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BEVEZETÉS 

A dolgozatban ismertetett kísérletes munkák a daganatsejtek környezetükkel való 

kommunikációjának módjaira és azok következményeinek feltárására irányultak. 

Megmutattuk, hogy kísérletes modellekben a melanóma sejtek és a tumor asszociált 

makrofágok szolubilis faktorokkal történő kommunikációja TLR ligandummal 

befolyásolható, ezáltal a daganatot infiltráló, tumortámogató tulajdonságú immunsejtek 

antitumorális polaritásúvá tehetők. A szolubilis kommunikációs elemek közül mélyebben 

vizsgáltuk az antitumorális hatásáról ismert interleukin-24-et, amelyről kimutattuk, hogy a 

TLR ligandok hatására is termelődő interleukin, G protein kapcsolt jelátviteli 

mechanizmusokon keresztül in vitro és in vivo is segíti a mieloid sejtek migrációját. 

A daganatsejtek intercellulárisan megvalósuló vezikuláris kommunikációja kapcsán in vitro 

kísérletes rendszerben bebizonyítottuk, hogy a melanóma exoszómák képesek a 

daganatszövet mátrixának őssejtes elemeiben onkogén genetikai programot, többek közt 

PD-1 expressziót indítani. In vivo modellekben ezen folyamatok a daganatos megbetegedés 

progressziójához vezettek.   

Az extracelluláris vezikulák tanulmányozása során arra a következtetésre jutottunk, hogy a 

vezikulák információtartalma függ a kibocsájtó sejt típusától, valamint molekuláris 

mintázatuk stresszorok hatására is megváltozik. Ezen vátozások a vezikulákat felvevő sejtek 

biológiai működését is befolyásolják, többek között a sejtciklust, a migrációs vagy 

aggregációs kapacitást, osztódási, illetve apoptotikus hajlamot.  

Klinikai vizsgálatainkban arra a következtetésre jutottunk, hogy a központi idegrenszer 

tumoraiból származó szérum vezikulák a megbetegedésre jellemző molekuláris mintázatot 

hordoznak, amely a vezikulák Raman spektrumában is megnyilvánul. A fehérjemintázatok és 

Raman spektrumok mélytanuló módszerekkel történő analízise invazív beavatkozások nélkül 

alkalmassá tehető a betegcsoportok egyértelmű elkülönítésére.  
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1. SZAKIRODALMI ÁTTEKINTÉS 

1.1 TLR ligandumok hatása a daganatos mikrokörnyezetben 

A toll-like receptor (TLR) család a mintázatfelismerő receptorok egy olyan csoportját képezi, 

amelyek ugyan nem indukálják az immunsejtek fagocitikus aktivitását, de a sejtek működését 

drámaian megváltoztató jelátviteli mechanizmusokat indíthatnak be. Mivel a veleszületett 

immunitás elemeinek, a makrofágoknak, illetve a dendritikus sejteknek a felszínén is 

megtalálhatóak, gyorsan reagáló, hatékony eszközeit képesek mozgósítani a 

védekezőrendszerünknek, amennyiben megfelelő aktivációs jelet kapnak. Bár felfedezésük 

Jules Hoffmann, Bruce Beutler, és Ralph Steinman nevéhez kötődik, amit 2011-ben Nobel 

díjjal ismertek el, a veleszületett immunitás antitumorális komponenseinek aktiválása már 

több mint egy évszázada is felmerült, Coley korai munkáiban (McCarthy, 2006). 

A TLR-ek felismerik mind a szervezetet támadó exogén kórokozókat a speciális patogén 

asszociált molekuláris mintázataiknál (PAMP) fogva, mind pedig a nem-kórokozókból 

származó, de a testünk biológiai identitását kockáztató, endogén eredetű, veszély asszociált 

molekuláris mintázatokat (DAMP), amelyek daganatos elváltozásokkal is társíthatók lehetnek 

(Matzinger, 1994, 2002). Speciális eloszlásuk és működésük kapcsán szerepet játszanak a 

veleszületett és a szerzett immunitás összekapcsolásában. A ligandumok TLR-ekhez való 

kapcsolódása specifikus intracelluláris jelátviteli kaszkádokat aktiválnak, amelyek elindítják 

a gazdaszervezet védekezési reakcióit. Az ilyen kötődések és következményeik természetesen 

ligandum- és sejttípus-függőek, de többnyire a gyulladásgátló, Th1-es citokinek és I. típusú 

interferon (IFN) termeléséhez vezetnek (El-Zayat et al., 2019). A TLR-ek daganatos 

folyamatok elleni védekezésben való részvétele egyértelműnek látszik a DAMP-okra adott 

potenciális válaszreakciók miatt, azonban jelen dolgozat első szakasza a közvetett, PAMP-ok 

által indukált immunológiai folyamatok antitumorális hatásait vizsgálja. 

 A TLR2 és a TLR4 felépítése és jelátviteli mechanizmusai 

A TLR-ek hírvivő RNS-ének (mRNS) expressziója nem korlátozódik az immunszövetekre, 

mint például a lép, a csecsemőmirigy, a mandulák, a nyirokerek és a nyirokcsomók, hanem 

eloszlik az összes szövetben, beleértve ebbe a perifériás vér leukocitáit vagy a szívet, a májat, 

a hasnyálmirigyet, a vastagbelet, a vékonybelet, a tüdőt, vesét, petefészeket, placentát, herét, 

prosztatát, vázizmot de még a központi idegrendszert is (Zarember & Godowski, 2002; Qi et 

al., 2011). Kifejeződnek az összes veleszületett immunsejten, beleértve a makrofágokat, a 

természetes ölősejteket (NK), a dendritikus sejteket (DC) és a keringő leukocitákat, például a 
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monocitákat és a neutrofil granulocitákat, valamint kifejeződnek az adaptív immunsejteken, 

például a T- és B-limfocitákon, de nem-immunsejteken, például az epitheliális és endoteliális 

sejteken, valamint a fibroblasztokon is (Delneste et al., 2007). Így elmondható, hogy a TLR-

ek eloszlása arra predesztinálja ezt a receptor családot, hogy a lehető legszélesebb körben 

képesek legyenek antigén ingerek érzékelésére és válaszreakciók elindítására. 

A TLR-ek I. típusú transzmembrán fehérjék, amelyek extracellulárisan 20-27, leucinban 

gazdag ismétlődésekkel (LRR), transzmembrán doménekkel és intracelluláris 

toll/interleukin-1 (IL-1) receptor (TIR) régiókkal rendelkeznek, amelyek szükségesek 

egyrészt a PAMP/DAMP szignálok felismeréséhez, megkötéséhez, másrészt a downstream 

jelátviteli utak aktiválásához. A TLR-eket megkülönböztető legfontosabb jellemzők a 

ligandum specifitása, az aktiválható jelátviteli utak és a szubcelluláris lokalizáció 

különbözőségei (Singh et al., 2014). 

A TLR-ek funkcionálisan csoportosíthatóak, mégpedig a sejtmembránhoz kötött, illetve az 

intracelluláris receptorok családjaira:  

• A sejtmembránon megjelenő TLR-ek, mint a TLR2-TLR1 heterodimerek, a TLR6, 

a TLR4, TLR5, és a TLR10.  

• Intracelluláris TLR-ek a nukleinsav szenzorok, mint a TLR3, TLR7, TLR8, és TLR9. 

Ezek értelemszerűen az endoplazmatikus retikulum (ER), az endoszómák, és a 

lizoszómák területére lokalizálódnak (Sellge & Kufer, 2015). 

