteinek,
vérlemezkék, esetleg nagyobb fehérjekomplexek, mig patologids allapotokban akér
virusok, baktériumok és immunkomplexek is megjelenhetnek. Ezek mérete hasonlod
lehet egyes EVk méretéhez (3. abra), ami a kimutatasuk soran komoly technikai
kihivasokat tamaszt [1, 35, 37, 38].

30 - 100 nm 100 nm - 1 ym 1pm-5pum 8-12pum
< > <€ > € > € >
fehérje y
aggregatumok —~— '
virusok baktériumok vérlemezkék

O | Joe—

() ==
o

exoszomak mikrovezikulik apoptotikus testek sejtek

3. abra: Az extracelluldris vezikulik jellemzé mérettartomanya az extracellularis

folyadékterekben eléfordulé egyéb strukturak mérettartomanyaval osszevetve [1]

Ahogy az EVk tanulmanyozasa révén egyre tobb kisérleti eredmény halmozodik
fel, az is vildgos, hogy az extracellularis folyadékterekben talalhatok tovabbi olyan
struktarak is, melyek tulajdonsdgaik alapjan kozel allnak az EVk valamely tipusahoz,
azonban a hivatalos nomenklatura alapjan még nem sorolhatok be biztonsaggal (mint

példaul onkoszomak, prosztaszomak és exoszOma-szerli vezikulak) [39-43]. Az egyes
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EV tipusok kozotti, jelenlegi kiillonbségtétel jogosultsagat mégis aldtdmasztja, hogy
mind az egyes tipusok altal hordozott nukleinsavak szintjén [44, 45], mind fehérjék
szintjén [1, 18, 46-48] sikeriilt olyan kiilonbségeket kimutatni, amelyek akar az egyes
tipusok eltér6 funkciodjara is utalhatnak.

Nem tagadhato azonban az sem, hogy még az egyik legjobban tanulmanyozott
¢és legkonzekvensebben exoszomanak nevezett EV tipus sem teljesen egységes [49].
Hasonloan markans kiilonbségek figyelhetok meg, ha ugyanazt az EV tipust mas-mas
sejttipus [1, 50-53], vagy ugyanazon sejttipus kiilonb6z6 hatasoknak kitett sejtjei [17,
34, 54-61] bocsatjak ki. Elettani koriilmények kozott a szevezetben keletkezd EVk
legkdnnyebben a vérplazmabol kiindulva vizsgalhatoak. Tovabb komplikalja azonban
az EVk kategorizaldsanak kérdését, hogy a vérplazméaban kimutathaté EVk aktudlis
szamaban ¢és aranyaban is igen jelent6s interindiviualis [62] és intraindividualis [63, 64]
kiilonbségek figyelhetok meg. Végiil az egyes betegségekben [65-67] — kiilondsen
daganatos megbetegedésekben [68—76] — jelen 1évé EVk egyedi, a betegségre jellemz6
Osszetevojiik alapjan is felmeriilhetne, hogy kiilon EV tipusokként tekintsiink rajuk [39,
77].

1.1.3 Az EVK kibocsatasanak mechanizmusa

Mivel sem az EVk egyes tipusainak dinamikusan valtozé Osszetétele, sem az
igen nagy atfedéseket mutatd mérettartomanyok nem teszik lehetdvé a konzisztens
kategorizalast, az EVk felosztdsa elsdsorban keletkezésiik mechanizmusa alapjan
torténik [1, 2]. Jelenleg azonban nem minden EV tipus esetén ismertek részletekbe
menden azok a molekuldris szintli események, melyek révén azok képzddnek. A legtdbb
ismerettel talan a legnagyobb méretli EVk, az apoptotikus testek keletkezéséhez vezetd
molekularis 1épésekrdl rendelkeziink. A tudomanyteriilet viszonylag nagy multra tekint
vissza, hiszen mar az 1970-es években hasznaltak az apoptdzis fogalmat [78], amikor az
EVk létezésére még csak néhany szorvanyos megfigyelés utalt [1]. Ennek ellenére még
az apoptozissal kapcsolatos ismereteink sem tekinthetok teljesnek [79-82].

Egyre jobban ismerjiik azokat a jelzéseket, jelatviteli Utvonalakat és enzim-
kaszkadokat, amelyek az apoptozishoz vezetnek. A folyamat végsé fazisaval, maguknak
az apoptotikus testeknek a létrejottével kapcsolatban azonban minden valdsziniiség
szerint tObb fontos dolog is felfedezésre var még. Ilyen érdekes adalék az apoptotikus

testek keletkezésével kapcsolatban az a megfigyelés, miszerint az apoptdzis soran
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hossza gyongyfiizérszerii struktarak fiiz6dnek le a sejtekrdl, amelyek azutan 1000 nm
koriili atmérdji képletekké toredeznek szét [83]. Ez a méret pontosan egybe vag a
kisebb méretli apoptotikus testek mérettartomanyaval. Az az adat ugyanakkor, amely
szerint ezekbdl a kisebb apoptotikus testekbdl hianyzik a DNS, mig a nagyobb méretii
apoptotikus testekben DNS fragmentumok is jelen vannak, felveti annak a lehet0ségét,
hogy az EVk egyes tipusai (nemcsak az exoszomak, hanem az apoptotikus testek sem)
nem tekinthetok egységesnek.

Joval kevesebb ismerettel rendelkeziink arrdl a mechanizmusrol, amelynek révén
a MVk flizédnek le a sejtmembranrdl. Ebben a folyamatban minden bizonnyal kiemelt
szerepet jatszik az aktin sejtvaz és a hozza kapcsolodo fehérjék [1, 33, 84]. Jollehet kis
mennyiségben a nyugvo sejtekbdl is szarmazhatnak MVk, bizonyos hatdsokra révid id6
alatt igen nagy mennyiségii MV szabadulhat fel [1, 33, 85]. A folyamat sebességét
jelezheti, hogy THP-1 monocita sejtvonal sejtjeinek stimulalasa ATP segitségével a
P2X7 receptoron keresztiil 2-5 masodpercen beliill MVKk lefiiz6déséhez vezet [86].

Dendritikus sejteken taldlhatdé P2X7 receptor aktivdldsa szintén MVk
kibocsatasahoz vezet [87], mig egy masik purinerg receptor tipus (P2Y) aktivalasanak
kovetkeztében vérlemezkékbdl szabadulnak fel MVk [88]. A purinerg receptorok
aktivalasa jellemzéen kalcium bearamlasahoz vezet [89-91] és az intracellularis
kalcium-koncentracié novekedése kozvetleniil, vagy jelatviteli elemek foszforillaciojat
eléidézve vezet az MVk kibocsatasahoz [92]. A tovabbi lépésekrél azonban csak
szorvanyos informéciokkal rendelkeziink. Az aktin citoszkeleton szerepe mellett a
PAK1/2 jelatviteli ut [84] és az inflammaszoma aktivacio (kiilonosen az ASC/NLRP3
komplex) jelentésége is ismert [93, 94], de ezek a teljes folyamatnak csak kiragadott
elemei. A MVk képzdédésével kapcsolatos részletek jelentés részének felfedezése még

varat magara.

Valamivel jobban ismertek az exoszémak keletkezésében fontos szerepet jatszo
molekularis mechanizmusok. Ez részben annak is kdszonhetd, hogy a multivezikularis
testek — amelyeknek a belsejében ,,sziiletnek” az exoszomak — mar joval az EVK
felfedezése el6tt ismertek voltak [95, 96], igy tanulmanyozasuk viszonylag hossszh
multra tekint vissza. Az exoszomak betiiremkedését és leflizodését a multivezikularis

testekbe masrészt ugyanaz az ESCRT fehérjekomplex csalad segiti, amelynek az
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endocitozisban, a citokinézisben és egyes virusok kiszabadulasaban van szerepe [97—
101]. Az ESCRT rendszer mellett nagy valdosziniiséggel egyes tetraspaninok [14, 15,
100, 101] és a membranban megtalalhatd lipidek [99-101] is szercoet jatszanak
fontosak az exoszomak keletkezésében.

Az exoszomak belsejében szallitott fehérjék egy része is az ESCRT rendszer
segitségével keriil az endoszomalis sejtszervecske-rendszer egyik fontos elosztopontjara,
a multivezikularis testekre. Ezek a fehérjék jellemzéen ubikvitinaltak és ezt a
poszttranszlaciés modositast ismeri fel az ESCRT rendszer [98-103]. Az ESCRT
rendszer elemei koziil az egyik legfontosabb valdsziniileg az ALIX, amely syndecan és
syntenin fehérjékkel egyiittmiikodve olyan kulcsfontossagi fehérjék exoszomakra
iranyitasat végzi, mint példaul a CD63 [104-107]. Ismert azonban, hogy mas mdédon
akar ubikvitinalatlan fehérjék is beépiilhetnek az exoszomakba, amiben a tetraspanin
mikrodomének jelenléte vagy a fehérjék oligomerizacioja segithet [14, 15, 99, 103].
Végiil nem csak egyes fehérjék keriilnek szelektiven az exoszoémakba, hanem RNS
molekulak is [103, 108, 109], amiben szintén fontos szerep juthat az ALIX-nak [110].

Miutan a megfeleléen célba juttatott fehérjékkel és RNS molekulakkal
megrakottan az exoszomak a multivezikularis testekbe leflizddtek, a multivezikulazis
testeknek el kell jutniuk a sejtmembran kozelébe, majd azzal Osszeolvadva az
exoszomakat az extracelluldris térbe bocsatani. Ezeket a folyamatokat segitik a Rab
[111, 112] ¢és Ral [113] GTPaz fehérjék. A multivezikularis testek Kkitiriilését
eredményez6 jelatviteli utvonalakat szintén igen kevéssé ismerjik [99]. A MVK
kibocsatasdhoz hasonléan az exoszomak esetében is felmeriil a kalciumbearamlas
szerepe [114], de kinaz kaszkadok (példaul a MAPK) [115], a p53 tumorszuppresszor
[116] és CIL-7 fehérje [117] érintettségére utaldoan is vannak szorvanyos adatok.
Ezeknek a jelatviteli utaknak a pontos szerepe az exoszoémak keletkezésében azonban

még tisztazasra var.

22



DOI:10.14753/SE.2018.2007

1.2 Az EVk tanulmanyozasa révén megszerzett ismereteink gyoégyaszati

felhasznalasanak tavlatai

1.2.1 Az EVk jellemzoi, amelyek lehetové teszik, hogy befolydsoljanak élettani

folyamatokat

Az EVk keletkezését szabalyozé mechanizmusokat tehat ma még nem egészen
értjiikk, de az mar a jelenlegi ismereteink alapjan is vitathatatlan, hogy legalabbis
bizonyos Osszeteviiket célzottan iranyitja a sejt az EVk kezdeményeire, hogy késébb jol
koriilhatarolhat6 hatasokra adott valaszként bocsassa ki ket az extracellularis térbe az
EVk ,széallitmanyaként”. Mindez mar Onmagédban elegendé bizonyiték annak
alatamasztasara, hogy az EVk nem csupan zavaro, funkcio nélkiili sejttormelékek,
hanem a sejtekb6l valo szekrécio egyik utvonalat képviselik [33, 118].

Mar az is fontos bioldgiai szerepe lenne az EVk kibocsatasan alapuld szekrécios
mechanizmusnak, ha segitségével csak a feleslegessé vagy veszélyessé valt elemektdl
szabadulhatnanak meg a sejtek. Ez allhat példaul a viralis transzkripci6s faktor LMP-1
exoszomakra iranyitasa [119], vagy a mRNS éréséhez kothetéen, a splicing soran
kivagott RNS darabok exoszomalis jelenléte mogott [120]. Az EVK azonban olyan
valamilyen cél elérése érdekében kell, hogy az extracellularis térbe keriiljenek. Ilyen
fehérje példaul az immunrendszer egyik fontos jelatvivdje, az IL-1B, amely szintén nem
klasszikus szekrécio révén, tobbek kozott EVk segitségével is szabadul fel [86, 94, 121].

Az EVK minden bizonnyal a szoveti faktornak, a véralvadas extrinsic utjanak
szoveti faktor jelenlétének kdszonhetd az is, hogy a vérlemezke eredetli EVk alvadasban
betoltott szerepének leirasahoz kotheté az EVK felfedezése is, hiszen elsdként 1967-ben
szamoltak be EVk jelenlétérol az emberi vérkeringésben [122]. Az akkor még csak
,vérlemezke pornak” nevezett vérlemezke eredeti EVk véralvadasban betoltott
szerepér6l ma mar egyre tobb ismerettel rendelkeziink [123].

Mai ismereteink alapjan nem tulzas azt allitani, hogy az EVk segitségével a
vérkeringésbe juttatott szoveti faktor és az EVk membréanja altal biztositott felszin
egyiittesen felelGs azért, hogy folyamatosan jelen legyen kismennyiségii aktiv thrombin
— és ennek révén aktivalt protein C — a vérplazmaban [125]. Ennek az egyensulynak a

megbomlasa pedig daganatos vagy autoimmun betegségekben — ahol az EVk nagyobb
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mennyiségben vannak jelen a keringésben — ezeknek a betegségeknek a thrombotikus
szovédményeire is magyarazattal szolgalhat [124, 126-130].

Messze talmutat ugyanakkor az EVk jelentdsége még a szabalyozott, célzott
szekrécion is. Nemcsak EVk kibocsatasra képesek ugyanis a szervezet sejtjei, hanem
azok felvételére is [131, 132]. Ezaltal pedig az EVk egy altalanos, komplex
»informaciocsomagok™  kiildését lehetdvé tevd intercellularis kommunikécios
mechanizmusnak tekinthetok [3, 5, 133-139]. A viralis LMP-1 példajan keresztiil
konnyli megérteni, hogy ha a virusfert6zott sejtekbdl kikertl, és az LMP-1 fehérjét
tartalmazod EVk bekeriilnek mas sejtekbe, akkor a molekula a recipiens sejtekre is
hatassal lehet. Valoban vannak kisérletes adatok arra vonatkozdan, hogy exoszomak
segitéségével a viralis LMP-1 atkeriilhet mas nem fert6zott sejtekbe és ott is a
sejtproliferacio iranyaba tolja el az egyensulyt [140, 141]. Kiilon érdekes azonban, hogy
itt egész ,,informacidcsomagrol” van szo, hiszen a viralis LMP-1-et tartalmazé EVk egy
részében a HIF-1a [141] és az ismert médon immunmodulans hatast galektin-9 [142] is
jelen van.

Az EVk belsejében nukleinsavakat is taldlunk, és az el6zdekben emlitett
,informacidécsomagbol” a nukleinsavak sem maradnak ki [140]. Altalanossagban is
elmondhat6, hogy a szakirodalomban igen sok utalast talalunk az EVk belsejében
talalhato RNS molekulak szerepére az iizenetek kozvetitésében [23, 27, 29, 71, 143,
144]. Mi tobb, egyesek szerint az RNS molekulakhoz hasonld jelentGségii lehet az
elsésorban az apoptotikus testek belsejében fellelheté DNS is [22, 28]. A sejtek kozotti
kommunikacioval kapcsolatban a legtobb kozlemény a kis RNS-ek (példaul miRNS-ek)
¢s a mRNS molekuldk szerepével foglalkozik, ¢€s itt szamos konkrét kisérleti
rendszerben sikertiilt is bizonyitani, hogy az EVk altal szallitott RNS-t a recipiens sejtek
nemcsak felvették, hanem valdban hasznositottak is sajat folyamataik szabéalyozésara;
s6t, akar a mMRNS-r6l fehérjék atirasara is [56, 27, 145-147, 25, 148, 149, 26].

Az EVK RNS molekulainak tanulmanyozasaban rejlé lehetdségek mara némileg
hattérbe is szoritottak az EVk felszinén €s belsejében egyarant megtalalhatd fehérjék
iranti érdeklddést. Pedig a virdlis LMP-1 fehérje példajan kiviil szdmos megfigyelés utal
még arra, hogy ezeknek a fehérjéknek is fontos szerepe lehet az EVk altal kozvetitett
intercellularis kommunikacioban. A  daganatokkal kapcsolatos szemléletiinket

alapjaiban valtoztatta meg példaul az a megfigyelés, miszerint daganatos sejtvonalak az

24



DOI:10.14753/SE.2018.2007

EVk kozvetitésével képesek atadni mutans EGFR novekedési faktor receptorukat a
kornyez6 sejteknek (példaul hamsejteknek), minek kovetkeztében az ép genommal
rendelkezd sejtek is tumoros fenotipust nyernek [150, 151]. Elettani koriilmények
kozott is fontos lehet az EVk fehérjeszallitdo szerepe példaul sejtmembranba ékelddd
csatorndk mennyiségének szabalyozasaban, amint azt az aquaporin példdja is mutatja a
vesében [152].

Célkittizéseink szempontjabol kiilonosen érdekesek azok az EVk altal szallitott
fehérjék, amelyek az immunrendszer funkcioiban jatszanak szerepet. A mar emlitett IL-
1B mellett mas citokinek, mint példaul az IL-8 is kimutathat6 az EVk egyes tipusaibol
[148]. Egy masik fontos citokin, a TNF pedig transzmembran forméaban van jelen az
EVk felszinén [163] a T-sejt aktivacié hatékonysagat novelve [153], vagy éppen a
daganatos sejtek elpusztitasat segitve [154]. Nem csak citokineket szallithatnak az EVK,
hanem MHC molekulak is lehetnek a felsziniikon [1, 93, 155-159], amelynek a révén a
kulcsfontossagt immunoldgiai folyamatot, az antigén prezentaciot is befolyasolhatjak
[1, 156, 160-168]. Raadasul az EVk nem csak a peptidet kotott MHC komplexek
atjutasat segithetik mas sejtekre [169], hanem egy sor mas, az immunvalasz

szempontjabol meghatarozo6 sejtfelszini fehérjéét is [170].
1.2.2 Az EVK vizsgdlatinak diagnosztikai jelentdsége

Mivel az EVKk a sejtek kozotti kommunikacié egyik fontos mechanizmusanak
tekinthetdk, mely révén szamos élettani folyamatot befolyasolhatnak, nem meglepd,
hogy megszamlalhatatlanul sok koéros folyamat kapcsan irtak le valamilyen eltérést
veliik kapcsolatban [1, 171, 172]. Az EVK mennyiségében és sszetételében jelentkezd
valtozasok leirdsa egyes betegségekben segithet jobban megérteni az adott betegség
kialakuldsanak mechanizmusat. Még nagyobb motivacié azonban, hogy a leirt eltérések
segitségével pontosabb diagnozist allithatunk fel egyes betegségek korai szakaszaban.
Néhany konkrét betegség esetében igen kozelinek tlinik az EVk Osszetételére alapozott
diagnosztika.

Az EVk egyik legkorabbi ismert funkciojanak, a véralvadas elésegitésének [122]
kapcsan logikus felvetés, hogy az EVk kimutatdsat thromboticus események
diagnosztikajahoz hasznaljak fel [173], ez azonban egyelére még nem terjedt el széles
korben. Sokszorosan alatamasztott az EVk szerepe a keringési rendszer betegségei

koziil az atherosclerosis [174-176], a szivinfarktus [176-178], a szivelégtelenség [179],
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a pulmonalis hipertenzi6 [180] és az agyi ischaemias események [181] kialakulasaban.
Meégis, egyeldre csak korlatozott mértékben sikeriilt aldtdmasztani, hogy példaul a
fehérvérsejt-eredetit. EVk mennyisége képes-e megjosolni az érelmeszesedés
kialakulasanak kockazatat [182], az endotél sejtek altal kibocsatott EVk mennyisége
pedig a szivelégtelenség kimenetelét [179], a pulmonalis hipertenzid stlyossagat [183]
vagy az agyi sériilés kiterjedtségét [181].

A neurologiai korképek koziill nemcsak a cerebrovaszkularis betegségek
esetében meriilt fel az EVk szerepe a betegség kialakuldsaban, hanem példaul olyan
neuroinflammatorikus betegségek esetében is, mint a sclerosis multiplex [184, 185] és
az Alzheimer-koér [186, 187]. Az EVk szerepe az elobbi esetben nem annyira a
diagnozis felallitasakor meriil fel, hanem a betegek klasszifikalasaban és a terapiara
adott valasz kovetésében lehet hasznos a jovében [185]. Az utdbbi betegség
kialakulasaban kulcsszerepet jatszo amiloidot [188] és tau fehérjét [66] egyarant sikertilt
kimutatni az EVk valamely tipusabol. Ez egyeldre inkabb a betegségben szerepet jatszo
folyamatok megértéséhez visz kozelebb, mint egy 4ltalanosan hasznalhato
szlirémodszer megalkotasahoz [186, 187]. Egy tovabbi, a fehérjék konformacidjat érintd
neurologiai megbetegedés-csoportban, a prionbetegségekben az EVk vizsgalata azért
lehet indokolt, mert az EVk a betegség terjedésének eszkozei lehetnek [67, 189].

Az EVk belsejében megbujva tjabb és tjabb sejteket megfert6z6 prionok
viselkedése sokban hasonlit a virusokéra — azzal a kiilonbséggel, hogy sajat
felépitéséhez sziikséges informaciot nem kodol. Erdekes modon nem csak patogén
fehérjék, hanem hidnyos virusok — vagy legalabbis oOrokitdanyaguk részlete — és
retrotranszpozonok is felfedezheték az EVk belsejében [190]. Annak fényében, hogy az
exoszomak keletkezése rdadasul ugyanahhoz az ESCRT fehérjekomplexhez kotddik,
mint a retrovirusok sejtb6l valdo kijutasa [191], és a sejtek altali felvétel
mechanizmusaban is megfigyelhetéek hasonldsagok [192, 193], nem meglepd, ha sok
esetben az EVk vizsgalata 6sszefonodik a virologiaval [38].

Mind a virusfert6zott sejtek [140, 194, 195], mind pedig a patogén baktérium
[196], gomba [197, 198] és parazita [199, 200] fajok és az ezekkel fert6zott sejtek [201—
203] esetében beszamoltak az immunrendszer mikodését, illetve a mikrokdrnyezetet
befolyasold EVk kibocsatasardl [204-206]. A gazdaszervezet és a korokozok kozotti

kiizdelem jobb megértése mellett a fertdzés soran jelenlévé EVk vizsgalatatol a jovoben

26



DOI:10.14753/SE.2018.2007

sok értékes diagnosztikai informaciét is varunk. Ez valdszintisithetd tobbek kozott azon
megfigyelés alapjan, hogy a szepszis kimenetelét az endotél sejtek altal kibocsatott EVk
mennyisége nagy biztonsaggal elérevetiti [207].

Az EVk immunmoduldlé hatdsa nem csak fertdzések soran nyilvanul meg.
Minden valoszinliség szerint szamos immunoldgiai folyamatban, igy az autoimmun
betegségek kialakuldsaban is fontos szerep jut az EVk dltal tovabbitott informacionak
[42, 208-210] és nem véletleniil van jelen nagymennyiségii EV rheumatoid arthritises
[211, 212], SLE-s [213], vasculitises [214] és polimyositises [215] betegek
testfolyadékaiban. Az immunologiai folyamatok figyelemmel kisérésének egy masik
specialis esete a szervatiiltetés utani kovetés. A kilokddés megelézéséhez a lehetd
legkorabban fel kell ismerni a veszélyt. Ennek egyik nem invaziv modja lehet a jovOben,
ha példaul vesedtiiltetés utdn a vizelettel iiriild6 EVk 0Osszetételét — elsésorban RNS-
tartalmat — monitorozzuk [216].

Egy allograft helyzetéhez tobb szempontbol is hasonlit a szemiallograft magzat
helyzete a terhesség sordan. Nem csoda, ha az ¢élettani terhességhez kothetd
immunologiai valtozasok 1étrejottében, a magzattal szembeni tolerancia fenntartidsaban
is felmeriil az EVK szerepe [217-221]. A méhlepény mikrobolyhair6l levald EVk
fontossagat legjobban az mutatja, hogy tobb megfigyelés alapjan koziik lehet a
preeclampsia kialakulasahoz [222, 223]. Elképzelheté ezen kiviil, hogy a fogantatast
megeldzd torténések szabalyozasabol is kiveszik a résziikket az EVk, mégpedig az
petefészek follikulusain beliili kommunikaciot elésegitve [224].

A legnagyobb érdeklédés ma mégis a tumorok altal kibocsatott EVK
vizsgalataban rejlé diagnosztikai lehetdségeket 6vezi [225-228]. A tumor markerek Uj
generacidja sokkal nagyobb specificitdst és szenzitivitast igér az EVk altal szallitott
RNS molekulak vizsgalata révén [225, 228] akar nem invaziv modon vett mintakbol
[229]. Az el6z6ekben mar emlitett, vizelet eredetii exoszomak példaul az egyik
legkevésbé invaziv modon vizsgalhatdo mintat jelentik, melyek az urogenitélis rendszer
megbetegedéseinek pl. daganatainak diagnosztikajat forradalmasithatjak [230, 231]. A
vizeletben talalhaté exoszomak segithetnek példdul a prosztatatrdk minél koraibb
felismerésében [232-235]. Mas tumorok (példaul tiidérak [236], agytumorok [237, 237],
vastagbélrak [238], emlérak [70] vagy petefészekrak [239, 240]) esetében jobb

eredmény érhetd el a plazmaban talalhat6 EVk RNS-tartalmanak elemzésével.
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1.2.3 Az EVK, mint a terdpia eszkioze

Az EVk altal szallitott RNS molekulakkal kapcsolatos ismeretek nemcsak a
biomarkerekrdl alkotott képiinket formalhatjdk at, hanem egy egészen 1) terapias
eszkozt is a keziinkbe adhatnak. Mivel ugyanis az EVk retrotranszpozonokat képesek
szallitani [190] és sok hasonlosagot mutatnak a virusokkal [191], logikusan felmertil
annak a lehetdsége, hogy az extracellularis vezikulak génterapias vektorokként is
felhasznalhatok [241, 242]. A terapias DNS vagy RNS molekulakat elektroporacioval
(nagy valosziniiséggel bizonyos mennyiségi és méretbeli korlatok kozott) sikeriilhet az
EVk belsejébe juttatni [243] és akar siRNS-t is el lehet juttatni a célsejtekhez EVk
segitségével [24, 30]. Egy masik lehetdség, hogy magat a viralis vektort — példaul az

2

adeno-asszocialt virus partikulakat — ,,csomagolju

lipidrétegbe [244].

az EVk membréanjahoz hasonl6

A nukleinsavak mellett mas kémiai tulajdonsagu anyagok célba juttatasa is
szoba johet EVk segitségével. Ezek lehetnek akar gydgyszermolekulak, melyek igy
célzottabban fejthetik ki hatasukat [245-248], vagy akar az EVKk altal szallitott fehérjék.
Ez utobbi, a nukleinsavak helyett fehérjékre koncentrdld megkozelités leginkabb a
egyetlen, empirikusan megvalasztott fehérje EVk belsejébe toltése vezet a legjobb
eredményre, hanem olyan kombinaciok, melyek nagy hasonlésagot mutatnak az
Ossejtek altal kibocsatott EVk tartalmahoz.

Az Ossejt-eredetli EVk felhasznaldsanak lehetdségeit nem véletleniil 6vezi nagy
lelkesedés: a sejt-alapti Ossejt hoz kotheté kudarcok utan az altaluk kibocsatott EVk
hatasa élesztette Ujja a terlilethez flizott reményeket [250-253]. Csak egy kiragadott
példa dssejtek az altal termelt EVk lehetséges hatdsara az, hogy a CD34+ Ossejtek
exoszomai képesek az angiogenezist eldsegiteni, amely jotékony hatasu lehet példaul
anginas betegekben [254]. A traumas agysériilés egyik egér modelljében pedig az
exoszomakon alapulo kezelés eldsegitette a kognitiv funkciok visszatérését [255].

Ahogyan az Gssejtek altal kibocsatott EVk esetében RNS molekulak, tobb
szabalyoz6 fehérje és talan az EVk lipid Osszetevoi is egyarant sziikségesek lehetnek a
szOveti regeneracid elOsegitéséhez, ugyantigy az EVk segitségével torténd
antigénbemutatas is tobb tényez6 egyiittes jelenlétét igényli [163]. Mivel a dendritikus

sejtek altal kibocsatott EVk egyik élettani funkciodja is az antigének bemutatdsa és igy az
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immunvalasz szabalyozasa, nagyon vonzo lehetség, hogy az EVk modositasa révén az
immunvalaszt is befolydsolni probaljuk teljesen 0j vakcinécios stratégiat kidolgozva
[162, 256].

Amennyiben az EVk felszinén talalhat6 MHC molekuldkhoz a fert6z6
agensekbodl [257-259] vagy daganatokbdl [260-263] szarmazo6 peptideket kotiink, a
hagyomanyosnal sokkal hatékonyabb vakcinak hozhatok létre. Igen reménykelté volt
példaul annak a kisérletnek az eredménye, melyben az ilyen modon eléallitott EVk
segitségével egerekben hatékonyan vissza lehetett szoritani a daganatot [264]. A
hatékony immunvalaszt vakcinak mellett ugyanolyan jelentéségii az immuntolerancia
kivaltasa is, melyre példaul szervatiiltetés soran lehet sziikség. Egy ilyen kisérleti
modellben — szintén egerekben — az éretlen dendritikus sejtek altal kibocsatott EVk

segitségével lehetett az atiiltetett szervvel szemben toleranciat kialakitani [265].

