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., A természet nem ért tréfat: mindig igaz,

mindig komoly, mindig szigoru, mindig igaza van,
a hibak és tévedések mindig az emberéi.”

Johann Wolfgang von Goethe
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1. BEVEZETES

A dolgozatban ismertetett kisérletes munkak a daganatsejtek kornyezetikkel vald

kommunikécidjanak modjaira és azok kdvetkezményeinek feltarasara irdnyultak.

Az emberi test szervei, szovetei élénk és kétiranyt kommunikaciot folytatnak kornyezetiikkel.
Fogadjak a kiilvilag ingereit, feldolgozzak azokat és miikddésiik soran reagalnak a kdrnyezet
hatdsaira. A testlinket ér0 folyamatos mikrobialis ingerek igen nagy részben Toll Like
Receptorok (TLR) segitségével érik el sejtjeinket, és ezen receptorok bonyolult jelatviteli
halozatan keresztiil késztetik azokat valaszreakciokra. Az immunsejtjeink, példaul a
makrofagok is képesek reagdlni ezekre a mikrobidlis ingerekre, akdr a daganatos
mikrokornyezet elemeiként is. Munkank soran kisérletes modellekben bemutattuk, hogy a
melanéma sejtek és a tumor asszocialt makrofagok kommunikacioja TLR ligandumokkal
befolyasolhato, ezaltal a daganatot infiltralod, tumortamogatd tulajdonsagi immunsejtek anti-
tumoralis polaritasiiva tehetdk. A szolubilis kommunikacié elemei koziil mélyebben vizsgaltuk
az anti-tumoralis hatasarol is ismert interleukin-24-et, amelyr6l kimutattuk, hogy a TLR
ligandok hatdséra is termel6dd interleukin G protein kapcsolt jelatviteli mechanizmusokon

crer

keresztiil in vitro és in vivo is segiti a mieloid sejtek migraciojat.

A sejtjeink azonban nem csak szolubilis elemekkel, hanem minden testfolyadékunkban
megtalalhato extracellularis vezikulakkal (EV) is képesek informaciot atadni vagy azt fogadni.
Az extracellularis vezikulak rendkiviili komplexitassal bird, membrannal hatarolt részecskék,
amelyek mind a membranjukba agyazottan, mind a lumeniikben jelatviteli molekuldk széles
valasztékat hordozzdk. A  daganatsejtek intercellularisan megvalosuld vezikularis
kommunikacioja kapcsan in vitro kisérletes rendszerben bebizonyitottuk, hogy a melanoma
exoszomak képesek a daganatszovet matrixanak Ossejtes elemeiben onkogén genetikai
programot, tobbek kozt PD-1 expressziot inditani. In vivo modellekben ezen folyamatok a

daganatos megbetegedés progresszidjahoz vezettek.

Az extracellularis vezikulak tanulményozéasa sordn arra a kovetkeztetésre jutottunk, hogy a
vezikulak informaciodtartalma fligg a kibocsajto sejt tipusatol, valamint az adott sejt épp aktualis
allapotatol; molekularis mintazatuk stresszorok hatasara megvaltozik. Ezen valtozasok a
vezikulakat felvevé sejtek biologiai miikodését is befolyasoljak, tobbek kozott a sejtciklust, a

migracids vagy aggregacios kapacitast, osztodasi, illetve apoptotikus hajlamot.

Az EV-k minden testfolyadékban megtalalhatoak, rendkiviili stabilitaist mutatnak az
enzimatikus hasitdsokkal szemben és biologiai barriereken is képesek atlépni. Ezen
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tulajdonsagaik alapjan a diagnosztikai eljarasoknak is idealis jeldltjei lehetnek. Klinikai
vizsgalatainkban arra a kovetkeztetésre jutottunk, hogy a kozponti idegrendszer tumoraibol
szarmazo6, szérum vezikuldk a megbetegedésre jellemz6 molekularis mintazatot hordoznak,
amely a vezikulak Raman spektrumaban is nyomon kovethetd. A fehérjemintazatok és Raman
spektrumok gépi tanulasi modszerekkel torténd analizise invaziv beavatkozasok nélkiil

alkalmassa tehetd bizonyos betegcsoportok egyértelmii elkiilonitésére.
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2. CELKITUZESEK

1. Munkank soran arra kerestiik a valaszt, hogyan befolyasolhatjadk TLR ligandumok
a daganatos mikrokornyezet immunologiai elemeit. Ennek sordn megvizsgaltuk a
tumort infiltralé6 makrofagok polaritasat befolyasolod bakterialis eredetii antigének
hatésat.

2. Célul tiztiik ki, hogy megvizsgaljuk a bakterialis antigénekkel is indukalhat6, anti-
tumoralis hatasarol is ismert interleukin-24 immunsejtekre gyakorolt kemotaktikus
miikodését.

3. Kisérleteink soran arra kerestiik a valaszt, megvaltoznak-e a tumoros
mikrokdrnyezet bizonyos elemei daganatsejtek altal termelt vezikuldk hatésara.
Célul tztik ki a melandma exoszomak PD-1 expressziora gyakorolt hatdsanak
leirasat. Megvizsgaltuk, torténik-e a daganatok kornyezetében talalhatod sejteken
extracellularis vezikuldk altal vezérelt onkogén atprogramozas.

4. Célunk volt a mikrokdrnyezeti stresszoroknak a vezikuldk molekularis mintazatara
gyakorolt hatdsdnak leirasa.

5. Megvizsgaltuk a mikrokornyezeti stresszorok nyomasa alatt termelddd
extracellularis vezikuldkra adott sejtbiologiai valaszokat.

6. Tanulméanyoztuk a kézponti idegrendszeri tumorok molekuldris ujjlenyomatanak
megjelenését a periférids vérben, kiilonds tekintettel az MMP-9-re.

7. Célul tiztik ki a kdzponti idegrendszeri tumorok extracelluldris vezikula alapu

diagnosztikdjanak fejlesztését.
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3. EREDMENYEK ES OSSZEFOGLALASUK

Kutatdsaim soran munkatarsaim segitségével a tumoros mikrokornyezet kiilonb6zo
alkotéelemeinek a miikodését vizsgaltam. Mint tudjuk, a daganatok egy nagyon komplex,
rendkiviil hatékonyan egyiittmiikodd sejtkozosséget alkotnak, amely kozosség tagjai igen
intenziv kommunikaciot folytatnak egymads kozott mind a tumorokat alkoté elemekkel, mind
pedig a sziikebb ¢€s tagabb értelemben vett kornyezetiikkel. Ezek az egyméassal kommunikalo
elemek, legyenek azok szolubilis vagy partikularis természetiieck, mind hozzajarulnak a
tumorok sikeréhez. Minden egyes jelatviteli esemény része lehet annak az immunszerkesztési
lancolatnak, amely az esetek jelentds részében a daganatok tuléléséhez és ndvekedéséhez
vezethet, hiszen sikerrel keriilik el az immunrendszeriink védekezésének kiilonbozo rétegeit.
Ahogyan egész testiinket, a daganatot is érhetik és érik is kiilonboz6 hatasok, amelyek idonként
a tumorokon beliili egyensuly megbomlasahoz, illetve akar a tumorsejtek pusztuldsahoz is

vezethetnek.

A bemutatott munkank sordn elsdként az immunrendszeriink olyan elemei kertiltek a kisérletek
kozéppontjaba, amelyek TLR ligandumokkal, mint a kiils6 vagy belsé mikrokozmoszunk
résztvevoibol szarmazo molekuldkkal befolyasolhatdak ¢és részesei lehetnek akar az

antitumoralis immunvalaszoknak is.
Ezen folyamatokat célzo kisérleteink soran bebizonyitottuk a kdvetkezdket:

e A Chlamydophila pneumoniae hdinaktivacié utan is képes a daganatot infiltralo
makrofagok polaritdsanak megvaltoztatasara.

e Az inaktivalt C. pneumoniae altal indukalt valtozasok jelentds mennyiségl
M1 polarizacios allapothoz tartozo citokin és kemokin termelddését idézik eld.

e Az inaktivalt C. pneumoniae hatasara a melanoma tidéattéteinek csokkenése

kovetkezik be az immunkompetens allatokban.

Figyelembe véve a kisérleteink dolgozatban ismertetett menetét, arra a kovetkeztetésre
jutottunk, hogy a szaporodasra nem képes, hdinaktivalt C. pneumoniae szuszpenzidoban
talalhato, lazkeltésre nem alkalmas TLR ligandumok képesek a tumorokat jellemzden infiltralo,
tumor tamogatd M2 tipusu makrofagok polaritasat az M1, antitumoralis irdnyba eltolni. Ez a
hatas és az intenziv antitumordlis citokinek és kemokinek termelddése a mar kialakult

daganatok visszafejlodéséhez is vezethet az immunkompetens allatmodellekben.
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A daganatellenes hatasokat tovabb vizsgalva, a TLR ligandumokkal indukalhat6 1L-24-nek az

immunsejtekre gyakorolt hatdsait tanulmanyoztuk.