Bár endogén és exogén ligandumokat is képesek a TLR-ek érzékelni és azokra 

válaszreakciókat kialakítani, a dolgozat szempontjából az exogén ligandumok feldolgozása a 

hangsúlyosabb. Exogén ligandumok közé sorolhatóak azok a PAMP struktúrák, amelyek 

például bakteriális komponensekből származnak, mint a Gram negatív baktériumok 

sejtfalából származó lipopoliszacharid (LPS) vagy a Gram pozitívak lipoteikol sav (LTA) 

komponense (El-Zayat et al., 2019). 

Emlősökben a TLR ligandumok megkötése során aktiválódó szignál mechanizmusok 

lefutását öt különböző adaptor molekula segíti: 

• Mieloid differenciációs primer válasz fehérje 88 (MyD88). 

• TIR domén-t tartalmazó adaptor protein (TIRAP or MAL). 

• TIR domén-t tartalmazó adaptor protein indukálta IFN-β (TRIF). 

• TRIF-kapcsolt adaptor molekula (TRAM). 

• Steril α- és armadillo-motívumot tratalmazó protein (SARM) (Akira et al., 2006). 
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Így, bár pontos és minden részletében tisztázott magyarázat egyelőre nem létezik a TLR 

ligandumok antitumorális immunitásban betöltött szerepére, feltehetően két, egymással 

szorosan összefüggő mechanizmusnak lehet kulcsfontosságú szerepe a daganatellenes 

válaszokban, nevezetesen a TLR-ek által indukált Th1 tengelynek és az ezzel együttműködő 

makrofágpolarizációnak. 

Az MyD88 szignálútvonal elengedhetetlen a TLR2, 4, 5, 7, 8, és 9 aktiválódása során 

bekövetkező sejtbiológiai folyamatok lefutásához (Burns et al., 2003), illetve a TIRAP 

aktivációja is MyD88-függő és asszociált a TLR2 és 4 indukciójával (Mansell et al., 2004; 

Bernard & O’Neill, 2013). 

Mindezek a molekuláris mechanizmusok vezetnek el azon folyamatok megértéséhez, 

amelyek a TLR-ek működését antitumorális mechanizmusokkal kapcsolják össze.  

1891-ben William B. Coley ortopéd sebész arra a megfigyelésre alapozva, hogy „amelyik 

daganat elfertőződik, az meggyógyul”, inoperábilis, szarkómában szenvedő betegeibe 

streptococcus kivonatot fecskendezett, elindítva ezzel az immunterápiák alkalmazását a 

daganatos megbetegedések esetében. Bár a beavatkozás meglehetősen veszélyes volt és 

páciensei közül többen belehaltak a bakteriális fertőzésbe, az alkalmazott 

baktériumszuszpenzió a daganatok méretének csökkenését, esetenként teljes gyógyulást 

hozott az egyébként menthetetlen betegek számára (McCarthy, 2006). A kezdeti terápiás 

próbálkozások tapasztalatai alapján Streptococcus pyogenes és Serratia marcenscens 

inaktivált szuszpenziójával vizsgálatokat indítottak a daganatos betegek kezelésére (Hobohm, 

2001; Coley, 1891, 1991). 2003-ban az European Organization for Research and Treatment 

of Cancer által végzett nagy klinikai tanulmány váratlan bizonyítékot szolgáltatott a 

mikrobiális indukció rákos megbetegedésekre gyakorolt pozitív hatására. Krone B. és mtsai. 

kimutatták (Krone et al., 2005), hogy a lázzal járó fertőzések, valamint a gyermekek olyan 

intracelluláris kórokozókkal történő vakcinálása, mint a Bacillus Calmette-Guerin vagy a 

vaccinia vírus, jelentősen csökkenti a melanóma előfordulását (Bickels et al., 2002; Hall, 

1997). Ennek ellenére, mivel ezen  izgalmas adatok reprodukálhatósága alacsony, még mindig 

hiányoznak a részletes és meggyőző magyarázatok, illetve a TLR ligandumok immunterápiás 

szerként való használatára vonatkozó terápiás protokollok. 

Bár általánosan elfogadott, hogy a daganatellenes immun effektor mechanizmusok átfedésben 

vannak a baktériumok elleni immunválaszokkal (JAMA, 1894; McCarthy, 1995; Hoption 

Cann et al., 2003; COLEY, 1934), a mikrobák által kiváltott pontos tumorellenes 

mechanizmus még nem ismert minden részletében. A daganatellenes folyamatokat tekintve 
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azonban az is elfogadott tény, hogy az immunrendszer polarizációs mintázatának 

megváltozása határozza meg a rosszindulatú betegségek kimenetelét (Codman, 1935; 

Johnston & Novales, 1962). Ez utóbbi esetben az immunválasz egyik kulcsszereplői azok a 

makrofágok, amelyek M1 típusú polarizációja közvetíti az immunrendszer tumorellenes 

hatását (Nauts & McLaren, 1990; Chang & Shu, 1996; Chamberlain & Kaufman, 2000). 

 Polarizált makrofágok 

Amint az közismert, a daganatszövet nem egy homogén sejtcsomó, számos sejttípus alkotja. 

A sokszor genetikailag és morfológiailag is heterogén tumorsejt populációkon kívül 

fibroblasztok, endotélsejtek, szöveti őssejtek, immunsejtek közössége tartja életben és 

működteti a tumort. Az immunsejtek a daganat által termelt szolubilis elemeknek, növekedési 

faktoroknak, citokineknek, kemokineknek megfelelően polarizált funkciókkal 

rendelkezhetnek. Amíg az I. típusú polarizálódás – legyen az makrofág, neutrofil granulocita, 

citotoxikus T sejt vagy plazmocitoid dendritikus sejt – a daganatok regresszióját eredményezi, 

addig a II. típusú polarizáció egy immunszuppresszív állapotot idéz elő és a daganatok 

túlélésének, progressziójának irányába mutat. Így a tumorok túlélése erősen függ az I. és a II. 

típusú immunsejtek arányától. Egyben ezen állapotokból az is egyenesen következik, hogy a 

polaritás I. irányba való eltolódása akadályozhatja a daganatok progresszióját (Hinshaw & 

Shevde, 2019; Vitale et al., 2019). 

A makrofágok szerepe az antitumorális immunitásban nem ismert minden vonatkozásában. 

Még azt sem tudjuk, hogy egészen pontosan milyen tényezők aktiválják a tumor asszociált 

makorfágok (TAM) antitumorális irányba fordulását. Feltételezhetően a DAMP-ok, illetve a 

gyulladásos citokinek (IFN-γ, TNF- α, IL-1ß)  segítik a makorfág aktivációt illetve makrofág 

polarizációt, melynek a végkimenetele többnyire a nitrogén-monoxid (NO) termelés révén 

történő sejtpusztítás kell legyen (Martinez & Gordon, 2014; Curren Smith, 2015; Dehne et 

al., 2017). 

A tumor asszociált makrofágok az alternatív makrofágpolarizáció során az IL-13 és IL-4 

hatására kollagénszintézisre és fibrotikus folyamatok elindítására képesek, amely szöges 

ellentétben áll az IFN-γ által kiváltott, elsőként leírt antimikrobiális és antitumorális makrofág 

válaszokkal. Ezen alternatívan aktiválódó, II. típusú makorfágok a kollagénszintézis 

folyamatain kívül leállítják a gyulladásos folyamatokat és érképződést generálnak, amely a 

daganat túlélésének irányába hat. Jól látható tehát, hogy a kényes M1 és M2 egyensúly 

kruciális kérdés a daganatok életciklusában. Azonban az M1 és M2 polaritási állapotok nem 

tekinthetőek diszkrét értékeknek, sokkal inkább egy kontinuum tagjainak, ahol a kontinuum 
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számos, kevert típusú makrofág alpopuláció elegyét jelentheti. Mindazonáltal az I. és II. 

típusú makrofágok jellegzetes citokin-kemokin profillal és cluster determináns molekulákkal 

rendelkeznek (Mantovani et al., 1992). Ezen profilok egyensúlya meghatározza az adott 

pillanatban fennálló polaritási viszonyokat (Mantovani et al., 2002; Dehne et al., 2017; 

Boutilier & Elsawa, 2021). Vizsgálataink időpontjában Mantovani munkáit tekintettük 

mérvadónak a polaritási típusok meghatározásához (1. ábra). 