1.3 Az EVK klinikai felhasznalasat hatraltaté ellentmondasos Kisérleti adatok
1.3.1 A vizsgalati modszerek korldtai

Elettani jelentSségiikre, valamint diagnosztikai paraméterként és terapias
eszkozként vald felhasznalhatosdgukra utalé beszdmolok latszolag egyértelmiien
alatamasztjdk az EVk alkalmazasanak 1étjogosultsagat a mindennapi 0Orvosi
gyakorlatban [266]. Mégis, a tapasztalat azt mutatja, hogy az EVk hatasat leird kutatasi
eredmények egyelére csak korlatozott mértékben és igen lassan épiilnek be a
klinikumba [267, 268]. Ennek hatterében igen szerteagazo okok allhatnak, de ezek
kozott minden bizonnyal kiemelt szerepe van annak a szkepticizmusnak, amely a
teriiletet 6vezi. Az EVk 1étezését sokaig kétségbe vontak €s a kis, membrannal hatarolt
struktirakat zavaré miiterméknek, sejttormeléknek tekintették [1, 33]. Annak ellenére,
hogy ma mar sokszorosan bizonyitott tény az EVk Iétezése, élettani jelentdségiik
megitélése nagyon valtozo.

Valoban igen sok ellentmondas fedezhetd fel azoknak a kisérleti eredményeknek
az Osszevetése soran, amelyek példaul egy-egy betegségben igyekeznek jellemezni az
EVk tulajdonsagait — felszini markereit, eredetét, mennyiségét [36]. Ennek hatterében
részben az EVk vizsgéalatdhoz rendelkezésre allo technikdk korlatai is allnak. Nagyon
sok esetben a vérkeringésben jelenlévd EVk jellemzését aramlési citométerrel végezték,

melynek az optimalis méréstartomanya alatt marad az EVk tobbségének mérete [269].
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Egy adott detektalt jel akar tobb EV jelének egymasra rakodasa — egy EV raj jele — is
lehet [270], s6t a jelet képzé események nem is feltétleniil a membrannal koriilvett
struktarak, hanem — mint azt munkacsoportunk igazolta — akar nagyobb
fehérjekomplexek is lehetnek [271].

Ma mar léteznek azonban ajanlasok arra vonatkozoan, hogy hogyan lehet
megfeleld mintaelokészités [35, 36, 272—-275], kalibraciok [276-278], higitasi sorok
[270], festékek [279] vagy akar detergenstartalmi kontroll mérések [271]
felhasznalasaval a hagyomanyos dramlasi citometria eredményei alapjan is
megalapozott kovetkeztetéseket levonni az EVk tulajdonsdgaira vonatkozdan. A
technologiai fejlédés révén azonban az aramlasi citometrianak is kezd kialakulni egy
nagyobb érzékenységii valtozata [63, 279-281], mig az EVk kimutatasara egyre tobb 1j
technologia all rendelkezésre [282]. A teljesség igénye nélkiil kiemelkedd lehetoségek
rejlenek az EVk vizsgalatara optimalizalt mikrofluidikai rendszerekben [283-286] és a
nagy ateresztoképességli [287-293], illetve jelolésmentes detektalasi modszerekben
[294, 295], vagy akar az optikai csipesz kihasznalasaban [296]. ElsGsorban a nagy
ateresztoképességli rendszerekbe vald integracid lehetdsége miatt kiilon kiemelendd a
feliileti plazmon rezonancia felhasznalasa az EVk kimutatasara [295, 297, 298].

Az EVk morfologidjardl képalkotd modszerekkel kaphatunk képet, melyek
kozil a krioelektronmikroszkopia [40, 299-301], az elektronmikroszkopos tomografia
[302] és az atomerémikroszkopia [294, 303, 304] tartoznak a leginnovativabb
modszerek kozé. A krioelektronmikroszkopidval elkeriilhetd példaul a fixalas
kovetkeztében kialakuld zsugorodas, igy ma mar magabiztosan megallapithatjuk azt is,
hogy az EVk a keringésben milyen méretiieck és hogy kicsi méretiik nem miitermék
csupan.

A méret és a mennyiség meghatdrozdsdhoz segitségiil hivhatjuk a
nanorészecskék mozgasat elemzé NTA modszert [305], vagy a Coulter-elv
Kiterjesztését a mikrométer alatti mérettartomanyra nanoporusok segitségével [306]. Az
EVk éltal egy néhany nanométeres atmeérdjii poruson vald athaladas kdzben létrehozott
ellenallas-valtozas mérésén alapul a qNano késziilék mérési elve [294, 306], melyet
kisérleteink soran mi is alkalmaztunk az EVk mennyiségének és mérettartomanyanak
meghatarozasahoz. Ez a 1épés alapvetd fontossag ahhoz, hogy az EVk hatésat vizsgalo

kisérletek Osszehasonlithatoak legyenek [307-309]. Mindez talan megcafolhatja azt a
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vélekedést, miszerint a kordbbi, kozvetett mérések alapjdn szadmitva az egész
szervezetben nincs annyi EV, mint egy tipikus in vitro kisérleti rendszerben [310], vagy

hogy atlagosan nem jut egy RNS molekula egy EV belsejébe [311].
1.3.2 Az EV prepardatumok heterogenitasa

Hiaba kapunk egyre megbizhatobb eredményeket az EVk vizsgalatara szolgald
legujabb technologidk segitségével, az eredmények Osszehasonlithatosagénak az is
feltétele lenne, hogy ugyanazokat az EV tipusokat vizsgaljuk. Marpedig élettani
koriilmények kozott a szervezet extracellularis folyadéktereiben a legkiilonfélébb EVk
(példaul exoszomak, MVk és apoptotikus testek), egyszerre vannak jelen [1, 2].
Ugyanakkor a legtobb kisérleti elrendezésben csupan egy adott tipusi EV populacio
vizsgalatat tlizik ki célul. Mig az 4dramlasi citometrids mérésekhez nem kell feltétleniil
megtisztitani és feldusitani az EV tartalmi mintat, addig példaul a nukleinsavak
kimutatasahoz igen [312-314], mely uwjabb nehezitdé tényez6t jelent a késobbi
Osszehasonlitasok soran [315].

Az egyik legelterjedtebb eljards az EVk izoldldsira a nagysebességii
centrifugalds adta lehetdségek kihasznaldsa, de nincs olyan beallitas, amivel egyszerre
az 0sszes EV tipus kinyerhet6 lenne [316-319]. Masrészt azt sem lehet kijelenteni, hogy
egy adott protokoll optimélis lenne egy adott EV tipus izolalasara, hiszen minden
preparatumban tobb EV tipus kiilonb6z6 aranya keveréke van jelen [316-319].
Kiilonb6z6 munkacsoportok rdadasul mas-mdas centrifugadt hasznalnak, kiilonbozd
geometriai jellemzOkkel, ami a rotor paraméterein keresztil szintén jelentOsen
befolyasolja az adott beallitasok mellett izolalt EVk 6sszetételét [320, 321]. Ehhez jarul
még, hogy a centrifugalas soran leiilepednek mas kolloid fazisban talalhato struktirak is,
mint példaul a lipoproteinek [37] vagy fehérjekomplexek [271, 322]. Ez pedig azt
eredményezi, hogy szamos olyan fehérjér6l gondoljuk, hogy az EVk felszinéhez
kotddve vannak jelen az extracellularis folyadékterekben, amelyek valdjaban azoktol
teljesen fliggetleniil, mas makromolekularis struktara részét képezik [323, 324].

Mivel az EVk igen igéretes klinikai felhasznalhatosdga csak akkor keriilhet
realis kozelségbe, ha megbizhatd, jol reprodukalhaté és az egyes munkacsoportok
kozott is Osszehasonlithatd eredményekkel tudjuk alatamasztani az allitasainkat [273].
Nagyon nagy a motivacio az EVk izolalasanak standardizaciojara [35, 36] és az EVk

izolalasanak sikerét befolyasolo tényezok feltarasara [325]. Bar a legjobb mindségii EV
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preparatumokat mai ismereteink alapjan  nagysebességli  centrifugalds  és
stiriséggradiens centrifugalas kombinacidjaval lehet elérni [35, 36, 324, 326-331], a
modszer munka- és idéigényessége miatt az EVk izolalasara egészen mas
megkozelitések kiaknazasa is felmertilt. llyen Gj modszer lehet példaul a méretkizarasos
kromatografia kiilonb6z6 valtozatainak felhasznalasa [332-334], a kolloid fazis
megtorése [335-337], magneses gyongyok alkalmazasa [338] vagy mikrofluidikai
rendszerekben az EVk akusztikai tulajdonsagain alapulé elvalasztas [339]. Ezeknek az
1j modszereknek kétségtelen elénye a gyorsasag és egyszeriiség, ami elengedhetetlen
feltétele annak, hogy egyszer a rutin klinikai gyakorlat része lehessen az EVk vizsgalata

[273, 340, 341].
1.3.3 Az oldott dllapoti jelatvivék hatdisanak figyelmen kiviil hagydsa

Az egyre innovativabb megkozelitéseknek hala, varhatéan sikeriill majd
kidolgozni olyan eljarast, amellyel megbizhatd és reprodukalhatd modon sikeriilhet
minden EV tipust izolalni, vagy legalabb olyan preparatumokat eléallitani, amelyek
csakis egyféle, a keletkezés mechanizmusa szerint élesen elkiiloniilé EV tipust
tartalmaznak, és mas struktirakkal nem szennyezettek. Ugyanakkor az ilyen, kozel
idealis EV preparatumok vizsgalata sem feltétleniil tiikkrozi megfeleléen az EVk in vivo,
szervezeten beliili hatasat, mivel az izoldlt EVk rendszerint valamilyen semleges
pufferben (PBS-ben vagy tenyésztofolyadékban) keriilnek ujra felszuszpendalasra.
Ezzel pedig figyelmen kiviil hagyjuk a ma mar jo ismert, oldott allapotd hirvivd
molekuldk (példaul hormonok, vagy citokinek) szerepét ugyanabban a folyamatban,
jollehet az extracellularis folyadékterekben EVk kiilonb6z6 tipusai és oldott allapotu
hirvivé molekulak egyszerre vannak jelen [1, 2].

Ismereteink nagyobb része olyan kisérleti rendszerbdl szdrmazik, ahol az EVk
hatdsdnak figyelembevételére nem nyilt mod. Ezért az oldott allapotd hirvivd
molekulakkal kapcsolatos ismereteinket is érdemes lehet Ujra attekinteni ennek a
szempontnak a figyelembevétele mellett. Egyelére ugyan nem 4all rendelkezésre
elegendd informécid annak megitélésére, hogy az EVk jelenléte milyen mértékben
képes befolyasolni az oldott allapoti hirvivok hatasat, am minden bizonnyal olyan
tényezordl van szo, mely a kiilonbozo kisérleti rendszerek megfigyelései alapjan levont

kovetkeztetések soran figyelembe veendé.
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1.4 Oldott allapotu hirvivok és EVk kozotti kolcsonhatas lehetosége

1.4.1 EVK lehetséges szerepe oldott dllapotii hirvivék dltal meghatdarozott biologiai

folyamatokban

A keringésben jelenlévé EVk felszine és a vérplazmaban oldott fehérjék kozotti
funkcionalis kapcsolatra az egyik legrégebb oOta ismert példa az EVk korabban mar
emlitett szerepe a véralvadas kezdeti 1épéseiben [122, 124]. Az EVK nem csak a
felsziniikon taldlhatd  szoveti faktor révén segitik a véralvadast, hanem
membranfelsziniik és a membranjukban taladlhatd foszfatidilszerin vazként is szolgal,
hogy véralvadasi kaszkad elemei egymashoz megfelel6 kozelségben helyezkedjenek el
[342, 343]. Az EVk altal alkotott struktiura sokkal hatékonyabban segiti el6 az alvadast,
mintha a szdveti faktor és a foszfatidilszerin 6nmagéban, oldott fazisban lett volna jelen
[342].

Szintén joval az EVk létezésének felfedezése el6tt megismert, oldott allapota
hirvivé molekuldk a neurotranszmitterek, amelyekkel kapcsolatban ismereteink nagy
része olyan kisérleti rendszerekbdl szarmazik, ahol fel sem meriilt a lehetdsége, hogy az
EVk befolyasolhatjdk hatasukat. Pedig ma mar egyre vilagosabb, hogy az idegsejtekbol
is felszabadulnak EVk [344, 345]. Mi tobb, ennek dinamikaja a neuronok glutamaterg
szinaptikus jelatvitelének fiiggvénye [346] és a kibocsatott EVk specifikusan kotédnek
mas neuronokhoz, mig a glia sejtekhez nem [347]. Az EVk ilyen modon RNS
molekulakat vagy fehérjéket szallithatnak mas neuronokhoz, melyek hosszabb tavon
fogjak befolyasolni a fenti sejtek aktivitasat — ezzel egyiitt a neurotranszmitterek
termelését — és hozzajarulhatnak az idegrendszer plaszticitasahoz [344].

Kiilon érdekes megfigyelés, hogy akar a szinapszisok teriiletérdl is
felszabadulhatnak EVk — példaul a preszinaptikus membran teriiletérél az evenness
interrupted (Evi) fehérje segitségével Wnt morfogén glikoproteint szallitd exoszomak a
preszinaptikus membran teriiletér6l [348-351]. Hogy ez a mechanizmus milyen szerepet
jatszik az idegrendszer fejlodésében, még nem tudjuk egészen biztosan [351].
Felvet6dott azonban, hogy az exoszomak nemcsak a szinapszisok kialakuldsat, hanem
azok szabalyozott megsziintetését is eldsegithetik [352].

Szinapszisok nemcsak az idegrendszerben vannak, hanem az immunrendszerben
is: az antigénfelismer6 sejtek (elsésorban T-sejtek, de akar B-sejtek vagy NK sejtek) és

az antigénbemutato sejtek (dendritikus sejtek, makrofagok, B-sejtek) kozott kialakuld
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szoros fizikai kapcsolatot is igy nevezzik [353-357]. A Kklasszikus, T-sejtes
immunologiai szinapszis 1ényegi eleme, hogy egy MHC-peptid epitép komplex és az
azt specifikusan felismer6 TCR melyek révén a szinapszist alkotd két sejt membranja
megfeleld kozelségbe keriil egyméshoz. Ez a tényezd Ilehetévé teszi, hogy a
sejtaktivacio eredményeként a szinapszis teriiletén felszabadul6 citokinek nagy lokalis
koncentracioban, parakrin mdédon hathassanak [355]. Az antigént felismerd sejtek
aktivaciojaban — ¢és ezzel kozvetett modon az oldott allapotd hirvivé citokinek
kibocsatasaban — pedig kulcsszerepe van a TCR és a szinapszisban a kozelében
elhelyezked6 egyéb kostimuldciés faktorok (példaul CD28) altal elinditott
intracellularis jelatviteli folyamatoknak [355, 358].

A TCR aktivitds dinamikajanak vizsgéalata egy, az EVk lehetséges modulald
hatdsa szempontjdbdl egészen érdekes részletre hivja fel a figyelmet. Jollehet az
immunologiai szinapszis korkords —strukturaja alapjan logikus lenne, hogy a
legfontosabb események a kdzépso régidban torténnek, ennek latszolag ellentmond az a
megfigyelés, hogy az antigénfelismerd receptorokrdl elinduld jelatvitel megeldzi a
szinapszis kialakulasat [354, 356, 359, 360]. Mi tobb, a struktura kozepére helyez6d6
receptorokrol mar nem is indul valodi jelatvitel a sejt belseje felé — az a szinapszis
periférigjara jellemz6 —, hanem a TCR multimerjei EVk felszinére keriilve hagyjak el a
sejtet [361]. Egészen nyilvanvaloan megakadalyozza ez a jelenség a talzott
sejtaktivaciot a receptorok szamanak csokkentése révén. Az EVk kibocsatasaval pedig
ugyanez a jelenség talan egy kifelé, mas sejtek felé iranyuld jelatviteli mechanizmust is
képviselhet [362] — ugyantgy, ahogy azt a B-sejtek specifikus antigénnel torténd
aktivalasa utan kibocsatott EVk esetében mar leirtak [363].

1.4.2 Az EVEk jelentdsége az antigének bemutatdsdaban

Az EVK szerepe nem korlatozodik kizardlag a felesleges mennyiségli TCR
multimerek eltavolitdsara az immunologiai szinapszis koézepérdl. Amint azt mar
korabban is emlitettiik, a TCR partnermolekuldjanak tekinthet6é peptid-MHC komplex is
megtalalhato antigént prezentald sejtekbol szarmazo EVk felszinén [155, 156, 159, 166,
364, 365]. Az MHC komplexek EVk felszinére iranyitasaban nagy valoszinliséggel az
EVk fontos jellemzdjének tartott — és az immunoldgiai szinapszis mas elemeinek
megfeleld helyre iranyitasat segité — tetraspanin molekulak (példaul a CD63) is szerepet
jatszanak [366, 367]. Az EVk felszinén talalhato peptid-MHC komplexekben pedig
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hatalmas lehetéségek rejlenek, hiszen nemcsak fert6zé agensekkel, hanem tumorokkal
szemben is igéretes vakcinacios eljarasok alapulhatnak ezen a jelenségen [257-264, 368,
369].

Logikus feltételezés az EVK felhasznalasaval 1étrehozott vakcindk
hatasmechanizmusaval kapcsolatban, hogy egy peptid-MHC komplexet hordozo
membranstruktiura hasonlit egy antigénbemutat6 sejt membranjara. Ezt részben ala is
tamasztjak azok a megfigyelések, melyek szerint egy adott epitop peptidet hordozo EVk
nagy mennyiségben képesek az antigént bemutato sejtet helyettesiteni és a T-sejteket
aktivalni [164-168, 370, 371]. Elettani koriilmények kozott azonban kicsi a
valdszintisége, hogy az EVk olyan nagy mennyiségben legyenek jelen egy T-sejt
kozelében, hogy valoban a sejtmentes antigénprezentacid legyen az MHC molekulakat
hordozé EVk elsédleges funkcidja [372, 373]. Az MHC molekulak mellett raadasul
kostimulacios faktorokra is sziikség van a T-sejtek teljes értékli aktivaciojahoz,
amelyeknek a jelenlétérol EVk felszinén eddig csak kevesen szamoltak be [167, 373].

A mennyiségi problémat at lehet hidalni tobbek kozott a lokalis koncentracio
novelésével. Ilyen megoldas példaul az EVk latex gyongyok felszinére vald rogzitése,
de még hatékonyabb, ha az exoszoémak eleve antigénbemutatasra képes sejtek felszinére
kotédnek, ami egyszersmind a sziikséges kostimulacios molekulakat is biztosithatna
[370, 372-375]. Ilyen antigénbemutatd sejtek lehetnek példaul a dendritikus sejtek
[376], amelyekkel kapcsolatban mara igen sok ismeret all rendelkezésre [162]. A
dendritikus sejtek felszinéhez k6t6d6 EVk egyik lehetséges sorsa, hogy endocitozisra
keriilve lebomlanak ¢és igy az antigénbemutatd sejt immar a sajat MHC molekulajahoz
kotve ismét kihelyezheti a peptid epitdpot a sejtfelszinre [161, 374]. Még érdekesebb az
EVk szempontjabol, hogy nincs is feltétleniil sziikség a peptidek ujra feldolgozasara,
hanem az EVk felszinén mar eleve jelenlévé MHC molekulak a recipiens sejt felszinén
is maradhatnak [170, 377].

Az EVk endocitozisa egyrészt a sejten beliili raktarozdsukhoz is vezethet, mely
lehetdvé teszi, hogy késobb, a megfeleld sejttipussal vald talalkozas és az immunoldgiai
szinapszis kialakulasa soran nagy lokalis koncentraciéban keriiljenek az EVK az
antigént felismerd sejtek kozelébe [378]. Figyelemreméltd, hogy talan a HIV virus is
éppen ezt a jelenséget hasznalja ki a T-sejtek megfertézésére annak kapcsan, hogy az

antigénbemutat6 sejtek az EVkre hasonlité virusokat taroljak, majd akkor zuditjak a T-
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sejtekre, amikor azok szoros fizikai kozelségbe keriilnek [378]. Bizonyos esetekben
masrészt az EVk nem is keriilnek a sejt belsejébe, hanem vagy hosszabb ideig a
sejtfelszinhez kotve maradnak, vagy beolvadnak a sejtmembranba és ennek révén
»atruhazzak” az MHC molekulakat és a rajtuk keresztiil bemutatott peptid epitopokat a
recipiens sejtre. Ez utobbi jelenség a szakirodalomban ,,cross-dressing” néven ismert
[169]. Ugyan az MHC molekulédk atruhazasnak csak az egyik lehetséges modja az EVk
révén torténd atvitel [169, 379, 380], ez a mechanizmus olyan kulcsfontossagu
immunologiai folyamatokban is szerepet jatszik, mint a T-sejtek szelekcidja a
csecsemOmirigyben [169, 381, 382].

Mig az antigént bemutato sejtek altal kibocsatott EVk felszinén talalhaté MHC
molekuldk lehetséges szerepérdl egyre tobbet tudunk, az EVk antigénbemutatdsra
gyakorolt egyéb lehetséges hatdsairol, vagy az antigént felismerd sejtek altal kibocsatott
EVk éltal elinditott folyamatokrdl csak toredékes informaciok allnak rendelkezésre.
Pedig ha az MHC molekulaval rendelkez6 EVk részben helyettesithetik az antigént
bemutato sejtet, akkor logikus, hogy példaul T-sejtek altal kibocsatott EVk is képesek
legyenek kozvetlen sejtaktivaciora [383]. Amit eddig sikeriilt megfigyelni, az inkabb az
exoszomakban talalhato RNS molekuldk — elsésorban pedig miRNS-ek — hatasaval
kapcsolatos: mind B-sejtek [363], mind pedig T-sejtek [384] képesek az antigénnel
torténd aktivaciora adott valaszként EVK szabalyozott kibocsatasara. A T-sejtek altal
kibocsatott exoszomakrol kimutattdk tovabba, hogy a sejtaktivacid révén megvaltozik
RNS-0sszetételiik, igazan hatékony kibocsatdsuk az immunolodgiai szinapszishoz
kotédik és itt az antigént bemutatd partnersejtek fel is veszik Oket [384]. Az
exoszomakkal egylitt felvett miRNS pedig nagy valdszintiséggel szerepet jatszik a
recipiens sejtek valaszanak finomhangolasaban.

Ilyen finomhangolésra lehet példa az immunoldgiai szinapszisban, a T-sejtekbdl
felszabaduldé EVk szerepe lehetséges szerepe a B-sejtek aktivaciojanak szabalyozasaban.
Egy elképzelés alapjdn ugyanis minél tobb, a T-sejtek 4altal az immunoldgiai
szinapszisba kibocsatott EV kotddik egy adott B-sejthez, anndl tobb osztodasra lesz
képes aktivacioja utan [385]. Ebben a folyamatban akar az EVk altal szallitott
nukleinsavaknak, akar a fehérjéknek lehet jelentésége, azonban a pontos molekularis
szintl torténések felmérése minden bizonnyal varat még magira. Annak a

mechanizmusnak a részleteit valamivel jobban ismerjiik, mely révén a CD8+ T-sejtek
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crer

EVk  segitségével tavolabb  elhelyezkedd  makrofagok  citokinszekrécidjat
befolyasolhatjak [386]. Ebben az esetben raadasul az EVk nemcsak az immunologiai
szinapszisban fejtik ki hatasukat, hanem nagy valdszintiséggel valamivel tavolabbi

sejteken is.
1.4.3 Lehetséges kolcsonhatds a citokinek és az EVk kozott

A T-sejtek altal kibocsatott EVk biologiai hatdsat azonban nem érdemes
onmagaban értékelni, hiszen azok oldott allapotu hirvivokkel, citokinekkel egyiitt
keriilnek az extracellularis térbe [1, 2, 31, 387, 388], illetve annak jol koriilhatarolt
részére, mint példaul az immunolégiai szinapszisba. Szamos megfigyelés tamasztja ala
azt is, hogy maguk az EVk képesek kivaltani egyes citokinek felszabadulasat [148, 220,
389-391] — sét, az IL-1p maga is EVk segitségével keriil ki az extracellularis térbe [86,
94, 121]. Mégis, ezidaig igen kevés olyan tanulmany sziiletett, amely az EVk és
valamely citokin egylittes hatasanak megfigyelésére Osszpontositott. Az egyetlen
korabbi, ilyen megkozelitéssel véghezvitt vizsgalat eredményei szerint a T-sejtek,
melyek aktivalt T-sejtek altal kibocsatott EVk és IL-2 jelenlétében indultak osztodasnak,
mas citokineket termeltek a késébbiekben, mint csupan IL-2 jelenlétében [388].

Az IL-2 egy a T-sejtek altal termelt és alapvetden autokrin mdédon hatd faktor,
mely az immunoldgiai szinapszis jol behatarolt terében fejti ki hatdsat, igy a Wahlgren
és munkatarsai altal vizsgalt kisérleti rendszerben is ennek megfelelden valasztottak T-
sejteket mind az EVk forrasaul, mind pedig recipiens sejtként. Recipiens sejt azonban
természetesen akar az antigént prezentalo partner sejt is lehetne, hiszen Mittelbrunn és
munkatarsai azt talaltdk, hogy a T-sejtek az immunoldgiai szinapszison keresztiil
exoszomakba csomagolt szabalyozd RNS molekulakat képesek partneriiknek atadni
[384]. Ez olyan korai megfigyeléseket is uj megvilagitasba helyezhet (felvetve a
citokinek mellett az EVk szerepét), mint az U937 monocita sejtvonalon megfigyelt
valtozasok T-sejtes sejtkultira feliiluszoja hatasara [392]. Nemcsak a kozvetlen
kozelben tartozkodd sejtekre hatnak tovabba az antigén felismerésének kovetkeztében
termelt citokinek, hanem az immunologiai szinapszis teriiletén kivil esd
membranteriiletekrél olyan citokinek (példaul IL-6 vagy TNF) is felszabadulnak,
melyeknek jelentés tavolhatasa is van [355, 393].

A TNF kibocsatasat ugyan jellemzden az antigént bemutatd sejtekhez kotjiik, és

igen fontos a T-sejtekre kifejtett hatasa [394—396], azonban régdta ismert a Szerepe a
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forditott irdnyt kommunikécioban is. Erre példa az a megfigyelés, miszerint a TNF
jelentésen modositja monocitak készségét arra, hogy antigéneket mutassanak be [397,
398] — akar autokrin modon hatva, akar a kozelben éppen aktivalodo T-sejtekbdl az
emlitett modon felszabadulva. Egészen mas modon is befolyasolhatjak tovabba a TNF
fehérjecsaladba tartozo fehérjék az antigének bemutatasanak sikerét kostimulacios
funkciojuk révén [399-401]. Mivel az antigének bemutatasat az EVk is tobb ponton
befolyasoljak [373], logikusan addédik a feltételezés, hogy a két szabalyozasi
mechanizmus kozott 1étezik valamiféle kdlcsonhatas.

Kiilonosen érdekes az EVk és TNF hatdsa kozotti kapcsolat vizsgalata annak
fényében, hogy a TNF el6fordulhat a sejtmembran integrans részeként, EVk felszinén
[153, 154] és oldott formaban is [396, 402, 403]. A TNF hatasa szempontjabol
ugyanakkor egyaltalan nem mindegy, hogy — matrixmetalloproteinazok altali hasitas
utan — valéban oldott hirvivoként vagy membranhoz kotott forméaban van jelen, hiszen
mas jelatviteli Gitvonalak indulnak a kétféle ligandrol [402, 404]. A TNF receptorarol
kiinduld jelzések sejtosztoddshoz, a génatirddas megvaltozasahoz, vagy akar
apoptozishoz is vezethetnek [405]. Kevésbé ismert még, hogy milyen jelatviteli utakat
befolyasol a sejtfelszini TNF receptorként [402, 406]. A TNF receptorai megjelenhetnek
tovabba az extracellularis térben — akar EVk felszinén is [407, 408]. Ez a sejtfelszini
receptorokkal versengve egyrészt egy szabalyozd mechanizmus lehet, masrészt viszont
az IFN péld4jabdl kiindulva a citokin szallitasat is eldsegithetik az EVk felszinéhez
kototten [409].

A direkt kolcsonhatasokon kiviil feltételezhetd az is, hogy a TNF kibocsatasat —
ahogyan mas citokinekét is — szintén befolyasolja az EVKk jelenléte. Ezt tamasztja ala az
a megfigyelés is, hogy T-sejtek altal kibocsatott EVk jelenlétében megvaltozott a
vizsgalt monocita sejtek altal termelt TNF mennyisége [383]. Az egyes autoimmun
betegségekben az anti-TNF biologiai terapiak kiemelkedé hatékonysaga [410—413]
ellenére alig taldlunk az emlitett példan kiviil utalast arra, hogy az EVk jelenléte, vagy
hianya (példaul egy olyan jol bevalt kisérleti rendszerben, ahol a rekombinans citokint
pufferben oldva adtak hozza egy sejtvonalhoz) hogyan befolyasolja a TNF hatasat.

Az extracellularis térben ¢lettani koriilmények kozott egyarant fellelhetd
citokinek és EVk hatasa kozott tehat szamos ponton kialakulhat kapcsolat. Indirekt

bizonyitékok alapjan tigy gondoljuk, hogy ilyen kolcsonhatast kozvetithet a kibocsatas
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segitése, citokinkotés és szallitds a keringésben, versengés a sejtfelszini receptorral, a
citokinek jelatvitelét vagy termelddését befolyasolo sejtfelszini receptorok aktivalasa,
vagy a transzlacid szabalyozasa MIRNS célsejtbe juttatasa révén. Az elméleti
lehetéségen tal azonban nagyon kevés kisérleti adattal rendelkeziink a pontos
mechanizmusokrol. Mérpedig ha valoban képesek az EVk modulalni a citokinek hatésat,
az minden bizonnyal pontosithatna a citokinekrdl, s6t kozvetve az egész immunrendszer
miikddésérdl alkotott ismereteinket.