Munkdénk soran megallapitottuk, hogy az IL-24 képes az immunsejtek attraktalasara
mind in vitro mind in vivo koriilmények kozott. Az IL-24-nek kemotaktikus és
kemokinetikus hatasat bizonyitottuk a human monocitakra vonatkozoan.

In vivo az IL-24 kemotaktikus hatassal bir a monocitdkra, illetve neutrofil
granulocitakra vonatkozdan.

Bizonyitottuk, hogy az IL-24 kemotaktikus jelatvitele G fehérje kapcsolt receptoron
keresztiil torténik és egyuttal a MAPK és JAK jelatviteli utvonalak is érintettek.

A TLR ligandumok és szolubilis faktorok tumoros mikrokornyezetben valdo immunmodulécios

hatasainak vizsgalata soran kertiltek a latoteriinkbe az igen élénk kommunikécios utvonalak

partikularis szerepl6i, a Kis extracellularis vezikulak (SEV).

Bebizonyitottuk, hogy a melanoma sejtek altal kibocsajtott extracellularis vezikulak a
daganatszovet résztvevdinek tekintett, illetve a testszerte megtalalhaté mezenchimalis
6ssejtekben (MSC) egy onkogén atprogramozast képesek elinditani.

A melandéma sejtek extracellularis vezikulai az MSC-kben mind mRNS, mind fehérje
szinten olyan utvonalak és molekulék kifejezddését inditjak el, amelyek a melandma
sejtekre jellemzOek, ilyenek a migracios kapacitas élénkiilése, a daganatszovet

novekedése és attétképzési hajlanddsdganak emelkedése.

Az sEV-k tehat igen hatékony informacidhordozok, a benniik taldlhaté molekularis dsszetétel

crer

megvaltoztatni. Felmeriil a kérdés, ha olyan kritikus valtozasokat képesek eldidézni, mint egy

szoveti Ossejtben elinditott onkogén program, vajon a kornyezeti stresszorok vagy akér a

daganatterapiak milyen hatast gyakorolnak a vezikularis tartalomra és ezaltal a kivaltott sejtes

valaszokra.

Kisérleteink soran azt talaltuk, hogy a kornyezeti stresszorok hatdsdra nem csak a
termelddé sEV-k mennyisége, de molekularis dsszetétele is szignifikdns mértékben
valtozik meg, a miRNS ¢és fehérje tartalom tekintetében.

A stresszorok nyomasa alatt képz6dé sEV-k befolyasoljak a sejtciklust, eldsegitik a

crer

Mivel az SEV-k minden testfolyadékban megtalalhatoak és a szolubilis biomarkerekhez képest

stabilak, a napjainkban egyre nagyobb népszerliségnek Orvendd folyadékbiopszidk idealis

célpontjaiva valhatnak. Kiilonosen igaz ez abban az esetben, ha a nehezen hozzaférhetd
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kozponti idegrendszeri tumorokrol (CNS) beszéliink. Megfigyeléseink soran azt tapasztaltuk,
hogy az sEV-k segitségével elkiilonithetjiik egymastol a daganatos betegségekben szenvedd
paciensek kiillonbozé csoportjait. Kisérleteink soran arra a kovetkeztetésre jutottunk, hogy az
SEV-k komplex analizisével sokkal nagyobb hatékonysaggal és biztonsaggal vagyunk képesek

a betegcsoportok megallapitasara, mintha egyedi molekuldkat vizsgalnank.

e Bebizonyitottuk, hogy a CNS daganatokban szenvedd betegek szérumabdl izolalt
SEV-k alkalmasabbak a proteomikai elemzésen alapulo klasszifikéciora, mint a teljes
szérum mintak. Szérumbdl izolalt sEV-k vizsgalataval sikeriilt egy olyan fehérjét, az
MMP-9-et azonositanunk, amely a glioblasztémaban (GBM) szenvedd betegek
esetében prognosztikus értékkel birhat.

e Az sEV-k Raman spektroszkopidja segitségével igen magas, 80% feletti
szenzitivitassal és specificitassal tudjuk a CNS tumorokban szenvedd betegeket a

szovettani diagnozison alapul6 csoportokba sorolni.

Az sEV-k és mas extracellularis vezikulak jelent6sége az intercellularis kommunikacioban tobb

szinten jelenik meg:

o A vezikuldk nem a sejtek hulladéklerakoi, a molekularis tartalom jelentds része
iranyitottan keriil a membrancsomagokba.

e A molekularis tartalom Osszetételét komplex sejtélettani valtozasok hatarozzék meg,
igy az egyedi molekuldk jelatvivd szerepe elveszik, helyette a kiilonbozo
komponensek egymashoz viszonyitott aranya valik meghatarozova.

o A kettds foszfolipid réteg altal hatarolt strukturdk minden eddig ismert modozatnal
hatékonyabb informéciotranszfert valositanak meg, hiszen beltartalmukat megvédik

az enzimatikus hasitdsoktol vagy roncsold mechanikai hatasoktol.

Véleményem szerint kiilonlegesen érdekessé teszi az EV-k utjan torténd molekularis
informéciotranszfert az a megkdzelités, mely szerint a vezikuldris transzport egy lehetséges
magyardzata annak, hogyan valhat egy lokalis, patologids folyamat szisztémas betegséggé. Az
SEV-k Raman spektroszkopiai vizsgéalata megtanitott benniinket arra, hogy a folyadékbiopszias
vizsgélatok esetében nem kizarolag az ,,egy betegség-egy molekula” megkdzelités lehet az
idvozitd. Munkdinkban nem az egyedi molekuldkat, ellenben a kis méreti extracellularis
vezikulakat tekintettiik az informaci6 ) egységének. Az SEV-k komplexitasa mintegy
jelerdsitoként szerepel vizsgalatainkban, nem keresiink egyedi molekulakat, hanem a teljes
molekularis tartalommal és azok ardnyanak felszinre hozasaval probaljuk meg leirni az emberi

test patofiziologiai allapotat.
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4. ANYAGOK ES MODSZEREK

Celkittizéseink megvalaszolasdhoz alkalmazott modszerek legfontosabb munkafolyamatainak,

logikéjanak ¢€s a kisérleteinkben felhasznalt néhany specialis eljardsnak ismertetése.

4.1 A makrofag polarizacio vizsgalatanak kisérletes modelljei

Munkank soran arra kerestiik a valaszt, hogyan befolyasolhatjak bakterialis eredetii antigének

a tumort infiltrald6 makrofagok polaritasat.

Etikai engedelyek: Minden allatkisérletet a nemzeti (1998. XXVIII; 40/2013) és az eurdpai
(2010/63/EU) allatetikai iranyelveknek megfeleléen végeztiink. A kisérleti jegyzOkonyveket az
MTA Szegedi Biologiai Kutatokozpont Allatkisérleti és Etikai Bizottsaga és az Orszagos
Allatkisérleti és Etikai Bizottsag hagyta jova (engedélyszam: XVI1./03521/2011.).

Egérmodell: B16F1 melanémasejteket (ECACC) intravéndsan (1x10° sejt/100 pl) adtunk 6-8
hetes ndstény, immunkompetens C57BL/6 vagy immunhianyos NOD/Scid IL2rg null (NSG)
egereknek (Charles River Laboratories). Egy héttel a tumorsejtek beadasa utan az egereket
Hep2 sejtekben (CCL-23, ATCC) szaporitott C. pneumoniae CWL-029 torzzsel (VR-029,
ATCC) kezeltiik. A C. pneumoniae-t és a Mock kontrollt (feldolgozott Hep2 sejtek) 30 percig
90°C-on hoéinaktivaltuk. Az egereket natrium-pentobarbitallal (7,5 mg/ml) enyhén szedaltuk, és
a tumorsejtek injektalasa utan 7, 9, 11, 14 és 16 nappal intranazalisan 1x10°% IFU
C. pneumoniae-vel kezeltiik. Az immunhianyos egerek fizikai allapota rendkiviil gyorsan
romlott, az allatokat a harmadik kezelést kovetd 14. napon elaltattuk. E modell kiilonleges
elényei a kovetkezok: (i) a melanomasejtek farokvénaba oltasat kveté 7 napon beliil lathato
tiidétumor-metasztazisok alakulnak ki, anélkiil, hogy mas szervekbe jelentés mértékben
terjednének; (ii) a C. pneumoniae tiidéspecifikus, intracellularis korokozo, amely jelentds
mértékben kolonizalja még a tiiddmetasztazisokat is. Az inhaldcids kezelést kovetden 3
allatot/csoport elaltattunk, ¢és a tidejiket fehérje-, MRNS- és szovettani elemzéshez
begytjtottikk. A fennmarado egerek 4. (14. nap) és 5. (16. nap) kezelést is kaptak, ebben az
esetben a tulélést kovettik nyomon. A végponton az allatokat elaltattuk, eltavolitottuk a

tiidejiiket, és 3 fliggetlen személy megszamolta a felszini metasztazisok szamat.