A fentebb említett kontinuum bemutatását szolgálja az 1. ábra. Az M1 sejtek alapvetően 

azokat a tulajdonságokat hordozzák, amelyeket a klasszikus LPS illetve IFN-γ indukció képes 

kiváltani (zöld). Az M2 sejtek esetében az IL-4-re és az IL-13-ra adott válaszreakciók (sárga), 

az IL-10 hatások (piros) illetve az IL-4, IL-13 és IL-10 eredőjéből (kék) kialakuló változások 

a mérvadóak. Azon makrofágok, amelyek a klasszikus aktivációs szignáloknak, az IFN-γ-nak 

illetve az LPS-nek kitettek, opszonizáló receptorokat expresszálnak (pl. FcγRIII/CD16), míg 

a II. típusú makrofágok nem-opszonizáló receptorokkal karakterizálhatóak (pl. mannóz 

receptor – MR). Az M1 sejtekben magasabb a redukált glutation arány, amely szintén az 

IFN-γ és az IL-4 ellentétes reduktív státuszának köszönhető (Dobashi et al., 2001). Az IL-1 

jelátviteli utak különbözőképpen szabályozottak a polarizált makrofág populációkban. Az 

IL-4, az IL-13 és a glükokortikoid hormonok a II. típusú decoy receptorok expresszióját 

fokozzák, míg az IFN-γ és az LPS gátolják azt. Az IFN-γ és az LPS upregulálja az I. típusú 

receptort, és az IL-1R járulékos proteint (IL-1RacP) (Mantovani et al., 2001). Az IL-4 és az 

IL-13 indukálja az IL-1ra produkciót és gátolja az IL-1-et. Tehát az IL-1 tengely pro- és anti-

inflammatórikus komponensei összehangoltan szabályozottak olyan szignálok által, amelyek 

az I. illetve a II. típusú makrofág polarizációt is meghatározzák. Az IL-10 upregulálja a CCR1, 

CCR2 és CCR5 kemokin receptorokat, míg a CXCR2 és a CXCR4 csak részlegesen 

downregulálódik ugyanezen kondíciók mellett. Az IL-4 és az IL-13 nem módosítja a 

CC kemokin receptorok expresszióját, azonban a monocitákon indukálja a CXCL8 (IL-8) 

receptorok kifejeződését. Ezzel ellentétben az LPS és az IFN-γ monocitákon downregulálja a 

CCR1, a CCR2 és a CCR5 megjelenését (Sozzani et al., 1998). 
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1. ábra. M1 és M2 makrofágok, a kontinuum szélső pontjai. 

A polarizált makrofágok expresszálta receptorok, effektor molekulák, citokinek és kemokinek 

(Mantovani et al., 2002). 

 TLR ligandumok által befolyásolt makrofág válaszok 

Az antigénbemutató sejtek, közöttük a monociták, illetve makrofágok – amelyek fontos 

szerepet játszanak az elsővonalbeli riasztások őrszemeiként vagy közvetítőiként – az adekvát 

adaptív immunválasz kialakulásához szükségesek. Mikrobiális antigének hatására a 

makrofágok többnyire mikrobicid hatáskörre tesznek szert, vagyis ez általában hatékony 

immunválaszok kialakulásához vezet (Hoebe et al., 2004; Benoit et al., 2008). 
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A makrofágok bakteriális fertőzésekre adott közös válasza elsősorban az M1 polarizációban 

részt vevő gének felszabályozását foglalja magában. A hivatásos antigénprezentáló sejtek 

TLR-jeinek, illetve PAMP-jainak bakteriális ligandumokkal való aktiválása után a 

génexpressziós mintázat vizsgálata túlnyomórészt M1 polarizációra utal. 

Ide tartoznak olyan citokineket kódoló gének, mint például a TNF, IL-6, IL-12, IL-1β, a 

citokin receptorok, például az IL-7R és az IL-15RA, egyes kemokinek, például a CCL2, 

CCL5 és CXCL8, valamint a CCR7 kemokin receptor. Más, M1-hez kapcsolódó, 

szabályozott gének kódolják az indolamin-pirrol 2,3 dioxigenáz és NO szintetáz 2 (NOS2) 

enzimeket, amelyek részt vesznek a makrofág mikrobicid aktivitásban, valamint a 

kostimuláló molekulákat, mint például a CD80 és CD86. Úgy tűnik, hogy az IL-1ra az 

egyetlen gén, amely az M2 polarizációjához kapcsolódik, és amelyet bakteriális fertőzés után 

fejeznek ki. Valószínű, hogy ez a robusztus M1-hangsúlyos aktiváció megfelel a 

makrofágokban indukált baktériumok elleni közös riasztási szignálnak, mivel ezeknek a 

géneknek a többsége a baktériumfajtól függetlenül indukálódik (Benoit et al., 2008). 

Szakirodalmi adatok számos, bakteriális fertőzés kapcsán kialakuló M1 polarizációt mutatnak 

be. Ilyen például az a kutatás, amely M1 makrofágok protektív szerepét írja le olyan 

egerekben, amelyekben sérült az IL-12 útvonal lefutása (Jouanguy et al., 1999). De például a 

Mycobacterium tuberculosisra adott egér makrofág-válaszok kezdeti transzkriptomikai 

elemzése is a mycobacteriumok és az IFN-γ által modulált gének átfedését írja le, ami szintén 

megfeleltehető egy M1 programnak (Ehrt et al., 2001). Aktív tuberkulózisban szenvedő 

betegektől gyűjtött klinikai adatok alapján az M. tuberculosis fertőzés korai szakaszában a 

makrofágok az M1 profil irányába polarizálódnak (Chacón-Salinas et al., 2005). 

Más mycobacterium betegségeket, például a Buruli betegséget (Mycobacterium ulcerans) és 

az opportunista fertőzéseket (Mycobacterium avium) szintén a makrofágok M1 polarizációja 

jellemzi és szabályozza (Kiszewski et al., 2006; Murphy et al., 2006). Immunhiányos 

betegekben és terhes nőkben akár fatális kimenetelű fertőzéseket is okozó Listeria 

monocytogenes M1 programot indukál, ezzel megakadályozza a bakteriális fagoszóma 

escape-et, és stimulálja a baktériumok intracelluláris in vitro és in vivo elpusztítását 

(Shaughnessy & Swanson, 2007). Azok az egerek, amelyekből hiányzik az IFN-γ és a TNF, 

az M1 polarizáció két kanonikus markere, elpusztulnak a L. monocytogenes fertőzés 

következtében (Pfeffer et al., 1993). A Salmonella typhi, a tífuszos láz és a Salmonella 

typhimurium, a gasztroenteritisz kórokozója indukálja az emberi és egér makrofágok 

M1 polarizációját, és ez az indukció összefüggésben áll a fertőzés kordában tartásával. 

               buzas.krisztina_52_23



14 

 

Hasonlóképpen, a chlamydia fertőzések akut fázisát IFN- γ vezérelte M1 polarizáció jellemzi 

(Rottenberg et al., 2002). A sor még hosszasan folytatható lenne például a Coxiella burnetii, 

Yersinia enterocolica, Salmonella dublin, Brucella suis kórokozók által kiváltott 

immunválaszok illetve makrofágpolarizáció bemutatásával. 