Kiilondsen fontos lenne a mar ma is sikeresen kiaknazott terapias célpontok
¢lettani szerepét minél pontosabban feltarni, hiszen ez jarulhat hozz4 ahhoz, hogy még
hatékonyabba, biztonsagosabba és akar személyre szabotta tudjuk tenni a terapiat. Ilyen
terapias célpont a TNF is, melynek kiiktatasan alapul az egyik leghatékonyabb kezelés
bizonyos autoimmun betegségekben. Bar a mindennapi orvosi gyakorlat részévé valtak
az ilyen modon hatd szerek, a célba vett citokinekrdl alkotott ismereteink még ma sem
teljesek. A mozaik egy jelentds, de még hianyz6 darabja lehet az EVk hatdsanak

figyelembe vétele a citokinnel kapcsolatos eredmények értelmezésekor.
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2 Célkitiizések

I. A CCRF human T-sejtes sejtvonal kondicionalt médiumaban talalhato EVKk

és citokinek jellemzése

Kisérleteink soran az EVK donor-sejtvonalaként emberi CCRF T-sejtes
sejtvonalat hasznaltunk fel az EVk altal kivaltott sejtélettani valtozasok vizsgalatara. Jol
ismert azonban, hogy az EVk bioldgiai hatasaival kapcsolatos kisérleti adatok igen
ellentmondasosak [36]. Ennek okai igen Osszetettek, am egy nagyon fontos tényezé
lehet az EVk heterogenitasa, aminek kovetkeztében kiilonbozo eljarasokkal mas-mas
tipusu EVk dusulnak fel a kisérletekhez felhasznalt preparatumokban. Masrészt az EVk
kinyerésére &s ,tisztitdsara” szolgédlo eljarasok kozott még ma is a nagysebességll
biologiai aktivitasukat is befolyasolhatja [414]. Az ilyen jellegli torzité hatasok
kikiiszobolésének érdekében adtuk kozvetleniil a T-sejtes sejtkultira feliiluszojat a
célsejtekhez, amelyben feltételezésiink szerint az EVk véltozatos tipusai teljes épségben
megtalalhatoak voltak.

Rogton felmeriil azonban az a kérdés, hogy a sejtfeliiliszo centrifugalds nélkiili
felhasznalasa EVk forrasaként nem torzitja-e mas mitermékek (példaul a sejtek
feliiliszojaba jelenlévd citokinek hatdsa) révén, de ugyanolyan mértékben az
eredményeinket. Ennek kizdrdsara a CCRF huméan T-sejtek kondicionalt
sejtfeliiluszdjanak vizsgalata soran a kovetkezd kérdéseket igyekeztiink tisztazni:

a. Kimutathatok-e egyaltalan az EVk a CCRF sejtvonal kondicionalt
feliiliszdjaban — és ha igen, akkor ezek milyen felszini antigének jelenlétével,
milyen morfologiaval és méreteloszlassal jellemezhetoek?

b. Ultracentrifugalassal eltavolithatok-e a sejtfeliiluszoban talalhatdo EVk, hogy igy
EV-mentes médiumot kapjunk?

c. A CCRF sejtek kondicionalt médiuméban vagy a kililepitett EVk
preparatumaban szamitani kell-e a kisérleteinkben az oldott allapott hirvivok

modelljeként szolgald citokin, a TNF jelenlétére?
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Il. A T-sejtek altal Kkibocsatott EVk és a rekombinans TNF egyiittes
jelenlétének monocita sejtek génatirodasara gyakorolt hatasanak
vizsgalata

Az extracellularis folyadékterekben egyiittesen eléforduld oldott allapota
hirvivok és az EVk kozotti kdlesonhatas vizsgalatdhoz egy kulcsfontossagu citokin, a
TNF szolgalt szdmunkra az oldott allapott hirvivék modelljeként. Az emberi CCRF T-
sejtes sejtvonal altal kibocsatott EVk jelenlétében bekovetkezd génexpresszids
valtozasokat pedig U937 monocita sejtvonal sejtjein figyeltiik meg. A T-sejtek altal
kibocsatott EVk citokin-hatdst moddosité tulajdonsagéval kapcsolatban mar
rendelkezésre allnak kisérletes adatok [388]. Mig azonban a leirt kisérleti rendszerben
az EVk autokrin szabalyozasban vettek részt, az immunvalasz szempontjabol legalabb
ilyen jelentdsége van a parakrin informécidaramlésnak.

A CCRF human T-sejtes sejtvonal sejtfeliiliszojaban talalhato EVk és a TNF
hatasara U937 human monocita sejtvonal sejtjeiben bekdvetkezd génexpresszios
valtozasokkal kapcsolatban az alabbi kérdéseket igyekeztiink megvalaszolni:

a. A TNF, a T-sejtek altal kibocsatott EVk, vagy a két tényezd egyiittes jelenléte

mellett mely gének kifejezodése valtozik meg egy monocita sejtvonal sejtjeiben?

b. A TNF és az EVk hatasanak Osszevetése alapjan hogyan csoportosithatok a

megvaltozott atirddast mutatd gének?

C. A génkifejezddés globalis vizsgalata soran megfigyelt legfontosabb valtozasok

reprodukalhatdak-e az egyedi gének vagy géntermékek szintjén?

d. A szakirodalomban ajanlott differencialcentrifugalasi 1épések segitségével

nyert EV preparatumok valamelyike képes-e reprodukalni a sejtfeliiluszo

jelenlétében megfigyelt legfontosabb valtozasokat?
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I11.A globalis génexpresszios vizsgalat soran megfigyelt valtozasok biologiai
jelentosége
A CCRF human T-sejtes sejtvonal altal kibocsatott EVk ¢és a sejtfeliiluszoban
talalhatd EVk ¢és a TNF jelenlétében megfigyelt génexpresszios valtozasokat
igyekeztiink az egyedi gének szintjén tal a génekhez kothetd bioldgiai funkcid
szempontjabol is vizsgdlni. Ezzel a megkdzelitéssel az alabbi kérdésekre vartunk valaszt:
a. Az egyes kisérleti koriilmények kozott szignifikdns mértékben megvaltozott
atirodast mutatd gének milyen biologiai folyamatokban vesznek részt?
b. A génkifejez6dés globalis mintazata mely bioldgiailag relevans génhalmazok
tagjainak dusulasat mutatja?
c. Egy, a génkifejez6dés megvaltozasdnak mintazata alapjan relevansnak tartott
bioldgiai folyamatot, a kemotaxist hogyan befolyasolja a TNF, a MVK vagy a

két tényezo egyiittes jelenléte?

IV.A  génkifejezodés megfigyelt valtozasaihoz  kotheté  lehetséges
effektormolekulak azonositasa
A TNF hatasanak modulalasa szempontjabol igen érdekes az az irodalmi adat,
miszerint az EVk felszinén TNF receptor is talalhato és ennek révén a citokin
szallitasaban is érintettek lehetnek [415]. Az EVk Gsszetett struktarajabol kovetkezden
azonban szamos egyéb, membranfelszinhez kotott vagy a vezikuldk lumenében talalhatod
fehérje, nukleinsav vagy lipidmediator is szerepet jatszhat az altalunk megfigyelt
valtozasokban. Ennek megfelelden az EVk hatdsmechanizmusanak feltardsahoz az
alabbi kérdések megvalaszolasan keresztiil igyekeztiink hozzéjarulni:
a. Az éltalunk vizsgalt kisérleti rendszerben felvetddik-e a MVk felszinéhez
esetlegesen kotddd TNF jelentdsége?
b. Milyen fehérjék jelenlétére kell szamitani az EVK, illetve a MVk felszinén vagy
belsejében?
c. EVK — vagy kifejezetten MVk — altal szallitott fehérjék hatassal lehetnek-e a
TNF jelatvitelére?
d. Az EVk vizsgalata soran mar leirt génregulatorikus elemek (pl. MIRNS
molekulék) feleldssé tehetok-e CCRF sejtvonal altal termelt EVk hatasaért?
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3 Anyagok és modszerek

3.1 A vizsgalt sejtek és EVK
3.1.1 Sejtvonalak és fenntartisuk

A CCRF-CEM human T sejtvonalat, valamint az U937 és a THP-1 human
monocita sejtvonalakat az ATCC-tdl szereztik be. A sejtkultirakat RPMI
tapfolyadékban (Sigma, Budapest) tenyésztettiik, mely tapoldat 10% magzati borjisavot
(PAA, Budapest), 2mM glutamint, 100-100 U/mL penicilint és streptomycint, valamint
0,5 % ciprofloxacint (Fresenius Kabi, Budapest) tartalmazott 37 °C-on 5 % CO,-ot
tartalmazo 1égkor mellett. A sejtvonalak Mycoplasma-fertézottségét DAPI-festésen

alapulo rendszeres ellen6rzd vizsgalatok elvégzésével zartuk ki.
3.1.2 EV-tartalmu és EV-mentes feliiluszo elédllitiasa

Az EV donbor CCRF sejteket addig szaporitottuk, mig konfluens tenyészetet
nem kaptunk. A kisérletek megkezdése eldtt, miutan a magzati borjusavot tartalmazo, a
sejtkultura novekedéséhez sziikséges médiumot eltavolitottuk és lemostuk, a sejteket
szérummentes, 0,5% ciprofloxacint tartalmazé RPMI tapfolyadékban (Sigma, Budapest)
szuszpendaltuk fel. Az ebben a kdrnyezetben, 0,5x10° sejt/mL-es kezdeti sejtsiirliség
mellett 24 ora alatt keletkezett EVk keriiltek a késObbiekben felhasznalasra.

Az EV-tartalmu sejtfeliiluszot 10 percig 300 g-vel centrifugaltuk, hogy a minden
sejtet letilepitsiink és a sejtmentes feliilluszot hasznalhassuk a tovabbiakban. Az EV-
mentes (kontroll) minta elkészités¢hez a 300g-vel 10 percen keresztiili centrifugéalassal
sejtmentesitett feliiliszot tovabb centrifugaltuk 20 500 g-vel 20 percig, hogy a nagyobb
méretli (és az ultracentirfugalas szempontjabol esetleg sériilékenyebb) EVkK
kitilepedjenek, majd az igy kapott feliiluszot még tovabbi 60 percig 100 000g
ultracentrifugaldsnak tettiik ki, hogy a legkisebb méretii EVk is leiilepedjenek. Az EV-
mentes feliiliszo eldallitasahoz az ultracentrifugalas utan kapott feliiliszot még egy 200
nm-es poérusatmérdji sziirdn (Millipore, Budapest) is atszlrtiik, hogy a centrifugalasi
1épések utan esetlegesen megmaradt néhany EV is eltavolitasra keriiljon. Mivel nagy
nyomast alkalmazva a sziir6 nagyobb vezikuldkat ,,feldarabolhat™ kisebbekre, és ezzel
egylitt EV tormelék keriilhetne a mintdba, ezért szlirést mindig csak a mar lecentrifugalt

mintak feliilluszojan alkalmaztunk €és soha nem alkalmaztunk kiilsé nyomast, hanem
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megelégedtiink azzal, hogy a (maximum 10 cm magas) folyadékoszlop hidrosztatikai

nyomasa juttassa at a feliiluszot a szlirén.
3.1.3 U937 sejtek tenyésztése EVk, TNF vagy a két tényezo egyiittes jelenlétében

Az elézoekben leirt modon nyert EV-tartalmi ¢és EV-mentes kondicionalt
médiumot két-két részre osztottuk. A preparatumok egyik feléhez rekombinans TNF
(Sigma, Budapest) citokint adtunk 10 ng/mL végkoncentracioban. Ilyen modon
Osszesen négyféle kiilonb6zé Osszetételiit kondicionalt médiumot kaptunk, melyeket
U937 sejtekhez adtunk oly modon, hogy megkdzelitleg 10° CCRF sejt 4ltal termelt
EV-t tartalmazd kondicionalt médiumban 5x10° U937 sejtet vettink fel a
torzstenyészetbol. A kondiciondlt médiumok jelenlétében 6-lyuka szovetkulturas
lemezen 24 oran keresztiil 37 °C-on, 5 % CO2-tartalom mellett tenyésztettiik az U937
sejteket, majd 300g-vel 5 percig centrifugalva kiiilepitettiik 6ket és PBS-sel megmostuk
az RNS-izolalas eldtt. A sejtfeliiliszot -80 °C-on taroltuk késébbi ELISA moddszerrel
torténd citokinprofil elemzéshez. A kisérleteket négy, egymastol fiiggetlen ismétlésben

végeztik el.
3.1.4 EV prepardatumok eloallitasa

Az EV-preparatumok izolalasdhoz két kiilonbozo differencial-centrifugalasi
protokollt hasznaltunk. Mindkét eljaras elsé 1épései soran 300g 10 perces centrifugalas
segitségével kitilepitettilk a sejteket a feliiluszobol, majd a sejtes elemek lehetd
legteljesebb eltavolitasanak érdekében a lecentrifugalt sejtfeliiliszot még egy 5 um-es
porusatmérdji sziirén is atszirtiik a sziird feletti maximum 10 cm-es folyadékoszlop
hidrosztatikai nyomasa segitségével. Az igy sejtmentesitett, majd leszlrt feliiluszot
tovabb tlepitettilk 2000g-s centrifugalassal 20 percen keresztiil, hogy a néhany ezer
nanométeres nagysagrendbe esé részecskék (mai tudasunk szerint els@sorban
apoptotikus testek) is eltavolitasra keriiljenek a mintdbol. Az igy kapott feliiliszot ismét
lesztirtiik az el6zdleg leirt modon, de itt egy 800 nm-es porusatmérdji szlirdvel. Az elséd
eljaras soran végezetiill 12500g-vel 10 percig centrifugaltuk az ismételten atsziirt
feliiliszot, amely igy varhatoan elsGsorban mikrovezikulakat (MVK) tartalmazott. Egy
masik eljaras soran a végsé centrifugalasi 1épésben 20000g-t alkalmaztunk 40 percig,
amely mar alkalmas volt a MVk mellett a valamivel kisebb méretli EVk, az exoszomak

kitilepitésére is.
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Mindkét eljaras soran a végsd centrifugalasi 1€épés soran nyert liledéket az
elézéleg mar leirt modon elkészitett EV-mentes, CCRF-eredetli kondicionalt
sejtfeliiluszoban szuszpendaltuk fel, mieldtt az U937 sejtek sejttenyésztd folyadékahoz
adtuk volna 6ket. Ennek, az EVk mikrovezikula csoportjaval dusitott feliiluszonak a
hatasat a teljes EV-tartalmu kondiciondlt médium (a CCRF sejtek tilepitése utan 300g
10 perces centrifugaldssal, majd pedig 5 um porusatmérdjii szlirés utan), valamint a
teljesen EV-mentes sejtfeliiluszo hatasaval vetettiik 6ssze.

A donor ¢s recipiens sejtek aranyat 5:1 korili értéken igyekeztiink tartani,
amennyiben hozzavetélegesen 5 x 10° CCRF sejt altal termelt MV vagy MV és
exoszoma preparatumot adtunk 1 x 10° U937 sejthez. Az igy kapott MV preparatumok
atlagos fehérjetartalma alapjan szamitva, ezzel az eljarassal a CCRF sejtek
tenyésztéfolyadékanak minden mL-je atlagosan 20 pg fehérjét magéban foglalo MV-
preparatumot, vagy MVk és exoszomak 25 pg-nyi keverékét tartalmazta. Az EVk koziil
legnagyobbrészt MV frakciot tartalmazo (10 percig 12500g-vel centrifugalt) preparatum
hatasanak vizsgalatakor 10 ng/mL végkoncentracioban TNF-et is adtunk egyes
mintakhoz, hogy a tisztitott EV frakciok és a TNF kombinalt hatdsat is lemérhessiik.
Ebben a kornyezetben 24 6ran keresztiil 37 °C-on, 5 % CO,-tartalmu 1égkor mellett
tenyésztettiik az U937 sejteket, mieldtt egy 300 g-s 5 perces centrifugalasi 1€pés soran

letilepitettiik és megmostuk dket, hogy RNS-t izolaljunk a sejtes frakciobol.
3.1.5 TNF citokint csak a felsziniikon hordozo MV prepardatumok eléallitasa

Annak vizsgalatara, hogy a TNF és MVk egyiittes alkalmazéasa soran az eltérd
hatasért a MVk felszinére kotodd TNF lehet-e felelds, az izolalt MVk preparatumat 10
ng/mL TNF-et tartalmazé RPMI tenyészt6folyadékban szuszpendaltuk fel és ebben 30
percig tartottuk 37 °C-on. Az inkubacios id6 leteltével a MVKk letilepitése egy 40 percig
tartdé 20000g-s centrifugdlas (itt nem kellett attol tartani, hogy exoszoémak is egylitt
ilepednek) segitségével tortént. Ezt az iledéket ismét szérummentes RPMI
tapfolyadékban vettiik fel (a kiindulasi térfogatnak megfeleldé mennyiségli folyadekot
hozzéadva) és ebben a kornyezetben 24 6ran keresztiil 37 °C-on, 5 % CO,-tartalmu
légkor mellett tenyésztettiik az U937 sejteket. Kontrollként az elézéleg mar leirt modon
izolalt MVk RPMI médiumban felvett preparatuma jelenlétében tenyésztett U937 sejtek

crc

mintdkhoz adtuk hozza, az el6zdleg leirtakhoz hasonldan.
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3.2 Az EV preparatumok mindségellenérzése
3.2.1 Aramldsi citometria

A CCRF sejtek altal termelt EVk felszinén taldlhatd antigének kimutatdsahoz
egy FACSCalibur aramlasi citométer (BD Biosciences, Franklin Lakes, NJ, USA) volt
segitségilinkre segitségével. A miszer bedllitdsait Megamix kalibracidos gyongyok
(BioCytex, Marseille) felhasznalasaval optimalizaltuk, ahogyan az a jelenleg elfogadott
szakmai ajanlasokban és korabbi munkainkban is szerepel [271, 272, 276]. A
kalibraciés gyongyok meéretébdl kiindulva helyeztiik el a kiértékelés soran azokat a
kapukat, melyeken beliil az EVk altal 1étrehozott jeleket vartuk. Ezt a megkozelitést
egészitette ki a szilika kalibracios gyongyok (Kisker Biotech, Steinfurt) hasznalata [416,
417]. A fikoeritrinnel (PE) jelolt, CD63 elleni antitestet és a fluoreszcein-izotiocianattal
(FITC) jelolt, CD9 elleni antitestet a Sigma-Aldrich-tdl rendeltiik; a FITC jelolt
Annexin V-6t, a szintén FITC jel6léssel ellatott CDS, CD71 és CD33 elleni antitesteket,
valamint a PE jeloléssel ellatott CD33 elleni antitestet a BD Biosciences gyartotta.

A fluorokrommal jel6lt Annexint V, illetve a megfeleld antitestek kdtddésére a
megkozelitdleg 5 mL kondiciondlt médiumnak megfelelé mennyiségli EV-t tartalmazo
mintdhoz 1 ul jeloléanyagot adtunk, majd szobahdmérsékleten, sdtétben 20 percet allni
hagytunk. A jelolt mintak aramlasi citometrids vizsgalata soran kozepes aramlasi
sebesség mellett 60 masodpercig szamléaltuk az elére meghatarozott feltételeknek
megfeleld események szdmat. A hattérzaj mértékének megallapitdshoz azt a puffert is
lemértiik, amelyben a mintakat felszuszpendaltuk a festési eljaras soran. Ez az Annexin
V esetében 5 mM EDTA-t is tartalmazd Annexin-kotd puffer volt, mig az antitestek
esetében PBS.

Annak megerdsitésére, hogy az aramlasi citometrids mérés eredményeként
szarmaznak, €S nem fehérje-aggregatumokbol, a kordbban kozolt eredményeinkre
tamaszkodva a mintdk lemérése utan 0,1%-os végkoncentracidban Triton X-100
hozzaadasa utan a mérést megismételtiik [271]. Ez a 1épés a fluoreszcens jelek jelentds
részének eltlinéséhez vezetett, igazolvan a jelek vezikularis természetét. Az igy kapott
eseményszamot az elsé (detergens nélkiili) mérés értékébdl levonva, a felszini antigént

hordoz6 EVk szdmat kielégitd pontossaggal meg tudtuk becsiilni.
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3.2.2 Elektronmikroszkopia

Ahhoz, hogy képet alkothassunk a kisérleteinkhez felhasznalt EVk
morfologiajardl, a kondicionalt médiumokbdl vett reprezentativ mintakat tovabbi 60
percig ultracentrifugéaltuk 100 000 g mellett. Az ultracentrifugalds utan a feliiliszokat
leszivtuk és a kapott iiledéket 4 %-os paraformaldehidet tartalmazé 0,01 M-0s PBS-ben
fixaltuk szobahdmérsékleten, 60 percig. A paraformaldehid oldatot a fixalas végeztével
PBS-sel mostuk ki, majd a mintdkat 1 %-os OsO4 oldatban utéfixaltuk 30 percig.
dehidrataltuk. A dehidratacios 1épés részeként 50 %-0s etanolban oldott 1 %-0s uranil-
acetattal tortént a minta kontrasztozasa 30 percig. Végiil az iiledékeket Taab 812 (Taab,
Budapest) polimerbe adgyaztiik be, melyet 60 °C-on hagytunk megkdtni. Az ultravékony
metszetek elemzése Hitachi 7100 elektronmikroszkop segitségével tortént, amely

Megaview II (Soft Imaging System) digitalis kameraval volt felszerelve.
3.2.3 Coulter-elv szerinti részecskeszamlalds

Annak érdekében, hogy felmérhessiikk, milyen méreti EVK vannak jelen a
kisérleteinkhez hasznalt EV-tartalmt sejtfeliiliszoban, valamint azt megerdsitendd,
hogy az EV-mentes feliillusz6 valoban nem tartalmaz vezikularis struktirakat, a
kondicionalt médiumot a gqNano (IZON Science, New Zealand) késziilékkel is
vizsgaltuk [294, 418]. A részecskék szamat harom percen keresztiil szamoltuk 200 nm-
es (NP200) és 400 nm-es (NP400) porusatmérdjii nanopérus-membranok két oldala
kozott 1étrehozott 10 vizcentiméteres nyomaskiilonbség mellett. A membran két oldalan
1évd folyadékkamrak kozotti potencialkiilonbséget 0,1 és 0,25 V kozotti értékre
allitottuk be, amivel stabil 100 nA korili aramerdsséget tudtuk elérni. A mérési
eredmények a rendszer egyensulyi allapotaban keriiltek rogzitésre, amikor a részecskék
véletlenszerli mozgasabol eredd atlagos zajintenzitds 12 pA alatti értéken stabilizalodott,
a részecskék megkozelitdleg egyenletes sebességgel haladtak at a poruson €s nem
tapasztaltunk a porus eltémdédésére utalo jelet.

A részecskék méretére vonatkozd becslésekhez az NP200-as jelli membranhoz a
CPC200B kalibracios gyongyoket hasznaltuk (4tmérdjik modusza 203 nm), mig az
NP400-as jeli membranhoz az SKP400D gyongyoket (atmérék modusza 335 nm), a

gyartd ajanldsai alapjdn ugyanabban az elektrolitban higitva, mint a mérni kivant

47



DOI:10.14753/SE.2018.2007

részecskék (jelen esetben RPMI médiumban 1:10 000-es higitasban). Mind a
nanoporus-membranokat, mind a kalibracios gyongyoket az IZON Science-tdl rendeltiik.
Azokban a kisérletekben, ahol az EV-mentes sejtfeliilluszd mindségét kivantuk
ellendrizni, a mérni kivant mintdhoz is adtunk ismert mennyiségli referenciagyongyot
(az SKP400D Kkalibracios gyongydket 4,5x10" részecske/mL-es végkoncentracidban),
majd igy is megismételtiik a mérést, hogy kizarjuk annak lehetdségét, hogy csupan a

nanoporus eltémodése miatt nem észleltiink nanorészecskék jelenlétére utald jeleket.
3.2.4 Az EV-prepardatumokat szennyezd TNF jelenlétének kizardasa

A CCRF sejtek kondicionadlt médiumédban vagy az EV preparatumokban
esetlegesen megtalalhato TNF mennyiségét TNF DuoSet ELISA development kit (R&D
Biosystems) segitségével ellendriztik. Az ELISA vizsgalat kivitelezése soran a gyartd

ajanlasai szerint jartunk el.

3.3 Az EVK jelenlétében tapasztalhat6 biolégiai valaszok vizsgalata
3.3.1 RNS izolalas

Az U937 sejtek teljes RNS-tartalmanak kivonasa egy "PureLink Total RNA Kit"
(Ambion Life Sciences, Budapest) segitségével tortént, a gyartd utasitisai szerint. Az
RNS tisztasaganak és integritdsanak ellendrzésére "Bioanalyzer RNA chip" (Agilent,
NanoDrop spektrofotométerrel mértiik le a gyarto altal RNS meghatarozasahoz ajanlott

beallitasok mellett.
3.3.2 Génexpresszios microarray vigsgadlat

A jeldlt cRNS az Agilent Low Input QuickAmp Kit segitségével késziilt a gyarto
ajanlasai szerint, amely aztan egy 4 x 44 k Whole Human Genom oligo microarray
(Agilent) lemezre keriilt a globalis génexpresszids valtozasok kimutatasa céljabol. A
génexpresszids microarray vizsgalat eredményeinek értékelése az aldbbiakban
részletezett modon tortént. A tanulmdnyban szerepld génexpresszids vizsgalatok
eredményeként kapott minden adatot elérhetévé tettiink az NCBI Gene Expression
Omnibus (GEO) [15] adatbazisan keresztiil és igy az adatbazis GEO Series feliiletén a
GSE47897 (http://www.ncbi.nIm.nih.gov/geo/query/acc.cgi?acc=GSE47897) azonositd

révén barki altal elohivhatok.
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3.3.3 gRT-PCR

A microarray modszerrel kimutatott globalis génexpresszidés valtozasok
megerdsitésére az egyedileg is szignifikdns valtozasokat mutaté gének koziil a
jelentdsebbek kifejezodését valosidejii PCR-rel is vizsgaltuk. Az RNS izoléalasa utan a
reverz transzkripcidhoz a 40 pL térfogati reakcidelegy 2 puL RNS-t, 5 mM
random primereket (Promega) és 2 uL MuLV reverz transzkriptdz enzimet (Roche,
Budaors) tartalmazott, mely a reakcidelegyben 50 U/uL aktivitassal birt. A reakcidkat
Perkin Elmer DNA Thermal Cycler 480 tipusi PCR késziilékben kiviteleztik a
kovetkezd beallitasok mellett: 42 °C 40 perc, 99 °C 5 perc, majd 20 °C 5 perc. A
kvantitativ valdsidejii PCR reakciokban a HPRT (bels6é kontrollként szolgald héztartasi
gén), CD36, CD82, CNR2, IL8, CCL2, CXCL2, NPC1, ICAM1, MMP9, ¢s SMPD3
génekrol atirodo mRNS-hez tervezett Tagman probakat hasznaltuk fel az egyes gének
kifejezoddésének vizsgalatara. Az egyedi gének kifejezO0désének mértékét Applied
Biosystems 7900HT Fast Real-Time PCR késziilék segitségével vizsgaltuk, a kovetkezd
beallitasok mellett: 20 perc 95 °C-on, majd 40 cikluson keresztiil 1 masodperces 95 °C-
os denaturdaci6 utdn, 20-20 masodpercet hagytunk a bekdtddésre €s a

lancmeghosszabbitasra; mindkettét 60 °C-on.
3.3.4 U937 sejtek altal termelt citokinek mennyiségének mérése

Ahhoz, hogy kimutathassuk, vajon a génexpresszios valtozasok a fehérjék
mennyiségében is képesek valtozast eredményezni, az U937 sejtek feliiliszdjaban
talalhato IL-8 és CCL2 citokinek koncentraciojat ELISA moddszerrel mértik. 1L-8
DuoSet ELISA development kit (R&D Biosystems, Biomedica, Budapest) illetve egy
Human MCP-1/CCL2 ELISA kit (Sigma, Budapest) segitségével az emlitett citokinek

crer

3.3.5 Kemotaktikus aktivitds felmérése

A THP-1 human monocita sejtvonal kemotaktikus valaszat egy NeuroProbe®
MBB 96 kamra (NeuroProbe, Gaithersburg, MD, USA) segitségével hataroztuk meg. A
kemotaxis vizsgalat megkezdése eldtt az U937 sejteket izolalt MV-preparatumok
jelenlétében tenyészettiik, TNF hozzdaddsa mellet, vagy anélkiil. Ezutan az U937
sejteket haromszor megmostuk (300g-s, 5 perces centrifugalas utan PBS-ben vettiik fel
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a sejteket), annak érdekében, hogy a MVkat teljes mértékben eltdvolitsuk a mintabol. A
stimulalt (EVk és/vagy TNF jelenlétében tenyésztett) vagy stimuldlatlan U937 sejtek
kondicionalt médiumat egy — a rendszer als6 kamrajaként szolgalo — 96-lyuku
mikrotiter-lemez egyes lyukaiba helyeztiik. A feliiliszot tartalmazoé alsé kamratol egy 5
pum-es porusatmérdji polikarbonat membran (NeuroProbe) valasztotta el a THP-1
sejteket tartalmazo felsé kamrat.

A két kamra kozott a sejtek szabadon kozlekedhettek 3 oran keresztiil, mikdzben
a rendszert 37 °C-on tartottuk, 5 % CO,-tartalom mellett. Az inkubaciods id6 leteltével a
pozitiv kemotaktikus valaszt add — tehat az alsé kamraban talalhato — sejtek szamat az
alamarBlue® (Invitrogen, Carlsbad, CA, USA) eljaras segitségével hataroztuk meg. A
sejteket 8 oOran keresztill tartottuk a festék jelenlétében, 37 °C-on és 5 % CO»-tartalom
mellett, majd egy LS-50B Luminescence Spectrometer (PerkinElmer, Waltham, MA,
USA) fluoreszcens moédra is képes lemezolvasd segitségével, 570 nm-es excitacios és
585 nm-es emisszios hullamhosszak beallitasa mellett mértiik a mikrotiter-lemez egyes

lyukainak a sejtszammal ardnyos fluoreszcencia-intenzitasat.