Citokinek és kemokinek kimutatasa: A citokinek ¢és kemokinek detekciojat klasszikus
immunologiai modszerekkel, specifikus antitestek hasznalataval, illetve qPCR segitségével

végeztiik.
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C. pneumoniae kimutatasa a beteg primer tumorabol PCR segitségével: a DNS-t a formalinban
rogzitett, paraffinba agyazott (FFPE) mintakbol a Nucleospin® FFPE DNS-kit (Macherey-
Nagel) segitségével extrahaltuk. A paciens szovettani mintdjat érint6 kisérletet a Nemzeti €s
Regionalis Etikai Bizottsag VI-R-039/01840-2/2012; 25363/2012/EKU; 448/P1/2012 szamu
etikai engedélyének megfelelden végeztiik. A kisérleti jegyzokonyveket a Nemzeti ¢és

Regionalis Etikai Bizottsag jovahagyta (engedélyszam: MCC-INTER-001).

4.2 Az IL-24 immunaktivalo hatasanak vizsgalata

Célul tiztiik ki, hogy megvizsgéljuk a bakterialis antigénekkel is indukalhato, anti-tumoralis

hatasardl ismert interleukin-24 immunsejtekre gyakorolt kemotaktikus miikodését.

Migrdacios vizsgalatok: Az in vitro kemotaxis vizsgalatokhoz a mikro-Boyden kamrakat és
szabvanyos polikarbonat track-etch (PCTE) membranokat (5 um porusméretii) hasznaltunk a
fels6 lyukakba helyezett sejtek elkiilonitésére a kemoattraktansokkal higitott kemotaxis
kozegtl. A neutrofileket 60, mig a monocitakat 90 percig inkubaltuk, majd a membrant
eltavolitottuk, a sejtoldalt letoroltiik, és a vandorolt sejteket tartalmazdé membrant H&E-vel
megfestettik. A membrdnon atjutott, tehat a véandorld, H&E-vel festett sejtek szdmat
mikroszkoppal hatdroztuk meg 400-szoros nagyitdsban. A kemotaktikus indexet ugy
szamitottuk ki, hogy az indukalt migracié sordn megszamlalt sejtek szamat elosztottuk a
spontan migracid soran megszamlalt sejtek szamdval. A vizsgéalatokat legalabb hatszor

megismételtiik. A statisztikai elemzést GraphPad Prism segitségével végeztiik el.

A ,,sakktabla” kemokinézis vizsgalathoz a monocitakat 37 °C-on eldkezeltiik rekombinans IL-
24-gyel a jelzett koncentraciokban 30 percig, mieldtt a mikro-Boyden-kamra felsé lyukaiba
toltottiik volna oket. A GiCPR jelatvitelének gatlasara 100 ng/ml pertussis toxint (List
Biological Laboratories) hasznaltunk. 50 pM AG490-et (Calbiochem) hasznaltunk a JAK
csalad inhibitoraként és 50 uM U0126-ot (Sigma) a MEK1 és a MEK?2 inhibitoraként.
A tapfolyadékban szuszpendalt sejteket a specifikus koncentracidju inhibitorokkal 30 percig
kezeltiik 37 °C-on vizfiirdében.

Egér légzsak modell: Protokollunk Sironi et al. modszerén alapszik. A tesztegerek hatfelszinén
szbrzet leborotvalasa utan szubkutan 3 ml levegot fecskendeztiink, hogy 1égzsakot formaljunk.
A 3. napon a folyamatot 2,5 ml levegdvel ismételtiik a 1égzsak stabilizalasa céljabol. A 6. napon
1 ml steril HBSS (w/o Ca?*/Mg?*) kontroll mellett HBSS-ben oldott hatéanyagot, CCL2-t,
valamint IL-24-t fecskendeztiink a 1égzsakokba. 24 h elteltével az egereket CO2-dal elaltattuk

¢és a légzsakokban megjelend leukocitakat 6sszegytjtottiik. Minden kezelési csoport 5 allatot

9



buzas. krisztina 52 23

tartalmazott, a CCL2 esetén 5, mig az IL-24 esetén 4 kisérletet végeztiink. Az adatokat atlag
+SEM értékben dbrazoltuk és kétmintas Student-féle t-probaval elemeztiik a GraphPad Prism

szoftver segitségével.

4.3 A melanéma-eredetii vezikulik vizsgdlata

Kisérleteink soran arra kerestiik a valaszt, megvaltoznak-e a tumoros mikrokdrnyezet bizonyos
elemei daganatsejtek altal termelt vezikuldk hatdsara. Célul tliztiik ki a melandéma exoszoémak
PD-1 expressziora gyakorolt hatdsanak leirasat. Megvizsgaltuk, torténik-e a daganatok
kornyezetében taldlhaté sejteken extracellularis vezikuldk altal vezérelt onkogén

atprogramozas. A munkafolyamat az 1. abran kévetheté nyomon.
In vitro vizsgalatok

Melandma sejtkultura

Melandma exoszoma Morfoldgia
K1 s’; . Molekuldris markerek
*% k‘gsﬂKarakterizéla’s Feaeneanialon:
| miRNS tartalom

o k In vivo vizsgalatok

Tarok ,,
Naha
-
Viabilitds vizsgalata icc
FACS gaZgIR STORM Melandéma &ttétet
Q-PCR hordozd egerek

=

ﬂ ﬂ E ﬁﬁ ﬁ "‘i; - Szamlalas
T TwER T pDeT Miana, Mitf FISH
Sejtproliferacié Onkogén  expresszio expesszié

Apoptdzis mintazat

Q-PCR
panel Q-PCR
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Metasztazisok ~ MSC jelenléte Onkogén PD-1
szama az dttétekben mintazat kifejezédése

1. abra. Kisérleti elrendezés a mezenchimalis ossejtek melanoma exoszomakkal torténo

dtprogramozdsdnak vizsgdlatdra.

Etikai engedélyek: A C57BL/6N egereket (Charles River Laboratories) korokozémentes
koriilmények kozott tartottuk, a kisérleteket a 1998. XXVIIL.; 40/2013 és a 2010/63/EU
allatetikai irdnyelvekkel Osszhangban végeztiik. A kisérleti jegyzOkonyveket jovahagyta az
MTA-SZBK Allatkisérleti és Etikai Bizottsaga és a Magyar Nemzeti Allatkisérleti és Etikai
Bizottsag (engedélyezési szamok: CS1/01/3929-4/2017 és CS1/01/3929-4/2017).
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Egérmodell az exoszémalis kezeléshez: A B16F1 melanomasejteket intravénasan (1 x 10°
sejt/100 ul) adtuk 6-8 hetes ndstény egereknek. Az egereknek intravéndsan kontroll puffert
(100 pl), exoszémaval exponalt MSC-ket (1 x 10° sejt/100 ul) vagy exoszomakat (40 pg/100
ul) adtunk be 7, 8, 9, 10 és 11 nappal a tumorbefecskendezés utan. Egy héttel az elsé
MSC/exoszona injekcié utan 3 allatot/csoport thlaltattunk, a tiidejliket -eltavolitottuk,
lefényképeztiik és -80 °C-on taroltuk a tovabbi fehérje, mRNS- és szdvettani elemzéshez. A
kisérletben tartott egereket tovabbi 10 napig figyeltiik. A végponton az allatokat elaltattuk, és a
tumor attéteket a tiidejiikben, illetve testszerte vizsgaltuk, az érintett szerveket begyiijtottik
szovettani elemzés céljabol. A kisérleteket 3 alkalommal ismételtiik.

Tumor lefedettség: A tiidé daganatos lefedettségét Imagel szoftver segitségével hataroztuk
meg. Megmértiik a tumorok ¢és az egészséges régiok teriiletét, és meghatiroztuk a
tumorlefedettség szazalékos aranyat. Az SD-t és a p-értékeket a Microsoft Excel programban

szamoltuk ki.