A fentebb bemutatott példák a molekuláris biológia eszközeivel már olyan bizonyítékokkal 

szolgálnak, amelyek tényszerűen alátámasztják azokat a korai, klinikai tapasztalatokon 

alapuló megfigyeléseket, amelyek a bakteriális antigének antitumorális immunválasz 

kifejlődését elősegítő hatásairól szóltak. Ezen bakteriális antigénekre adott immunválaszok 

egyaránt magukba foglalják a makrofágok, illetve egyéb immunsejtek I. típusú polarizációját, 

kostimulációs molekulák overexpresszióját, a Th1-es tengelyhez sorolható kemokinek és 

citokinek termelődését vagy a reaktív oxigén gyökök képzésére való képesség kifejeződését. 

Az ilyen TLR, illetve PAMP ligandumok hatására kialakuló antibakteriális immunválaszok 

egyrészt közvetlenül elősegíthetik a daganatos sejtek pusztulását, másrészt a közvetett 

hatásuk révén az adaptív immunválasz beindítása segítségével bizonyíthatóan antitumorális 

hatással bírnak (Fan et al., 2022). 

1.2 Az IL-24 jellemzői 

  Az IL-24 szerkezete és helye a citokinek családjában 

Az interleukin-24 (IL-24) a melanóma differenciálódással asszociált gén-7 (MDA-7) 

terméke, amely az IL-10 géncsaládról átíródó, szekretálódó citokinek csoportjának a tagja. 

Felfedezése során a HO-1 melanóma sejteket az áttétképző képesség csökkentése céljából, a 

terminális differenciáció érdekében IFN-β és mezerein kezelésben részesítettek. A terminális 

differenciációt megelőző, majd azt követő cDNS könyvtárak elkészítésekor találták meg az 

MDA-7 gént, mint az egyik legnagyobb expressziós különbséget mutató régiót (Menezes et 

al., 2018). Az emberben az 1q32–33 kromoszómán található MDA-7 gén hét exont és hat 

intront tartalmaz. Az MDA-7 cDNS-e 1718 bázispárból áll, a róla képződő fehérje pedig 

206 aminosavat kódol (E. Y. Huang et al., 2001). Szekretált citokin lévén az IL-24 egy 

49 aminosavból álló N-terminális hidrofób szignálpeptidet tartalmaz és három feltételezett 

N-glikozilációs helyet a 85., 99. és 126. aminosav pozíciókban (Sauane, Gopalkrishnan, 

Sarkar, et al., 2003). Ezenkívül a 101–121. aminosavak közötti régióban azonosítottak egy 

IL-10 signature motívumot; három protein kináz C konszenzus foszforilációs helyet (a 88., 

133. és 161. aminosavaknál) és három kazein-kináz II konszenzus foszforilációs helyet 

(a 101., 111. és 161. aminosavaknál) (Sauane, Gopalkrishnan, Sarkar, et al., 2003). Az IL-24 

prediktálható harmadlagos szerkezete egy kompakt globuláris molekula, amely négy spirális 
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régióból áll (Sauane, Gopalkrishnan, Lebedeva, et al., 2003). Az IL-24 intermolekuláris 

diszulfid kötéseken keresztül N-kapcsolt glikozilált dimereket is képezhet, amelyek 

funkcionálisan is aktívak lehetnek. 

Ahogyan az IL-10 citokin család tagjai, úgy az IL-24 is receptordimereken keresztül 

kommunikál, amelyek hosszú citoplazmatikus doménnel rendelkező R1 típusú és rövid 

citoplazmatikus doménnel bíró R2 típusú alegységekből állnak. Az IL-10 citokin receptor 

család három R1 és két R2 alegységet tartalmaz. Az R1 alegységek az IL-10R1, IL-20R1 és 

IL-22R1, az R2 alegységek pedig az IL-10R2 és IL-20R2. Az IL-24 két heterodimer receptort, 

az IL-22R1/IL-20R2-t és az IL20-R1/IL-20R2-t használja a downstream jelátvitel 

aktiválására (M. Wang et al., 2002).  

Az IL-24-et kísérletes modellekben termelhetik immunsejtek (mieloid sejtek és limfoid sejtek 

egyaránt) lipopoliszachariddal, concanavalin A-val vagy specifikus citokinekkel végzett 

kezelés hatására (Caudell et al., 2002; Buzas et al., 2011). Fiziológiás szintje indukálódik naiv 

CD4+ T-sejtekben, főleg anti-CD3 monoklonális antitesttel történő aktiváció során (Schaefer 

et al., 2001; Sahoo et al., 2011). B-sejt receptor jelátvitelének aktivációja szintén kiváltja az 

IL-24 expresszióját a B-limfocitákban (Maarof et al., 2010). Számos in vitro és in vivo 

tanulmány kimutatta, hogy a citokinekkel stimulált hámsejtek is IL-24-et szekretálhatnak 

(Buzas et al., 2011; Whitaker et al., 2012; Persaud et al., 2016). Ezenkívül az IL-1 is 

serkentheti az IL-24 expresszióját keratinocitákban és humán vastagbélsejtekben is (Andoh 

et al., 2009). Az IL-24 alapszintű expressziója fiziológiásan megfigyelhető a melanocitákban, 

azonban ez fokozatosan csökken, ahogy a melanociták elkezdenek melanóma irányba 

transzformálódni (H. Jiang et al., 1995; Ekmekcioglu et al., 2001; Ellerhorst et al., 2002). 

Bár az IL-24-et több évtizeddel ezelőtt fedezték fel, a citokin normál fiziológiás 

működésekben, valamint számos, humán patológiai folyamatban betöltött szerepére 

vonatkozóan még mindig vannak új kutatási eredmények. Megerősítést nyert, hogy az IL-24 

nemcsak a normál immunműködésben és a sebgyógyulásban vesz részt, hanem számos más 

jótékony hatása is van különböző kórképekben. Az IL-24 figyelmet kapott, mint 

daganatellenes fehérje többek között melanómában (Lebedeva et al., 2002; D. Sarkar et al., 

2008), prosztatarákban (Lebedeva, Sarkar, et al., 2003; Lebedeva, Su, et al., 2003; Greco et 

al., 2010), az emlőtumorok bizonyos csoportjában (D. Sarkar et al., 2005; Bhutia et al., 2013; 

Menezes et al., 2015; Pradhan et al., 2017), oszteoszarkómában (Zhuo et al., 2017), 

neuroblasztómában  (Bhoopathi et al., 2016), hasnyálmirigyrákban (S. Sarkar et al., 2015) és 

vesekarcinómában (Park et al., 2009), leukémiában (Rahmani et al., 2010), tüdőrákban (Lv et 
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al., 2016; Shapiro et al., 2016), nyelőcső laphámsejtes karcinómában (Q. Ma et al., 2016), és 

hepatocelluláris karcinómában is (X. Wang et al., 2007). Az IL-24 védelmet nyújthat az 

autoimmun betegségek és bizonyos bakteriális fertőzések ellen (Leng et al., 2011; Y. Ma et 

al., 2009). Az IL-24-nek szerepet tulajdonítanak a rheumatoid arthritis (RA) (Kragstrup et al., 

2008) és a szív- és érrendszeri betegségek (Vargas-Alarcón et al., 2014) esetén is. 