3.4  Adatelemzés
3.4.1 A microarray adatainak statisztikai értékelése

A génexpresszids microarray lemezrél leolvasott fluoreszcenciaintenzitasi
adatokat az Agilent altal fejlesztett GeneSpring GX szoftver segitségével alakitottuk
génexpresszios értékekké és az adatelemzés elsé 1épéseként ennek a szoftverenek a
statisztikai értékelését hasznaltuk fel. A mintakat négy csoportba sorolhattuk a recipiens
sejteket ért hatasok alapjan. A kontroll csoport azoknak az U937 setjeknek a
génexpresszidjat mutatta, melyek EV-mentes médiumban és TNF hozzaadéasa nélkiil
novekedtek. Egy-egy csoportot alkottak azok a mintak, melyek TNF vagy EVk
jelenlétében novekvd U937 sejtekbdl szarmaztak, mig a negyedik csoport mind EVKk,
mind pedig TNF hatasanak ki volt téve. Mindegyik csoportba harom-harom, egymastol
fliggetlen kisérletbdl szarmaz6 minta tartozott.

A tovabbi statisztikai elemzés soran azokat a géneket vizsgaltuk, ahol legalabb
az egyik oligonukleotid szonda fluoreszcenciaértékei tobb mint kétszeres
génexpresszids valtozdst mutattak (akar novekedést, akar csokkenést) a kontroll

csoporthoz képest €s az intenzitds értékének leolvasdsa sordn nem keletkezett
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hibaiizenet. Ezeknek a génexpresszids valtozasoknak a statisztikai jelentoségét egyutas
ANOVA teszt segitségével allapitottuk meg, Tukey-féle post hoc teszttel, és a
tObbszoros hipotézisekre vonatkozé Benjamini—Hochberg-féle korrekcioval kiegészitve.
Statisztikailag szignifikansnak értékeltiik azokat a génexpresszios valtozasokat, ahol a

korrekcid utani p érték 0,05-nél kisebbnek bizonyult.

3.4.2 A génkifejezodés szignifikdns valtozasahoz kéthetd funkciondlis kategoriak

keresése

A szignifikdns génkifejezddésbeli eltérések altal befolyasolt bioldgiai funkciok

azonositasahoz a PANTHER adatbazis (http://pantherdb.org/) [419, 420] gén ontologiai

csoportositasat (GO), illetve a Reactome adatbazis (http://www.reactome.org/) [421,

422] fogalmi haldzatat vettikk figyelembe. Az érintett gének fehérjetermékei kozotti
fizikai kapcsolatok lehetdségét, koexpresszids kapcsolatokat, valamint a kozos

funkcionalis doméneket a GeneMania [423-425] platform (http://genemania.org/)

segitségével térképeztik fel. Az EVk jelenlétében szignifikans mértékben csokkent
atirddast mutatd géneket szabalyozé miRNS molekulakat a miRWalk 2.0 [426, 427]

adatbazisa (http://zmf.umm.uni-heidelberg.de/apps/zmf/mirwalk2/) segitségével

igyekeztiink azonositani, az egyes transzkripcios faktorok altal szabalyozott géneket

pedig a RegNetwork [428] (http://www.regnetworkweb.org/) és a TRRUST [429]

(http://www.grnpedia.org/trrust/) adatbazisokbol kérdeztiik le. Keresésiink soran csak a

kisérletesen validalt célpontokat vettiik figyelembe.
3.4.3 Génhalmaz alapu elemzés (GSEA)

Az egyedi gének kifejezOdésében kiilon-kiilon megfigyelhetd valtozasok
statisztikai elemzése mellett azt is vizsgaltuk, hogy kiillonb6zd gének funkcionalisan
Osszetartozd csoportjainak expresszidja vajon egylitt valtozik-e. Ez az alternativ
megkozelités abbol indul ki, hogy ha egy kornyezeti tényezd hatasara olyan
génexpresszios valtozasok kovetkeznek be, amelyek eldsegitenek egy adott funkciot,
akkor az abban szerepet jatszo gének koziil tobbnek is egyiranyba fog valtozni a
kifejezddésének mértéke. Ha ezzel szemben a funkciondlis csoportnak csupan néhany
eleme valtozik, vagy a valtozasok irdnya nem egyhangt, akkor valdsziniibb, hogy az

.....

biologiai funkcioval csupan véletlenszerli egybeesés.
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A Gene Set Enrichment Analysis (GSEA) [430] modszeren alapul a Broad
Institute honlapjan szabadon hozzaférhetd webes szolgaltatas

(http://www.broadinstitute.org/gsea/index.jsp), melynek a GSEA v3.1 verzigjat

hasznaltuk adataink elemzéséhez. Az eljaras részeként a vizsgalt elemeknek az egyes
csoportok kozotti véletlenszerli Osszecserélésével jonnek létre azok a csoportok,
melyeket a statisztikai elemzés kontrollként tud felhasznalni. Az egyes elemek a
fenotipusos és a genotipusos csoportok kozott is kicserélhetok, de mivel esetliinkben
csak négy kiilonbozé fenotipusos lehetdséget vizsgaltunk, a szoftver fejlesztdinek
ajanlasaival 6sszhangban minden GSEA elemzésben a genotipusok alapjan végeztiink el
1000 permutaciot a statisztikai hipotézis ellenérzése soran.

A funkcionalis géncsoportokat (gene sets) a Molecular Signatures Database
(MSigDB v.3.1) [431] adatbazisbdl toltottiik le, az adatbazis c2, c3, ¢4 és c5 részeire
koncentralva. Nem hasznaltuk fel az elemzésben azokat a géncsoportokat, melyekbe
kevesebb, mint 15 gén tartozott, mivel itt nagyon kicsi a GSEA mddszer statisztikai
ereje; sem pedig az 500 génnél tobbet tartalmazd csoportokat, hiszen ott aranytalanul
megnodvekedett szamitisi igények mellett is nagyon nehéz lett volna statisztikai
szignifikanciat elérni. A megmaradd géncsoportok kozil vélasztottuk ki azokat,
melyekben 25% alatti téves talalati arany (False Detection Rate, FDR) és 5 % alatti
nominalis p érék mellett is szignifikans mértékben dusultak fel az egyiranyba valtozo
gének. A Molecular Signatures Database c5 részében a gén ontoldgiai fogalmak alapjan
Osszeallitott listak talalhatok, a c3 részben pedig a miRNS molekulak és transzkripcids

faktorok altal ismert modon szabalyozott géncsoportok.

344 Az egyedi génekre JOsszpontosito kisérletek eredményeinek statisztikai

értékelése

A microarray eredmények statisztikai elemzésén tul egyutas ANOVA modszert
hasznaltunk az ELISA és a valosideji PCR eredmények, valamint a kemotaktikus
mérések kiértékeléséhez. Mivel itt az alacsony esetszdm miatt nem lehetett normal
eloszlast feltételezni, az elemzés soran Kruskal-Wallis tesztet hasznaltunk Dunn-féle
post hoc teszttel kombinalva. Ezeknek a statisztikai elemzéseknek a kivitelezésében a

GraphPad Prism v4 szoftver volt segitségiinkre.
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3.45 Az EVk és MVk altal szdllitott fehérjék, illetve miRNS molekulak azonositisa

Az EVKk altal szallitott fehérjék és miRNS molekulak csoportjat az EVpedia [432,
433] adatbazisbol kérdeztik le. A MVk fehérjekészletének 0Osszeirasahoz a
szakirodalomban k6zolt nagy  ateresztOképességli  vizsgalatok  eredményeire
tamaszkodtunk. Az ,.,exosome” vagy ,,exosomes”, ,,microvesicle” vagy ,,microvesicles”
vagy ,,microparticle” vagy ,,microparticles” €s ,proteome” vagy ,,proteomics” vagy
,»mass spectrometry” keresOszavak kombinacidi segitségével a PudMed adatbazisbol

(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed) let6ltott cikkek koziil azok adatait hasznaltuk fel,

melyekben — metodikajuk alapjan feltételezhetéen — valdoban MVk alkottak a vizsgalt
minta nagyobb részét. Kizartuk tehat az egyetlen nagysebességu (100 000g-s)
ultracentrifugalasi 1épést alkalmaz6 cikkeket az elemzésbdl, és eldnyben részesitettiik a
10 000g ¢és 40000g kozotti centrifugalassal kitilepitett struktardkat vizsgald
tanulmanyok adatsorait. Kiilon kezeltiik azt az egy cikket, melyben a MVk forrasaul

ugyanaz a CCRF-CEM T-sejtes sejtvonal szolgalt, mint a mi kisérleti rendszertinkben.
3.4.6 Adatbazislekérdezések automatizaldsa és az azonositok megfeleltetése

A microarray vizsgalat elemzése sordn kapott adattdmeg strukturélt tdrolasahoz
és lekérdezéséhez Python v2.7 programnyelven [434] irt szkripteket hivtunk segitségiil.
Hasonloképpen, a MVk fehérjekészletével kapcsolatban 0sszegylijtott adatok kezelésére,
az egyes cikkek fehérjekészletének Osszehasonlitdsdra és az abrazolashoz sziikséges
formatumba Ontéséhez is Python nyelven irt szkripteket alkalmaztunk. Az automatizalt
lekérdezések eredményeinek értékeléséhez sziikséges statisztikai teszteket a SciPy
programcsomag fliggvényeivel végeztik el. A MVk fehérjekészletének részeként
azonositott fehérjékrdl elérhetd informaciok UniProt adatbazisbol torténd automatizalt
letltéséhez és az adatbazisfajlok beolvasasahoz a BioPython programcsomag [435]
megfeleld komponenseit hasznaltuk fel. A kiilonbozé forrasok 4ltal hivatkozott
azonositok kozotti megfeleltetésben a UniProt adatbazis ID mapping szolgaltatasat
hasznaltuk, melynek eredményeit szintén a BioPython programcsomag fliggvényei

segitségével dolgoztuk fel.
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3.5 Az eredmények szemléletes abrazolasa
3.5.1 Egy EV méretardanyos modelljének abrazoldsa

A — szamitasi kapacitasbeli korladtok alapjan valasztott — 25 nm atmérdji,
lipidmembranbol és néhany fehérje, illetve RNS Gsszetevobdl all6 EV méretaranyos
modellének elkészitéséhez a Takamori és munkatarsai [436] altal modellezett
szinaptikus vezikulabol indultunk ki. A lipidmembran elkészitéséhez 3100 db
foszfatidilkolin molekulat helyeztiink el egymastdl atlagosan 0,56 nm-re, de leglabb 0,4
nm-re a kiils6 membranrétegnek megfeleld gomb mentén, mig 1600 foszfatidilkolin
molekulat a bels6 membrannak megfeleléen a Packmol szofver [437] segitségével. Az
igy kapott PDB fajlt a PyMol modellezéprogram [438] segitségével jelenitettiik meg és
szerkesztettiik.
térszerkezeti adatok hianyaban — a legkdzelebbi rokon fehérjének, a CD81-nek is
csupan a nagy extracellularis hurok térszerkezetét sikeriilt eddig meghatarozni — a
Swiss-Model [439] segitségével kialakitott konformacioban abrazoltuk. Az MHC
térszerkezetét a PDB adatbazis 10GA azonositoju bejegyzése alapjan rajzoltuk fel [440].
Az enolaz 1 enzim szerkezetét a 2PSN azonositdju bejegyzés (Hyo és munkatarsainak
nem kozolt eredménye) alapjan abrazoltuk [441]. Az EVk belsejében egyik
leggyakrabban kimutatott miRNS molekula, a let-7 miRNS Ago-1 fehérjével alkotott
komplexének szerkezetét a 4KRF azonositoju bejegyzésbol emeltiik ki [442]. Hogy az
abran egy még latvanyosabb RNS hurok is megjelenhessen, az 1A4D azonositoju,

bakterialis 5S RNS molekula modelljét is elhelyeztiik az EV belsejében [443].

3.5.2 A génkifejezodés alapjan hasonlonak mutatkozo csoportok hdtérképes
dbrazolasmaodja

A génexpresszios valtozadsok szemléletes megjelenitésére  hdtérképes
abrazolasmodot (heatmap) is alkalmaztunk a GeneSpring szoftver beépitéett funkcioi
egyikének segitségével. Ehhez az abrazoldsmodhoz az egyes géneket hierarchikus
klaszterezés segitségével csoportositottuk a Pearson-féle kozponti hasonldsag érték és a
kozéppontok Osszekdtésének szabalya felhasznalasaval. Az egyes klasztereket,
melyeken beliil a génexpresszios valtozasok mintazata nagy hasonldésagot mutat, egy "k

atlag" klaszterezési algoritmus segitségével hoztuk 1étre.
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3.5.3 Egyes fehérjék kozotti kapcsolatok hdlozatos dbrdzoldsa

A vizsgalt gének kapcsolatrendszerének szemléletes megjelenitésére haldzatos
abrazolasmodot alkalmaztunk, mely halozatokat a Cytoscape v3.4.0 segitségével
készitettiik el [444, 445]. Tlyen abrak késziiltek a GeneMania szfotver segitségével
megalkotott koexpresszids és fizikai interakcios héalozatokbdl, illetve egyes gének és
funkcionalis kategoriak kozotti kapcsolatok abrazoldsakor is. A GSEA modszer alapjan
a génexpresszios valtozasok altal leginkabb érintett ontoldgidk szemléltetésére a
Cytoscape Enrichment Map (GSEA-EM) plugin-jét hasznaltuk [446]. A GSEA-EM
altal eldallitott halozatok az alapértelmezett beallitdsokkal késziiltek (p értékének
kiiszobe 0,005; FDR kiiszobe 0,1; atfedési koefficiens 0,5, kombinalt konstans 0,5).

Mivel a gén ontologiai fogalmak gyakran atfednek egymaéssal, vagy ala-folé
rendeltségi viszonyban vannak, a biologiai funkciok szempontjabdl az eredmények
gyakran redundansak. A redundancia csokkentése €s a tObbszOrOsen alatdmasztott
eredmények kiemelése érdekében a GSEA modszer altal szignifikdnsnak tartott
ontologiakbol a Cytoscape Wordcloud plugin-je [447] segitségével készitettik el a
szofelhdket, és a szavak egyiittes el6fordulasi gyakorisdgat szemléltetd halozatot.

Az EVk belsejében leirt fehérjék és a TNF jelatviteli utvonal KEGG
adatbéazisban (Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes,

http://www.genome.jp/kegg/) nyilvantartott tagjai kozott feltatelezheté funkcionalis

kapcsolatokat a Cytoscape program KEGGscape plugin-je segitségével abrazoltuk.
3.5.4 Tadblazatok és grafikonok

Az adatsorok tablazatos megjelenitéséhez €s egyes grafikonok elkészitéséhez a
Microsoft Office Excel 2007 tablazatkezelot alkalmaztuk. A gén ontologiak
megoszlasat mutatd kordiagrammok és a génkifejezddés mértékét kiilonbozd kisérleti
elrendezésekben bemutatd szordsdiagrammokat a Python programnyelvet kiegészitd
Matplotlib szkriptek [448] segitségével késziiltek.

Az egyedi gének kifejezddését, fehérjetermékek mennyiségét, illetve a
kemotaxis mértékét jelzo grafikonok a GraphPad Prism v4 szoftverrel késziiltek. A
MVk egyes tanulméanyok altal kozolt fehérjekészlete kozotti atfedéseket a Cytoscape
program beépitett Venn és Euler diagramm készité funkcioja segitségével abrazoltuk. A

konnyebb értelmezhetdség kedvéért az igy kapott abrakat leegyszerisitve kozoljiik.
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4 Eredmények

4.1  CCRF human T-sejtes sejtvonal kondicionalt felilluszéjanak jellemzoi
4.1.1 Az EVk jelenlétének kimutatasa a sejtvonal feliiluszojaban és jellemzoik

Az EVk jelenlététnek kimutatdsara alkalmas egyszeri modszer az aramlasi
citometria, mely sordn az EVk felszinén ismert modon el6forduld antigénekhez
kapcsolodo fluoreszeens jelolés segiti a detektalast. Aramlasi citometrias eredményeink
alapjan a CCRF human T-sejtes sejtvonal feliilluszojaban valoban megtalalhatéak voltak
olyan struktirak, melyek felszinéhez kot6dott az annexin V, illetve jelen volt rajtuk
CD63, CD71 és CD33 is. Csak alacsony mértékben sikeriilt CDS5 jelenlétét kimutatni,
CD9-re pedig az altalunk vizsgalt struktirak negativnak bizonyultak (4. abra). Azt,
hogy ezeket a jeleket valoban membrannal koriilhatarolt vezikuldk eredményezték, a
munkacsoport altal korabban kidolgozott [271] differencial detergens lizis segitségével
bizonyitottuk. Az EVk felszinéhez k6t6do, jelolt molekulakbol szarmazo jel eltiint 0,1%
Triton X-100 jelenlétében, ami alapjan kijelenthetd, hogy a kimutatott antigének

valoban membrannal hatarolt, vezikularis struktirakon voltak jelen.
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4. abra: A CCREF sejtek altal kibocsatott EVK felszinén kimutathaté antigének. A
fekete kontur jeloli az elsé mérés soran kapott fluoreszcenciaintenzitas-hisztogramot,

Sziirke vonal jeldli a 0,1% Triton-X hozzaadasa utan tapasztalt jelintenzitast. [387]
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Az EVk jelenlétének a jellegzetes antigéneket hordozd struktiraknal még
erdsebb bizonyitéka, ha sikeriil kozvetleniil képet alkotni rdéluk. Ehhez iiledéket
sziikséges nyerni az EVk forrasaul szolgalé folyadékbol. A CCRF sejtek kondicionalt
médiumaban talalhatdé EVk tovabbi jellemzéséhez tehat 24 oran keresztiil tenyésztettiik
a sejteket, melyekbdl ez alatt az id6 alatt szabadon keletkezhettek EVk. A kondicionalt
médiumbol differencidlcentrifugalast végeztiink, és a 100 000g-s ultracentrifugéalassal

nyert iiledéket vizsgaltuk elektronmikroszkoppal.

1 um

5. abra: 100 000g-s  ultracentrifugalas iiledékében  talalhaté EVK
elektronmikroszkopos képe [387]

A vizsgalt iiledékben valdban lathatok EVk, amelyek a centrifugélas ellenére
szemlatomast sértetlen allapotban vannak (5. abra). Jol lathato, hogy szamos kerek,
folytonos kettds lipidmembrannal koriilvett és kozepes elektrondenzitasti anyaggal
kitoltott struktara keriilt az tiiledékbe, amelyek tobbsége megkozelitdleg a MVk
mérettartomanyaba esik. Elvétve lathatok az iiledékben kisebb, csésze-alaku, de szintén
folytonos membrannal koriilvett struktarak is, melyek morfologiajuk és méretiik (100
nm koriili atmérdjiik) alapjan exoszomaknak felelhetnek meg.

A CCRF sejtek EV-tartalmt feliiliszojanak egy részét IZON gNano késziilék
segitségével is lemértiik az elektronmikroszkopos képek tanulsaga alapjan valasztott
NP200-as ¢és NP400-as membranokon. Ezzel a modszerrel a Coulter-elvnek

megfelelden kisméretli részecskék szamat és méreteloszlasat lehet vizsgalni. Az NP200-
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as membran optimalis mérettartomanyaban a 150 nm-es atmérénél nagyobb, de
tobbségében 400-600 nm-nél kisebb részecskék detektildsara nyilik mod. Igen kevés
részecskét (és elsésorban a felsé mérettartomany-hatar kozelében) sikeriilt detektalni,

ezért a tovabbiakban az NP400-as membrannal mért eredményekrdl lesz szd

részletesebben.
e EV-tartalmu feliilaszo
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6. abra: A CCRF sejtvonal altal kibocsatott EVK méreteloszlasa. 1zon gNano

késziiléken, NP400-es membrannal mérve [387].

Az NP400-as membran tapasztalataink szerint 250 nm-t6l kozel 1 pm-ig képest
a részecskék szamanak meghatarozasara. Ebben a mérettartomanyban sikertilt is
detektalni a CCRF sejtek feliiliszojaban talalhatdo EVk egy jelentds részét (6. abra),
melyek tobbsége a 350 nm koriili modusz atmérd alapjan feltételezhetéen MV. A
részecskeszamlalas eredményeibdl kiindulva 1 ml sejtfeliiliszoban a MVKk mennyisége

mintegy 2x10° nagysagrendiire becsiilhetd.
4.1.2 Az EVk sikeres eltavolitasanak ellenorzése

Az ultracentrifugalassal EV-mentesitett sejtfeliiliszoban sem aramlasi
citometridval, sem elektronmikroszkopiaval, sem pedig a Coulter-elven alapulo
részecskemérés segitségével nem voltak kimutathatok EVK. Aramlasi citometrias
méréseink sordn az annexin V hozzdaddsa utdn észlelt események szama alig

kiilonbozott a detergens lizis utani eseményszamtol.
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7. abra: A CCRF sejtek EV-mentes feliiliszojanak ,,spike-in” mérése. CCRF sejtek
60 percig 100 000g gyorsulassal ultracentrifugalt feliiluszojat kalibracidés gyongyokkel
dusitva (EV-mentes feliiliszd) kalibraciés gyongyoket szurt tenyésztofolyadékban

felvéve. Izon qNano késziiléken, NP400-es membrannal mérve [387].

Azt kizarando, hogy a jelek hianya méréstechnikai miitermék lenne, a Coulter-
kalibracios gyongyot is adtunk. Ezeket a gyongyoket a vart méreteloszlas mentén €s az
ismert koncentraciotartomanynak megfeleld mennyiségben sikeriilt detektalni. Ha a
kalibracios gyongyoket tartalmazdé EV-mentes médiumban mérhetd jelekbdl kivonjuk
az ires RPMI médiumban felvett kalibracidos gyongydk jelét (azaz a gyongyok altal
adott komponenst), akkor az alapvonalat kapjuk vissza (7. abra). Ez alapjan kijelenthetd,
hogy a 60 perces, 100 000g-s ultracentrifugalason alapuld vezikulamentesitési
eljarasunkkal valoban eltavolitasra keriiltek az EVk, és ez a sejtfeliiliszé valoban

felhasznalhato viszonyitési alapként.
4.1.3 TNF kimutatdsa az EV preparatumokbol

Logikus felvetés, hogy akar maguk az EV-k, vagy éppen az EV-mentes
feliiluszo is tartalmazhat citokineket — kiilonds tekintettel a TNF-re. Annak
ellendrzésére, hogy a CCRF human T-sejtes sejtvonal feliiliszdja valoban tartalmaz-e
TNF citokint, a kisérletek soran felhasznalt preparatumokat ELISA modszerrel
TNF jelenlétét a CCRF sejtek feliiliszdjaban, de szignifikans kiilonbséget nem talaltunk
a feliiltiszo, illetve az egyes EV frakciok TNF-tartalmaban (8. abra).
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8. abra: A CCRF sejtvonal feliiliszéjabol izolalt EV tipusok TNF citokintartalma.
A sejtmentesitett feliiliszo jelolése ,,S/N”, az EV-mentesitett feliilluszo az ,,EV-free

S/N”, mig az ,,AB” apoptotikus testeket jelol (ELISA) [387].

4.2 A CCRF T-sejtes sejtvonal altal kibocsatott EVk és a TNF kombinatorikus

hatasa az U937 monocita sejtvonal génexpressziojara

4.2.1 A vigsgalt tényezok jelenlétében szignifikdans transzkripcios viltozdst

elszenvedd gének azonositdsa

Az U937 human monocita sejtvonal sejtjeinek globalis génexpresszids
valtozasait microarray modszerrel vizsgalva tobb, statisztikailag szignifikans valtozast
mutaté geént és lokuszt taldltunk. A kontroll mintdhoz képest legaldbb kétszeres
génexpresszios valtozast mutatd (tehat biologiailag szignifikansnak tekinthetd) és jo
mindségli fluoreszcens jelet add génszondak koziil egyutas ANOVA analizis alapjan
202 valtozasa bizonyult statisztikailag szignifikansnak (p<0,05), melyek 154 egyedi
génhez vagy genetikai lokuszhoz kothetOk. Ennek a 154 génnek a kifejez6désében
bekovetkezd valtozasok iranyat (ndvekedését vagy csokkenését) egy Venn-diagramon is
abrazoltuk (9. abra).
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9. dbra: Szignifikins mértékben megvaltozott kifejez6dést mutatéo gének szama
EVK, TNF vagy a két tényezé egyidejii jelenlétében. A nyilak a génexpresszios
valtozas iranyat mutatjak, a nyilakba és a Venn diagram teriiletére irt szamok pedig az

adott halmazba tartozo elemek mennyiségét jelolik [387].

A kontroll minta (EV- és TNF-mentes feliiluszo) hatasaval paronként
Osszehasonlitva az egyes kezelések hatdsat, azt talaltuk, hogy TNF hatasara 80, EVk
hatasara 82, kombinalt kezelés hatisara pedig 83 gén kifejez6dése valtozott meg
statisztikailag szignifikdns mértékben. Ebbdl az EVk hatasara novekedett az atirddasa
43 génnek és csokkent 39 génnek. A TNF jelenlétében ezzel szemben 61 gén esetében
fokozott atirodast tapasztaltunk, mig csak 19 olyan gént talaltunk, melyeknek
szignifikdnsan csOkkent az atirodasa. A két tényezd egyiittes jelenlétében a TNF
jelenlétében megfigyeltekhez valamelyest hasonlé modon 57 gén atirodasa fokozodott,

mig csupan 26 gén kifejezddése csokkent.
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10. abra: Statisztikaliag szignifikans mértékben befolyasolt gének Kifejezodése
kiilonboz6 kisérleti elrendezésekben. S6tét pontok és sziirke boxplot jelolik az dsszes
gén mérési eredményét magaba foglalod hatteret, mig szines pontok (pirossal a pozitiv,
kékkel a negativ vaétozasok) és fekete boxplot jelolik az adott kategdriaba esé génekhez

tartozd probak esetében mért értékeket.

Az esetek tobbségében hasonld iranyu volt a valtozas akkor, ha t6bb mint egy
kisérleti elrendezésben talaltuk szignifikans mértékben megvaltozottnak egy adott gén
atirodasat (10. abra). A 154 génbdl csupan 2 kivételt talaltunk, ahol az EVk jelenlétben
csokkent, mig TNF, vagy EVk és TNF jelenlétében nétt a génatirddas. Azonositottunk
tovabba 13 olyan gént, amelynek a kifejezodése mindharom kisérleti elrendezésben
valtozott a kontrolhoz képest. A legnagyobb atfedést a TNF és az EVk és TNF egyiittes
jelenlétében tapasztalhatd valtozasok kozott taldltuk (46 gén), mig csak 3 olyan gént
talaltunk, melyek EVk hatasara és TNF hatasara is megvaltozott atirddast mutattak, de a
kombinalt kezelés hatdsara nem.

Az EVk éltal befolyasolt gének koziil a nagy tobbség (51 gén) atirddasa csak
EVk jelenlétében valtozott, mig a TNF hozzdadasa mintegy kioltotta ezeket a
valtozasokat, €s a 82 génbdl csak 26 gén esetében figyelhettiink meg az EVk altal
kivaltottakhoz hasonlé hatdsokat akkor, ha a TNF is jelen volt a rendszerben. Ebbdl a
26 génbdl 13 kifejezddését maga a TNF is hasonlé mddon befolyasolta, mint az EVKk,
igy csak 13 génrdl lehet kijelenteni, hogy valoban az EVk hatadskomponensét képviseli a
kombinalt kezelés esetén. Ezzel szemben all a TNF hatdskomponensének tekinthetd 46
gén, melyeket a TNF és a kombinalt kezelés hatasa egyarant befolyasol. Minddssze 10
olyan gént talaltunk, melyek kifejezédése a két tényezd egyedi jelenléte mellett nem

valtozott statisztikailag szignifikans modon, hanem csak kombinacidjuk jelenlétében.

62



DOI:10.14753/SE.2018.2007

1. tablazat: A microarray vizsgalat alapjan szignifikans valtozast mutaté gének

[387].
Génregulacio | Jelatvitel Metabolizmus | Vezikula |Egyéb
transzport
Csak EVk| DMBX1, CNR2, ALG14 AP3B2, LYSMD1,
jelenlétében fel | HILS, NEIL1, | ERBB4, CPLX3, NPC1,
RPS26, SMPD3, MYO3B, |WFIKKN1
SWTL, UBXNS SCG3,
ZC3HAV1 SYT11
Csak EVk| BOLA3, APITD1, GAMT, DYNLL1, |CLEC2B,
jelenlétében le | FIX1, CXCL14, METTL10, IFT46, L3MBTLS3,
NSFL1C HDDC3, THGIL MFAP4, | MFSD3, SCD,
MNATL, VPS4A, | TMEMb54, XK
MYCBP, VPS54,
PCSKS5, VTI1B
TBXASI,
UBE2D4
Csak EVKk és PPP1R15A, KLF6
TNF TOR3A
jelenlétében fel
Csak EVk és| RDM1 GOLPH3L | ABLIM1,
TNF CCDC121,
jelenlétében le L3MBTL1,
SLC40A1
Csak TNF | ZFHX3 CD36, EML1,
jelenlétében fel CD48, STX1A
CD74,
IL4I1,
NFKBIE,
TNFAIP6
Csak TNF | POLD3, BLNK, CTSS CCDC11,
jelenlétében le | ZMAT1 ICAMS SRGN
EVk és EVK és | ZFYVE26 CD82, DOLPP1
TNF WDRS81
jelenlétében fel
EVk és EVK és | NKX2-1 AKAP7, MT1B
TNF MDP1,
jelenlétében le NKAPP1
TNF és EVK és | IFIH1, BCL3, CHST2, ADAMDEC1,
TNF NFE2L3 BIRCS, GFPT2, MFSD2A,
jelenlétében fel CASK, PYROXD2, MMP9
CHRNAG, |UPB1
CXCL10,
CXCL11,
CXCL3,
EGR2,
ETS2,
GHRL,
GRP84,
HBEGF,
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Génregulacio | Jelatvitel Metabolizmus | Vezikula |Egyéb
transzport
TNF és EVK és HLA-DPAL,
TNF HLA-DPBL,
jelenlétében fel ICAML,
(folytatas  az IL8,
el6zo oldalraol) KCNAB1,
NFKB2,
NFKBIA,
NR2F2,
PTGERA4,
PTX3,
REPS2,
S1PR2,
SGK1,
SLAMFS,
TNFAIP3
TNF és EVK és | RBM22 CD160, IGLL1
TNF FOS,
jelenlétében le PLACS
Minden HIVEP1L, BCL2AL1, CYP1A1 CHI3L1
esetben fel RBMS3 CCL2,
CXCL2,
FCAR,
GPR68,
RELB,
RGS1
Minden RBKS IGLL5
esetben le
Ellent- ZMIZ3 IL17RA, STX11
Mmondasos PLA2GA4C,
CITA

Az egyes kisérleti valtozok altal befolyasolt konkrét géneket kigyijtve (1.
tablazat) elmondhatd, hogy az EVk és TNF ellentétesen befolyasoljak a CIITA és
ZMIZ3 géneket, minek kovetkeztében az EVk jelenlétében nd, EVk és TNF egyiittes
jelenlétében pedig csokken az atirodasuk. Mindharom kezelés csokkenti az IGLLS és a
RBKS gének atirodasat és noveli a BCL2Al1, CCL2, CHI3L1, CXCL2, CYP1A1,
FCAR, GPR68, HIVEP1, RBMS3, RELB ¢és RGS1 génekét.