Az attétekkel kapcsolatos ératmeéro kvantitativ meghatarozasa: A nativ allatok tiidejébol 4 um-
es kriosztatmetszeteket készitettiink szilanizalt targylemezekre, majd Fix&Perm A-B oldattal
(Thermo Fisher Scientific) fixaltuk. A metszeteket hematoxilinnal ellenfestettiik, mostuk és
fed6lemezre helyeztiik. A metszeteket automata diaszkennerrel (3DHistech) digitalizaltuk, a
3DHISTECH Pannoramic Viewer (3DHistech) szoftver segitségével. A szigorti tumorhatart

gondosan megjeloltiik, majd megmeértiik az erek atmérdjét.

Exoszoma izolalas és jellemzés: Az exoszomakat Peinado és munkatarsai protokolljanak
adaptalasaval izolaltuk melanoma sejtek feliiluszojabol. A B16F1 feliiluszokat legytjtottiik,
kiegészitettiik protedz inhibitor koktéllal (Roche), az SEV-ket differencial centrifugalassal és
sziiréssel izolaltuk (780 x g 5 perc 4 °C; 3900 x g 15 percig 4 °C; sziirés 0,2 pm-es membranon
(Millipore); 150.000 x g (T-1270) 60 min 4 °C). A pelletet kétszer mostuk, majd DPBS-ben
Protein assay kit (Thermo Fischer Scientific) segitségével hataroztuk meg, majd AFM-mel
és/vagy SEM-mel, NTA-val és Western blottal jellemeztiik.

PD-1 meghatarozasok: A PD-1 fehérje kimutatdsa Western blot technikaval, anti-PD-1 mouse
monoklonalis ellenanyag segitségével tortént (Biolegend). gPCR-hez a specifikus primer
probak az online Roche Universal Probe Library Assay Design Center hasznalataval lettek
tervezve. A PD-1 immunfluoreszcens kimutatisahoz elsddleges ellenanyagként anti-PD-1
(Biolegend), masodlagos ellenanyagként Alexa Fluor 647 konjugalt anti-rat ellenanyagot

(Jackson ImmunoResearch Laboratories) hasznaltunk.
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A dSTORM szuperrezolucios kisérletet egy egyedi gyartasa invertalt Nikon Eclipse Ti-E vazon
alapuld inverz mikroszkopon végeztik. Az 6sszes dASTORM képet 647 nm-es gerjesztési
hullamhosszi EPI-megvilagitassal készitettiik el (Nikon 647 nm, 300 mW). A képeket egy
Andor iXon3 897 BV EMCCD digitalis fényképezdgéppel (512 x 512 pixel, 16 pm-es
pixelmérettel) készitettiik. A felvett képhalmazokat a rainSTORM lokalizacidval értékeltiik,

elemeztiik, vizualizaltuk. A t6bbszini 6sszevont képeket Image] szoftverrel hoztuk létre.

Célunk volt tovabba leirni a mikrokdrnyezeti stresszoroknak a vezikuldk molekularis
mintazatira gyakorolt hatasat és megvizsgaltuk a mikrokornyezeti stresszorok nyomadsa alatt
termel6dd extracellularis vezikulakra adott sejtbiologiai valaszokat. A munkafolyamat a

2. abran kovetheté nyomon.

o sEV-termeltetés 9 sEV-karakterizalas
% sEV-izolalas SEV.markerek
v o . azonositasa - WB
% .. . . .'
e 22 Exosz6malis méret és alak
Al e igazolasa - AFM
o o
e . ® " °" i st Méreteloszlas
extracellulans 1zol &
melanémasejtek vezikuldk SEV-k meghatarozasa - DLS
] Osszehasonlité SEV-
Stresszkezelések
karakterzalas
E— 1. kontroll kondicié -
sl TR (T, vt
Ceakikn ek ! NTA-alapu kvantifikalas
n. 0,6 uM doxorubicin

héstressz

—_— e

2. kontroll kondicié
ﬂmegvllégﬂon médium
\] | oxidativ stressz
3 ZSpglmIAgTOz ’

miRNom szekvenalas

.., Doxo SEV

LC-MS/MS-alapu

proteom-azonositas

sEV-k in silico
J Ag Ctrl SEV funkcionalis analizise
&

i ) Pésztazo elektron-
mikroszképia
6 sEV-k in vitro funkcionalis vizsgalata

Lo ge

1 asssis
e & .. . B16F1 X I ) . MSC-B16F1 ..gzm:
i

melanémasejtek . . . . 3D kokultirak Sess

o
Ki-67 immuncitokémia Cell-Clock sejtciklus esszé Mikroszdvetképzés
gépi tanulassal ImageJ analizissel AnaSP analizissel

Sebgyogyulasi esszé
ImageJ analizissel

2. dbra. Melanoma SEV-k vizsgdlatanak kisérleti elrendezése.
Jelmagyarazat: n.ctrl: negativ kontroll, x5 sEVs: 5-féle sEV-kezelés.
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Stresszkoriilmények: A B16F1 sejtkultirdkat 6t kiilonb6zé modon kezeltiik EV-mentesitett
FBS-tartalmu kozegben 72 oran keresztiil. A kontroll csoport csak friss tapfolyadékot kapott.
Citosztatikus stressz gyanant a sejteket 0,6uM doxorubicinnel kezeltiik, a hostresszelt sejteket
42 °C-on inkubaltuk 2 6ran at minden 24 oOrdban (0sszesen 3 alkalommal), az oxidativ
stressznek kitett sejteket 2,5 pg/ml Ag-TiOz-vel kezeltiik fotokatalizist kivaltdé megvilagitas
mellett. A fotoreaktiv Ag-TiO2 nanorészecskéket alacsony nyomast higanylampaval
indukaltuk (A>360 nm, GCL303T5/4 tipus, LightTech). Minden csoportban 72 o6rés
feltiluszokat gytijtottiink, 6 parhuzamos sejttenyészetbol, ezeket 6sszevontuk €s elvégeztiik az

sEV izolalast.

A mikroszovetek eloallitasa és analizise: MSC/MEF és B16F1 sejtek 1:1 aranyu keverékét 96-
lyuka GravityPLUS fiiggcsepp lemezekre (InSphero) iiltettiik sEV- vagy DPBS-tartalmt
mediumban (5.000 sejt/40 pl/lyuk). A mikroszévetek kialakuldsat 72 h-n at kovettiik, majd
azokat egy Axiovert S100 mikroszkopra (Zeiss) szerelt Nikon D5000 fényképezdgéppel
fotoztuk. A mikroszovetek morfologiai paramétereit az AnaSP szoftverrel szamszerisitettiik.

A kisérletet 3 alkalommal ismételtiik meg.

4.4. A keringd vezikulak diagnosztikai potencidaljanak vizsgdlata

Jelen kisérletsorozatban tanulmanyoztuk a kozponti idegrendszeri tumorok molekularis
ujjlenyomatanak megjelenését a periférias vérben, és célul tiiztiik ki a kozponti idegrendszeri

tumorok extracelluléris vezikula alapu diagnosztikdjanak fejlesztését.

Beteg kohorsz: A kering6 vezikulak diagnosztikai potencialjanak vizsgalatahoz Gsszesen 222,
a Debreceni Egyetem Idegsebészeti Klinikajan, 2015 marciusa és 2018 januarja kozott kezelt
beteg vérmintait elemeztiik. A daganat-asszocialt mintakat glioblastoma multiforme (GBM),
meningedma (M) és nem Kkissejtes tiidorakbol szdrmazd agyi metasztazisban (BM) szenvedd
betegektdl nyertiik, a gerincveld porckorongsérvben (nem daganatos CNS betegség) szenvedd
betegek szolgaltak kontrollként. (Etikai engedélyek: 51450-2/2015/EKU (0411/15), Orvosi
Kutatasi Tanacs, Tudomanyos és Kutatasi Etikai Bizottsag, Budapest; 121/2019-SZTE,
Szegedi Tudomanyegyetem, Human Vizsgalatok Feliigyeld Bizottsdga, Szent-Gyorgyi Albert
Klinikai K6zpont, Szeged).
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Szérum mintak elokészitése, sEV izoldlas: A periférias vér szobahdmérsékleten (RT) torténd 1
oras alvadasat kovetden az SEV izoladlast a szérummintakbol differencial-centrifugalassal
végeztiik (20 perc 3000x g-nél, 10 °C-on; 30 perc 10.000x g-nél, 4 °C-on; 70 perc 100.000x
g-nél, 4 °C-on). Az utols6 centrifugalasi 1épés utan a pelletet Dulbecco foszfattal pufferelt

sooldatban (DPBS) reszuszpendaltuk, és a tovabbi feldolgozasig -80 °C-on taroltuk.

Az sEV mintak jellemzése: Az SEV-k jellemzéséhez a "Minimal Information for Studies of
Extracellular Vesicles 2018" (MISEV 2018) cimli utmutatoban foglalt fobb javaslatokat és
kovetelményeket kovettiik (Théry et al., 2018), a mintdkat NTA, Western blot és TEM

analiziseknek vetettiik ala.

