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Bevezetés

Az extracellularis vezikuldk (EVk) apré (néhany 100 nm
atmérdjii), kettds foszfolipid membrannal hatarolt struktirak, melyek
fontos szerepet toltenek be a sejtek kozotti kommunikacioban. Az
emberi szervezet sejtjei kozott EVk altal kozvetitett informacio klinikai
jelentdségét egyrészt az adja, hogy a testfolyadékokbol nyerhetd EVk a
jovében biomarkerként a jelenlegi fehérje-tipusi biomarkerek
alternativai lehetnek. Masrészt az EVk hatismechanizmusanak jobb

megértése tjabb terapias lehetdségeket tarhat fel.

Az EVk altal befolyasolt szamtalan folyamat k6zé tartozik
példaul a véralvadas eldsegitése, valamint az idegrendszer fejlodése és
az antigénbemutatds. Az EVk szerteagazd biologiai hatasa
felépitésiiknek koszonhetd, amennyiben mar nagy Osszfelsziniik is
biologiai hatassal bir, de az EVk felszinén megtalalhato fehérjék (akar
receptorok vagy ligandok) és az EVk altal szallitott nukleinsavak révén

igen sok biologiai folyamatot képesek Gsszetett modon befolyasolni.

Immunolégiai szempontbol kiilondsen érdekes az EVk szerepe
az antigénbemutatdsban, melynek soran az EVk feltehetéen mas
jelatvivé anyagokkal, példaul citokinekkel Osszehangoltan fejtik ki
hatasukat. Ez a kolcsonhatas ugyan logikusan feltételezhetd az alapjan,
hogy a legkiilonfélébb testfolyadékokban fellelheté EVk ugyanabban az
extracellularis térben helyezkednek el, ahol szamos oldott allapotu
jelatvivd anyag is megtalalhatdé (példaul hormonok és citokinek),
azonban  kisérletes  bizonyitékok  mindeziddig nem  allnak

rendelkezésiinkre ennek megerdsitésére.



Az EVKk hatéasat vizsgal6 tanulmanyok ugyanis jellemzden csak
az EVk jelenlétére koncentralnak, és nem vizsgaljak a fiziologids
koriilmények kozott is az EVK mellett, velik egyidejiileg jelen levo
oldott allapotu jelatviteli anyagokkal vald egyiittes, kombinatorikus
hatasukat. Forditva pedig, amikor egy kisérleti rendszer csupan a
hozzaadott citokin hatasanak vizsgalatara szoritkozik, akkor figyelmen
kiviil marad az EVk altal kozvetitett hataskomponens. Feltételezésiink
szerint mindkét kisérleti megkozelités révén nyert eredményeket
érdemes fenntartdssal kezelni, amennyiben ezek az egyedi hatasok akar
jelentdsen el is térhetnek a szervezet élettani koriilményei kozott

egyiittesen kifejtett hatastol.

Az EVK biologiai hatasaival kapcsolatos szakirodalom rdadasul
egy még partikularisabb megkdozelitéssel egy rendszerben legtobbszor
csupan egyetlen EV tipusnak az egyedi hatasat irja le. Munkacsoportunk
az els6k kozott kezdett azonos kisérleti rendszerben, egyetlen adott
sejtféleségbdl  szarmazod  kiilonbozé  tipusit  EVk  hatasanak
Osszehasonlitasaval kapcsolatos kisérletekbe. Mivel az extracellularis
térben nem csak az EVk tobbféle tipusa van jelen, hanem példaul
citokinek is, logikusan adodott a felvetés, hogy ezek kozott az oldott
allapotu jelatvivé anyagok ¢és az EVk hatasa kozott fennall-e

ko6lcsonhatas.



Célkitiizések

Munkacsoportunk hipotézise tehat az volt, hogy az EVk és egy

adott citokin egylittes jelenlétében mas biologiai hatdsok figyelhet6k

meg, mint a két tényez6 egyedi jelenléte mellett. Ennek a lehet6ségnek a

feltarasara CCRF T-sejtes sejtvonal altal kibocsatott EVk és TNF

egyiittes hatasat vizsgaltuk U937 monocita sejtek génexpresszidjara.