A TNF ¢és az EVk egyiittes jelenléte esetén megfigyelt valtozasokkal
kapcsolatban alapvetéen a TNF hatasa érvényesiil az ADAMDEC1, BCL3, BIRCS,
CASK, CHRNAG, CHST2, CXCL10, CXCL11, CXCL3, EGR2, ETS2, GFPT2, GHRL,
GRP84, HBEGF, HLA-DPAL, HLA-DPB1, ICAML1, IFIH1, IL8, KCNAB1, MFSD2A,
MMP9, NFE2L3, NFKB2, NFKBIA, NR2F2, PTGER4, PTX3, PYROXD2, REPS2,
S1PR2, SGK1, SLAMF8, TNFAIP3, UPB1, CD160, FOS, IGLL1, PLACS8 ¢és RBM22
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gének esetében. A két tényezo egylittes jelenléte mellett az EVk tehetdk feleldssé ezzel
szemben a CD82, DOLPP1, WDRS81, ZFYVE26, AKAP7, MDP1, MT1B, NKAPP1 és
NKX2-1 gének atirodasanak megvaltozasaért. Csak az EVk és a TNF egyiittes jelenléte
befolyasolja azonban a KLF6, PPP1R15A, TOR3A, ABLIM1, CCDC121, GOLPH3L,
L3MBTL1, RDM1 ¢és SLC40A1 gének kifejezddését, melyek szignifikans valtozasat
nem sikeriilt kimutatni EVk és a TNF egyediili jelenlétében.

Eppen forditott a helyzet az IL17RA, a PLA2GAC és a STX11 gének esetében,
melyek atirddasat a két tényezé egyiittes jelenléte nem befolyasolja, hanem csak kiilon a
TNF ¢és kiilon az EVk. A CD36, CD48, CD74, EML1, IL411, NFKBIE, STX1A,
TNFAIP6, ZFHX3, BLNK, CCDC11, CTSS, ICAM5, POLD3, SRGN ¢és ZMAT1
esetében a TNF szintén csak egymagaban képes befolydsolni a gének kifejezddését, mig
az EVK egyidejl jelenléte mellett nem. Még tobb gén esetében figyelhetiink meg
hasonl6 jelenséget csak EVk jelenlétében. Az ALG14, AP3B2, CNR2, CPLXS3,
DMBX1, ERBB4, HILS, LYSMD1, MYO3B, NEIL1, NPC1, RPS26, SCG3, SMPD3,
SWT1, SYT11, UBXNS8, WFIKKN1, ZC3HAV1, APITD1, BOLA3, CLEC2B,
CXCL14, DYNLL1, FIJX1, GAMT, HDDC3, IFT46, L3AMBTL3, METTL10, MFAP4,
MFSD3, MNAT1, MYCBP, NSFL1C, PCSK5, SCD, TBXAS1, THG1L, TMEM54,
UBE2D4, VPS4A, VPS54, VTIL1B ¢és XK gének atirddasa statisztikailag szignifikans
modon megvaltozik ugyan EVk hatasara, azonban ilyen valtozast az EVk és TNF

egylittes jelenléte mellett nem sikeriilt kimutatni.

4.2.2 A géndtirédds valtozdsianak mintazata alapjan feldllitott géncsoportok

(klaszterek)

Az EVk ¢és a TNF hatasa kozotti 6sszefliggések pontosabb megértése érdekében
a kontrolhoz vagy egymashoz képest statisztikailag szignifikans eltérést mutatd géneket
(tobbutas ANOVA alapjan p<0,05) az egyes kisérleti elrendezésekben megfigyelt
génexpresszidos mintazatuk alapjan kivantuk csoportositani. A 197, statisztikailag és
bioldgiailag egyarant szgnifikans (a kontrollhoz képest legalabb kétszeres valtozast
mutatd) génszonda 165 olyan génhez vagy genetikai lokuszhoz kdothetd, melyek
atirodasa valamelyik kisérleti elrendezésben statisztikailag szignifikansan eltéré médon
alakult, mint a masik harom esetben. Ezeket a géneket hat, jol elkiiloniilé csoportra (I-

VI. klaszterek) osztottuk fel , k-atlag” klaszterezés segitségével (11. abra).
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11. abra: A statisztikailag szignifikans valtozast mutaté gének expresszios
mintazata alapjan felallitott géncsoportok (klaszterek). Piros szin jeloli a
megnodvekedett kifejezddést, kék pedig a csokkent értékeket. A sarga szin
elhanyagolhatdo mértékli valtozasra utal. Az egyes kisérleti elrendezésekben egy adott

gén esetében mért értékeket egy vonal koti 6ssze [387].

Az EVk hatasa leginkabb az I. és a VI. klaszterben volt jelentds, mig az ezekbe
az osztalyokba sorolt génekre a TNF-nek viszonylag kis hatasa volt. Az |. klaszterbe 45
l16kusz tartozik, amelyek atirodéasa csokken az EVk hatdséara (azonosithatoé gének a AGK,
APITD1, ATF5, BOLA3, CCDC121, CLEC2B, COMMD7, COQ3, CXCL14,
DYNLL1, ELAC1, FIX1, GAMT, GOLPH3L, HDDC3, IFT46, L3MBTL3, MDP1,
METTL10, MFAP4, MFSD3, MNAT1, MYCBP, NKAPP1, NKX2-1, NSFLI1C,
PCSK5, SCD, SOCS2, TBXAS1, TMEMb54, UBE2D4, VPS4A, VPS5A, VT1B, XK,
ZNF187 ¢és ZNF70 voltak). A VI. klaszter ezzel szemben azt a 23 16kuszt tartalmazta,
amelyeknek az EVk hatasara fokozddott az atirédasa (ezek koziil azonositott gének az
ALG14, AP3B2, CELF6, CNR2, CPLX3, CXCL10, DMBX1, ERBB4, HILS1,
LYSMD1, NEIL1, RPS26, SCG3, SMPD3, SWT1, SYT11, UBXNS, WFIKKN1,
ZC3HAV1 és ZFYVE26 voltak). Mindkét klaszter esetében elmondatd volt, hogy a
génexpresszios valtozasok iranya és mértéke hasonlo volt akkor, ha csak EVk vagy EVk

¢s TNF is jelen volt a sejttenyésztd folyadékban.
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A 11 klaszterbe ismét az a 24 16kusz keriilt, amelyeknek csokkent a kifejezodése
a kontrolhoz képest, am ebben az esetben a hatasért elsésorban a TNF volt felelds és az
EVKk hatasa jelentéktelen volt (azonosithaté gének az ABLIM1, AKAP7, BLINK,
CCDC11, CD160, CTSS, FOS, ICAMS5, IGLL1, IGLLS5, L3MBTL1, MT1B, PLACS,
POLD3, RBKS, RBM22, RDM1, SLC40A1, SRGN, ZKSCAN3 ¢és ZMAT1 voltak). A
maradék harom klaszterbe sorolt gének esetében a génatirodas fokozodasat figyeltiik
meg, de elsésorban itt is TNF hatasara. A III. (7 16kusz) és a IV. klaszter (27 10kusz)
kozott alig fedezhetd fel kiilonbség, hiszen mindkét esetben kozel azonos mértéki
valtozast latunk a TNF és a TNF és EVk egyiittes jelenlétének hatdsa kozott. Ugyan a
I1l. Kklaszter olyan géneket tartalmaz (ADAMDEC1, CXCL2, GHRL, GPR68, IL8,
MMP9 ¢és PLA2G4C), melyek atirodasat az EVk onmagukban is fokozzak, de ez
eltorplil a TNF sokkal markénsabb hatasahoz képest és a két tényezd hatasa kozott
legfeljebb additivitas all fent. A IV. klaszterbe sorolt gének esetében (CASK, CD74,
CHST2, CIITA, GFPT2, HBEGF, HLA-DPAL, HLA-DPB1, ICAML1, IFIH1, KCNABL,
MFSD2A, NFE2L3, NFKB2, NFKBIA, NFKBIE, PTGER4, PTX3, PYROXD?2,
REPS2, S1IPR2, SLAMFS8, TNFAIP6, ZFHX3, ZMI1Z2) az EVk hatasa még kisebb volt
¢s az EVk és a TNF egyiittes hatdsa gyakorlatilag megegyezett a TNF egyediili
jelenlétének hatésaval.

Az EVk és a TNF kolcsonhatasa szempontjabol talan a legérdekesebb gének az
V. klaszterben talalhatoak (BCL2A1, BCL3, BIRC3, C3, CCL2, CD36, CD48, CD82,
CHI3L1, CHRNAG, CXCL11, CXCL3, CYP1Al, DOLPP1, EGR2, EML1, ETS2,
GPR84, HIVEP1, IL14I1, IL17RA, IQCE, JHDM1D, KLF6, MYO3B, NPC1, NR2F2,
PPP1R15A, RBMS3, RELB, RGS1, SGK1, STX11, STX1A, TNFAIP3, TOR3A,
UPB1, WDRS81). Ugyan a TNF ¢és az EVk kiilon-kiilon is fokoztak (néhany kivételtdl
eltekintve) ennek a 39 lokusznak az atirddasat, az EVk és a TNF egyiittes jelenléte

azonban akar még jelentdsebb valtozast idézett el a gének kifejezédésében.
4.2.3 A génatirodds viltozdsdanak megerdsitése az egyedi gének szintjén

A microarray moédszerrel kimutatott globélis génexpresszids valtozasok alapjan
levont kovetkeztetéseink megerdsitésére egyes kulcsfontossagu gének kifejezddését
ellendriztik kvantitativ, valdosideji PCR segitségével. A microarray vizsgalat
eredményei alapjan statisztikailag szignifikdns valtozast mutatdé, ¢és tobb

megkozelitéssel is kozponti jelentdségiinek talalt gének koziil a funkcionalis elemzések
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alapjan az IL-8, a CCL2, a CXCL2, a CD36, a CD82, az ICAM1, az NPC1, a MMP9, a
CNR2 ¢és az SMPD3 gének kifejezddésének valtozasat igyekeztiink megerdsiteni. A
gének atirodasat a globalis génexpresszids vizsgalat kisérleti felallasaval megegyez6
koriilmények koOzott tanulmanyozva a microarray vizsgalat eredményeivel jol

Osszevethetd adatokat kaptunk.
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12. abra: A microarray alapjan leirt valtozasok megerdsitése az egyedi gének
szintjén. A HPRT génre vetitett relativ génexpresszios értékek (Gex(HPRT)) kozotti
statisztikailag szignifikans eltéréseket és a szignifikanciaszinteket pontok jelolik (qRT-

PCR) [387].
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Mind a TNF, mind az EVk és a TNF egyiittes jelenléte fokozta a CCL2
génatirodasat, statisztikailag szignifikans valtozas azonban csak a két tényezd egyiittes
jelenlétében tortént. Hasonld jelenséget figyelhettiink meg az 1L-8, a CD82, az ICAML1,
az NPC1 esetében (12. abra). Ezekre a génekre vonatkozoan tehat még a globalis
génexpresszios vizsgalatok eredményeinél is markansabban igaz az a megfigyelés, hogy
az EVk és TNF egyiittes jelenléte erdsebb hatdssal bir, mint a két tényezd kiilon-kiilon,
¢s ez a kolcsonhatas legalabb additiv. Elsdsorban a TNF hatasa érvényesiilt a MMPO ¢és
CXCL2 gének atirédasaban. Mig a CXCL2 esetében egyértelmiien latszott, hogy a
kontrollhoz képest a TNF az EVk jelenléte mellett és anélkiil is fokozza kifejez6dését -
¢és ez statisztikailag szignifikansnak is adddott. Az MMP9 esetében az EVk hatasahoz
képest szignifikans kiilonbséget talaltunk a TNF vagy az EVk és TNF egyiittes jelenléte
hatasaban.

Az EVk jelenlétében némiképpen fokozott atirodasi tendenciat mutatott a CNR2,
az SMPD3 és a CD36 gén. Statisztikailag azonban csak az SMPD3 esetében sikertilt
szignifikans kiilonbséget kimutatni az EVk jelenlétében és azok hidnyaban mérhetd
génkifejezddés kozott. Az EVk hatasanak jelentdségét tdmasztja ala tovabba az SMPD3
esetében az is, hogy statisztikai szignifikanciat el nem ér6 mértékben, de tendencia
szintjén mégis fokozddott a génexpresszio EVk és TNF egyiittes jelenléte esetén. A
CNR2 ¢s a CD36 esetében a statisztikai szignifikanciat az EVk egyediili jelenléte €s a
TNF egyediili jelenléte kozott tudtuk kimutatni.

- IL-8 CCL2
250 ——r 7504
2004 — —l_
500 ——
— 150 -
E E
{=2] {=2] —
2 1004 o
250+
50
c L) L] T J c T L) L] )
Control EV EV+TNF TNF Control EV EV + TNF TNF

13. abra: Az IL-8 és a CCL2 gének fehérjetermékeinek szintje a vizsgalt kisérleti
tényezok jelenlétében. Az U937 sejtek feliiluszdjaban mért fehérjekoncentracio értékek

kozotti statisztikailag szignifikans kiilonbséget csillagok jelolik (ELISA) [387].
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A génatirodas szintjén megjelend valtozasok mellett az is vizsgaltuk, hogy a
génkifejez0dés fokozodasa egyiittjar-e a fehérjetermékek mennyiségének fokozddasaval.
Két kulcs kemokin, a CCL2 ¢és az IL-8 szintjét az U937 sejtek feliiliszojaban ELISA
modszerrel mérve (n = 6) azt talaltuk, hogy bar a CCL2 szintjének emelkedése nem éri
el a statisztikai szignifikancia szintjét EVk, TNF vagy a kettd egyiittes jelenlétében, az
IL-8 szintje egyértelmiien, statisztikailag szignifikans modon emelkedett a TNF, illetve

a TNF ¢és EVKk egyiittes jelenlétében (13. abra).

4.2.4 A sejtfeliiluszoban talalalhato EVk jelenlétében megfigyelt hatdasok igazoldsa

izolalt EVk felhasznaldasdaval

Nem zarhat6 ki, hogy a globalis génexpresszids vizsgalatokhoz felhasznalt EV-
tartalm kondicionalt médium tobb kiilonboz6é EV tipust tartalmazott, és ezek nem
azonos mértékben vették ki a résziiket az altalunk megfigyelt valtozasok eldidézésébdl.
A CCRF sejtvonal feliiliszdjanak jellemzése alapjan elsésorban MVk és jéval kisebb
mennyiségben exoszomak jelenlétével szamolhatunk, igy az eredményeink
szempontjabol legfontosabb EV frakcid azonositasara is MV preparatumot, illetve egy,

a MVK és exoszomak altal egyiittesen alkotott mintat allitottunk eld.
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14. abra: Izolalt EV preparatumok jelenlétében végbemendé génexpresszios
valtozasok oOsszehasonlitisa. A HPRT génre vetitett relativ génexpresszios értékek
(Gex(HPRT)) kozotti statisztikailag szignifikans eltéréseket és a szignifikanciaszinteket

csillagok jelolik (QRT-PCR) [387].
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Az EVk nagyobb spektrumat tartalmazo kondiciondlt sejtfeliiliszohoz képest
csak a CD36 esetében talaltunk szignifikans eltérést, amennyiben az izolalt MVk jobban
fokoztak a gén kifejez6dését (14. abra). A CNR2 génjének atirodasat ebben a kisérleti
rendszerben csak az exoszomak és MVk keverékét tartalmazd minta hozzdadasa fokozta
statisztikailag szignifikans mértékben, jollehet hasonl6 tendencidkat a MV-tartalmu és a
teljes EV-spektrumot tartalmazé kondicionalt médium esetében is megfigyelhettiink. A
CCL2 kemokin esetében pedig éppen forditott helyzetet lattunk, ugyanis az
exoszomakat is tartalmazd preparatum joval kisebb mértékben, a statisztikai
szignifikanciat el sem éré6 modon befolyasolta a CCL2 génjének kifejezodését, mig a
MVk ¢és az EV-tartalmi kondicionalt médium egyarant statisztikailag is szignifikans
modon fokozta a gén atirodasat. Az IL-8 esetében viszont ebben a kisérleti rendszerben
nem sikeriilt kimutatni statisztikailag szignifikdns génexpresszids kiilonbséget egyik
EV-tipus jelenlétében sem az EV-mentes kondicionalt médiumhoz képest.

Béar azt sikeriilt kimutatni, hogy az altalunk hozzdadott mennyiséggel
feliiluszojaban, sem pedig az EV prepardtumokban, mégsem volt teljesen kizarhato
valamely citokin jelenléte a vizsgalt mintdkban. Eredményeink alapjan az EVk
jelenlétében megfigyelt hatdsok legnagyobb részéért tovabba a MVk tehetdk feleldsse.
Legfontosabb kisérleteket ezért ugy is megismételtiik, hogy tires RPMI médiumban
vettiik fel a CCREF sejtek altal kibocsatott MVk tiledékét.
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15. abra: Az IL-8 génjének kifejezddése olyan kisérleti rendszerben, ahol a jeatvivo
anyagokat iires RPMI médiumban vettiik fel. A HPRT génre vetitett relativ
génexpresszios értékek (Gex(HPRT)) kozotti statisztikailag szignifikans eltéréseket és a

szignifikanciaszinteket csillagok jeldlik (QRT-PCR) [387].
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Ha az U937 sejteket RPMI médiumban reszuszpendalt MV frakcio és/vagy 10
ng/mL TNF jelenlétében tartottuk, csak abban az esetben lehetett igazolni az IL-8 gén
kifejez6désében szignifikans valtozast, ha mindkét tényezd egyiittesen jelen volt (15.
abra). Az IL-8 génjénck atirodasa raadasul joval nagyobb mértékben fokozodott, mint
akar MVKk, akar TNF jelenlétében, mely akar egy egyszerii additiv kolcsonhatasnal
tobbre is utalhat.

4.3 Az EVK, illetve a TNF jelenlétében megfigyelt valtozasokkal osszefiiggésbe

hozhato biolégiai folyamatok
4.3.1 A szignifikdns valtozdst mutato génekhez kothetd biologiai folyamatok

Elsoként az EVk jelenlétében statisztikailag szignifikins mértékben
megvaltozott kifejezddést mutatd gének altal kodolt fehérjék biologiai szerepét
igyekeztiink azonositani a PANTHER adatbazis [419, 420] gén ontologiai (GO) alapjan
(16. abra). Az adatbazisbol lekérdezheté eredmények szerint elsdsorban olyan fehérjék
génjének atirddasa valtozik meg EVk jelenlétében, melyek legfontosabb szerepe a
kotédés (pl. receptorok, transzkripeids faktorok). Ezek a fehérjék tovabba tobbnyire az
intracellularis térben, valamilyen sejtszervecskén helyezkednek el.

Ha ugyanezeket az ontologidkat kiilon-kiilon, az EVk jelenlétében
megnovekedett, illetve csokkent atirodast mutatd gének csoportjaira vetitve vizsgaljuk,
akkor igen hasonl6 eredményeket kapunk (kiilon nem &brazolva), azzal a kiilonbséggel,
hogy a katalitikus aktivitassal rendelkezd fehérjék génjei valamivel tobben tartoznak a
csokkent génkifejezddést mutatd csoportba, mint a megndvekedett expresszidt mutatd
gének kozé. A csokkent atirodast mutatd gének kozott talaljuk tovabba azokat az EVk
jelenléte altal befolyasolt géneket, melyek valamely sejtorganellum fehérjéjét kodoljak
(DYNLLZ1, IFT46, MFSD3, MNATI, NSFLI1C, VPS4A, VPS54 ¢s VTI1B).

Erdekes médon, ezek a fehérjék rdadasul szintén fontosak az intracelluléris
vezikuldk forgalmanak irdnyitdsdban. A citokinek és kemokinek altal kozvetitett
gyulladasos utvonal (CCL2, MYO3B, RELB, RGS1) minden altalunk kimutatott
tagjanak fokozodott a kifejez6dése EVk jelenlétében. Statisztikai megkdzelitéssel
vizsgalva valamely utvonal vagy ontoldgia tagjainak feliilreprezentdltsagat a human
protcomhoz képest azonban nem kaptunk olyan szignifikans eredményt, amely a

Bonferroni korrekcid probajat is kiallta volna.
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Funkcionalis fehérjecsoportok Molekularis funkciok
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16. abra: Az EVk jelenlétében szignifikins modon megvaltozott génekhez kothetd
ontolégiak megoszlasa. A GO PANTHER adatbazis alapjan késziilt abran az egyes
kategoridk az Osszes megvaltozott atirodast mutatd gén koziil az adott kategoridval

Osszefliggésbe hozhatd gének aranya alapjan vannak sorba rendezve.

A TNF jelenlétében statisztikailag szignifikans mdédon megvaltozott génekhez
kothetd funkciok kozott szintén a receptor és transzkripcios faktor aktivitast, valamint
az enzimekkel kapcsolatos folyamatokat taldlunk talsulyban. A TNF ismert hatasanak
megfelelden elsGsorban az apoptdzis utvonalanak és mas immunoldgiai folyamatoknak
(gyulladas, T-sejtek ¢és B-sejtek aktivacioja, mintazatfelismerd receptorok altali
felismerés) a tagjai érintettek. Ezek a gének jelentds részben sejtmembranhoz kotott
vagy extracelluléris térbe kibocsatott fehérjéket kodolnak. Ettdl alig tér el az EVk és a
TNF egyiittes jelenléte mellett megfigyelt valtozdsok bioldgiai relevancidja.
Statisztikailag szignifikans feliilreprezentaciét azonban ehhez a két kisérleti

elrendezéshez sem sikeriilt kotniink.
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A gén ontologidkhoz hasonld fogalomrendszer érheté el a Reactome
adatbazisban is, amely nemcsak egyes biokémiai reakciokban résztvevo géneket és
géntermékeket tart nyilvdn, hanem magukat a reakcidkat is hierarchikus halézatba
rendezi. Amennyiben ezen a halozaton beliil keressiik a legnagyobb atlagos valtozast
elszenvedd tagsdggal rendelkezd csoportokat, csak néhéany, jellemzden csokkent
kifejez6dést mutatd csoportot taldlunk. Erdemes azonban megjegyezni, hogy ezek koziil
szamos csoport hozhat6 Gsszefiiggésbe valamilyen jelatviteli ttvonallal. Kismértékben
csokkend tendenciat mutat EVk jelenlétében az FGFR1, és a WNT utvonal génjeinek
kifejez6dése, mig az ERK jelatvitelé fokozottabbnak mutatkozik.
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17. abra: Fizikai interakciok TNF jelenlétében megvaltozott atirédast mutato
gének fehérjetermékei kozott. A statisztikailag szignifikans valtozast elszenvedd
gének kozott leirt fizikai kapcsolatok koziil a GeneMania elemzése alapjan leginkabb
relevans ¢€leket és a legnagyobb elemszamu halozatot abrazoltuk (a sétét csomopontok

megnodvekedett, a vildgosak csokkent kifejezddést jeldlnek).

Mivel a gén ontologidk koziil minden kisérleti elrendezésben eldkeld helyen
szerepelt a kotddés jelentdsége, felmeriilt, hogy a valtozdsok 4altal érintett gének
fehérjetermékei egymassal fizikai interakciot is 1étesithetnek. Ennek a lehetdségnek a
vizsgalatahoz a GeneMania [423-425] platform segitségével igyekeztiink felderiteni az
egyes gének kozotti funkciondlis kapcsolatokat (ismert koexpresszid, kolokalizécio,
génkolcsonhatasok vagy a géntermékek kozotti fizikalis kapcsolat, esetleg hasonlo
funkcioval rendelkez6 domének jelenléte). A legnagyobb kiterjedésii, fizikai
kolcsonhatason alapuld héalozat a TNF jelenlétében megvaltozott kifejezédést mutatd

gének kozott rajzolodott ki (17. abra).
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Az EVk és TNF egyiittes jelenléte mellett megvaltozott atirodast mutatd gének
kozott is hasonld, bar kisebb halézat bontakozott ki (a NFKBIE hianyzott). Ezen
talmenden azonban csak igen kevés fizikalis kapcsolatot taldltunk a megvaltozott
kifejez0dést mutatd gének kozott (példaul a HLA-DPAT és HLA-DPB2 vagy a CD48 ¢és
ICAM). Az EVk Altal befolyasolt génekhez pedig csak egyetlen fizikalis kapcsolatot
tudtunk hozzarendelni (a NPC1 és a VPS4A kozott).

. C‘Iﬁ% .
q’

. &

CHI3L1

AKAP'!'.

7™
CNR2 GPCR NPC1
RBM83 (serpentine) VPS54
ZFYVE26 .
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GOLPH3L cp3g  CPLX3

18. abra: Az EVK egyediili és a TNF citokinnal egyideji jelenléte kozotti
legnagyobb eltérést mutaté gének halozata. A csomopontok bal oldalan a TNF, jobb

oldalan az EVk hatasa, a kék szin csokkenést, a piros novekedést jelez [387].

Végil a TNF hatasanak EVk altali befolydsolasat olyan megkdzelitéssel is
megprobaltuk kimutatni, hogy az EVk és TNF egyiittes jelenlétében a TNF hatasatol
szignifikans eltérést mutaté géneket és az azok kozott fellelhetd funkcionalis
kapcsolatokat vizsgaltuk (18. abra). Az egyes genetikai lokuszokat korok jelképezik,
melyek szine az atirodas mértékét jelzi a kontrollhoz képest. A jobb oldali félkor szine a

TNF hatasara utal, mig a baloldali¢ az EVk hatdsara. Ebben a géncsoportban a
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GeneMania elemzése alapjan tobb olyan gén is van, melyek tartalmazzdk az I11-8

kemokinszerti domént (CCL2, CXCL2 ¢és CXCL14), mig a CNR2 és GPR68 két, a

membrant hétszer atérd transzmembran receptor.

4.3.2 A geénkifejezodés valtozasa altal halmozottan érintett géncsoportok

Teljesen eltérd, gének helyett génpanelekre 6sszpontositd megkozelitést képvisel

a GSEA modszertana [430], amely nem csak a statisztikailag szignifikans valtozast

mutatd géneket veszi figyelembe, hanem minden, modszertanilag megalapozott

eredményt ado génszonda adatait.

2. tablazat: Az EVK jelenlétében megfigyelheté génexpresszios valtozasok GSEA

modszer alapjan feltételezhet6 biologiai relevanciaja a MSigDB/c2 és c5 alapjan

Gén ontolégia A génpanel | Dusuldsi | Normalizalt | Nomindlis | FDR

(biolégiai folyamat) mérete (db) | pontszam | pontszam p érték q érték
1 | POSITIVE_REGULATION OF_

TRANSCRIPTION_FROM_RNA _

POLYMERASE_Il_PROMOTER 39 0,95 1,85 0,000| 0,232
3. | REGULATION OF | KAPPAB_

KINASE_NF_KAPPAB_CASCADE 65 0,47 1,73 0,000| 0,284
4. | BRAIN_DEVELOPMENT 17 0,61 1,67 0,016| 0,406
5 |I_KAPPAB_KINASE NF_

KAPPAB_CASCADE 79 0,43 1,66 0,000 0,378
6. | NUCLEAR EXPORT 21 0,57 1,64 0,010| 0,393
7 | CENTRAL_NERVOUS_

SYSTEM_DEVELOPMENT 45 0,48 1,63 0,005| 0,357
8. | INFLAMMATORY RESPONSE 61 0,46 1,62 0,004| 0,338
9 | POSITIVE REGULATION_

OF |_KAPPAB_KINASE_

NF_KAPPAB_CASCADE 61 0,45 1,61 0,009| 0,347
10. | REGULATION_OF SIGNAL_

125 0,39 1,6 0,003| 0,319

TRANSDUCTION

A tovabbiakban ezzel a sokkal globalisabb ralatast biztositdé moddszerrel

vizsgaltuk, hogy a gén ontoldgiai fogalmak altal meghatarozott géncsoportok, valamint

a KEGG, Reactome ¢és Biocarta adatbazisok funkcionalis csoportjai (MSigDB adatbézis

c5 és c2 szekcigja) koziil melyek mutatnak szignifikans dusuldst a kontrolhoz képest
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EVk, TNF, vagy a két tényezd egylittes jelenléte esetén. Az EVk jelenléte altal
befolyasolt biologiai folyamatokra utalhat a kontrollhoz képest legnagyobb dusulési
pontszamot elért 10 GO fogalom (2. tablazat).

Ezek kozott talaljuk az immunvalaszt, illetve az immunologiai folyamatokban is
fontos szerepet jatsz6 JAK/STAT kaszkadot és az NFkB jelatviteli utat. A fogalmak
kozotti redundanciat is jol mutatja az NFkB jelatvitel tobbszori feltiinése ennek az
egyetlen adatbézis résznek egy adott kisérleti tényezdre vonatkozd lekérdezése utan.
Hasonlé eredményeket kapunk a lekérdezést a Reactome adatbazisra sziikitve (3.

tablazat és 19. abra).