NTA: Az sEV-ket részecskementes DPBS-ben higitottuk, és 532 nm-es lézerrel ellatott
NanoSight NS300 miiszerrel (Malvern Panalytical Ltd.) elemeztiik. Minden mintardl hat darab
60 s-os videdt rogzitettiink alland6 bedllitasok mellett, majd ezeket elemeztiik, hogy

informaciokat kapjunk a méreteloszlasrol és a részecskekoncentraciorol.

Westen blot analizis: A Klasszikus EV-markereket Western blot-elemzéssel klasszifikaltuk
NuPAGE-reagensek és egy XCell SureLock Mini-Cell System (Thermo Fisher Scientific)
segitségével. A CDS81, Alix ¢és Calnexin markerek kimutatasdhoz nyulban termeltetett
anti-human CD5L, anti-human CD81, anti-human Alix és anti-human Calnexin (Sigma-
Aldrich) els6dleges antitesteket és HRP-konjugalt anti-nytl IgG (R&D Systems) masodlagos
antitestet hasznaltunk. A THP-1 sejtvonal (ATCC) lizatumat hasznaltuk a Calnexin pozitiv
kontrolljaként.

crer

végeztiink egy Tecnai G2 20 X-Twin tipusut miszerrel (FEI, Hillsboro), 200 kV-0s
gyorsitofesziiltségen. A TEM-mérésekhez a mintakat racsra (200 mesh-es rézracsokkal ellatott
carbon filmre (CF200-Cu, Electron Microscopy Sciences, Hat-field, PA, USA) vittiik fel, és

festés vagy mas fixalo eljaras nélkiil szaritottuk.

Az LC-MS/MS vizsgdlatokba bevont betegek: A kozponti idegrendszeri daganatokhoz
kapcsolodo jellegzetes fehérje-ujjlenyomat vizsgalataba 96 mintat vontunk be a négy
betegcsoportbol (GBM, BM, M, CTRL). Mindegyik csoport 24 vegyes ¢letkoru és nemii egyént
tartalmazott (1. tablazat). Az egyénekbdl hat mintacsoportot hoztunk létre, igy csoportonként
négy parhuzamos mintat tudtunk vizsgalni. A vérmintdkat egy nappal az idegsebészeti
beavatkozas el6tt vettilk minden egyes tumoros esetben, és egyik beteg sem kapott sugar- vagy

kemoterapiat a tumor reszekcioja elott.
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1. tablazat. LC-MS/MS analizisek betegcsoportjainak jellemzése.

Beteg- Mintak Eletkor (év) Nem
csoportok szama Tartoméany  Atlag Median Férfi (%) N6 (%)
CTRL 24 20-81 52,9 50,5 9 (37,5) 15 (62,5)
GBM 24 33-82 64,9 67,0 13 (54,2) 11 (45,8)
BM 24 42-82 64,0 64,0 13(54,2) 11 (45,8)
M 24 30-79 58,0 60,0 4 (16,7) 20 (83,3)

LC-MS-alapu proteomikai vizsgdlatok és adatelemzésiik: A folyamatabra (3. abra) mutatja azt

a munkamenetet, amely alapjan kézponti idegrendszeri tumorok molekularis ujjlenyomatanak

megjelenését viszgéltuk a periférids vérben. Ebben az esetben a daganatok osztilyozdsa a

proteomikai eredmények alapjan tortént.

TE

LJES SZERUM MINTAK EXTRACELLULARIS VEZIKULAK

16 teljes szérum pool 16 sEV pool

1. Lépés
Proteomikai analizis LC-MS analizis DIA médban

31

teljes szérum fehérje { } 311 sEV fehérje

2. Lépés
Kiugré mintak kisziirése Korrelacio analizis

16 teljes szérum pool J\/L 15 sEV pool

3. Lépés
In silico peptidvalogatas Bizonytalan fehérjék kizarasa (pl. keratinok)

262

teljes szérum fehérje J\/l 262 sEV fehérje

4. Lépés
Megvaltozott szabalyzast mutaté fehérjék felderitése (>2, 0,5)

41 telies szérum fehérje i/l 45 sEV fehérje

5. Lépés
Cohen’s d hatasnagysag elemzés (d>2)

10 t

elies szérum fehérje J\/l 21 sEV fehérje

6. Lépés
ROC analizis (AUC=1)

10t

elies szérum fehérje i/L 17 sEV fehérje

7.Lépés
Fékomponens analizis Az adatsor abrazolasa

Vv

8. Lépés
K-k6zép klaszterizalas

3. dbra. Proteomikai adatok elemzése a betegcsoportok klasszifikdldsdra.
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MMP-9 analizisekben vizsgalt betegek: A Debreceni Egyetem Idegsebészeti Klinikdjan kezelt

222 beteg szérummintainak sEV izolatumat elemeztiik (2. tablazat).

2. tablazat. MMP-9 vizsgalatok betegcsoportjainak jellemzése.

Beteg- Betegek Eletkor (év) Nem
csoportok szama Tartomany Atlag ~ Median  Férfi (%)  N& (%)
CTRL 36 20-81 53,6 54 16 (44,4) 20 (55,6)
GBM 121 29-82 57,7 60 72 (59,5) 49 (40,5)
BM 37 42-82 62,8 64 21(56,8) 16 (43,2)
M 28 30-79 58,6 60 5(17,9) 23 (82,1)

crer

parhuzamos futtatasa mellett az elsé 1épésben 50 pl vizsgélati puffert és 50 pul mérési
sztenderdet vagy 12-szeres higitasu mintakat adtunk a megfeleld lyukakba, majd a lemezeket
lezartuk és szobahdmérsékleten 2 6ran 4t inkubaltuk, mikézben 200 fordulat/perc sebességgel
razattuk. Az inkubalas utdn a lemezeket négyszer mostuk mosopufterrel. Az elsé 1épést tovabbi
harom inkubacids 1épés kovette, nevezetesen 100 pul human MMP-9 detektalo antitest oldatot,
100 pl pLL Avidin-HRP oldatot és 100 pLL D szubsztrat oldatot adtunk minden egyes lyukba, és
szobahdmérsékleten inkubaltuk 1 6rén at, 30 percig, illetve 15 percig. A lemezeket négyszer
mostuk mosdpufferrel az egyes inkubacios eljarasok kozott. Az utolso 1épést sdtétben végeztiik,
majd a reakciot 100 ul oldat hozzdadasaval leéllitottuk; az abszorbancidt azonnal leolvastuk
450 nm-en és 570 nm-en egy asztali benchtop readerrel (Multiskan RC, Thermo Labsystems,
Waltham, MA, USA).

Statisztikai analizisek az MMP-9 vizsgalatokhoz: A statisztikai tesztek elvégzése elétt az MMP-
9 szintet a szérum sEV-k fehérjetartalmara normalizaltuk, ami azt jelenti, hogy az MMP-9
(ng/mL) minden minta esetében. Az 6sszes analizis eredményét milliomodrészben (ppm) adtuk

meg.

Raman spektroszkopiai elemzésekben vizsgalt betegek: A szérumbdl szarmazd sEV-k
molekuléris tartalmédnak Raman-spektroszkopiai vizsgalatiba a beteg kohorszbol Gsszesen

138 beteget vontunk be (3. tablazat).
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3. tablazat. Spektroszkopiai vizsgalatok betegcsoportjainak jellemzése.

Beteg- Betegek Eletkor (év) Nem
csoportok szama Tartoméany  Atlag Median Férfi (%) N6 (%)
CTRL 36 20-81 53,6 54 16 (44,4) 20 (55,6)
GBM 46 33-82 64,3 66 28 (60,9) 18(39,1)
BM 28 42-82 63,5 62,6 18 (64,3) 10 (35,7)
M 28 30-79 58,6 60 5(17,9) 23 (82,1)

Raman spektroszkopiai mérések: a sSEV mintdk Raman spektrumanak felvételét Senterra I1
(Bruker) mikroszkoppal végeztiik visszaszorasos elrendezést alkalmazva. A mintakat kalcium-
fluorid hordozora cseppentettiik, levegén szaritottuk (RT). Minden mintat ugyanazokkal a
konfiguracios paraméterekkel elemeztiink (névleges lézerteljesitmény: 12,5 mW; integracios
idd: 30 masodperc; interferométer felbontasa: 1,5 cm™; gerjesztési hullimhossz: 532 nm.) A
spektrumokat 50%-es optikai objektivvel (Olympus) gytjtottilk, majd atlagolas elétt (5
spektrum/minta) alapvonal korrekcionak vetettiik ala OPUS szoftver segitségével. A 801 cm™

és 3100,5 cm™ kozotti spektrumtartomanyt hasznaltuk a tovabbi elemzésekhez.