Kisérleteink révén az alabbi kérdésekre vartunk valaszt:

Kimutathaték-e EVk a CCRF sejtvonal kondicionalt
feliiluszojaban és ha igen, ezek hogyan jellemezhetoek?
Ultracentrifugalassal  eltavolithatok-e a  sejtfeliiluszoéban
talalhat6 EVk?

A felhasznalt EV preparatumok tartalmaztak-e TNF citokint?
A TNF, a T-sejtek altal kibocsatott EVk, vagy a két tényezd
egyiittes jelenléte mellett hogyan valtozik az U937 monocita
sejtek génatirodasa?

A legfontosabb valtozasok reprodukalhatoak-e az egyedi gének
vagy géntermékek szintjén?

Az izolalt EVk képesek-e reprodukalni a sejtfeliiluszo
jelenlétében megfigyelt legfontosabb valtozasokat?

A génexpresszios valtozdsok milyen bioldgiai funkcidk
megvaltozasahoz kothetéek?

Az EVK — vagy kifejezetten MVk — altal szallitott fehérjék
hatassal lehetnek-e a TNF jelatvitelére?

Az EVk vizsgalata soran mar leirt valamely génszabalyozo
molekula (pl. transzkripcios faktor vagy miRNS) felelGssé
teheté-e a CCRF sejtvonal altal termelt EVk hatasaért?
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Médszerek

Az EVK forrasaul CCRF akut limfoblasztos leukémids
sejtvonal szolgalt, recipiens sejtként pedig U937 human monocita
sejteket hasznaltunk. Az EVk és a TNF egyiittes jelenlétének hatasat a
kondicionalt médiumhoz adott rekombindns TNF segitségével
modelleztiik. Kontrollként ugyanennek a feliiluszonak EV-mentesitett
mintait alkalmaztuk, és ilyen EV-mentes tapfolyadékban oldottuk a

rekombinans TNF citokint is annak egyedi hatasat vizsgalva.

Szintén a CCRF sejtvonal altal kibocsatott EVk keriiltek
izolalasra differencial centrifugalas és ultracentrifugalas segitségével
azokban a kisérleti rendszerekben, ahol izolalt EVk hatasat vizsgaltuk.
Az EV preparatumok vizsgalatara daramlasi citometriat, ELISA
modszert, elektronmikroszkopiat és Coulter-elvli részecskeszamlalast

(Izon gNano) alkalmaztunk.

Az egyes kisérleti valtozok hatasara bekovetkezd globalis
génexpresszios valtozasokat génexpresszios microarray, az egyedi
gének szintjén bekodvetkezd valtozasokat qRT-PCR, a fehérjeszintli
valaszt ELISA, egy jellegzetes funkcionalis valaszt, a kemotaxist pedig

Boyden-kamra segitségével vizsgaltuk.

A microarray eredményeit elsé 1épésben GeneSpring szoftver
segitségével elemeztik. A megfigyelt valtozasok bioldgiai ¢és
funkcionalis jelentdségét pedig a GO PANTHER a Reactome
adatbazisok fogalmi csoportositasa, illetve GSEA moédszer segitségével

vizsgaltuk.



Az EVk altal szallitott miRNS molekuldkat és fehérjéket az
EVpedia adatbazisanak bejegyzései alapjan irtuk Ossze, az MVk
fehérjekészletét pedig a szakirodalom attekintése segitségével
igyekeztiik rekonstrualni. Ezeknek az entitdsoknak a szabalyozasi
kapcsolatait a Reactome adatbazis, valamint a TRRUST, a RegNetwork,
a miRWalk 2.0 és a GeneMania analitikai platformok segitségével
vizsgaltuk. Az adatok elemzéséhez, statisztikai értékeléséhez és az
eredmények abrazolasdhoz Python v2.7 szkripteket hasznaltunk, a

BioPython, SciPy, és Matplotlib fliggvénycsomagokkal kiegészitve.