3. tablazat: A GSEA elemzés alapjan EVk jelenlétében legnagyobb pozitiv és

negativ dusulast mutaté fogalmak a keresést a Reactome adatbazisra lesziikitve.

NetID  NES Folyamat neve

2408 1.64
1775 1.6

1. 2290 1.84
2. 1069 1.79
3. 2473 1.77
4. 2665 1.74
5. 1546 1.68
6. 2367 1.67
T
8.
9.

1207 1.6
10. 2145 1.58
11. 2043 1.52
12. 1163 1.52
13. 2205 1.5 response to replication stress

14. 2136 1.48 MAD2/3-4 transcriptional activity
15. 1724 1.47 like receptors

16. 1505 1.47 y oxigen

17. 1206 1.46 i
18. 1553 1.45
19. 2658 1.43
20. 2232 1.41

expression
events

NetID  NES Folyamat neve

1. 1292 -2.21

2. 1573 -2.19 d translational regulation

3. 2595 -2.16 ctron transport

4. 1674 -2.15 ctron transport (ATP synthesis)

5. 2371 -2.04 nt cotranslational targeting to membrane

6. 1821 -2.02 RNA transcription and replication

7. 1736 -2.02

8. 1401 -1.99 d respiratory electron transport

9. 1131 -1.93 ediated decay enhanced by the exon junction complex

10. 1743 -1.91
11. 2662 -1.82
12. 1951 -1.72
13. 1908 -1.69
14. 1045 -1.64
15. 2302 -1.63
16. 1657 -1.62
17. 1905 -1.47
18. 1992 -1.4

organization

ial protein import
mmunication

life cycle
interactions

m of proteins

inoacylation

oregulatory interactions between a lymphoid and a non-lympoid cell
olism of RNA
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19. abra: Az EVK jelenlétében legnagyobb valtozast mutaté géncsoportok a
Reactome fogalomtérképén abrazolva. A csomépontok szine a valtozas iranyat jeloli
(piros pozitiv, kék negativ dusulas). A csomoépontok felirata megfelel az el6z6 tablazat

(3. tablazat) NetID azonositoinak.

A MSigDB adatbazis teljes c5 részében talalhato, biologiailag relevans fogalmak
kozotti redundancia enyhitése érdekében az eredményeink alapjan valamely kisérleti
tényez0 jelenlétében szignifikdns mértékben megvaltozott fogalmak kozotti atfedéseket
az EnrichmentMap [446] szoftver segitségével abrazoltuk, a striin arfedé fogalmak
feliratat pedig szofelhdvel helyettesitettiik (20. abra). Ily moédon mindharom kisérleti
elrendezés hatdsait Osszehasonlitva lathatd, hogy az EVk jelenlétében elsdsorban a
riboszoémak ¢és a mitokondrium miikddésével kapcsolatos fogalmak dusuladsa figyelhetd
meg. A TNF kezelés hatasara megvaltozott kifejezddést mutatd gének ezzel szemben
tobb, jol ismert biologiai folyamatot (példaul foszforilacios kaszkédokat, apoptozist és a

gyulladasos valaszt) befolyasoltak, elsdsorban pozitiv iranyban.
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20. abra: A szignifikans dusuldast mutatd, biolégiai folyamatokkal kapcsolatos
géncsoportok. A TNF (A), az EVk (B) és a két tényez6 egyiittes jelenléte (C) esetén
megfigyelt génkifejez6dés alapjan a piros szin disulast, a kék pedig a hanyagolast jelent.
A sok génben atfedo és ez alapjan vélhetden szorosan Osszetartozo fogalmak csoportjait
szofelhokkel helyettesitettiik, ahol a szavak egyedi mérete az el6fordulads gyakorisagaval

aranyos [387].

Az EVk és a TNF egyiittes jelenlétének hatasara bekovetkezd génkifejezddésbeli
valtozasok altal érintett biologiai folyamatokbol szofelhdket készitettiink ott, ahol tobb,
a gének szempontjabol atfedést mutaté folyamat is érintett volt. A szofelhot
helyettesithetjiik egy graffal is, ahol az egyiittesen el6forduld szavak egy éllel vannak
Osszekotve, az ¢l vastagsdga az egyiittes eléfordulas gyakorisagara, a csomopontok
feliratinak mérete pedig a sz6 el6fordulasdnak gyakorisdgara utal. Azonnal latszik,
hogy a legkdzpontibb funkciok szabdlyozassal, jelatvitellel, receptoraktivitissal és a
gyulladasos valasszal kapcsolatosak és elsdsorban dusulast mutatnak a kontrollhoz

képest (21. abra).
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A jelatviteli folyamatok jelentoségére utal a ,,signaling”, ,,receptor”, ,,cascade”,
»kinase”, ,,phosphorylation”, ,,regulation” és ,,response” szavak ismételt el6fordulasa. A
két tényez0 egyiittes jelenléte szintén befolyasolja a mar emlitett NFxB jelatvitelt és az
aptoptozis folyamatat is. Fokozodik ezen tul a gyulladdsos vélaszban, a sejtek
helyzetvaltoztatd mozgéasdban és a fehérjeszintézisben érintett gének kifejezddése. Az
EVk és a TNF egyiittes jelenléte csokkenti ugyanakkor a mitokondriummal és

sejtlégzéssel kapcsolatos gének atirddasat.
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21. abra: EVk és TNF egyiittes hatasa altal befolyasolt biologiai folyamatokbél
késziilt fogalmi halézat. Az egyiittesen el6forduld szavak kozotti él vastagsaga az
egylittes el6fordulas gyakorisagaval, a csomopontok feliratinak mérete pedig a szo
el6fordulasanak gyakorisagaval aranyos. A piros szin pozitiv, a kék negativ dusulast

jelent [387].

Hogy az elsésorban az EVk és a TNF egyiittes jelenléte altal befolyasolt
biologiai folyamatokat is azonosithassuk, a két tényezd egylittes jelenlétében megfigyelt
génkifejez0dést a TNF jelenlétében tapasztaltakkal is Osszehasonlitottuk a GSEA
modszer segitségével. Ekkor azt talaltuk, hogy két tényezd egyiittes jelenlétében a TNF
egyediili jelenlétéhez képest jobban megvaltozott az NF«B kaszkddhoz, sejtfelszini
receptorokhoz, receptorok jelatviteléhez, valamint az N-glikozilacidban szerepet jatszo

enzimekhez kothet6 gének kifejezédése.
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22. abra: EVK és TNF egyiittes jelenlétében megvaltozott, de a TNF egyedi
jelenléte altal nem befolyasolt funkciok és a hatasban szerepet jatszé legfontosabb
gének. A piros szin pozitiv, a kék negativ dasulast jelent, a méret és az arnyalat pedig a

kontrolhoz képest megvaltozott génatirodast [387].

Hogy az ezen folyamatok megvaltozadsaban kozponti szerepet betoltdé géneket
azonosithassuk, a két kisérleti elrendezést Gsszehasonlitva a legnagyobb transzkripcios
kiilonbségeket mutatd 60 gén kapcsolatrendszerét is feltiintettiik (22. abra). Ennek a
haldézatnak a legtobb kapcsolattal rendelkezd elemei membranhoz kothetd fehérjéket és
a G-fehérje-kapcsolt jelatvitel fehérjéit (nem csak receptorokat) kodold gének, melyek
kozil kiemelkednek egyes citokinek, mint az 1L-8, a CCL2, CCL3, CCL4 és a CXCL10.

Mig a TNF vagy az EVk és TNF egyiittes jelenlétében bekovetkezd valtozasokat
jol hozzé lehetett rendelni ismert bioldgiai folyamatokhoz, addig az EVk jelenlétében
1étrejové valtozasokat csak igen kevés biologiai folyamattal sikeriilt kapcsolatba hozni.
Mivel az EVk hatdisa ma még nem teljesen tisztazott, felmeriilt, hogy a
megfigyeléseinket torzitotta ezeknek az ismereteknek a hianya, és esetleg még le sem

irtak azt a géncsoportot illetve bioldgiai funkciot, amelyet az EVk befolyédsolnak.
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Ennek a torzitasnak a kikiiszobolésére a MSigDB adatbazis azon szekcidjabol is

kerestiink az altalunk megfigyeltekhez hasonlé génexpressziés mintazatokat, mely a

szakirodalomban eddig leirt, a legkiilonb6zobb kisérleti elrendezésekben megfigyelhetd

génkifejezOdésbeli valtozasokat gytlijti 6ssze. Ezek koziil a szakirodalomban kozolt

mintazatok kozil a Gargalovic és munkatarsai altal [449] oxidalt foszfolipidek

jelenlétében leirtak hasonlitottak legjobban a kisérleti eredményeinkbdl kiolvashato

transzkripcios valtozasokhoz (4. tablazat).

4.

tablazat:

hasonlosagot mutatnak az EVK jelenlétében megfigyelheto valtozasokkal

A szakirodalomban kozolt génexpresszios mintazatok, melyek

TARGETS_UP

Gén ontolégia A génpanel | Dusuldsi | Normalizal | Nomindlis | FDR

(biolégiai folyamat) mérete (db) | pontszam | t pontszam | p érték q érték
1. | GARGALOVIC_RESPONSE_TO_

OXIDIZED_PHOSPHOLIPIDS_

BLUE UP 80 | 0,64 2,38 0,000 0,232
2 | CHEN_HOXAS_TARGETS_SHR_UP 142 0,53 2,18 0,000 0,124
3. | GENTILE_UV_RESPONSE_

CLUSTER D5 26 0,7 215 | 0,000 | 0,284
4. UDAYAKUMAR_MED1_

TARGETS. DN 147 05 2,08 0,003 0,406
5 | BRACHAT_RESPONSE_TO_

CAMPTOTHECIN, UP 18 | 0,73 2,05 0,005 0,378
6. GARGALOVIC_RESPONSE_TO_

OXIDIZED_PHOSPHOLIPIDS_

TURQUOISE UP 43 0,6 205 | 0005 | 0,393
7. LINDSTEDT_DENDRITIC_CELL_

MATURATION. B 41 0,6 1,99 0,014 0,357
8. | ZWANG_CLASS_3_TRANSIENTLY_

INDUCED, BY EGF 104 | 0,49 1,97 0,017 0,338
9. TURASHVILI_BREAST_LOBULAR_

CARCINOMA VS DUCTAL_

NORMAL UP 21 | 0,68 1,96 0,017 0,347
10. | PRAMOONJAGO_SOX4_

35 0,6 1,95 0,017 0,319
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4.3.3 Az MVk hatdsa az U937 sejtek kemoattraktans potencidljdara

A génkifejez0dés megvaltozasa alapjan levont kovetkeztetések egyik
legkonzekvensebb eleme a gyulladasos valasz, az ehhez kothetd kemokinek (példaul az
IL-8 és a sejtek helyzetvaltoztatd mozgéasanak (kemotaxisnak) a fokozodasa volt EVk és
TNF egyiittes jelenlétében. Ennek alatamasztasara THP-1 huméan monocita sejtvonal

sejtjeinek kemotaktikus valaszkészségét vizsgaltuk az U937 sejtek sejtfeliiliszojanak

jelenlétében.
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23. abra: Az U937 sejtek kemoattraktians képességének fokozodiasa MVk és TNF
egyiittes jelenlétében. THP-1 monocita sejtvonal sejtjeinek kemotaktikus valaszat
vizsgaltuk Boyden kamra segitségével, el6zetesen izolalt MVk, TNF, vagy a TNF és a
MVk egyiittes jelenlétében tenyésztett U937 monocita sejtvonal kondicionalt

feliiliszoja hatasara. A szignifikans kiilonbséget csillag jeloli [387].

Kisérleti adataink arra utalnak, hogy bar 6nmagaban is tendenci6zusan fokozta a
kemotaktikus valaszkészséget a MVk jelenléte, a kontrollhoz képest szignifikansan
nagyobb sejtmigraciot azonban csak akkor voltak képesek kivaltani az U937 sejtek, ha

elézéleg MVk és TNF egyilittes jelenlétében tenyésztettiik 6ket (23. abra).
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4.4 Az EVKk altal a Kisérleti rendszeriinkben eloidézett valtozasokért felelossé

teheto mechanizmusok felderitése

441 A MVk felszine és a TNF kozott kialakulo fizikai kapcsolat lehetoségének

kizardsa

IL-8

0.084
0.074
0.06+
0.05+4
0.044

0034 —— —
0.02-

0.01+
0.00

Gex (HPRT)

MV MV+TNF  washed_MV+TNF

24. abra: A MVKk felszinéhez kotodé TNF szerepének Kizarasa az oldott allapotid
TNF eltavolitasa révén. Az izolalt MVk felszinét rekomindns TNF citokint tartalmaz6
oldat jelenlétében telitettiik a citokinnel, majd a nem kotéddé citokint mosassal
eltavolitottuk (,,washed MV”), és ennek TNF citokinnel egyidejli hatasat hasonlitottuk a
nem telitett MVk és TNF egyidejli hatdsdhoz. Az IL-8 gén HPRT génre vetitett relativ
génexpresszids értekek (Gex(HPRT)) kozotti statisztikailag szignifikans eltéréseket €s a

szignifikanciaszinteket csillagok jeldlik (QRT-PCR) [387].

Az izolalt MVK és TNF egyiittes jelenlétében megfigyelt hatas hatterében
felmertilt annak lehetdsége, hogy a TNF jelenlétében mddosultak a MVk példaul azaltal,
hogy felsziniikh6z kotédott a TNF. Ha azonban 10 ng/mL TNF-nek az MV-
preparatumhoz val6 hozzdadasa utan az MV frakciot ismét kiiilepitettiik és az oldatban
maradt TNF-et eltavolitottuk (de a MVk felszinéhez erésen kotodottet nem), akkor a
tiszta MV-preparatumhoz hasonlé hatéast lathattunk (24. abra). Mind az izolalt MVK,
mind pedig az ilyen modon kezelt MV -preparatum hatasahoz képest csak MV-k és TNF
egylittes jelenlétében figyelhettiink meg az IL-8 génjének szignifikans modon fokozott

atirddasat.
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4.4.2 Az MVk dltal szallitott fehérjék azonositasa a szakirodalom elemzése alapjan

Mivel eredményeink arra utaltak, hogy kisérleti rendszeriinkben az EVk koziil
leginkabb MVk jelenlétére kell szamitani, az EVpedia adatbazisban viszont tobb mas
EV tipus vizsgalata sordn nyert adat is taldlhatd, a szakirodalom elemzése alapjan
igyekeztliink a MV pupulaciora specifikus informaciot nyerni. Ennek érdekében a MVk
altal  szallitott  fehérjéket nagy  ateresztoképességli  modszerrel  (példaul
tomegspektrometéterrel) vizsgald tanulmanyok alapjan allitottuk 6ssze a MVk részeként

varhatéan megjelend fehérjék listajat.

Miguet Miguet
etal. etal.
( (BHA)
Prokopi / Turiak

’
Peterson Dean et
etal. al
Smalley
etal
Banfi et
o al.

Miguet ‘ .

oot e PrOKOD furiak et a

(Akt) etal. =

Miguet )
- — 4_ (195
etal. o R poues, PHA) \

Tunak

25. abra: Az MVKk fehérjetartalmat leir6 kozlemények eredményei kozotti
megfelelés. Az atfedés mértéke ardnyos a nyilak vastagsagaval, illetve a korok atfedd

teriletével.

Az EVk izoldldsanak modszertana alapjan nyolc olyan kozleményt talaltunk a
szakirodalomban, melyekben mai ismereteink szerint a vizsgalt mintdkban valoban
elsésorban MVk el6fordulasara lehetett szamitani [48, 51, 450-455]. Ezek koziil

Peterson és munkatarsai [454], Prokopi és munkatarsai [450], valamint Garcia és
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munkatarsai [451] altal k6zolt adatsorok tartalmaztak a legtobb fehérjét, mig Miguet és
munkatarsai [455] éppen abbol a CCRF-CEM T-setjes sejtvonalbol szarmazé MVk
fehérjetartalmat vizsgalta, melyeket mi is felhasznaltunk kisérleteink soran az EVk
forrasaul.

Az egyes tanulmanyok eredményei kozott csupan kisebb atfedéseket sikertilt
Kimutatni (25. abra), mig az adatsorok atlagosan felerészben olyan fehérjéket
tartalmaztak, melyeket mas vizsgalatok nem irtak le a MVk részeként. Mintegy 134
olyan fehérjét sikeriilt azonban azonositani, amelyek legalabb négy adatsorban
szerepelnek (Miguet és munkatarsai két kisérleti elrendezésben is vizsgaltak a MVk
Osszetételét).

Ha tanulmanyonként nézziik, akkor 169 olyan fehérjét talaltunk, amelyeket
legalabb harom kozlemény kimutatott. A GO PANTHER elemzése alapjan ezek 69%-a
rendelkezik katalitikus aktivitassal — ezen beliil példaul jelen vannak oxidoreduktazok,
hidrolazok, transzferazok. Szamos struktirfehérje (a masodik legnagyobb csoport 12%-
os részesedéssel) és elsdsorban citoszkeletalis fehérje is kimutathaté a MVk részeként,
valamint transzporterek, receptorok, antioxidans hatasa fehérjék, nukleinsavkotd
fehérjék és chaperonok.

A funkciondlis szempontbol Osszetartozo fehérjecsoportok tagjai koziil
legnagyobb aranyban az integrin jelatviteli utvonal tagjait és a citoszkeletonnal
kapcsolatos szabalyozoelemeket, a glikolizis enzimeit, a gyulladasos valaszban fontos
citokineket (beleértve a kemokineket), a FGF jelatviteli tGtvonal elemeit, illetve
Parkinson-korban fontos fehérjéket sikeriilt kimutatni a MVk preparatumaiban. A MVk
részét képezi szamos membranfehérje (7%), de a fehérjéknek egy része eleve ismert
moédon az extracellularis térben fordul eld (4%) vagy sejtszervecskék részét képezi
(27%).

A MVk 4ltal szallitott fehérjéket a Reactome adatbazis fogalomtérképére vetitve
azt latjuk, hogy legnagyobb aranyban (jellemzden 25-30%-ban) a virusok élettanahoz,
¢s az immunrendszerhez kotddd funkcionalis csoportok tagjai kozott vannak jelen. A
teljesség igénye nélkiil felsorolva, az influenza virus altal kivaltott apoptozis, F osztalyt
scavenger receptorok funkcidja, az endoplazmatikus retikulumban lezajlé N-glikan-
modositas, és olyan metabolikus folyamatok, mint a glikolizis és a B-oxidacio adédtak a

legrelevansabb biologiai folyamatoknak.
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443 Az EVK, illetve MVK dltal szallitott fehérjék lehetséges szerepe a kisérleti

elrendezésiinkben

Az EVpedia altal nyilvantartott 500 leggyakoribb fehérje, a MVk irodalmi
adatok Osszevetése alapjan 0sszeallitott fehérjekészlete, €s az altalunk is hasznalt, CCRF
sejtvonalra specifikus adatsor (Miguet et al. alapjan) kozott kielégité mértékli atfedést
latunk, de egyik adatsor esetében sem észlelhetd az oda tartozd gének jelentdsen

megvaltozott expresszidja valamely kisérleti elrendezésben (26. abra).

EVpedia MV cikkek CCRF MVk

Relativ génexpresszid
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o
T

.
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26. abra: Az egyes adatsorok alapjan EVKk fehérjekészletét kodolé gének

kifejezodése kiilonbozé kisérleti elrendezésekben. Sotét pontok és sziirke boxplot
jelolik az Osszes gén mérési eredményét magaba foglald hatteret, mig szines pontok
(pirossal a pozitiv, kékkel a negativ valtozasok) és fekete boxplot jelolik az adott

kategoriaba esé génekhez tartozo probak esetében mért értékeket [387].

A kozvetleniil az EVk 4ltal széllitott fehérjék génjeit érintd expresszios
valtozasoknal relevansabb eredménnyel kecsegtet a vezikularis fehérjék interakcios
partnereinek vizsgalata annal is inkabb, mivel a GO adatbazis fogalmai alapjan is

kiemelt jelentdséglinek adodtak a fehérje-fehérje kapcsolatok.
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Ennek vizsgalatara els6 megkozelitésben a Reactome adatbazis szabalyozasi
informacioit hasznaltuk fel. Mivel az adatbazis gatld és stimulaldo kapcsolatokat is
megkiilonboztet, a kettd ardnya alapjan igyekeztiink megbecsiilni, hogy mely bioldgiai
folyamatokra fejthetnek ki hatast az EVk, amennyiben az altalunk Gsszeallitott

fehérjekészletekkel rendelkeznek.

5. tablazat: Az EVpedia adatbazisaban nyilvantartott fehérjék altal potencialisan
befolyasolt biologiai folyamatok Az egyes fogalmakhoz tartozd Osszes gén gatld és
stimulalé kapcsolatai aranyanak kiilonbségét jeloljik, negatitv szézalékos érték az

egyensuly gatlo iranyu eltoldédasara utal.

NetID Folyamat neve
1. 1176 100% proteins to the cilium
2. 1648 60% embrane Binding
3. 1202 50% IPs at the ER membrane
4. 1587 47% ¢ AMERI gene destabilize the destruction complex
5. 1154 46% ibits tankyrase, stabilizing AXIN
6. 1835 41% tetanus toxin (TeNT)
7. 1308 40% remodelling of PG
8. 1087 40% tor superfamily (TNFSF) members mediating non-canonical NF-kB pathway
9. 2130 40% taphase/Anaphase Transition

10. 2087 37% d DNA synthesis

11. 1810 37% of the HIV Virion

12. 1808 37% ranscription of HIV RNA
13. 1673 37% i
14. 2301 36%
15. 2166 36%
16. 2080 35%
17. 2561 34%
18. 1093 32%
19. 2556 31%
20. 1146 31%

of the proteolytic activity of APC/C required for the onset of anaphase

n of APC/C via direct inhibition of the APC/C complex

n from APC/C:Cdc20 to APC/C:Cdhl in late anaphase

cation mutants are not K63 polyubiquitinated

s in the AXIN genes in hepatocellular carcinoma result in elevated WNT signaling
sembly and Release

y of Viral Components at the Budding Site

NetID Folyamat neve
1. 2230 -100% odifying enzymes
2. 1755 -100%
3. 1322  -100%
4. 1270  -100%
5. 1683 -84%
6
7
8
9

1767 -60%
1766 -60%
2690 -50%

d-binding receptors
d receptors

enza Virion into Host Cell via Endocytosis

ntry of HIV virion

slocation and oligomerization of BAX

of cytoskeletal remodeling and cell spreading by IPP complex components
proteins associate with and inactivate anti-apoptotic BCL-2 members
junctions interactions

lation-dependent mRNA decay

lation of mRNA

Pases activate IQGAPs

ion of Insulin-like Growth Factor (IGF) transport

1l junction organization

king of NMDA receptor, glutamate binding and activation

ion of PKR

phosphorylation through the activation of CaMKII

protein interactions at the synapse

. 2287 -50%
10. 1605 -50%
11. 1484 -42%
12. 1451 -38%
13. 1215 -35%
14. 1739 -33%
15. 1494 -33%
16. 1609 -31%
17. 1261 -29%
18. 1743 -26%
19. 1580 -25%
20. 1164 -25%
21. 1577 -24%
22. 2672 -24%
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Az EVpedia adatai alapjan az EVk fehérjekészlete alkalmas lehet arra, hogy
befolyasolja a metabolizmust, a jeldtvitelt, az immunrendszert vagy egyes fert6zéshez
(és kiilonosen virusfert6zéshez) kotheté folyamatokat (5. tablazat). A sziikebb listak
alapjan képzett fehérjekészletek esetében azonban mar alig mutathato ki ilyen hatas.
Kivéve a virusfert6zéshez kothetd fogalmakat, melyek mind a MV fehérjék, mind pedig
a CCRF MVk fehérjéi szamara feltinden sok interakcios partnert biztositanak.

Amennyiben kifejezetten a TNF jelatviteli Gtvonalanak KEGG adatbazisban
nyilvantartott tagjaira varhatéan kifejtett hatast vessziik figyelembe, lathat6, hogy az
EVk feltehetéen nem egyforma mértékben képesek a TNF két receptorardl elinduld
jelatviteli itvonalakat fokozni: a TNFR2 altal kozvetitett jelatvitelre nagyobb mértékben
vannak hatassal az EVk altal szallitott fehérjék (27. abra).
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27. abra:Az EVKk altal szillitott fehérjék gatlé és stimulidlé kolesonhatasainak
eredéje a TNF jelatviteli utvonal egyes elemein. Az egyes gének Osszes gén gatld és
stimulal6 kapcsolatai ardnyanak kiilonbsége alapjan. A piros szin stimulacio, a kék szin

gatlas irdnyaba torténd eltolodast jelez.
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A MVk és a CCRF MVk altal szallitott fehérjekészlet és a TNF jelatvitelének
utvonala kozott csak elhanyagolhaté mértékii direkt kolcsonhatast sikeriilt kimutatni.
Hasonloan kevés olyan fehérjét sikeriilt azonositani, amelyek valamely EV tipus
fehérjekészletébe tartoznak, €s egyszersmind a TNF jelétviteli Gtjanak tagjai is. A MV
fehérjék esetében a DNMLI jelenlétét erdsitette meg harom egymastol fiiggetlen
tanulmany, mig egyszeri adat a CASP3, a MAPKI1, valamint a TNF altal befolyasolt
CCL5, ICAMI ¢és MMP14 gének termékeirdl szerepel a bevont tanulményokban. A
fehérje-fehérje interakciok szerepének egzakt Osszevetésére a mérési eredményeinkkel
csak igen korlatozottan nyilik méd. A génszabalyozasi interakciok esetében azonban
van lehetdség arra, hogy az EVk altal szallitott fehérjék varhato hatasat osszehasonlitsuk

a mért génexpresszios valtozasokkal.
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28. abra: Az EVK altal szallitott fehérjék interakciés partnereinek atlagos relativ
génexpresszidja. Sotét pontok és sziirke boxplot jelolik a TRRUST adatbazis 6sszes
bejegyzésének atlagos értékeit magaba foglald hatteret, mig szines pontok (pirossal a
pozitiv, kékkel a negativ valtozasok) és fekete boxplot jelolik az adott adatsor alapjan
vezikularisnak tartott génregulatorikus fehérje interakciés partnerei relativ

génexpresszidjanak mértani kozepét EVk jelenlétében.
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Az egyik ilyen lehetéség a GSEA elemzés soran transzkripcids faktorok
kotohelyeinek keresése, mely megkdzelités csak korlatozott eredménnyel jart. Egy
masik megkozelités szerint a vezikularis fehérjék RegNetwork és a TRRUST
adatbazisokban nyilvantartott génregulacios kapcsolatait Osszegeztiik. Azt kerestiik,
hogy az Osszes, az adatbazis szerint szabalyozott gén EVk jelenlétében mért relativ
génexpresszios €rtékeinek mértani kdzepe hogyan alakul. A két adatbazis vizsgalata
soran igen hasonld eredményeket kaptunk (a RegNetwork bdvebb, de talan kicsit
zajosabb adatsort tartalmaz), melyek koziil kiemelkedik a TSG101, az enolaz fehérje és
a Ku autoantigénkomplex tagjainak (XRCC5-6) relevanciaja (28. abra).

Amennyiben a vezikularis fehérjék valoban jelentdés mértékben hozzajarult az
EVk jelenlétében mérhetd valtozasokhoz, akkor feltételezésiink alapjan minél erdsebb
interakcids partnerei atlagosan a szabalyozott géneknek (azaz minél kevesebb masik
szabalyoz6 elemmel kell osztoznia a célpontjan), annal nagyobb mértékii valtozast kell
latnunk, a két érték kozott pozitiv korrelaciot varunk. Ezt azonban mérési adataink

alapjan egyik adatsor esetében sem sikeriilt igazolnunk (29. abra).
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29. abra: Az egyes gének EVK jelenlétében megfigyelt kifejezodése és a kotédo
transzkripcios faktorok kozott megtalalhato vezikularis fehérjék aranya kozotti

korrelacio. Spearman-féle korrelacios koefficiens.

4.4.4 Az EVk dltal szadllitott miRNS molekuldak lehetséges szerepének vizsgalata az
EVk és a TNF kozotti kolcsonhatas hdatterében

A sejtek génreguldcios halozatdnak nemcsak transzkripcids faktorok, hanem
miRNS molekulak is tagjai, melyeket szintén képesek az EVk célba juttatni. Az EVK
jelenlétében raadasul tobb gén atirodasa is csokkenést mutatott, ami szintén felvetette
annak lehetdségét, hogy a megfigyelt hatdsok hatterében miRNS molekuldk allhatnak.
Az EVpedia adatbazis nyilvantartasa alapjan EVk belsejében kimutatott miRNS-ek

kapcsolatait feltérképezve a Reactome adatbazis fogalmi halozatan elmondhatd, hogy
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tobb mint 200 fogalmi kategdria van, ahol a gének 95%-at képes EVk dltal szallitott
miRNS szabélyozni. Ennek megfelelden varhaton médon a KEGG altal nyilvantartott
TNF jelatviteli Gtvonalon szerepld fehérjék génjeinek atirasat is képesek olyan miRNS

molekulak befolyasolni, melyeket EV belsejében is kimutattak (30. abra).
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30. abra: Az EVK belsejében kimutatott miRNS molekuliak ismert kotodése a TNF
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jelatviteli utvonal tagjait kodolé génekhez. Piros szin jeloli azokat a fehérjéket.
amelyeket tobb mint 75%-ban EV altal szallitott miRNS-ek szabalyozhatnak; az ezalatti

értekekhez sziirke arnyalatok tartoznak.