Az adatok transzformaldasa: az alapvonal Kkorrekcion atesett adatok normalizalasat az
SNV-moédszerrel végeztik (4. abra) Az SNV-vel normalizalt spektrumokat PCA-val

vizsgaltuk. Az adatok transzformalasat az Orange 3.27.0 szoftver segitségével végeztiik.

1. Lépés
Normalizalas (SNV)

v

2. Lépés

Csoportok kivalasztasa paronkénti klasszifikalashoz
CTRL vs. GBM
CTRL vs. BM
CTRLvs. M
BMvs. GBM ¥
3. Lépés
Dimenziécsokkentés (PCA)
a) KLASSZIFIKACIO b) SPEKTRALIS KULONBSEGEK VIZSGALATA
4.B Lépés
4.A Lépés Fékomponensek analizise
Klasszifikaci6é (SVM) (Szignifikans kilénbségek kimutatasa,

abrazolas FreeViz-zel)

v v

5.A Lépés 5.B Lépés
Klasszifikaci6 értékelése Diszkriminativ spektralis kiilonbségek
(CA, szenzitivitas, specificitas, AUC) meghatarozasa

4. dabra. Az SEV-K molekularis ujjlenyomatinak spektroszkopiai megkazelitése.
Roviditések: AUC: area under the curve; CA: classification accuracy; SNV: standard normal
variate; SVM: support-vector machine; PCA: principal component analysis.
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Klasszifikacio: az osztalyozd modell megalkotasahoz és teszteléséhez a négy betegcsoportot
paronként hasonlitottuk 0ssze (minden betegcsoportot a CTRL csoporthoz, valamint a BM és
GBM csoportot). A mintak osztalyozasat a linearis SVM algoritmus segitségével végeztik el,
mely soran az adathalmazt tizszer ismételve 90:10 ardnyban osztottuk szét tanito- és
teszthalmazra. Az SVM a teszthalmazba tartoz6 mintékat a csoporthoz tartozas pontszaméaval

latta el (0-t6 1-ig).

Ahhoz, hogy a tesztmintakat be lehessen sorolni, meghataroztuk a csoporthoz tartozasi
pontszamok minimalis kiiszobértékét. A meghatarozott kiiszobérték feletti pontszammal
rendelkezd tesztmintdkat az adott célcsoportba soroltuk. Az osztalyozas hatékonysagat a
szenzitivitas, specificitas és a ROC-analizisbol kapott AUC értékek alapjan hataroztuk meg. Az
osztalyozast és a hatékonysag értékelését az Orange 3.27.0 és a GraphPad Prism 8.4.3

szoftverek segitségével végeztiik el.

Spektralis kiilonbségek azonositasa: a kapott PC-k és a kiilonb6z6 betegesoportok kozotti
korrelaciot a FreeViz modszerrel hataroztuk meg. A PC-k csoportonkénti statisztikai
kiilonbségeit Welch t-probaval elemeztiik. A p < 0,05 értékeket szignifikdnsnak tekintettiik. A

FreeViz vizsgalatot az Orange 3.78.0 szoftverrel végeztiik.
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5. UJ MEGALLAPITASOK

A Chlamydophila pneumoniae hdéinaktivacié utan is képes a daganatot infiltrald
makrofagok polaritdsanak megvaltoztatasara, jelentés mennyiségli, M1 polarizacios
allapothoz tartozo citokin ¢és kemokin termelddését idézi eld. Ezen hatasok
kovetkeztében a melandma tiiddattéteinek csokkenése kovetkezik be az
immunkompetens allatokban.

Az IL-24 képes az immunsejtek attraktalasara mind in vitro mind in vivo koriilmények
ko6z6tt, human monocitakra kemotaktikus és kemokinetikus hatassal bir.
Bizonyitottuk, hogy az IL-24 kemotaktikus jelatvitele G fehérje kapcsolt receptoron
keresztiil torténik és egyuttal a MAPK és JAK jelatviteli utvonalak is érintettek.
Bebizonyitottuk, hogy a melandma sejtek altal kibocsajtott extracellularis vezikuldk a
daganatszovet résztvevdinek tekintett, illetve a testszerte megtalalhaté mezenchimalis
6ssejtekben onkogén atprogramozast képesek elinditani és mind mRNS, mind fehérje
szinten olyan utvonalak és molekuldk kifejezddését inditjdk el, amelyek a melanoma
sejtekre jellemzoek.

Kisérleteink soran azt talaltuk, hogy a kornyezeti stresszorok hatdsara nem csak a
termel6dé sEV-k mennyisége, de miRNS és fehérje Osszetétele is szignifikans
mértékben vaéltozik meg, ez altal eldsegitik a daganatsejtek migraciojat,
megvaltoztatjak a mikroszovet-képzési kapacitast.

A CNS daganatokban szenvedd betegek szérumabol izolalt sSEV-k alkalmasabbak a
proteomikai elemzésen alapuld klasszifikdciora, mint a teljes szérum mintak.
Szérumbol izolalt sEV-k vizsgalataval sikeriilt egy olyan fehérjét, az MMP-9-et
azonositanunk, amely a GBM-ben szenvedd betegek esetében prognosztikus értékkel
birhat.

Ezen sSEV-k Raman spektroszkopidja segitségével igen magas, 80% feletti
szenzitivitassal és specificitassal tudjuk a CNS tumorokban szenvedd betegeket a

szovettani diagndzison alapuld csoportokba sorolni.
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KOSZONETNYILVANITAS

Mindazok az eredmények, amelyeket ebben a dolgozatban bemutattam, csak egy kicsinyke
részét képezik mindannak a sok sikernek ¢és rengeteg kudarcnak, aminek eddigi kutatoi
palyafutasom soran élvezdje, vagy épp ellenkezdleg, elszenveddje voltam. Sem a jelenlegi
doktori mii, sem a benne foglalt eredmények nem sziilethettek volna meg a csaladom, a férjem
¢s a fiam, az édesanyam (1), az édesapam (1), a nagymamam () €s a barataim folyamatos,

Onzetlen tdamogatasa ¢€s szeretete nélkiil. Mindezekért nekik tartozom halaval.

Immunolégus mentoraim koziil elséként Dr. Joost Oppenheimnek (F) és Dr. Zack Howardnak
szeretném megkdszonni azt, hogy megmutattdk nekem, hogyan kell megalkuvas nélkiil haladni
a tudomanyos célom felé, alljon elém barmilyen természetli nehézség is. Koszoném, hogy
posztdoktori éveimet vezetésiik alatt a Laboratory of Molecular Immunoregulation-ben

tolthettem, a National Cancer Institute fredericki kampuszan.

Koszondm egyetemi mentoraimnak, Prof. Mandi Yvettnek, Prof. Duda Erndnek ¢és
Prof. Minarovits Janosnak, hogy megmutattak nekem az immunologia szépségeit. Mind az
immunologia alapjainak az elsajatitasat, mind pedig a citokinek csodalatos vildganak a

megismerését nekik koszonhetem.

Koszonettel tartozom Biré Tamas professzor trnak, hogy segitett a sajat tudomanyos utam

keresésében, hogy mindig biztatott és feltétel nélkiil hitt bennem.

Koszonettel tartozom korabbi és jelenlegi PhD hallgatéimnak: Marton Annamarianak, Harmati
Marianak €s Gyukity-Sebestyén Edinanak, Dobra Gabriellanak, Bukva Matyéasnak, Boroczky
Timeanak, akik faradhatatlan munkdjukkal megteremtették a jelenlegi munkacsoport
miikddésének alapjait és hozzdjarultak ezen dolgozat eredményeinek megsziiletéséhez. Kiilon

koszonet illeti meg a technikai segitségért Pintér Lillat.

Koszonom jelenlegi PhD hallgatéimnak, ¢és tudomdnyos didkkori hallgatéimnak a

mindennapok aprobb és nagyobb feladatainak gyakorlati kivitelezését.

Halas vagyok klinikus egyiittmiikodé partnereinknek, Prof. Klekner Almosnak, Prof. Olah
Juditnak, Prof. Hideghéthy Katalinnak, Prof. Barzé Palnak a klinikai kutatdsok soran nyujtott

segitségiikért, timogatasukért.

Ko6szonom Prof. Gacser Attilanak és Dr. Horvath Péternek, hogy tamogato, tiirelmes és megértd

fonokeim voltak. Koszondm Prof. Széll Marta rektorhelyettes asszony és Prof. Lazar Gyorgy
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dékan Gr tamogatasat az MTA doktori értekezésem elkészitéséhez. Halaval tartozom mindazért
az erdfeszitésért, amit Kemény Lajos professzor urral kdzosen az Immunoldgiai Tanszék

létrehozasaért tettek, és hogy alapitd tanszékvezetdként én kaphattam lehetdséget a munkara.