  Az IL-24 daganatos folyamatokban betöltött szerepe 

A daganatok heterogén sejtpopulációkból állnak, amelyek eltérő biológiai tulajdonságokkal 

rendelkeznek. A tumorőssejtek a heterogén daganatszövet olyan sejtjei, amelyek önmegújító 

tulajdonságot mutatnak, osztódhatnak és differenciálódhatnak, így heterogén sejtpopulációt 

hoznak létre, amelyben a sejtek egy része távoli daganatokat képezhet  (Talukdar et al., 2016). 

A tumorőssejtek az elsődleges daganatról leválva vándorolnak, és távolabbi helyeken 

megtapadva ott daganatokat generálhatnak, áttéteket képezhetnek. Ezek az újonnan képződő 

sejtcsoportok viszont a hagyományos terápiákkal szemben is ellenállóak lehetnek, és 

megnövekedett osztódási potenciállal rendelkezhetnek (Morrison et al., 2013). Különböző 

adenovírus rendszerekben – ahol vektorokkal biztosították az IL-24 túltermelését – azt 

tapasztalták, hogy gátolta az emlőtumor-őssejtek növekedését, a tumorsejtekben apoptózist, 

illetve az endoplazmatikus retikulum károsodását idézte elő. Az IL-24 a β-catenin és PI3K 

működését befolyásoló útvonalakon keresztül gátolta a tumorőssejtek adhézióját, illetve a 

szferoid képzést, amelyek a daganatsejtek túlélését befolyásolták. Az IL-24 rekombináns 

adenovírus konstrukció (Ad-24) szelektív apoptózist indukál a tumoros sejtekben, de nem a 

normál szomatikus sejtekben, bár a szelektív tumorsejthalál pontos mechanizmusai nem 

teljesen ismertek (Kotenko & Langer, 2004; M. Wang & Liang, 2005; Gupta et al., 2006; 

Fisher et al., 2007; D. Sarkar et al., 2007). 

A tumorsejtek pusztulását előidéző mechanizmusok megértéséhez hozzájárulhat, hogy az 

Ad-24 számos sejtes jelátviteli molekula aktiválását eredményezi, beleértve a kaszpáz 

kaszkádot, beavatkozva a PKR, a p38, a STAT3, illetve a PI3K, GSK-3, ILK-1, BAX, BAK, 

Fas, DR4, TRAIL, iNOS, IRF-1 és IRF-2 (Kotenko, 2002; D. Sarkar et al., 2002; Yacoub et 

al., 2004; Qian et al., 2008) érintett jelátviteli mechanizmusokba, és a sejtciklus G2/M 

fázisában is zavart okoz (C.-J. Wang et al., 2006). Fontos, hogy ezeket a jelátviteli 

molekulákat nem egyenletes mennyiségben fejezik ki a daganatos és normál sejtek, ami arra 

utal, hogy az IL-24 szelektív apoptotikus aktivitása nem a jelszintnek köszönhető, hanem a 

jel meglétének vagy hiányának (Lebedeva et al., 2007). 
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Ugyanezen citokin család tagjairól korábban kimutatták, hogy a sejtek migrációját indukálják. 

Így például az IL-10 fokozza a Langerhans-sejtek migrációját. De közvetett hatásokon 

keresztül is hat a sejtek motilitására, mivel fokozza a CCL2 (MCP-1) expresszióját humán 

monocitákon (Musso et al., 2005), a CCR6 expresszióját Langerhans sejteken (Dieu-Nosjean 

et al., 2001), illetve a B-sejtek CXCL12 (SDF-1) kezelését követő citoszkeletális 

átszerveződését (Balabanian et al., 2002). A család másik tagja, az IL-20, az IL-20R1-en és 

IL-20R2-n keresztül indukálja az endotélsejteken a MAP kináz család tagjainak 

foszforilációját, ami korrelál a HUVEC migrációjával és a kapillárisképződéssel (Hsieh et al., 

2006). 

Az IL-24, az IL-22 stimulálásán keresztül gátolja az endotéliális sejtek differenciálódását és 

migrációját (Ramesh et al., 2003). Továbbá az IL-24 gátolja a TGF-α által kiváltott 

keratinocita proliferációt is. Az IL-24 stimulálja az immunrendszert, hogy olyan citokineket 

állítson elő – mint például a TNF-α és IL-1 –, amelyek daganatellenes immunválaszt váltanak 

ki (Caudell et al., 2002; Buzas et al., 2011).  

Az IL-24 a gazdaszervezet védekezésében is kiemelkedő szerepet játszik azáltal, hogy 

veleszületett immunválaszt indukál a hámszövetben fertőzés és gyulladás során kemokinek 

indukálásával és a leukociták toborzásával, illetve aktiválásával (Tamai et al., 2012; Jin et al., 

2014; Persaud et al., 2016). Az IL-24 expresszió kiváltható olyan TLR-ek vagy PAMP-ok 

jelátvitelével, amelyeket különböző kórokozók, mint például Staphylococcus speciesek 

indukálhatnak LPS vagy lipoteikolsav alkotóelemeik segítségével (Buzas & Megyeri, 2006). 

Mivel ezen inducerek a normál baktériumflóra tagjaiban is megtalálhatóak, az IL-24 Th1-es 

citokineket indukáló hatása és az immunsejtekre gyakorolt kemotaktikus aktivitása mind az 

antitumorális válaszok része lehet, de mindenképpen a daganatos mikrokörnyezet egyik 

érdekes szolubilis eleme. Mindezen tulajdonságai alapján, kiemelve a TLR ligandumok, 

bakteriális antigének álatali indukálhatóságát, érdemesnek találtuk az IL-24 szerepét 

megvizsgálni azokban a helyzetekben, amikor az immunsejtekre gyakorolt hatása, az 

immunsejtek migrációjának elősegítése a tumoros folyamatokba való hatékony beavatkozást 

jelenthet. 
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1.3  A vezikuláris információtranszfer szerepe tumoros folyamatokban 

 A sejtek között megvalósuló információtranszfer formái, a vezikuláris jelátvitel 

Két sejt között különböző jelátviteli mechanizmusok segítségével történhet meg az 

információcsere. A szolubilis elemekkel, receptor-ligand kölcsönhatásokkal megvalósuló 

kommunikáció lehetőségeiből az előző fejezetben mutattam be példákat. 

A testfolyadékainkban azonban nem csupán oldott formában keringő molekulák, de 

partikuláris elemek is közvetíthetnek jeleket. Ezen formák közül kiemelkedő jelentőséggel 

bírnak az extracelluláris vezikulák (EV-k).  

Az EV-ket először vérlemezkékből származó részecskékként figyelték meg a normál 

plazmában. Eredetileg Chargaff és West (Waters & Bassler, 2005) számolt be 1946-ban az 

EV-kről, Wolf 1967-ben „vérlemezke dust”-ként emlegette (Wolf, 1967). A korai 

megfigyelések közé tartoznak a mátrix hólyagok is, amelyeket Anderson 1969-ben a csont 

meszesedése során azonosított (Anderson, 1969). Az 1970-es és 1980-as években EV-ket 

figyeltek meg a végbél adenóma mikrobolyhos sejtjeiből felszabaduló membránhólyagok 

formájában (De Broe et al., 1975) is. Körülbelül ugyanebben az időben történtek az első 

észlelések a tumor eredetű membránfragmensekről (Taylor et al., 1980), és kimutatták 

prokoaguláns tulajdonságukat is (Dvorak et al., 1981). 1983-ban azonban már részletes 

ultrastrukturális vizsgálatok igazolták, hogy az éretlen vörösvértestek differenciálódása során 

a sejtmembránnal összeolvadó multivezikuláris testekből (MVB) szabadulnak fel 

membránhólyagok (Harding et al., 1983; Pan & Johnstone, 1983). A felfedezések kezdetén a 

sejtek hulladékának, a felesleges anyagok egyik eltávolítási módjának tartották az 

extracelluláris vezikulák képződését. A sejt- és molekuláris biológia vizsgálómódszereinek 

fejlődésével azonban nagyon hamar bebizonyosodott, hogy a „sejtszemét” eltávolításánál 

jóval összetettebb feladatokat látnak el a foszfolipid kettősréteggel határolt vezikulák. Ezen 

kezdeti megfigyelések után EV-ket izoláltak a legtöbb sejttípusból és testfolyadékból, például 

nyálból, vizeletből, magzatvízből, anyatejből, plazmából, szérumból és ondófolyadékból is 

(Pisitkun et al., 2004; Caby et al., 2005; Poliakov et al., 2009; Keller et al., 2011; Lässer et 

al., 2012).  