Mivel egyrészt ez a rendkiviil szertedgazd hatds nem cseng Ossze
megfigyeléseinkkel, masrészt pedig a MVk belsejében nem sziikségszeriien varhatjuk az
Osszes, az EVk belsejében valaha leirt miRNS jelenlétét, igyekeztiink megkeresni a
miRNS molekuldk azon kis csoportjat, amely megfigyeléseinket leginkabb
magyarazhatja. Ebben ismételten a GSEA modszer volt segitségiinkre. A MSigDB v5.1
adatbazis c3 része altal listazott modulok kozott kerestiik azokat, melyek alapjan

feltételezhetd lenne, hogy az EVk jelenlétében valamely transzkripcids faktor vagy
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miRNS altal befolydsolt géncsoport kifejezddése valtozott megHiba! A hivatkozasi
forras nem talalhato..

A legrelevansabb tiz géncsoport kozott talaljuk a hsa-miR-142-3p, hsa-miR-
530d, hsa-miR299-5p, hsa-miR-30-3p, hsa-miR-486 és hsa-miR-128 miRNS molekulak
altal szabalyozott géneket. A transzkripcids faktorok kézott ugyanebben az elemzésben
a SREBP1 fehérje szerepe mertiilt fel az EVk jelenlétében megfigyelt génkifejezodés
hatterében. Két olyan motivum is felfedezheté tovabba azoknak a géneknek a
megvaltozott, melyekhez mai ismereteink alapjan még nem tudunk konkrét
transzkripcids faktort rendelni.

Masik megkozelitéssel az EVk jelenlétében szignifikdns mértékben csokkent
kifejez6dést mutatd géneket befolyasolé miRNS molekulakat a miRWalk 2.0 [426, 427]
szoftver segitségével igyekeztiink azonositani. A 39 érintett gén és 10kusz koziil 29
szerepelt az adatbazisban, mint validalt miRNS célpont. Az ezekre a génekre 494
kiilonb6z6 miRNS molekula hathat kisérletesen igazolt médon. A miRNS molekuldk
tobbségének hatasat azonban csupan egy-egy génhez lehetett kotni.

A legtobb kapcsolattal a hsa-miR-26b-5p, a hsa-miR-484, a hsa-miR-92a-3p ¢s a
hsa-miR-16-5p rendelkeznek (5, illetve 4 szabalyozott gén), valamint tovabbi 7 miRNS
molekulét lehet 3-3 génnel kapcsolatba hozni. Ezek a 3 kapcsolattal rendelkezd miRNS
molekulak a hsa-miR-let7b-5p, hsa-miR-615-3p, hsa-miR-4668-5p, hsa-miR-192-5p,
hsa-miR-375, hsa-miR-215-5p és hsa-miR-142-3p. A két, elsoként emlitett miRNS
onmagaban képes az adatbazisban szerepld 29 gén koziil 9 kifejezddését szabalyozni. A
4 legfontosabb mIiRNS pedig 14 génnel hozhatd Gsszefiiggésbe. A tovabbi 7 miRNS
mar csak 8 (jabb gént ér el.

Mivel egy génhez jellemzden tobb miRNS is képes kotddni, logikus lenne az a
feltevés, hogy minél tobb olyan miRNS ko6tédddik az adott génekhez, melyeket EVk
széllitanak, EVk jelenlétében azok expresszidja annal inkabb csokken. Ilyen jellegli
korrelaciot azonban — a transzkripcios faktorokhoz hasonléan — nem sikertilt kimutatni
sem az EVpedia altal nyilvantarott miRNS-k, sem a GSEA mddszerrel nyert miRNS
halmaz, sem pedig a miRWalk eredményei alapjan relevans miRNS molekulak és a

mérési eredményeink kozott.
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Az egyes miRNS molekuldk 4ltal szabalyozott gének relativ expresszidinak
kozépértékeit vizsgalva azonosithatd néhany olyan miRNS, melyek megfelelnek ennek
az elvarasnak (31. abra), melyek koziil a legjobban megfelelé értékekkel a hsa-miR-
3676-3p, hsa-miR-1287-3p, hsa-miR-431-3p, hsa-miR-147b, hsa-miR-6829-5p ¢és a hsa-
miR-3620-5p rendelkeznek. Ezek koziil a mi RNS molekulak koziil azonban eddig még

egyet sem azonositottak EVk belsejében.
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31. abra: A mérési eredményeinkkel legjobb Korrelaciot mutaté 5, illetve 10
miRNS altal szabalyozott gének relativ expressziéja EVK jelenlétében. A) Az egyes
MIRNS (a nemzetkdzi elnevezéshez igazodva az abran miRNA) molekuldkhoz tartozo

gének relativ expresszidinak mértani kozépértékei. B) Az adott halmazokba tartozo

miRNS molekuldk éltal szabalyozott egyes gének relativ expresszidja.
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5 Megbeszélés

5.1 Az intakt EVK forrasaul kondicionalt médiumot hasznal6 kisérleti rendszer

értékelése

511 A CCRF human T-sejtes sejtvonal kondicionadlt sejtfeliiluszojat alkalmazo

kisérleti rendszer feldllitasanak indokai

Az elmult fél évszdzad soran igen nagyszamu tanulmény vizsgalta egy-egy
jelatviteli molekula hatasat valamilyen in vitro kisérleti rendszerben. Tobbek kozott a
citokinek hatasairdl alkotott mai elképzeléseink is ilyen kisérletek eredményein
alapulnak. Mintegy 15 évvel ezel6tt kezdett feltarulni egy teljesen Uj tudoméanytertilet,
amely a mai napig az extracellularis térben kolloid fazisban taldlhato, membrannal
kortilvett (tehat vezikuldknak tekinthetd) struktirdk szdmos fiziologias és patoldgias
hatasat igazolta. Ezek az eredmények szintén olyan in vitro kisérleti rendszerek
megfigyelésén alapultak, ahol a jelatvivo strukturdk (jelen esetben EVk) izoldltan voltak
jelen. Egy €16 szervezet extracellularis tereiben azonban egyszerre vannak jelen oldott
fazist jelatvivé molekuldk (pl. citokinek) és kolloid f4zisu strukturdk (minden bizonnyal
az EVk tobb fajtaja is). Ennek ellenére maig nem terjedt el olyan kisérleti rendszer
vizsgalata, ahol a két tényezd egyiittes hatasdnak megtfigyelésére keriil sor. Ezen
hidanyossag potlasahoz szerettink volna hozzajarulni kutatdsaink soran a jelen
tanulmanyban leirt kisérleti rendszer felallitasaval.

Az EVk sejtekre gyakorolt hatasdnak vizsgalatara elterjedt mddszer, hogy izolalt
EV-preparatumot adnak hozza valamely sejttenyészet tenyésztéfolyadékahoz, és miutan
ilyen koriilmények kozott nevelték a sejteket, valamely sejtvalasz mérése alapjan
kovetkeztetnek az EVk hatasara. Az EVk izolalasara alkalmazott eljarasok tobbsége
nagysebességili centrifugdlasi és ultracentrifugéalasi 1épéseket tartalmazoé differencial-
centrifugalasi modszer [35, 36, 314, 320, 329, 326, 328, 330, 331, 334, 456].

Fontos azonban igen koriiltekintden eljarni az ilyen kisérleti rendszerekbdl
szarmazd eredmények értékelésekor. Az egyik nagyon égetd probléma az EV-
preparatumok mindségellendrzésének kérdése [316, 317, 320]. Mig az EV-
prepardtumban taldlhaté EV tipusok azonositdsaban segitségiil hivhatjuk a jol bevalt

modszerek széles tarhazat (pl. aramlési citometria, Coulter-elven vagy fényszoras-
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mérésen alapulé modszerek), a vezikulak integritdsanak ellenérzésére — hogy vajon nem
sériilt-e a lipidmembran, illetve van-e egyatalan vezikularis struktira a preparatumban —
igen korlatozott és bizonytalan eredményekkel kecsegtetd eszkoztar all rendelkezésre.

Az ultracentrifugalds sordan nemcsak a lipidmembran sériilhet a nagy
erébehatdsok miatt, hanem az iiledékben egymashoz nagyon kozel keriild EVk
mert az izolalas utan reszuszpendalt liledékbol késziilt mintak tobb részre osztasa utan
nem feltétleniil keriil egyforma mennyiségii EV az egyes mintakba, ami hozzajarulhat
ahhoz, hogy az EVk hatasaival kapcsolatos eredmények nehezebben reprodukalhatok,
mint az oldott allapotban 1évé molekulara vonatkozoak. Masrészt egyaltalan nem biztos,
hogy az EVk aggregatumanak és az egyedi EVk biologiai hatdsa azonos lesz.

Ha csak azt emeljiik ki, hogy az EVk aggregatumanak sszfelszine joval Kisebb,
mint az egyedi EVké, az EVk hatasainak egy részéért pedig nagy valdszintséggel
membranfelsziniik a felelds — mivel kotédési felszint biztositanak olyan feliilethez
kotott bioldgiai funkcidk szdmara, mint példdul a véralvadas vagy az antigénprezentacio
—, konnyen beldthaté, hogy az aggregicido miatt az ilyen EV-preparatumok
felhasznalasaval kapott kisérleti eredmények nem a szervezetben lezajlo élettani
folyamatokat fogjak tiikkrozni.

Szintén Ovatossagra int az izolalt EVk jelenlétében tapasztalt sejtvalasz
értékelése soran annak lehetdsége, hogy a nagysebességli centrifugalds sordn
fehérjeaggragatumok is tlepednek az EVk mellett [271], és ezeknek a biologiai
aktivitdsa is hozzajarulhat a megfigyelt hatdshoz. Ezek az aggregitumok rdadasul az
iiledékben szelektiven dusulhatnak, €s igy az iiledék hozzaadasaval olyan strukturakat
adhatunk hozza a sejtekhez, amelyek normalis koriilmények kozott csak nagyon kis
mennyiségben lennének jelen az extracellularis térben. Hasonloképpen, az EVk
koncentracioja sem feltétleniil fogja tiikrozni a kezelt sejtek kornyezetében azokat a
viszonyokat, amelyek a preparatum forrasaként szolgald extracellularis folyadéktérben
— legyen az példaul kondicionalt médium, plazma vagy vizelet — uralkodtak. A
leghatékonyabb izolalasi modszerekkel sem lehet ugyanis az EVk teljes tomegét egy
mintdban {ilepiteni. Kiilonb6zé modszerek eredményeként az EVk mas-mas tipusait
lehet jo hatékonysaggal izolalni, mig a tobbi EV tipus alul lesz reprezentalva

mintankban — akar a kimutathatosag hatéra alatt is.
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Ezek a megfontolasok vezettek benniinket arra, hogy kisérleteink soran az EVk
forrasaként szolgdlo sejtmentes feliiluszot tovabbi feldolgozas nélkiil adjuk a recipiens
sejtekhez, és az EVk hatasat eredeti kozegiikben tanulmanyozzuk. Mivel az EVk
tanulmanyozasat célz6 tudomanyteriilet rovid torténetére valo tekintettel még igen
kevés és részben ellentmondésos adat all rendelkezésre arra vonatkozoan, hogy az egy-
egy sejttipus vagy sejtvonal altal termelt EVk milyen sejtélettani valtozast okoznak a
recipiens sejteken, kisérleti rendszeriinkben az U937 human monocita sejtvonal
sejtjeinek génatirdédasaban bekovetkezd valtozasokat (mint egy altalanos, a kdrnyezeti

hatasokra adott alkalmazkodéasi és valaszreakciot) kivantuk indikatorként hasznalni.

512 A CCRF human T-sejtes sejtvonal nyugvo sejtjei dltal kibocsdtott EVk

jellemzése

A CCRF human T-sejtes sejtvonal feliiliszdjaban 24 ora elteltével MVk
jelenléte igazolhatd felszini markereik, elektronmikroszkdépos morfologidjuk és
mérettartomanyuk alapjan. Ezek mennyisége mind a Coulter-elv szerinti
részecskeszamlalas, mind pedig az izolalt prepardtumok fehérjetartalmanak mérése
alapjan a szakirodalomban sejtes valasz kivaltasara alkalmazott EV mennyiségekkel
Osszevethetd [306]. A MVk mellett a sejtfeliiliszoban minden bizonnyal egyéb EV
tipusok is jelen vannak. Vizsgalataink soran apoptotikus testeket €s exoszomakat is
sikeriilt kimutatni, am ezek joval kisebb mennyiségben voltak jelen.

Az EVk és a TNF egyiittes jelenlétében megfigyelhetd kdlcsonhatds hatterében
tobb tényez6 allhat. Kézenfekvo volt a feltételezés, hogy a CCRF sejtvonal kondicionalt
médiuma, az EVk, de akér az izolalt MV-preparatum maga is tartalmazhatott TNF-et.
Ebben az esetben az EVk esetében megfigyelt hatasért sem feltétleniil az EVk, hanem a
veliik egyiitt a sejtekhez adott citokin lenne a felelds. Ennek a lehetdségnek a kizarasara
mértiik, amelyben a sejtekhez adtuk 6ket. Valoban sikeriilt is kimutatni TNF jelenlétét
10-15 pg/mL kozotti koncentracioban, ez azonban elhanyagolhatd volt a kisérletben
génkifejez0dés globalis vizsgalata soran minden valtozast az EV-mentes feliiluszohoz
hasonlitottunk — amely ugyanazokat a citokineket tartalmazta, mint az EV-tartalmu

mintank —, mas citokinek torzité hatasara sem szamitottunk.
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Végiil a MVk felszinére is kotédhetett volna TNF, hiszen a MVK hordoznak
TNF receptort €s van irodalmi adat arra vonatkozoan, hogy ilyen modon juttatjak célba
a citokint [415]. Ebben az esetben, ha az MV-preparatumhoz TNF-et adunk, a felszini
kotohelyek telitddhetnek, ¢és a nem kotott TNF-et eltavolitva (vagy a MVk
letilepitésével) a TNF-tartalmtt MVk preparatumabol ELISA mddszerrel nem feltétlentil
lehet kimutatni a TNF jelenlétét — hiszen az nem szabadon, oldott allapotban lesz jelen.
Az ily médon el6készitett minta hatasa viszont a TNF és a MVk egyiittes hatasahoz kell,
hogy kozelebb alljon, mint a MVk hatasahoz. Mivel kisérletiink soran azt tapasztaltuk,
hogy a MVk eldzetes ,,dasitasa” a citokinnel nem reprodukalta a TNF és MVk egyiittes

jelenlétének hatasat, igy ezt a lehetdséget is elvetettiik.

5.2 Az EVKk és a TNF génkifejezddésre gyakorolt hatasanak osszevetése
5.2.1 Az EVk és a TNF jelenlétében megfigyelt globdlis génexpresszios valtozdsok

Az egyes kisérleti valtozok 4altal befolyasolt konkrét géneket kigytijtve (1.
tablazat) lathatdé, hogy az EVk jelenlétében statisztikailag szignifikdns mértékben
valtozott tobb gén kifejezédése mind pozitiv, mind pedig negativ irdnyban. Felerdsodott
példaul a CNR2 és a WFIKKNI1 génjének atirodasa, mig a CXCL14 és a TBXASI az
EVk jelenlétében elcsendesedd génekre hozhatok fel példaként. A TNF hatasa
ugyanakkor inkabb egyes gének (példaul az ICAM-1, a BCL3, az IL-8, a CXCL10, a
CXCL11, a CXCL3) atirodasanak fokozasaval jellemezhetd.

Az ismert médon markans hatassal rendelkez6 citokin TNF hatasara — amint az
varhato is volt — igen sok gén kifejezédése megvaltozott. Bar volt néhany olyan, a TNF
altal befolyasolt gén, amelynek valtozéasat csak akkor tudtuk kimutatni, ha EVk is jelen
voltak a TNF mellett (23 gén), vagy ha EVk nem voltak jelen (19 gén), a TNF markans
hatdsaval Osszhangban a statisztikailag szignifikdns valtozast mutatd gének jelentds
részének (59 gén) atirodasa hasonloképpen valtozott mindkét olyan esetben, amikor

TNF volt jelen a mintdban.
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5.2.2 A génkifejezodés globdlis viltozdsainak reprodukdlhatosaga az egyedi gének
szintjén

A szamos elemzés eredményei ¢és a szakirodalom attekintése alapjan is
legjelentdsebbnek vélt gének koziil az IL-8, a CCL2, a CXCL2, a CD36, a CD82, az
ICAM1, az NPC1, az MMP9, a CNR2 és az SMPD3 esetében megfigyelt valtozasokat
igyekeztiink reprodukalni az egyedi gének kifejezddését vizsgaldé moddszerrel. Ezek
alapjan a microarray eredményeivel dsszhangban a TNF egyedileg és MVk egyideji
jelenlétében is statisztikailag szignifikdns mértékben fokozta a CXCL2 kifejezddését,
azonban az EVk jelenlétében megfigyelt valtozast itt nem sikeriilt igazolni. Szintén
Osszeegyeztethetoek az MMP9 esetében megfigyelt valtozasok (az EVk jelenlétéhez
képest szignifikdns novekedés a masik két kisérleti felallasban) a microarray
eredményeivel.

Az pedig, hogy a CCL2, az IL-8, a CD82, az ICAML1 ¢s az NPC1 génatirodasat
pedig csak a két tényez6 (TNF és MVKk) egyiittes jelenléte fokozta szignifikdns
mértékben, egyfajta kolcsonhatasra utalhat az EVk és a TNF hatésa kozott. Erdekes
modon ez a jelenség sokkal jobban megfigyelhetd volt az egyedi géneket vizsgélva,
mint a microarray kisérlet eredményei alapjan, ahol csupan harom masik, kisebb
jelentdségli génre volt igaz, hogy csak a két tényezd egyiittes jelenléte mellett volt
megfigyelhet6 szignifikans valtozas. Sot, a késébbi vizsgalataink eredménye szerint
egyértelmiien kolcsonhatast mutatd IL-8 a microarray genexpresszios mintazatainak
elemzése alapjan még a dontden TNF hatésa altal befolyasolt csoportba kertilt.

Tobbszorosen megerdsitettiik, hogy csak EVk jelenlétében fokozodik az SMPD3
kifejezddése szignifikans mértékben, mig TNF jelenlétében akkor sem, ha mellette EVK
is jelen vannak. Szintén elsésorban az EVk jelenléte befolyasolta kisérletiink soran a
CNR2 génjének kifejezddését. Itt akar antagonisztikus kolcsonhatds is felmeriilhet az
egyedi gének szintjén elvégzett vizsgalatunk alapjan, mivel a statisztikailag szignifikans
kiilonbség a TNF vagy az EVk egyedi jelenléte kozott mutathatdo ki. Nem teljes
mértékben egyeztek globalis és génszintli megfigyeléseink a CD36 tekintetében. Mig
ugyanis a microarray adatai alapjan elsdsorban a TNF hatasara nétt expresszidja, QRT-

PCR moddszerrel vizsgélva ez inkabb az EVk hat4sara n6tt kismértékben.
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5.2.3 Azintakt EVk és az izolalt MVk hatdsdanak dsszevetése

Az izolalt MVk jelenlétében kapott adatok és a teljes EV-tartalmti kondicionalt
médium hatasanak jo 6sszevethetosége alapjan kijelenthetd, hogy az altalunk felallitott
kisérleti rendszer legaldbb annyira alkalmas az EVk hatdsanak vizsgalatara, mint a
szakirodalomban alkalmazott egyéb modszerek. Az izolalt EVk hatdsara hasonlé modon
valtozott szamos gén atirddasa (pl. CCL2, IL-8 és CNR2), mint ahogyan azt az altalunk
javasolt alternativ megkdzelités alapjan elvégzett kisérletek eredményeként
megfigyelhettiik.

Nem tagadhaté azonban, hogy az izolalt EV-preparatumok alkalmazéasa
hordozhat tobblet-informaciét is a teljes EV-tartalmi kondiciondlt médium
alkalmazdsédhoz képest, vagy feler6sodhetnek bizonyos jelenségek. Mig ugyanis a
globalis génexpresszids vizsgalatok soran azt talaltuk, hogy a CD36 génjének atirodasa
elsdsorban TNF jelenlétében fokozddik, az egyedi gének kifejezddését kvantitativ,
valdsidejii PCR modszerrel vizsgalva mar az EVk jelenlétében talaltunk szignifikans
fokozodast a TNF jelenlétéhez képest. Ezt az ellentmondast részben akér segithet is
feloldani az a megfigyelés, hogy izolalt EV-preparatumokat is felhasznalva egy ujabb
kisérletben szignifikans valtozast a kontrolhoz képest csak a MVk okoztak. Tekintettel
arra, hogy a CCRF sejtvonal-eredetii EVk jellemzése soran a kondicionalt médiumban
is legfobbképpen — de nem kizardlagosan — MVKk jelenlétét sikeriilt kimutatni, a teljes
EV-preparatum mérsékelt, a globalis génexpresszids vizsgalat segitségével a
kimutathat6sag hatardn marado hatasa konnyen megérthetd.

Elképzelhetdé lenne, hogy ennek hatterében az izoldlds utan reszuszpendalt
iledékbdl nyert preparatumban a MVkK nagyobb koncentracidja all, s emiatt akar a teljes
EV-koncentraci6 is eltérhetne a két kisérleti felallasban. Az egyes preparatumok
fehérjetartalma alapjan azonban arra kovetkeztethetiink, hogy az EVk mennyiségének a
kiindulo sejtszdmon alapul6 standardizécidja kielégitd eredményre vezetett. Nem tudtuk
azonban teljes biztonsaggal kizarni EV-aggregatumok jelenlétét, és az ebbdl eredden a
mar leirt miitermékek keletkezésének a lehetdségét. Végiil a hosszas izolalasi eljaras
soran az EVk egyéb moddosulasa (pl. oxidacioja [457]) is bekovetkezhetett, amely

szintén magyarazhatna az eredményeket.
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Az sem jelent feltétleniil ellentmondést, hogy egyik izolalt EV-preparatum
esetében sem sikeriilt szignifikans eltérést talalnunk az IL-8 génkifejezOdésében a
kontrolhoz képest, hiszen ez a gén a globalis génexpresszios vizsgalat adatai alapjan is a
III. klaszterbe tartozott, ahol valtozast els6sorban a TNF jelenléte okozott. Az IL-8
esetében tehat elsdsorban a TNF és a TNF és izolalt MVK egyiittes jelenléte soran
megfigyelhetd valtozasok reprodukalhatdsaga meriilt fel fontos kérdésként. A kisérletek
megismételhetdségének tovabbi jelentdséget kolcsonzott, hogy az IL-8 esetében sikertilt
a globalis génexpresszios vizsgalat eredményeit a fehérjék mennyiségének szintjén is
megerdsitent.

Hogy teljesen kizarhassuk a CCRF sejtvonal kondicionalt médiuméban
esetlegesen felellhetd oldott allapota jelatvivé molekuldk zavard hatésat és a kisérleti
elrendezés a lehetd legjobban megfeleljen a szakirodalomban altaldnosan alkalmazott
megkozelitésnek, az IL-8 génjének kifejezddését szérummentes RPMI médiumban
felvett, MV preparatum hozzaadasa mellett is vizsgaltuk U937 sejteken. Ebben az
esetben még markansabban észlelheté volt a MVk és a TNF kozotti kolcsonhatas
jelensége, amennyiben csak a két tényezd egyiittes jelenléte mellett értiink el

szignifikans valtozast az IL-8 génjének atirddasaban.
5.2.4 Az EVk és a TNF hatdsa kozotti kélesonhatas természete

Az, hogy igen nagy atfedést talaltunk a csak TNF vagy TNF és EVk jelenlétében
fokozott atirodast mutatd gének kozott arra utal, hogy a TNF hatasa igen markans az
EVk hatasahoz képest. Ezt a jelentés hatdst azonban vélhetéleg modulélni,
finomhangolni képesek az EVk. Eredményeink alapjan mindenestre nagyon valdszinii,
hogy létezik valamiféle kolcsonhatas az EVk és a citokinek, példaul a TNF hatasa
kozott. Talaltunk ugyanis a globalis génexpresszids valtozasok elemzése soran 23 olyan
gént, aminek az expresszioja statisztikailag szignifikdns mértékben valtozik EVk és
TNF egyiittes jelenlétében, mig csak TNF jelenlétében nem tekinthetd a valtozas
statisztikailag szignifikdnsnak. Ez a kovetkeztetés Osszhangban allna Wahlgren és
munkatarsai [388] megfigyeléseivel, akik T-sejtek altal kibocsatott exoszomak és az IL-

2 egyiittes jelenlétében keletkezd citokinprofilokat elemezték.
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Kisérleti rendszeriinkben a legegyértelmiibb kolcsonhatdas az IL-8
kifejez6désének szinergisztikus erdsitése volt, ami szintén Osszhangban van a
szakirodalomban leirtakkal. Egy, az altalunk alkalmazotthoz hasonld kisérleti
rendszerben az IL-8 szinoviocitak altali elvalasztasanak fokozodasat mutattak ki
vérlemezke eredetli MVk jelenlétében [391], ami arra utal, hogy kovetkeztetéseink mas
EV-donor és recipiens sejtparok esetében is igazak lehetnek.

Meg kell jegyezni azonban, hogy az altalunk megfigyelt kdlcsonhatas természete
génenként eltérd, és kozel sem minden esetben pozitiv. Osszességében, funkcionalis
szempontbol igen jelent6snek talaltuk az antagonisztikus kolcsonhatasokat is. Ez azt
eredményezheti, hogy az EVk szamos, a gyulladas kialakulasat és fenntartasat elsegitd
gén mellett az ezt gatld gének kifejezddését is eldsegitik. Mig tehat a TNF hatésa
egyértelmilen a gyulladas irdnyaba tolja el az egyensulyt, az EVk jelenléte ezt a hatast

tompithatja és a késObbi stadiumban a folyamat lecsendesitését is elésegithetik.

53 Az EVKk és a TNF kolcsonhatasa altal legjobban érintett bioldgiai

folyamatok

5.3.1 Az EVk jelenlétében szignifikans mértékben megvaltozott egyes gének

lehetséges biologiai szerepe

Az EVKk jelenlétében statisztikailag szignifikans mértékben feler6s6dott gének
kozott szamos olyan taldlhatd, amelyek az intracellularis vezikuldk sejten beliili
célbajuttatdsaval kapcsolatosak. A WFIKKN1 nevii gén szintén azok kozé tartozik,
amelyek megnovekedett mértékben irddtak at EVk jelenlétében. A gén terméke egy
igen sok doménnel rendelkezd, Osszetett fehérje, amelynek legjobban ismert funkcidja
mégis az, hogy a legkiilonfélébb proteaz enzimek (szerin protedzok és metalloproteazok)
funkciojat képes gatolni [458]. Néhany olyan génnek a kifejez6dése viszont, amelyek a
gyulladasos folyamatok fenntartasaban jatszanak szerepet — mint példaul a neutrofilekre
kemoattraktans hatdst CXCL14 kemokint kodolé géné, vagy a vérlemezkék

crer

TBXASI géné —, statisztikailag szignifikans modon csokkent az EVk hatéasara.
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Az EVk hatasara igen erdsen fokozodott a kannabinoid receptor 2 (CNR2)
génjének 4atirodasa is. Frdekes moédon EVk és TNF egyiittes jelenlétében nem
figyelhettiik meg a gén kifejez6désének fokozodasat, ami valamiféle antagonisztikus
kolcsonhatasra is utalhat a két tényezé kozott. A CNR2 G-fehérje-kapcsolt receptort
kodol, amely a kannabinoid receptor 1-gyel ellentétben periférialis szdoveti eloszlast
mutat és elsGsorban az immunrendszer sejtjeinek felszinén jelenik meg [459]. Ennek
megfeleléen ez a receptor a kannabinoidok nem pszichoaktiv hatasait (mint példaul az
érzéstelenités €s az immunszuppresszio) kozvetitik.

Bar a kannabinoid receptorokkal kapcsolatban igen kevés ismeret all még
rendelkezésiinkre, a CNR2 gén altal kodolt receptor maris nagy érdeklddést valtott ki. A
lehetséges gyodgyaszati felhaszndldssal kapcsolatos remények elsdsorban a 2-es tipusu
kannabinoid receptor apoptozist kivaltd, érajdonképzddést géatld és bdérdaganatok
progressziojat lassitdé [460] hatasan alapulnak, amelyek mellett gyulladascsokkentd és
immunszuppressziv hatast is kifejthet [461]. A receptor ligandjai kozott a szamos
fliszerndvényben is megtaldlhatd B-kariofillén is szerepel, amely névényi alkaloida nagy
valdszintiséggel éppen a CNR2 receptoron keresztiil fejti ki gyulladdscsokkentd hatasat.
Azokban a Cnr2”" egerekben ugyanis, amelyek nem rendelkeztek az emberi CNR2-vel
homolog génnel, a B-kariofillén hatastalannak bizonyult [462].

Az, hogy az EVk jelenlétében a CNR2 génjének atirodasa fokozodik, az EVk
gyulladascsokkentd hatdsara utalhat. Ezt megerdsithetné, ha a CNR2 gén altal kodolt
fehérje mennyiségében bekdvetkezd valtozast is ki tudnank mutatni az EVk jelenlétében.
Kisérleteink soran Western blot mddszerrel probaltuk ezt a hatast megerdsiteni, azonban

a génkifejez0dés valtozasat a fehérje szintjén nem sikertilt igazolni.