Halasan kdszondm az Immunoldgiai Tanszéken és a Szegedi Biologiai Kutatokozpontban
dolgoz6é minden munkatarsamnak, hogy tiirelmiikkel és megértésiikkel, vagy technikai

segitségiikkel tamogattak a munkamat.
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6. SAJAT KOZLEMENYEK, TUDOMANYMETRIAI ADATOK

6.1. Az értekezést megalapozo kizlemények (tematikus sorrendben)

1. Buzas, K; Marton, A; Vizler, C; Gyukity-Sebestyen, E; Harmati, M; Nagy, K; Zvara, A;
Katona, RL; Tubak, V; Endresz, V et al.

Bacterial sepsis increases survival in metastatic melanoma: Chlamydophila pneumoniae
induces macrophage polarization and tumor regression.

JOURNAL OF INVESTIGATIVE DERMATOLOGY 136 : 4 pp. 862-865. , 4 p. (2016)

IF: 6,287

Osszes idézettség: 9 Fiiggetlen idézettség: 7

2. Buzas, K; Oppenheim, JJ; Howard, OMZ.
Myeloid cells migrate in response to IL-24.
CYTOKINE 55 : 3 pp. 429-434. , 6 p. (2011)

IF: 3,019

Osszes idézettség: 20 Fiiggetlen idézettség: 20

3. Marton, A; Vizler, C; Kusz, E; Temesfoi, V; Szathmary, Z; Nagy, K; Szegletes, Z; Varo, G;
Siklos, L; Katona, RL; Tubak, V; Howard, OM; Duda, E; Minarovits, J; Nagy, K; Buzas, K.
Melanoma cell-derived exosomes alter macrophage and dendritic cell functions in vitro.
IMMUNOLOGY LETTERS 148 : 1 pp. 34-38., 5 p. (2012)

IF: 2,337

Osszes idézettség: 93 Fiiggetlen idézettség: 89

4. Gyukity-Sebestyén, E; Harmati, M; Dobra, G; Németh, IB; Mihaly, J; Zvara, A; Hunyadi-
Gulyas, E; Katona, R; Nagy, |; Horvath, P; Balind, A; SzKalisity, A; Kovacs, M; Pankotai, T;
Borsos, B; Erdélyi, M; Szegletes, Z; Veréb, ZJ; Buzas, El; Kemény, L; Bird, T; Buzas, K.
Melanoma-Derived Exosomes Induce PD-1 Overexpression and Tumor Progression via
Mesenchymal Stem Cell Oncogenic Reprogramming.

FRONTIERS IN IMMUNOLOGY 10 Paper: 2459 , 22 p. (2019)

IF: 5,085

Osszes idézettség: 32 Fiiggetlen idézettség: 30

5. Harmati, M; Tarnai, Z; Decsi, G; Kormondi, S; Szegletes, Z; Janovak, L; Dekany, I; Saydam,
O; Gyukity-Sebestyen, E; Dobra, G; Nagy, I; Nagy, K; Buzas, K.

Stressors alter intercellular communication and exosome profile of nasopharyngeal carcinoma
cells.

JOURNAL OF ORAL PATHOLOGY AND MEDICINE 46 : 4 pp. 259-266. , 8 p. (2017)

IF: 2,237

Osszes idézettség: 39 Fiiggetlen idézettség: 33

6. Harmati, M; Gyukity-Sebestyen, E; Dobra, G; Janovak, L; Dekany, I; Saydam, O; Hunyadi-
Gulyas, E; Nagy, I; Farkas, A; Pankotai, T; Ujfaludi, Z; Horvath, P; Piccinini, F; Kovacs, M;
Biro, T; Buzas, K.

Small extracellular vesicles convey the stress-induced adaptive responses of melanoma cells.
SCIENTIFIC REPORTS 9 : 1 Paper: 15329, 19 p. (2019)

IF: 3,998

Osszes idézettség: 48 Fiiggetlen idézettség: 45
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7. Dobra, G; Bukva, M; Szabo, Z; Bruszel, B; Harmati, M; Gyukity-Sebestyen, E; Jenei, A,
Szucs, M; Horvath, P; Biro, T; Klekner, A; Buzas, K.

Small Extracellular Vesicles Isolated from Serum May Serve as Signal-Enhancers for the
Monitoring of CNS Tumors.

INTERNATIONAL JOURNAL OF MOLECULAR SCIENCES 21 : 15 Paper: 5359 , 20 p.
(2020)

IF: 5,924

Osszes idézettség: 13 Fiiggetlen idézettség: 11

8. Dobra, G; Gyukity-Sebestyen, E; Bukva, M; Harmati, M; Nagy, V; Szabo, Z; Pankotai, T;
Klekner, A; Buzas, K.

MMP-9 as Prognostic Marker for Brain Tumours: A Comparative Study on Serum-Derived
Small Extracellular Vesicles.

CANCERS 15: 3 p. 712 (2023)

IF: 6,575

Osszes idézettség: 0 Fiiggetlen idézettség: O

9. Bukva, M; Dobra, G; Gomez-Perez, J; Koos, K; Harmati, M; Gyukity-Sebestyen, E; Biro, T;
Jenei, A; Kormondi, S; Horvath, P; Konya, Z; Klekner, A; Buzas, K.

Raman Spectral Signatures of Serum-Derived Extracellular Vesicle-Enriched Isolates May
Support the Diagnosis of CNS Tumors.

CANCERS 13 : 6 Paper: 1407, 19 p. (2021)

IF: 6,575

Osszes idézettség: 4 Fiiggetlen idézettség: 3

6.2. Idegennyelvii kozlemények a PhD fokozat megszerzése elott (2005 december)

1. Buzas, K; Megyeri, K; Miczak, A; Fekete, A; Degre, M; Mandi, Y; Rosztoczy, I.
Different staphylococcal strains elicit different levels of production of T-helper 1-inducing

cytokines.

ACTA MICROBIOLOGICA ET IMMUNOLOGICA HUNGARICA 51 : 3 pp. 371-384. , 14
0. (2004)

IF: -

Osszes idézettség: 8 Fiiggetlen idézettség: 7

2. Buzas, K; Megyeri, K; Hogye, M; Csanady, M; Bogats, G; Mandi, Y.

Comparative study of the roles of cytokines and apoptosis in dilated and hypertrophic
cardiomyopathies.

EUROPEAN CYTOKINE NETWORK 15 : 1 pp. 53-59. , 7 p. (2004)

IF: 1,747

Osszes idézettség: 21 Fiiggetlen idézettség: 18

3. Buzas, K; Miczak, A; Degre, M; Megyeri, K.

Rubella virus infection dysregulates the pattern of p63 expression.
APMIS 112 : 10 pp. 656-662. , 7 p. (2004)

IF: 1,5

Osszes idézettség: 4 Fliggetlen idézettség: 2
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4. Hogye, M; Mandi, Y; Csanady, M; Sepp, R; Buzas, K.

Comparison of circulating levels of interleukin-6 and tumor necrosis factor-alpha in
hypertrophic cardiomyopathy and in idiopathic dilated cardiomyopathy.

AMERICAN JOURNAL OF CARDIOLOGY 94 : 2 pp. 249-251. , 3 p. (2004)

IF: 3,14

Osszes idézettség: 60 Fiiggetlen idézettség: 60

6.3. A PhD fokozat megszerzése ota megjelent tovabbi idegennyelvii kozlemények

1. Boroczky, T; Dobra, G; Bukva, M; Gyukity-Sebestyén, E; Hunyadi-Gulyas, E; Darula, Zs;
Horvath, P; Buzas, K; Harmati, M.

Impact of Experimental Conditions on Extracellular Vesicles’ Proteome: A Comparative Study.
LIFE-BASEL 13: 1 p. 206 (2023)

IF: 3,253

Osszes idézettség: 1 Fliggetlen idézettség: 1

2. Diosdi, A; Hirling, D; Kovacs, M; Toth, T; Harmati, M; Koos, K; Buzas, K; Piccinini, F;
Horvath, P.

A quantitative metric for the comparative evaluation of optical clearing protocols for 3D
multicellular spheroids.

COMPUTATIONAL AND STRUCTURAL BIOTECHNOLOGY JOURNAL 19 pp. 1233-
1243., 11 p. (2021)

IF: 6,155

Osszes idézettség: 2 Fiiggetlen idézettség: 1

3. Diosdi, A; Hirling, D; Kovacs, M; Toth, T; Harmati, M; Koos, K; Buzas, K; Piccinini, F;
Horvath, P.

Cell lines and clearing approaches: a single-cell level 3D light-sheet fluorescence microscopy
dataset of multicellular spheroids.