Az extracelluláris vezikulák nevezéktana még mindig tartalmaz bizonytalansági tényezőket. 

Mivel a keletkezés útvonala, a különböző molekuláris markerek megléte vagy hiánya az 

esetek jelentős részében nem határozható meg nagy bizonyossággal, a "Minimal Information 

for Studies of Extracellular Vesicles 2018", röviden MISEV2018 (Théry et al., 2018) ajánlás 

alapján leginkább az izolálás alapjául szolgáló sajátságok, például a méret szerinti besorolás 
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a kézenfekvő. Ezen nomenklatura szerint jelen dolgozat a kisméretű, 200 nm-nél kisebb 

átmérőjű EV-kel, az úgynevezett small extracellular vesicle-kel (sEV) foglalkozik. Annak, 

hogy sok esetben előfordul az „exoszóma” kifejezés, két oka van. Egyrészt az értekezésben 

szereplő eredmények egy része még a 2018-as MISEV állásfoglalás előtt született. Másrészt 

a nevezett sEV-k meglehetősen rigorózus karakterizáláson estek keresztül, így az 

exoszómákra jellemző méret és alak mellett olyan molekuláris markerek is azonosításra 

kerültek, mint a CD9, CD63 vagy a CD81. 

Az EV-k funkciója, csakúgy, mint az összetételük, rendkívül változatos és sokrétű. Pleiotróp 

szerepet játszanak a sejt-sejt kommunikációban, és számos biológiai folyamatot 

befolyásolnak. Mivel biológiailag aktív EV-k szabadulnak fel a felnőtt szervezet minden 

sejtjéből, beleértve a normál és rosszindulatú sejteket is (Pan & Johnstone, 1983; Pisitkun et 

al., 2004; Keller et al., 2011; Lässer et al., 2012), egyensúlyi állapotban jelen vannak a 

testfolyadékokban, többek közt a vérplazmában, intercelluláris folyadékban, cerebrospinális 

folyadékban, vizeletben, spermában, epében, ízületi folyadékban, nyálban és anyatejben is 

(Yáñez-Mó et al., 2015). Patológiás helyzetekben a testfolyadékokban megnövekszik az EV-k 

száma, igaz ez a daganatos megbetegedésekre is (Pisitkun et al., 2004; Keller et al., 2011; 

Lässer et al., 2012). Ezen patológiás folyamatok következtében keletkező EV-k molekuláris 

összetételükben is különböznek. A célsejteken az EV-mediált információtranszfernek 

többféle mechanizmusa lehetséges. A célsejt plazmamembránján receptor-ligand 

kölcsönhatások révén intracelluláris jelátviteli folyamatokat aktiválhatnak, endocitotikus 

folyamatok (fagocitózis, mikropinocitózis, receptor-mediált endocitózis) révén 

internalizálódhatnak, vagy közvetlenül a plazmamembránnal is fúzionálhatnak (Maia et al., 

2018). Ezáltal a célsejtekbe juttatott vezikuláris moleluláris tartalom – amely leginkább 

mRNS-ből, miRNS-ből, fehérjékből, bioaktív lipidekből és jelátviteli molekulákból vagy 

hormon-szerű anyagokból áll – megváltoztathatja a célsejt fenotípusát és módosíthatja 

biológiai funkcióit. 

Az EV-k biológiai jelentősége többek között azon alapul, hogy  

• jelátviteli platformként funkcionálhatnak: a sejteket a külső lipidrétegükbe ágyazott 

ligandumokkal stimulálhatják, 

• a sejtek fenotípusát módosíthatják sejtmembrán-receptorok, egyéb felületi struktúrák 

sejtek közötti átvitelével, 

• információcsomagokként működhetnek mRNS, miRNS, fehérjék, lipidek és néhány 

kis sejtorganellum sejtek közötti cseréjével, 
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• a membránburkuk stabilitása révén a beltartalmuk védve van az enzimatikus 

hasításoktól, hordozónak tervezve, gyógyszerek, bioaktív vegyületek átvitelére, 

vagy akár genetikai anyag célbajuttatására is képesek (M. Z. Ratajczak & Ratajczak, 

2020). 

Ezen kívül további bizonyítékok utalnak arra, hogy az EV-k szerepet játszanak bizonyos 

kórokozók, pl. vírusok és prionok terjedésében (Rozmyslowicz et al., 2003; J. Ratajczak et 

al., 2006; Mattei et al., 2009). Jelenleg vizsgálják annak lehetőségét, hogy az EV-k 

molekuláris ujjlenyomata az úgynevezett folyadék-biopsziák részeként hogyan hasznosítható 

a diagnosztikában (Kucharzewska & Belting, 2013; Veziroglu & Mias, 2020). 

 A tumoros mikrokörnyezet kialakulása, intercelluláris kommunikációs 

mechanizmusai 

Régóta közismert tény, hogy a tumoros sejtek nem elszigetelten, hanem egy összetett 

környezetben, úgynevezett tumor mikrokörnyezetben léteznek. Ez a bonyolult niche több 

sejttípusból áll, amelyek extracelluláris mátrixba (ECM) vannak ágyazva, és alapvető szerepet 

játszanak a tumor progressziójában. A daganatfejlődés során a neoplasztikus sejtek aktívan 

toborozzák környezetükbe az egészséges sejteket, amelyek többféle módon támogatják a 

rosszindulatú daganatok progresszióját. Ebben az összefüggésben az endoteliális sejtek és 

periciták nagy jelentőséggel bírnak, mivel felelősek a tumor érellátásának kialakulásáért és 

működéséért (Weis & Cheresh, 2011); de ugyanígy a fibroblasztok, amelyek az ECM 

előállításában vesznek részt. Azonban a daganatsejtek mátrixbontó enzimeket és oldható 

növekedési faktorokat is szekretálnak (Kalluri & Zeisberg, 2006). Kemokinek termelése 

révén a daganatok helyére vonzott, majd ott tumortámogatóvá átprogramozott 

immunrendszer sejtjei, amelyek immunszuppresszív és növekedést serkentő elemként 

szolgálhatnak (de Visser et al., 2006), szintén a tumorok növekedését segítik. A tumortömeg 

háromdimenziós szerveződését és felépítését a tumoros ECM biztosítja, amely a normál 

mátrixszal ellentétben jellemzően számos fehérjében, például I. típusú kollagénben és erősen 

glikozilált glikoproteinekben, azaz proteoglikánokban gazdag. Ezenkívül a tumor sztróma 

szabályozza a sejtes jelátvitelt, és a növekedési faktorok rezervoárjaként is működik (Lu et 

al., 2012). A rosszindulatú daganatok sikeres növekedéséhez és terjedéséhez aktív 

együttműködésre van szükség a rosszindulatú- és a sztrómasejtek között. Ennek megfelelően 

a rosszindulatú sejtek és a sztrómasejtek közvetlen sejt-sejt kapcsolatok, valamint 

jelzőmolekulák, például oldható növekedési faktorok, ECM-fehérjék (Lorger, 2012) és az 

EV-k (Camussi et al., 2011) felszabadulásával kommunikálnak (2. ábra). 
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2. ábra. Kommunikációs mechanizmusok a tumoros mikrokörnyezetben. 