Az azonositott gének ¢&s fehérjék kozotti kapcsolatok
abrazolasahoz a Cytoscape 3.4.0 szoftvert és annak egyes pluginjeit (pl.
Enrichment Map) hasznaltuk. Egyes statisztikai elemzések a GraphPad
Prism v4 segitségével késziiltek. A molekularis modellezés soran a
Packmol szofvert, a  Swiss-Model szolgaltatast, ~ PDB

adatbazisbejegyzéseket és a PyMol modellezOprogramot alkalmaztuk.
Eredmények

Eredményeink alapjan a CCRF huméan T-sejtes sejtvonal
feliiluszojaban mintegy 350 nm-es modalis atmérdjii kerek, foszfolipid
membrannal hatdrolt strukturak talalhatok, amelyek MVknak felelnek

meg.

Az EVk onmagukban is szamos, gyulladassal és jelatvitellel
kapcsolatos gén kifejezodését szabalyoztak. Egylittesen a sejtkultirdhoz
adva pedig az EVk és a TNF hatasa kozott részben additiv, részben
antagonisztikus kolcsonhatast figyelhettiink meg. Az EVk jelenléte altal



befolyasolt legfontosabb gének koz¢é — jol reprodukalhaté médon — a
SMPD3, a CD36 és a CNR2 tartozik.

Globalisabb megkozelitésben (GSEA) a gyulladasos valasz,
szignifikans mértékben megvaltozottnak talaltuk EVk jelenlétében. A
TNF ¢és az EVk egyiittes jelenléte a TNF egyediili jelenlétéhez képest
leginkabb az IL-8, CCL2, CXCL10, CD82, ICAMI1, NPC1 és GPR68
gének atirodasat érinti, amit 1L-8, a CCL2, CD82, ICAM1 és NPCl1
esetében tobb kisérleti rendszerben is sikeriilt reprodukalni. A GSEA
elemzés alapjan ebben az 0Osszehasonlitasaban is jelentés az NFxB
kaszkad, valamint egyes sejtfelszini receptorok és a glikozilacioban

résztvevo enzimek €rintettsége.

Az EVk és a TNF egyiittes hatasanak jelentdségét az I1L-8
esetében a fehérjetermék szintjén is sikeriilt igazolni. Az EVK
jelenlétében megfigyelt valtozasok reprodukalhatok izolalt MVk
alkalmazasa mellett is, s6t az IL-8 termelés szinergisztikus fokozodasa
MVk és TNF jelenlétében sokkal kifejezettebb, mint amit EVk

alkalmazasa mellett megfigyeltiink.

A génkifejez6dés megvaltozasaért leginkabb feleldssé tehetd
vezikularis komponens azonositdsa érdekében eldszor az EVk és az
MVk szakirodalmi adatok alapjan rekonstrudlhatd fehérjekészletét
vizsgaltuk. A MVk fehérjekészletének vizsgalata soran szamos olyan
fehérjét sikeriilt azonositanunk, amelyek a virusok életciklusahoz
kotoédnek. Kisebb szamban az immunrendszerben ¢és a jelatviteli

folyamatokban fontos fehérjéket is talalunk az EVk belsejében. Ezek



koziil azonban csak nagyon kevés érintette a TNF jelatviteli titvonalat.
A vezikularis fehérjék interakcids partnereit vizsgalva azt talaltuk, hogy
néhany, az immunrendszerrel kapcsolatos fogalom esetében jelentds
diszkrepancia van a gatld és a stimulald jellegii fehérje-fehérje
kolcsonhatasok aranya kozott. Ezek kozott az immunologiai, jelatviteli
folyamatok kozott talaljuk a TNF jelatviteli utat is, ahol az EVk
feltételezhetden kiilonb6zé mértékben befolyasoljak a TNF 1-es és 2-es

tipusu receptorardl indulé jelatvitelt.