DATA IN BRIEF 36 Paper: 107090, 9 p. (2021)

IF: -

Osszes idézettség: 1 Fiiggetlen idézettség: 0

4. Grexa, |; Diosdi, A; Harmati, M; Kriston, A; Moshkov, N; Buzas, K; Pietidinen, V; Koos,
K; Horvath, P.

SpheroidPicker for automated 3D cell culture manipulation using deep learning.

SCIENTIFIC REPORTS 11 : 1 Paper: 14813, 11 p. (2021)

IF: 4,997

Osszes idézettség: 6 Fliggetlen idézettség: 6

5. Harmati, M; Bukva, M; Boroczky, T; Buzas, K; Gyukity-Sebestyen, E.

The role of the metabolite cargo of extracellular vesicles in tumor progression.
CANCER AND METASTASIS REVIEWS 40 : 4 pp. 1203-1221., 19 p. (2021)
IF: 9,237

Osszes idézettség: 9 Fiiggetlen idézettség: 9

6. Peirsman, A; Blondeel, E; Ahmed, T; Anckaert, J; Audenaert, D; Boterberg, T; Buzas, K;
Carragher, N; Castellani, G; Castro, F et al.

MISpherolD: a knowledgebase and transparency tool for minimum information in spheroid
identity.
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NATURE METHODS 18 : 11 pp. 1294-1303. , 10 p. (2021)
IF: 47,99
Osszes idézettség: 14 Fliggetlen idézettség: 8

7. Jenei, S; Tiricz, H; Szolomajer, J; Timar, E; Klement, E; Al, Bouni Mohamad Anas; L Rui,
M; Kata, D; Harmati, M; Buzas, K et al.
Potent Chimeric Antimicrobial Derivatives of the Medicago truncatula NCR247 Symbiotic

Peptide

FRONTIERS IN MICROBIOLOGY 11 Paper: 270, 10 p. (2020)
IF: 5,64

Osszes idézettség: 13 Fliggetlen idézettség: 8

8. Decsi, G; Soki, J; Pap, B; Dobra, G; Harmati, M; Kormondi, S; Pankotai, T; Braunitzer, G;
Minarovits, J; Sonkodi, I; Urban, E; Nemeth, IB; Nagy, K; Buzas, K.

Chicken or the Egg: Microbial Alterations in Biopsy Samples of Patients with Oral Potentially
Malignant Disorders.

PATHOLOGY AND ONCOLOGY RESEARCH 25 : 3 pp. 1023-1033. , 11 p. (2019)

IF: 2,826

Osszes idézettség: 10 Fliggetlen idézettség: 10

9. Koérmondi, S; Terhes, G; Pal, Z; Varga, E; Harmati, M; Buzas, K; Urban, E.

Human Pasteurellosis Health Risk for Elderly Persons Living with Companion Animals.
EMERGING INFECTIOUS DISEASES 25 : 2 pp. 229-235. , 7 p. (2019)

IF: 6,259

Osszes idézettség: 9 Fliggetlen idézettség: 9

10. Majoros, H; Ujfaludi, Zs; Borsos, BN; Hudacsek, VV; Nagy, Z; Coin, F; Buzas, K; Kovacs,
I; Bir6, T; Boros, IM et al.

SerpinB2 is involved in cellular response upon UV irradiatio

SCIENTIFIC REPORTS 9 : 1 Paper: 2753, 13 p. (2019)

IF: 3,998

Osszes idézettség: 8 Fiiggetlen idézettség: 6

11. Hettmann, A; Demcsék, A; Bach, A; Decsi, G; Dencs, A; Palinko, D; Rovo, L; Terhes, G;
Urban, E; Buzas, K et al.

Prevalence and genotypes of human papillomavirus in saliva and tumor samples of head and
neck cancer patients in Hungary.

INFECTION GENETICS AND EVOLUTION 59 pp. 99-106. , 8 p. (2018)

IF: 2,611

Osszes idézettség: 6 Fiiggetlen idézettség: 5

12. Banati, F; Koroknai, A; Szenthe, K; Tereh, T; Hidasi, A; Bankuti, B; Buzas, K; Lemnitzer,
F; Ruzsics, Zs; Szathmary, S et al.

Up-Regulation of Lamin A/C Expression in Epstein-Barr Virus Immortalized B Cells and
Burkitt Lymphoma Cell Lines of Activated B Cell Phenotype.

JOURNAL OF MICROBIAL AND BIOCHEMICAL TECHNOLOGY 9 : 3 pp. 087-094. , 8
p. (2017)

IF: -
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IF: 5,08

Osszes idézettség: 9 Fliggetlen idézettség: 8
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18. Buzas, K; Kiss, A; Vizler, C.

Current approaches of tumor immunotherapy.
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19. Farkas, B; Zsedenyi, A; Gyukity-Sebestyen, E; Romano, I; Nagy, K; Diaspro, A; Brandi,
F; Buzas, K; Beke, S.

Excimer laser-produced biodegradable photopolymer scaffolds do not induce immune rejection
in vivo.
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Biological properties of extracellular vesicles and their physiological functions.
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Function of RasGRP3 in the formation and progression of human breast cancer.
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preblastomatoses: The role ofpapillomavirus infection and theprospects of early diagnosis.
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Importance of reverse signaling of the TNF superfamily in immune regulation.
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Osszes idézettség: 130 Fliggetlen idézettség: 128
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Buzas, K; Hunyadi-Gulyas, E; Medzihradszky, KF et al.
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Buzas Krisztina (Immunoldgia) tudomanyos és oktatoi munkassaganak dsszefoglalasa
MTA VIII. Biolégiai Tudomanyok Osztalya (2023.05.24)

Els6 szerz6s folyoiratcikkek szama (az 6sszes %-ban)3

7 (15,22%)

Utolso szerz@s folyoiratcikkek szama (az 6sszes %-ban)

12 (26,09%)

Elsé és utolso szerzdseégl folydiratcikkek impakt faktorai 63,706

Az u’t.olsc'). tudonjényos fokgzat (PhD) eInyer?se utani (2005) tudomanyos 96.84%

folydiratcikkek 6sszegzett impakt faktora az 6sszes %-ban ’

Magyar nyelven megjelent tudomanyos teljes folydiratcikkek szama 1

Az utolsé 10 év tudomanyos teljes, lektoralt folyoiratcikkeinek szama 33
Impakt faktor 6sszege 166,242

Folyéiratcikkek, 15-nél tébb szerzdvel 5

Megjegyzések:

T . . . Szama Hivatkozasok'
udomanyos kozlemények —
Osszesen |Részletezve| Fiiggetlen | Osszes
|. Tudomanyos folyéiratcikk2 46
teljes cikkZ, nemzetkdzi folysiratban 40 3291 3646
teljes cikk, hazai idegen nyelv( folyoiratban 3 14 17
teljes cikk, hazai magyar nyelv( folyéiratban 1 0 0
teljes cikk, révid kdzlemény 2 67 69
Il. Konyvek 0
a) Szakkoényyv, tankdnyv, szerzéként 0
Szakkonyv, kézikonyv idegen nyelvi 0 0 0
Szakkonyv, kézikdnyv magyar nyelvi 0 0 0
Fels6oktatasi tankényv 0 0 0
b) Szakkonyv szerkesztéként 0
Szakkonyv, kézikonyv, idegen nyelvi 0
Szakkényv, kézikdnyv, magyar nyelvi 0
Felsboktatasi tankdnyv 0
lll. Konyvfejezet, szaktanulmany 1
Kdényvfejezet idegen nyelvi 1 1 3
Kdényvfejezet magyar nyelvi 0 0 0
Fels6oktatasi tankonyvfejezet 0 0 0
IV. Konferenciakézlemények® 0 0 0
Tudomanyos és oktatasi kozlemények 6sszesen (I-1V.) 47 3373 3735
V. Egyéb tudomanyos 1
Egyép tudoményqs mﬁ\{ek, id,‘? ertve a nem t.eljes folyéiratcilfll(eke.t ésa . 1 0 0
nem ismert lektoraltsagu folyoiratokban megjelent teljes folyéiratcikkeket is
Szerkesztéségi levelezés, hozzaszoélasok, valaszok 0 0 0
VI. Absztrakt 62 0 0
Osszesitett impakt faktor 202,433
Idézettség szama' 3373 3735
Hirsch index' 17
Specialis tudomanymetriai adatok Adat

Azok a teljes ("in extenso") cikkek nem kerllnek a tablazatba, amelyek folydiratanak nem ismert a lektoraltsaga.

1 A hivatkozasok a disszertacio és egyéb tipusu idéz6k nélkiil szamolva.
2 Ateljes (in extenso) folyoiratcikk
3 Az egy szerz8s cikkeket is ideértve