Az intercelluláris kommunikációban sejt-sejt kapcsolatok, szolubilis faktorok és EV-k is részt 

vesznek. BioRender.com használatával módosított ábra (Ho et al., 2020) alapján. 

A tumor mikrokörnyezeti evolúciójának mozgatórugói a transzformálódott sejtek genetikai 

instabilitása és a környezeti szelekciós nyomások, amelyek magukban foglalják az endogén, 

tehát a daganatnövekedés által kiváltott stresszingereket, mint például a hipoxiát, acidózist, 

éhezést, oxidatív stresszt, biomechanikai stresszt és immunszerkesztést, valamint az exogén 

stresszeket is. Ide tartoznak például különböző terápiás beavatkozások (Kucharzewska & 

Belting, 2013; Gillies et al., 2012). 

 Az sEV-k molekuláris tartalma és jelentősége daganatos folyamatokban, 

vezikuláris onkogén átprogramozás 

Az exoszómák és az EV-k más osztályai a sejt-sejt kommunikáció fontos közvetítői, és 

alapvető szerepet játszanak a tumorbiológiában. Régóta köztudott, hogy a daganatos sejtek 

nagyobb mennyiségű EV-t választanak ki, mint az egészséges sejtek. Az EV-ket nagyobb 

számban mutatták ki tumoros betegek plazmájában az egészségesekéhez képest, valamint 

tumorsejttenyészetekben, mint primer kultúrákban (Cappello et al., 2017; Johnsen et al., 

2019). 

Az exoszómák jelentősen hozzájárulnak a tumor progressziójához, inváziójához és 

metasztázisok képzéséhez azáltal, hogy horizontális transzfer során képesek továbbítani a 

különböző felszíni molekulákat, onkogén fehérjéket és egyéb szignálmolekulákat a 

célsejtekhez, amelyek ezáltal megváltoztatják viselkedésüket (Parayath et al., 2020; Yang et 

al., 2020). Például lokálisan, a tumor mikrokörnyezetben (TME) a daganatból származó EV-k 
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gyógyszerrezisztenciát közvetíthetnek a szomszédos daganatsejtek között. Ezek az EV-k a 

fibroblasztokat és a mezenchimális őssejteket is átnevelhetik, vagy aktiválhatják az 

endoteliális sejteket, ezáltal angiogenezist indukálhatnak. Szisztémás szempontból az EV-k 

döntő szerepet játszanak az immunmodulációban és a metasztatikus niche kialakításában 

(3. ábra) (Gulei et al., 2018; Nogués et al., 2018; Tao & Guo, 2020). A kommunikáció 

azonban nem egyirányú a daganatokban. Éppen ellenkezőleg, a daganatfejlődéssel 

párhuzamosan komplex, szisztémás kommunikációs hálózat alakul ki (Maia et al., 2018; 

Harmati et al., 2021). 

3. ábra. A daganatsejtekből származó EV-k helyi és szisztémás hatásai. 

Az EV-k megváltoztathatják a TME-t, modulálhatják az immunválaszokat és előkészíthetik a 

távoli szöveti helyeket a metasztázisokhoz. Az ábrán néhány példát láthatunk  a tumor eredetű 

EV-k mikro- és makrokörnyezeti hatásaira (Harmati et al., 2021). 

A metasztázisok képződése jelentősen növeli a daganatos megbetegedések rosszabbodását. 

Ahogyan már Paget „seed and soil” hipotézise is megfogalmazta, az áttétes daganatsejtek 

kolonizációjához specifikus mikrokörnyezetre van szükség a célszervben (Paget, 1889), 

amelyre napjainkban pre-metasztatikus niche-ként (PMN) hivatkozunk (Kaplan et al., 2005). 

Számos tanulmány kimutatta, hogy a tumoros sEV-k részt vesznek a PMN kialakulásában 

azáltal, hogy indukálják az érpermeabilitást és az angiogenezist, aktiválják a fibroblasztokat 

és elősegítik a gyulladást (Costa-Silva et al., 2015; Zeng et al., 2018; Kong et al., 2019; Zhao 

et al., 2019). A tumorsejtek által kibocsájtott sEV-k az intercelluláris kommunikáció révén 

alapvető szerepet játszanak az epiteliális-mezenchimális átmenetben (EMT) (J. Jiang et al., 
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2022). Az EMT folyamata során a sejtmorfológia átalakul az epiteliális állapotból a 

mezenchimális állapotba. Ez egy kulcsfontosságú folyamat, mely során az E-cadherin 

expressziója csökken a tumorsejtekben, ami csökkent adhéziót, illetve az apikális polaritás 

elvesztését és a bazális horgonyzást eredményezi, ami lehetővé teszi a tumorsejtek számára, 

hogy könnyen elhagyják az elsődleges léziót és más szervekbe vándoroljanak (Pastushenko 

& Blanpain, 2019). Az sEV-k olyan metabolitokat és jelzőmolekulákat hordoznak a donor 

sejtekből indulva, amelyeket a célszerv sejtjei endocitózissal felvesznek, majd aktiválják az 

EMT-vel kapcsolatos jelátviteli útvonalakat, és elősegítik az EMT kialakulását (Hu et al., 

2019; L. Wang et al., 2019; Lin et al., 2020; H. Wang et al., 2020). 

 Az sEV-k molekuláris tartalmának változásai környezeti nyomások hatására 

Az sEV-k jellegzetes molekuláris ujjlenyomata erősen függ a szülő/donor sejt állapotától. 

Többek közt, a daganatos sejtek metabolikus állapota befolyásolja az exoszómák szekrécióját 

és tartalmát. A hipoxia, az éhezés és az acidózis azok a tipikus metabolikus állapotok, 

amelyeken a tumorsejtek átesnek, és nemcsak az exoszóma szekréció sebességét, hanem az 

exoszómák molekuláris összetételét is befolyásolják (Kucharzewska & Belting, 2013; 

Harmati et al., 2017, 2019). Az, hogy foszfolipid kettősréteg veszi körül a nem 

véletlenszerűen becsomagolódott jelátvivő molekulák összességét, kivételesen hatékony 

jelátvitelt biztosít, hiszen megóvja a beltartalmat az enzimatikus hasításoktól vagy a 

mechanikai hatásoktól. Így az sEV-k kiemelkedő jelentőséggel bírnak a daganatos 

mikrokörnyezet formálásában. 