5.3.2 Az EVk és a TNF jelenlétében bekovetkezd globdlis génexpresszios valtozdsok
daltal érintett biologiai folyamatok

A TNF ¢és EVk egyiittes jelenlétében megvaltozott kifejezédést mutatd génekhez
kothetd gén ontoldgidk altal alkotott haldozat tobb alhalozatra (modulra) bonthatd,
amelyeket modulonként a gyulladasos citokinek, az NFxB fttvonal, sejtfelszini
receptorok, citokinek jelatvitele, membran transzport és membranhoz kotott fehérjék
hataroznak meg. Ezek a fogalmak és biologiai funkciok valamennyien a gyulladassal és
a citokinekre valo érzékenységgel kapcsolatosak, az ontoldgiakhoz kétddo legfontosabb

gének pedig kemokinek és azok receptoraik.
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A kemokinek koziil is kiemelkedik az IL-8 mind a génkifejez6désbeli valtozas
alapjan, mind pedig azért, mert az IL-8 funkcionalis doménjét tartalmazd mads
kemokinek génjeinek is fokozodott az atirodasa. Eppen ezért fehérjeszintii vizsgalataink,
illetve az izolalt EVk jelenlétében clvégzett kisérleteink soran is kiilonos figyelmet
szenteltiink ennek a kemokinnek. A neutrofil granulocitdk, bazofil granulocitdk, és T-
sejtek migracidjat igen nagy hatékonysaggal képest befolyasolni az IL-8, mely szdmos
szempontbol kiemelkedd jelentOségli volt a kisérleteinkben. Amint azt az eléz6ekben
kifejtettiik, az EVk jelenlétében megfigyelhetd IL-8 termelés tényét mas
munkacsoportok megfigyelései is megerdsitik [148, 391].

54 A TNF és MVK kozotti kolcsonhatas és feltételezheté hattere

5.4.1 Fehérjék vezikularis dtvitelének lehetséges szerepe a TNF jelatvitel

befolydsolasaban

A szakirodalomban tobb utalds is szerepel arra vonatkozodan, hogy az EVk
mukodoképes fehérjéket képesek atvinni egyik sejtrél a masikra (akar sejtfelszini
citokineket [148], receptorokat [150], ioncsatornakat [152] vagy transzkripcios
faktorokat [142]). Ha kifejezetten a transzkripcios faktorokra koncentralunk a GSEA
elemzés soran, akkor igen gyenge szignifikanciaszint mellett felmeriil egy szterol
regulatérikus elemhez kotédd faktor, a SREBF-1 szerepe az EVk jelenlétében
megfigyelt hatasokban. Ugyan ez a transzkripcios faktor kdzvetleniil nem képest az 1L-8
génexpresszidjat fokozni, de a GeneMania segitségével felallitott interakcids halozat
alapjan a SREBF1 fizikailag kotédhet a CREBI1 fehérjéhez, amely ismert modon
befolyasolja az IL-8 szintjét. Az természetesen tovabbi kiterjedt vizsgalatokat igényel,
hogy az EVk képesek-e ezt a transzkripcios faktort célba juttatni.

A GSEA elemzés adatai alapjan tovabba az EVk hatasara szamos mas olyan GO
fogalomat is érintett valtozas, amelyek az NF«kB jelatviteli utvonaldban jatszanak
szerepet. Ez a fontos szabalyoz6 elem részt vesz a TNF altal elinditott jelatviteli
folyamatokban, és ismert modon szabalyozza az IL-8 génjének atirddasat. Ha az EVk
jelenlétében megnd az utvonal miikodésében fontos fehérjék mennyisége, akkor ez
esetleg el6készitheti a sejteket a TNF altal kivaltott jel hatékonyabb tovabbitasara. Az
elsddleges kérdés azonban ebben az esetben is az, hogy az EVk preparatumaiban jelen

van-e egyaltalan ezek koziil a szabalyozé elemek koziil valamelyik.
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5.4.2 Az EVK és a MVk fehérjekészletének proteomikai elemzése

Mivel a CCRF sejtvonal feliiliszojanak vizsgalata alapjan a globalis
génexpresszids vizsgalat soran megfigyelt hatasért dontéen a MVk tehetéek feleldssé,
igyekeztiink ennek az EV tipusnak a fehérjekészletét az irodalomban elérheté adatok
alapjan rekonstrudlni. A szakirodalom attekintése soran feltiind volt a nomenklatiura
kovetkezetlen haszndlata, igy EV kategorizaldsunk elsOsorban az alkalmazott
centrifugalasi protokollon alapult. Nem publikalt megfigyeléseink szerint ugyanis mar
igen rovid ideig tartd, kozepes sebességli centrifugalds soran is jelentés mennyiségi
exoszoma tilepedik, ami zavarhatja a MVk tulajdonsagainak meghatarozasat.

Az ily moédon rekonstrudlt fehérjekészlet részben atfedett az EVpedia altal
nyilvantartott legfontosabb 500 fehérjével. Az egyes tanulmanyok altal k6zo6lt adatsorok
kotott azonban csak mérsékelt étfedést talaltunk, igy azokat a fehérjéket, melyek a
kritériumainknak megfelelé nyolc cikkben haromszor, vagy a kilenc adatsorban
négyszer szerepeltek, mar mikrovezikularis fehérjeként kategorizaltuk. Ez is
alatdmasztja azt a vélekedést, miszerint az EVk egyes tipusai sem egységesek, és
Osszetételiik sejttipustol és a koriilményektdl fliggden dinamikusan valtozhat.

Az EVk és citokinek hatasa szempontjabol mellékes megfigyelés, hogy mind az
EVpedia alapjan osszeallitott fehérjekészlet, mind pedig a MVk feltételezhetd fehérjéi
szoros kapcsolatban alltak virusfert6zések soran leirt jelatviteli utakkal és funkcionalis
géncsoportokkal. Ez a megfigyelés mintegy validalja megkdzelitésiink helyességét,
ugyanis ma mar egyre vildgosabb, hogy az EVk keletkezése és a virusok sejtbdl valo
kijutasa, illetve az EVk és a virusok sejtekhez torténd kapcsolddésa hasonlé mddon
megy végbe [191, 192, 463]. Az EVk virusfertézés soran bet6ltott immunoldgiai
szerepe raadasul tovabb erdsiti az EVk és citokinek hatdsa kozott feltételezett

kapcsolatot is [195, 464].
5.4.3 A MVK dltal szdllitott fehérjék lehetséges szerepe a TNF jeldtvitelében

Nemcsak a virusfertézéshez kotédd fogalmak esetében figyelhetd meg az EVk
altal szallitott fehérjék vagy interakcios partnereik feliilreprezentaltsdga. Az EV fehérjék
mas folyamatokhoz képest szintén nagyobb mértékben befolyasoltak jelatviteli
utvonalakat és az immunrendszer miikodését is. Az immunologiai szempontbol jelentds

jelatviteli folyamatok kozott talaljuk a TNF jelatviteli utat is, aminek ugyan kevés tagjat
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talalhatjuk meg EVk, és még kevésbé MVKk belsejében, am a fehérje-fehérje interakciok
aranya szempontjabol mégis kiemelkedik mas folyamatok koziil. Amennyiben a
jelatviteli utvonal KEGG adatbazisban nyilvantartott tagjainak gatld és stimulald
vezikularis interakcios partnereinek aranyat vessziik figyelembe, feltiind a TNF 1-es €s
2-es tipusu receptorardl induld jelatviteli utvonalak kozotti eltérés. Ezek alapjan
felmeriil, hogy az EVk jelenléte a TNF jelatvitelét a 2-es tipusti receptorrol indulod
jelatvitel felé tolja el a TRAF3 és BAG4 fehérjéket befolyasolva.

Egészen finom eltolodas az 1-es és 2-es tipusu TNF receptorrol induld jelatvitel
kozotti egyensulyban mar igen komoly bioldgiai kovetkezményekkel jarhat [465-468].
Nem csak a jelatviteli Gtvonal intracellularis elemeire fejthetnek ki hatast az EVK,
hanem a TNF, mint membréanfelszinhez kotott ligand is mas bioldgiai hatassal bir, mint
a szolubilis forma [153, 404]. Ugyan kisérleti rendszeriinkben nem talaltunk arra utald
jelet, hogy a TNF membranhoz kotott, EVk felszinén jelenlévé formaja allna a
megfigyelt valtozasok mogott, a TNF receptorainak vagy mas TNF-kot6 fehérjéknek a
szerepét nem zarhatjuk ki.

Annal inkabb sem, mert az EVk felszinén szamos olyan fehérje van jelen, ami a
TNF fehérjével interakcidba 1éphet, ily modon az EVk ,,szolubilis” TNF receptorként
modulalhatnak a TNF hatasat [153]. Az immunrendszer miikodéséhez hozzatartozik a
»feleslegessé valt” TNF receptorok EVk segitségével torténd eltavolitasa a sejtfelszinrdl
[469]. A TNF receptorok és —kotéfehérjék szerepével kapcsolatban arrdl sem szabad
megfeledkezni, hogy TNF nemcsak ligand, hanem a receptorokhoz hasonléan képes
intracellularis jelatviteli Gtvonalakat elinditani retrograd modon [402, 406], ez pedig
interferalhat az anterograd utvonallal.

Végiil a TNF utvonal és az EVk lehetséges interakcidjara vonatkozdan érdekes
adalékkal szolgél az a megfigyelés, miszerint influenza virionok és TNF esetében is
szinergisztikus hatast figyeltek meg az NFxB utvonal aktivalasdhoz kapcsolodoan.
Amennyiben azt is figyelembe vessziik, hogy az EVk kotddése és a virusfertdzeés kozott
szamos hasonlésdg fedezhetd fel, egyértelmii az analdgia a kisérleteink soran
megfigyeltekkel. Kérdés marad azonban, hogy ez a kolcsonhatas vajon a citokinek
¢lettani hatdsainak szabdlyozasdban fontos elsddlegesen, €s csak az analdgia miatt

figyelhetd meg virusok esetében is, vagy az dsszefliggés forditva igaz.
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5.4.4 Az EVk jelenlétében létrejovo valtozasokért feleldssé tehetd miRNS molekulak

A génexpresszio globalis valtozasainak elemzése soran EVK jelenlétében a TNF-
el 0sszehasonlitva igen sok (mintegy 39) gén kifejezddésének csokkenését figyeltiik
meg, ami arra is utalhat, hogy az EVk RNS-tartalma tehetd feleléssé a Kimutatott
hatasokért. Az EVk koziil az exoszomak ugyanis jol ismert médon képesek sejtek
kozott RNS molekulédk atvitelét kozvetiteni [23], és ez a funkcid nagy valdszinliséggel a
MVKk esetében is jelen van [470]. Az is jol ismert, hogy a miRNS-ek nagyon fontos
szerepet jatszanak az immunrendszer milkkodésének szabalyozdsaban — elsdsorban a
célgének miikddésének gatlasa révén [471].

Az IL-8 Kkitiintetett szerepe alapjan pedig parhuzam vonhaté kisérleti
rendszeriink és Baj-Krzyworzeka és munkatarsai megfigyelései kozott [32]. Ebben a
kisérleti rendszerben rdadasul nem is feltétlentil miRNS molekuldk, hanem magéanak a
mRNS molekulanak a szerepe mertilt fel. Leirtak ugyanis, hogy a tumoros sejtekbdl
szarmazd MVKk tartalmazzak az IL-8 fehérjét kodold6 mRNS molekulat, és talan éppen
errdl irédik &t a recipiens monocita sejtek altal tobbletként termelt fehérje. Az IL-8
mellett tovabba mas kemokinek (pl CCL2, CCL3, CCL4 és CCLS5) termelése is
fokozodik. Arnyalja azonban a képet, hogy ebben az esetben sem zarhaté ki teljes
biztonsaggal a miRNS molekuldk szerepe, valamint hogy magat az IL-8 fehérjét is
sikeriilt kimutatni az EVk prepardtuméaban ugyanebben a kisérleti rendszerben.

Elemzésiink soran ugyan nem sikeriilt teljes biztonsdggal azonositani olyan
miRNS molekuldkat, amelyek feleloss¢ tehetéek az EVk jelenlétében megfigyelt
génexXpresszios valtozasokért, azonban ez nem zarja ki szerepiiket. Az elemzésilink
alapjan leginkabb relevans néhany miRNS molekulat ugyan nem talaljuk az EVk 4ltal
eddigiekben kisérletesen megerdsitett modon széllitott entitdsok kozott, azonban az
EVk heterogenitasa alapjan teljességgel elképzelhetd, hogy az altalunk vizsgalt sejttipus
adott koriilményekre adott valaszahoz ilyen tartalmi EVk kibocsatasa tarsul. A hsa-
miR-3676-3p, hsa-miR-1287-3p, hsa-miR-431-3p, hsa-miR-147b, hsa-miR-6829-5p és
hsa-miR-3620-5p miRNS molekulak kimutatasa a CCRF sejtvonal feliilusz6jabol izolalt
EVk preparatumébdl eddigi munkank egyik lehetséges folytatasa.
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5.4.5 Az EVk jelenlétében létrejovd viltozdasok hasonlosdga az oxidalt foszfolipidek

esetében megfigyelt hatdssal

Az EVk belsejében talalhato fehérjéken és RNS-eken kiviil a lipidmembran
felszinén jelenlévo ligandok (fehérjék, szénhidratok és lipidek egyarant) szerepe szintén
nem zarhatd ki. Ennek kapcsan kiilondsen érdekes a GSEA elemzés azon eredménye,
miszerint az EVk jelenlétében az U937 human monocita sejtvonalon megfigyelt
génexpresszids valtozasok nagy hasonlosagot mutattak azokkal a valtozasokkal,
amelyek oxidalt foszfolipidek jelenlétében kovetkeztek be endotél sejteken [449].

Szintén az oxidalt foszfolipidek felismerésében jatszik fontos szerepet scavenger
receptorként [472] az a CD36, melynek atirodasat kvantitativ, valdsideji PCR
segitségével emelkedettnek talaltuk EVk — és kiilondsen MVk — jelenlétében. A CD36
képes oxidalt foszfatidil-szerinhez is kotddni, amely révén az apoptotikus testek
felvételét is elésegiti [473]. S6t, egy masik kozlemény szerint az EVk felvételében is
szerepe van [474]. Az a megfigyelés, hogy az EVk hatasara fokozodik egy olyan gén
atir6dasa, amelynek fehérjeterméke az EVk recipiens sejtekhez vald kotddését is
eldsegiti, akar pozitiv visszacsatolasi kor jelenlétére is utalhat.

Ennek az eredménynek a jelentdségét minden bizonnyal csak évek multan lehet
megitélni, hiszen az EVk miRNS- és fehérjetartalmédhoz képest igen keveset tudunk
azok lipid-osszetételérdl és a lipidek biologiai hatasardl. Ennek vizsgalataval egy
teljesen 01j kutatasi irany nyilhat meg az EV-bioldgiaban [475], mint ahogyan az EVk
posztranszlacids moddosulasainak — tobbek kozott oxidacidjanak — is nagy bioldgiai

relevanciaja lehet megfigyelésiink alapjan [457].
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6 Kovetkeztetések

6.1 A CRREF sejtvonal feliiliszéjaban talalhato EVk és citokinek

l.a. A CCRF human T-sejtes sejtvonal feliiliszojaban 24 ora elteltével
megtalalhatok EVk, amelyek felszinén Annexin V, CD63, CD71 és CD33 felszini
markerek  voltak kimutathatok, mig CD5S ¢és CD9 nem. A feliiluszo
ultracentirfugalasaval nyerheté iiledék elektronmikroszkopos vizsgalatdval kettOs
foszfolipidmembrannal hatarolt strukturakat sikeriilt kimutatni. Az EVk modalis mérete
350 nm koriili értéknek adodott, ami alapjan kijelenthetjiik, hogy a nyugvé CCRF
human T-sejtes sejtvonal feliiluszojaban elsésorban MVk talalhatok.

I.b. A Kkisérleti rendszeriinkben felhasznalt kontroll feliilusz6 valdéban
elhanyagolhatd6 mennyiségli EV-t tartalmazott. Az ebbdl a prepardtumbol
ultracentrifugalassal nyert iiledékben sem elektronmikroszkoppal, sem pedig Coulter-
elven torténd részecskeszamlalassal nem sikeriilt EVk jelenlétét kimutatni.

I.c. A CCRF huméan T-sejtes sejtvonal feliiluszojaban 10 pg/ml nagysagrendben
talalhatd TNF, amely elhanyagolhaté az altalunk alkalmazott rekombinans citokin

crer

TNF citokint.

6.2 Az EVK és TNF jelenlétésben megfigyelt génexpresszios valtozasok

Il.a. A CCRF human T-sejtes sejtvonal altal kibocsatott EVk és TNF egyiittes
jelenléte hatasara egyes kemokinek, mint példaul az IL-8 kifejez6dése jobban fokozodik,
mint a TNF egyediili jelenléte mellett az U937 human monocita sejtvonal sejtjein. Az
EVk hatasara legalabb olyan jelentds a globalis génatirddas csokkenése, mint annak
novekedése, amelynek hatterében miRNS molekulak szerepe is felmeriilhet.

I1.b. Osszességében elmondhaté, hogy az EVk jelenléte ellenstlyozza a TNF
egyes hatdsait, mig masokat potenciroz. A TNF igen markdns hatasa mellett
azonosithatdk olyan géncsoportok is, amelyek expresszidja elsésorban EVk jelenlétében
valtozik meg. Az EVk hatasara jellemzden csokkent génkifejezddést lattunk, azonban a
két tényez6 (EVk és TNF) egyiittes jelenléte mellett szamos gén kifejezédésének
novekedése is megfigyelhetd — méghozza nagyobb mértékben, mint kiilon-kiilon. Ez

arra utal, hogy azonosithat6 a géneknek egy kis csoportja, amelyek esetében az EVk és
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a TNF hatdsa egymast segiti. Mas esetekben pedig az EVk jelenléte tompitja a TNF
hatasat a gyulladdsos folyamatok korlatozdsanak irdnyaba hatva. A funkcionalis
géncsoportok kifejezodésének vizsgalata soran legjelentdsebbnek az IL-8, a CCL2, a
CXCL2, a CD36, a CD82, az ICAM1, az NPC1, a MMP9, a CNR2 és az SMPD3 gének
atirddasaban bekovetkezd valtozasokat tartottuk.

Il.c. Ezeknek a géneknek a kifejez6dését qRT-PCR modszerrel vizsgalva
megerdsitettiik, az EVk jelenlétében statisztikailag szignifikdns mértékben ndvekedett
az SMPD3 kifejezddése a kontrollhoz képest, mig a CD36 és a CNR2 kifejezddése a
TNF jelenlétéhez képest nott jelentés mértékben. Az IL-8, a CCL2, a CD82, az ICAM1
és az NPC1 gének atirédasat az EVk és TNF egyiittes jelenléte nagyobb mértékben
fokozza, mint a két tényezd kiilon-kiilon. Ezt a jelenséget az IL-8 esetében a
fehérjetermék szintjén is sikeriilt kimutatni ELISA modszerrel.

Il.d. Amikor az EVk egyes tipusait kiilon-kiilon vizsgaltuk, szintén sikeriilt
kolcsonhatast kimutatni az EVK és a TNF hatasa kozott az IL-8 esetében. A CCRF
human T-sejtes sejtvonal feliiliszdjabdl izolalt MVk és TNF egyiittes jelenlétének
hatasara az IL-8 kifejezddése ugyanis szignifikdns mértékben jobban fokozodik, mint a

TNF vagy a MVk egyediili jelenléte mellett az U937 human monocita sejtvonal sejtjein.

6.3 Az EVK jelenléte altal feltételezhetoen befolyasolt biolégiai folyamatok

ILa. A GO PANTHER elmezése alapjan nem sikeriilt ugyan olyan,
funkcionalisan  Osszetartozd géncsoportokat azonositani, amelyek Kifejezédése
szignifikans mértékben megvaltozott volna, ugyanakkor fontos leszégezni, hogy
elsésorban a jelatvitellel, szabalyozéassal és metabolizmussal kapcsolatos gének
érintettségét lattuk. Az EVk jelenlétében megfigyelt atlagos relativ génexpresszids
értékeket a Reactome adatbazis fogalmi halozatara vetitve leginkab a FGFR1, a WNT
(csokkenés) és az ERK (novekedés) jalatviteli utvonalak érintettsége mertilt fel. A
metabolikus utvonalak koziil pedig elsdsorban a foszfolipidek metabolizmusahoz
kotddik génkifejezodeésbeli valtozas. A szignifikans valtozast mutaté gének kozott a
GeneMania eredményei alapjan legjelentdsebb kozos tulajdonsag a citokrom P450,

furin ismétlédés, valamint a T-SNARE és az IL-8-szeriti domének jelenléte.
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I11.b. A GSEA moédszer segitségével sikeriilt azonositani szamos olyan biologiai
folyamatot és funkciot, amelyek statisztikailag szignifikans mértékben megvaltozott
kifejez0dést mutatnak. Kiemelkedik ezek koziil a gyulladasos valasz, a JAK/STAT ¢és
az NF«kB kaszkadok érintettsége EVk jelenlétében. Amennyiben a két tényezo egyiittes
hatasat a TNF egyedi hatdsdhoz hasonlitottuk GSEA moddszer segitségével, szintén az
NF«B kaszkad, a sejtfelszini receptorok, valamint a glikozilacidoban résztvevd enzimek
érintettsége igazolodott. Ezeknek a csoportoknak a génkifejez0dés szempontjabol
kozponti szerepet jatszo tagjai tobbek kozott a CXCL10, a CCL2, a CCL2, az IL8 és a
GPR68 gének voltak.

Il.c. Az IL-8 termelésének fokozddasaval és a kemokinek GSEA éltal
kimutatott kiemelt jelentdségével 6sszhangban all az az eredmény is, hogy a TNF és a
CCRF sejtvonal altal kibocsatott MVk jelenlétében tenyésztett U937 sejtek
kemoattraktans képessége felillmulja a két tényezd egyedi jelenlétében megfigyelhetd
mértéket. A kontrollhoz képest statisztikailag szignifikans valtozast csak ebben az

esetben sikerilt kimutatnunk.

6.4 Az EVk é MVKk TNF jelatvitel szempontjabol vélhetéen relevans
tulajdonsagainak felderitése

IV.a. A MVk preparatumahoz rekombinans citokint adva, majd az oldatban
maradt citokint eltavolitva nem taldltunk arra utalé adatot, hogy vezikulaink felszinére
TNF kotddott volna, és ez okozta volna az EVk jelenlétében megfigyelt valtozasokat.

IV.b. A szakirodalom elemzése alapjan  valdszinlsithetben MVk
preparatumaib6l kimutatott fehérjék kozott tobb mint szaz olyan fehérjék sikertilt
Osszesiteni, amelyek tobb vizsgdlat adatai alapjan is kimutathatok voltak MVk
preparatumaiban. Ezen fehérjék thlnyomo tobbsége szerepel az EVpedia Aaltal
nyilvantartott legjelentdsebb 500 fehérje kozott. Mindkét proteom nagy ardnyban
tartalmaz virusfert6zéshez és a virusok életciklusahoz kothetd fehérjéket. Sem az
EVpedia altal nyilvantartott legjelentésebb 500 fehérje, sem a MVK fehérjekészletérdl
altalunk Osszeallitott konszenzus lista, sem pedig az aktivalt CCRF human sejtvonal
altal kibocsatott MVk fehérjéit kodolo gének expresszidjaban nem talaltunk viszont

szignifikans kiilonbséget az 6sszes gén esetében megfigyeltekhez képest.
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IV.c. Az EVk ¢és az EVk altal szallitott fehérjék génregulécios kapcsolatait a
TRRUST ¢és a RegNetwork adatbazisok adatai alapjan felvazolva azonosithatdo néhany
olyan transzkripcios faktor, amelyek altal szabalyozott gének kifejezOdésében atlagosan
igen nagy valtozas kovetkezik be EVk jelenlétében. Ilyen vezikularis fehérjék a
TSG101, az enolaz, és a Ku autoantigén komplex tagjai, amelyek feltételezett
génregulacios aktivitdsa biologiai jelentéségének felméréséhez tovabbi kisérletek
sziikkségesek. Amennyiben a Reactome adatbazis alapjan gatlo ¢és stimulalo, a
vezikularis fehérjék és a kisérleti eredményeink alapjan felallitott funkcionalis
csoportok tagjai kozott kialakuld fehérje-fehérje kolcsonhatasok aranyat vessziik
figyelembe, felmeriil a TNF 1-es és 2-es tipusu receptorairdl induld jelatvitelre
gyakorolt varhat6 hatasok kozotti kiilonbség szerepe.

A TNF jelatviteli utvonalanak KEGG adatbézisban nyilvantartott tagjai koziil
tobbre is hatnak az EVpedia szerint az EVk altal bizonyitottan szallitott miRNS
molekulak. Koziilik tobb olyat is taldltunk, amelyekhez kothetd génexpresszios
mintdzatot az EVk jelenlétében mért adatok kozott is sikeriilt azonositanunk mind a
GSEA modszer, mind a miRWalk szolgaltalas segitségével. Azonban az ilyen mdédon
azonositott miRNS molekuldk altal szabalyozott 0sszes gén atlagos kifejezodésében
nem sikeriilt a varhaté mértékli csokkenést kimutatni. A legnagyobb mértékli atlagos
csokkenést mutaté hsa-miR-3676-3p, hsa-miR-1287-3p, hsa-miR-431-3p, hsa-miR-
147b, hsa-miR-6829-5p és hsa-miR-3620-5p miRNS molekulak pedig nem szerepelnek
az EVpedia nyilvantartasaban.

A fehérjék és a miRNS molekuldk szerepe mellett egy harmadik tényezé
jelentdségére hivja fel a figyelmet az EVk jelenlétében megfigyelt génexpresszios
mintazatok GSEA modszerrel elvégzett clemzése. Az ugyanis, hogy igen er6s
hasonlosagot talalunk az oxidalt foszfolipidek jelenlétében masok altal megfigyelt
valtozasokkal, azt a lehetdséget is felveti, hogy az EVk hatasainak egy részéért az
altaluk szallitott lipidtermészetli mediatorok, vagy akar az EVk poszttranszlacios

modosulasai (példaul oxidaciodja) is feleldsek lehetnek.
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7 Osszefoglalas

Az extracellularis vezikulak (EVK) apré (néhany 100 nm atmér6ji), kettds lipid
membrannal hatarolt struktaradk, melyek fontos szerepet toltenek be a sejtek kozotti
kommunikécioban. A legkiilonfélébb testfolyadékokban fellelhetd EVk ugyanabban az
extracellularis térben helyezkednek el, ahol az oldott allapotu jelatvivé anyagok
(példaul hormonok, citokinek). A szakirodalomban alkalmazott kisérleti rendszerek
ennek ellenére jellemzden csak az egyik vagy masik tényezd elkiilonitett hatasanak
kimutatasat célozzak. Munkacsoportunk az elsék kozott vizsgalt olyan kisérleti
rendszert, amelyben az EVk és citokinek egyiittes hatasat is ki lehet mutatni azt
feltételezve, hogy a két tényezd egylittes hatésa eltér az egyedi hatdsok 6sszegétol.

Feltevésiink helyességének ellenérzésére U937 human monocita sejteket
tenyésztettink CCRF akut limfoblasztos leukémids sejtvonal altal termelt EVk
jelenlétében rekombindns human TNF citokin hozzdadasaval, illetve a citokin
hozzéadasa nélkiil. A megfigyelt globalis véltozasokat az egyedi gének szintjén és a
feliiluszoban altalunk kimutatott egyes EV tipusok elkiilonitett alkalmazdséaval is
megerdsitettiik. A mért valtozasok hatterében feltételezhetd vezikularis Osszetevoket az
EVk fehérje- és miRNS-tartalmanak in silico elemzése révén igyekeztiink feltarni.

Eredményeink alapjan az EVk oOnmagukban is szdmos, gyulladassal és
jelatvitellel kapcsolatos gén kifejezédését szabalyoztak, a TNF citokinnel pedig részben
additiv, részben antagonisztikus kolcsonhatast mutattak. Tobbszordsen megerésitettiik a
kolcsonhatas tényét az IL-8 esetében (gén ¢és fehérjetermék szintjén, valamint
funkcionalis szempontbol egyarant). Az EVk Osszetevdinek elemzése soran a TNF
receptorok, a CREB fehérjecsalad, az enolaz és a Ku autoantigén, valamint szamos
miRNS molekula és az EVK foszfolipid membranjanak szerepe is felmeriilt, ezek valos
jelentéségének igazolasa azonban tovabbi in vitro vizsgalatokat igényel.

Az EVk és egy modell citokin, a TNF hatasa kozott munkank soran kimutatott
kolcsonhatas felhivja a figyelmet arra, hogy a citokinek hatdsdnak (és klinikai
jelentdségének) értékelésekor nem hanyagolhato el az extracellularis kompartmentben

fizologias koriilmények kozott megtalalhatdo EVk szerepe sem.

113



DOI:10.14753/SE.2018.2007

8 Summary

Extracellular vesicles (EVs) are small (with a diameter of few 100 nm),
membrane-surrounded  structures of fundamental importance in intercellular
communication. They can be found in various bodily fluids, in the same extracellular
compartment, where soluble mediators (e.g. hormones and cytokines) can also be found.
Despite of the many shared features predisposing for interference, the typical
experimental setup dedicated to the investigation of one factor ignores the possible
impact of the other on the results.

Our research group was among the first ones to recognize this problem and in an
attempt to clarify the nature of interaction between cytokines and EVs, set out to study
the global changes in gene expression of U937 monocytic cells in the simultaneous
presence of CCRF T cell EVs and recombinant TNF. The observed changes were
confirmed on the level of individual genes and gene products, as well as regarding
isolated popolations of EVs. Those components of EVs that can possibly be responsible
for the resulting gene expression patterns, were identified in silico.

Based on results of our study, EVs regulated many genes related to inflammation
and signal transduction. In the simultaneous presence of EVs and TNF, an additive
interaction can be observed in case of some genes, while an antagonism in case of
others. The existence of an interaction has been confirmed multiple times (based on the
level of gene expression, protein secretion and function) regarding IL-8. According to in
silico analysis of EV components, TNF receptors, CREB proteins, enolase and the Ku
autoantigen, as well as numerous miRNAs and phospholipids of the EV membrane
might simultaneously exert a complex effect on recipient cells that results in the
interaction. Individual effects however, have yet to be determined in vitro.

Our results provide evidence for an interaction between a model cytokine (TNF)
and EVs physiologically present in the same extracellular compartment. Given this
interaction, the role of EVs should not be ignored when evaluating the effects (and

clinical importance) of cytokines.
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