A fehérje-fehérje interakcios halozat mellett génregulacios
haldzatokat is vizsgaltunk annak érdekében, hogy az EVk jelenlétében
megfigyelt génexpresszios valtozdsok ¢és az EVk altal szallitott
transzkripcids faktorok célpontjainak atlagos génkifejez6dése kozotti
Osszefiiggéseket feltarhassuk. Ezzel a megkozelitéssel azt talaltuk, hogy
a TSG101, az enolaz és a Ku autoantigénkomplex egyes elemei altal
szabalyozott gének atlagosan nagyobb valtozast szenvednek el, mint az
a mért adatok atlagabdl kovetkezne. Kozvetlen korrelaciot azonban nem
sikeriilt kimutatnunk a vezikularis transzkripcios faktorok aranya és a

génkifejezodés mértéke kozott.

A génregulacidos halozat elemei a transzkripcids faktorok
mellett a miRNS molekulak is, marpedig az EVk ismert médon képesek
miRNS molekuldk célba juttatasara is. Ennek megfeleléen azt is
vizsgaltuk, hogy mely miRNS molekuldk interakcids partnereinek
atlagos génexpresszidja mutat jelentds csokkenést EVk jelenlétében. Az
ezzel a megkozelitéssel azonositott 6t miRNS molekula (hsa-miR-3676-
3p, hsa-miR-1287-3p, hsa-miR-431-3p, hsa-miR-147b, hsa-miR-6829-
5p) mellett GSEA modszerrel, illetve a miRWalk szoftver segitségével



is sikeriilt néhany, a megfigyelt génatirodasbeli valtozasokért feleldssé
tehetd miRNS molekulat azonositani. Az ezen miRNS molekuldk altal
szabalyozott gének kifejez6désében azonban nem sikeriilt korrelaciot

kimutatnunk a mért és a vart adatok kozott.

Végiil adodik eredményeink alapjan az a felvetés is, hogy az
EVk altal szallitott fehérjék és miRNS molekuldk mellett az EVk
membranjaban talalhato lipidmediatorok is jelentések lehetnek az EVK
hatasmechanizmuséaban. Erre is utalhat akdr a GSEA elemzésnek azon
eredménye, hogy igen nagy hasonlésagot fedeztiink fel az altalunk EVk
jelenlétében megfigyelt génexpresszids mintdzatok és  oxidalt

foszfolipidek hatdsara leirt valtozasok kozott.
Kovetkeztetések

Az EVk ¢és egy citokin egyiittes jelenlétének globalis
génexpressziora gyakorolt hatasat els6ként munkacsoportunk vizsgalta.
Ebben a hipotézismentes rendszerben sikeriilt igazolnunk, hogy az EVk
jelenléte valoban hatassal van a sejtek citokinekre adott valaszara és
szabalyozhatja a gyulladasos folyamat dinamikdjat. Ez a hatas
kiilonosen jelentdsnek adodott kisérleti rendszeriinkben egyes
kemokinek kifejezése terén. Igy példaul az IL-8 esetében
kovetkezetesen nagyobb kifejezédést tudtunk kimutatni (mind a gén,
mind a fehérjetermék szintjén) EVk és TNF egyiittes, mint csupan egy-
egy tényezd egyedi jelenlétében. Ennek a hatdsnak a hatterében nem
sikeriilt egyetlen vezikularis komponenst azonositani és feltehetd, hogy
az EVk tobb 0Osszetevoje (fehérjék, miRNS molekulak és lipidek)
egyiittesen képesek a TNF hatasat modulalni.



Ezek a megfigyelések felvetik annak sziikségességét, hogy a
citokinek hatdsanak tanulmanyozasara szolgdl6é szokasos, rekombinans
citokineket alkalmazo6 kisérleti rendszerekben kapott irodalmi adatok

¢lettani relevanciajat feliilvizsgaljuk bizonyos esetekben.

Eredményeink alapjan tehat feltételezhets, hogy szamos oldott
fazisban talalhato jelatvivé molekulaval kapcsolatos kisérleti eredményt
érdemes lesz a jovOben Gjraértelmezni annak tudataban, hogy azok a
kisérleti rendszerek, amelyekben EVK is jelen vannak, jobban tiikrozik a
tobbsejtli szervezet élettani mikddését. Elképzelhetd tovabba, hogy az
EVk és a citokinek hatasa kozotti interakciok megértése jobb terapids
lehet6ségeket hozhat a két kiillonbozo jelatviteli mechanizmus egyiittes

befolyasolasa révén.

10



Sajat publikaciok

A dolgozat targyahoz kapcsolddé kozlemények:

1.

Szab6 TG, Tarr B, Paloczi K, Eder K, Lajkoé E, Kittel A, Toth S,
Gyorgy B, Pasztoi M, Németh A, Osteikoetxea X, Pallinger E,
Falus A, Szabo6-Taylor K, Buzas EI (2014) Critical role of
extracellular vesicles in modulating the cellular effects of
cytokines. CELLULAR AND MOLECULAR LIFE SCIENCES
71: 4055-67. IF: 5,808

Gyorgy B, Szabo TG, Turidk L, Wright M, Herczeg P, Ledeczi Z,
Kittel A, Polgar A, Toth K, Dérfalvi B, Zelenak G, Boroez I, Carr
B, Nagy G, Vékey K, Gay S, Falus A, Buzas EI (2012) Improved
Flow Cytometric Assessment Reveals Distinct Microvesicle
(Cell-Derived Microparticle) Signatures in Joint Diseases PLOS
ONE 7:e49726. IF: 4,092

Turidk L, Misjék P, Szab6 TG, Aradi B, Paloczi K, Ozohanics O,
Drahos L, Kittel A, Falus A, Buzas EI, Vékey K (2011) Proteomic
characterization of thymocyte-derived microvesicles and
apoptotic bodies in BALB/c mice JOURNAL OF PROTEOMICS
74:2025-2033. IF: 4,878

Gyorgy B*, Szabo TG*, Pasztoi M, Pal Z, Misjak P, Aradi B,
Laszl6 V, Pallinger E, Pap E, Kittel A, Nagy G, Falus A, Buzas EI
(2011) Membrane vesicles, current state-of- the-art: emerging
role of extracellular vesicles CELLULAR AND MOLECULAR
LIFE SCIENCES 68:2667-2688.

11



A dolgozat t¢émajahoz nem kapcsolddo kozlemények:

1.

Horvati K, Bosze S, Gideon HP, Bacsa B, Szabé TG, Goliath R,
Rangaka MX, Hudecz F, Wilkinson RJ, Wilkinson KA (2016)
Population tailored modification of tuberculosis specific
interferon-gamma release assay. JOURNAL OF INFECTION
72:179-188. IF: 1,75

Crescitelli R, Lisser C, Szabé TG, Kittel A, Eldh M, Dianzani I,
Buzas EI, Lotvall J (2013) Distinct RNA profiles in
subpopulations of extracellular vesicles: apoptotic bodies,
microvesicles and exosomes JOURNAL OF EXTRACELLULAR
VESICLES 2:20677.

Misjak P, Bésze S, Horvati K, Pasztoi M, Paloczi K, Holub MC,
Szakacs F, Aradi B, Gyorgy B, Szab6é TG, Nagy G, Glant TT,
Mikecz K, Falus A, Buzas EI (2013) The role of citrullination of
an immunodominant proteoglycan (PG) aggrecan T cell epitope
in BALB/c mice with PG-induced arthritis. IMMUNOLOGY
LETTERS 152:25-31. IF: 2,526

Szab6 TG, Palotai R, Antal P, Tokatly I, Toéthfalusi L, Lund O,
Nagy G, Falus A, Buzas EI (2009) Critical role of glycosylation in
determining the length and structure of T cell epitopes.
IMMUNOME RESEARCH 5:4.

12