 Mezenchimális őssejtek szerepe a daganatos mikrokörnyezetben 

A heterogén tumorszövet sokféle, egymással keveredő, együttműködő sejtből áll. Térbeli és 

időbeli együttélésük elősegíti a közvetlen kommunikációt és rendkívül sikeres sejtközösséggé 

teszi a daganatokat. A tumoros sejtek nemcsak oldott anyagokkal és receptor-ligandum 

kölcsönhatásokkal (Li et al., 2007), hanem vezikulák felszabadításával is hozzájárulnak a 

tumor niche kialakulásához (Nogués et al., 2018), amelyek molekuláris tartalma összetett 

információs csomagot eredményez. Ezen tumoros mikrokörnyezet elemei és a felszabaduló 

sEV-k targetjei a mezenchimális őssejtek (MSC), amelyeket először a csontvelő 

sztrómasejtjeiként írtak le, multipotens differenciálódási képességgel és jellegzetes 

immunmoduláló hatással (P.-M. Chen et al., 2011). Az MSC-k szerepéről a tumor 

progressziójában immunológiai és differenciálódási tulajdonságaikkal kapcsolatban máig vita 

folyik (Ridge et al., 2017). Valójában a sejtek sorsa függhet a daganat típusától és az érintett 

MSC-k állapotától is. Az aktivált MSC-k szolubilis pro-angiogén faktorokat szekretálhatnak, 
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és képesek differenciálódni akár tumor asszociált fibroblasztokká is (CAF) (Mishra et al., 

2009). Baglio és munkatársai kimutatták, hogy a tumor által kiválasztott EV-k elősegítik az 

oszteoszarkóma progresszióját, mégpedig a TGF-β által kiváltott IL-6 termelésen keresztül 

(Baglio et al., 2017). Peinado és munkatársai azt találták, hogy az erősen metasztatikus 

melanómákból származó exoszómák növelik az elsődleges daganatok áttétképző képességét 

azáltal, hogy a MET receptor tirozin kinázon keresztül tartósan nyomás alá helyezik a 

csontvelő progenitorokat (Peinado et al., 2012). 

 A daganatos mikrokörnyezet speciális tulajdonságai melanómában 

A fentiekben felsorolt példákon kívül érdemes megfigyelni az sEV-k szerepét melanómában 

is, hiszen a melanóma egy erősen invazív, nagy metasztatikus potenciállal rendelkező tumor 

típus rossz prognózissal és túlélési aránnyal (Ugurel et al., 2017). Mivel a melanómát régóta 

erősen immunogén daganatként tartják számon, a terápiás megközelítések különböző 

immunológiai mechanizmusokat céloznak meg az agresszív bőrrákban szenvedő betegek 

kezelésére. Az elmúlt évtizedben az IL-2 és CTLA-4 terápiák mellett a PD-1:PD-L1 blokád 

hatékony kezelésnek bizonyult áttétes melanóma esetén (Callahan & Wolchok, 2013; Ott et 

al., 2013; Kee & McArthur, 2017; Willsmore et al., 2021). A programozott sejthalál protein 1 

(PD-1), amelyet főként immunsejtek, például aktivált T-sejtek, dendritikus sejtek és 

makrofágok expresszálnak, egy sejtfelszíni receptor, amely központi szerepet játszik a 

T-sejtes válaszok modulálásában. A PD-1 ligandumához (PD-1L) való kötődése apoptózist 

és az immunsejtek anergiáját eredményezheti. Tehát a PD-1 expresszió nem alapértelmezett 

funkcionális tulajdonsága a melanóma sejteknek, sokkal inkább a tumorszövetet infiltráló 

immunsejteknek. Mindezek fényében igen érdekes az a megfigyelés, hogy a PD-1-et túlzottan 

expresszáló melanóma sejt alpopulációk különösen agresszívek, és hogy a melanóma 

PD-1:PD-L1 kölcsönhatásai modulálják az mTOR jelátvitelt, ezáltal megzavarják a 

programozott sejthalált (Kleffel et al., 2015). Bár ezek a megfigyelések rendkívül hasznosak 

a PD-1 túlzott expressziójának és a PD-1 funkciók kísérleti gátlásának következményei 

tekintetében, de nem határozzák meg azokat a tényezőket, amelyek a PD-1-et túlzottan 

expresszáló melanóma sejt alpopulációk kialakulásához vezetnek (Gyukity-Sebestyén et al., 

2019). Ez a kérdés különösen érdekes, ha figyelembe vesszük, hogy a ma elérhető egyik 

leghatékonyabb immunterápia a fent említett PD-1:PD-1L interakció blokádján alapul 

(Bersanelli & Buti, 2017; Y. Jiang et al., 2019; A. C. Huang & Zappasodi, 2022). 
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1.4 Központi idegrendszeri tumorok molekuláris ujjlenyomatai, a keringő extracelluláris 

vezikulák diagnosztikai jelentősége 

 Az extracelluláris vezikulák diagnosztikai és prognosztikai értéke  

Az extracelluláris vezikulák olyan ígéretes biomarkerek, amelyek folyadékbiopsziákból 

elérhetők, mivel stabilan megtalálhatók minden típusú testfolyadékban. Az EV-k a donorsejt 

citoszoljának mintázatát tartalmazzák, beleértve egyaránt nukleinsav jellegű hírvivőket, mint 

a DNS, mRNS, miRNS, fehérjéket és más jellemző anyagokat, miközben külső membránjuk 

illetve felszíni molekuláik is hasonlítanak a sejtre, amelyből származnak (Sheridan, 2016).  

A közelmúltban az EV-k a daganatok diagnosztizálásában és terápiájában is szerepet kaptak 

(Basu & Ghosh, 2019; Kosaka et al., 2019; Scavo et al., 2020), mint biomarker komplexek, 

amelyek nagy szenzitivitással és specifitással azonosíthatók különböző primer tumorokban 

(Möhrmann et al., 2018; Dobra et al., 2020). Például hasnyálmirigyrák tekintetében Melo és 

munkatársai azt találták, hogy a keringő exoszómák kifejezetten gazdagok egy sejtfelszíni 

proteoglikánban, a glipikán-1-ben (GPC1). A GPC1-et alkalmasnak találták a korai és késői 

stádiumú hasnyálmirigyrák és a jóindulatú hasnyálmirigy-betegségek 100%-os pontosságú 

megkülönböztetésére (Melo et al., 2015). 

Nukleinsav markerekre érdekes példa a cirkuláris RNS (circRNS), az exoszómákban található 

nukleinsavmolekulák egy típusa, kovalens kötéssel kötött zárt hurkot képez 5′ sapka vagy 

3′ poli(A)-farok nélkül. Szerkezetileg stabil, széles körben elterjedt és szövetspecifikus. 

A circRNS-ek az mRNS-ek alternatív splicingjával kialakuló, általában fehérjét nem kódoló 

RNS-molekulák (ncRNS-ek). Mindamellett, hogy számos daganatos betegségek 

progressziójának irányába mutató folyamatban részt vesznek, egyes circRNS-ek emelkedett 

szintjét figyelték meg a nyelőcső lapjhámsejtes karcinómájában, annak nyirokcsomó 

áttéteiben, gyomorrákban vagy kissejtes tüdőrák esetében is (Ye et al., 2022). 

Számos közlemény foglalkozik az EV-k szerepével és diagnosztikai, illetve prognosztikai 

értékével I. típusú diabéteszben és annak szövődményeiben. A teljesség igénye nélkül, 

kiemelve néhány példát: számos miRNS folyamatosan felülszabályozott az I. típusú 

diabéteszben, köztük a miR-21-5p, miR-100-5p, miR-150-5p, miR-181a-5p, miR-210-5p és 

miR-375, amelyek közül sok megtalálható az EV-kben (Z. Wang et al., 2017; Negi et al., 

2019). A fiatal, újonnan diagnosztizált diabéteszes betegek mintáinak tanulmányozása során 

az EV miRNS-ek eltérő módosulásait azonosították az egészséges kontrollokhoz képest, a 

miR-195 és miR-455 szintje csökkent, míg a miR-185 szintje emelkedést mutatott (Tesovnik 

et al., 2020). 
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 Az extracelluláris vezikulák diagnosztikai jelentősége CNS tumorokban 

Számtalan példa hozható az EV-k diagnosztikai vagy prognosztikai értékére, de szerepük 

különösen felértékelődik a központi idegrendszer (CNS) megbetegedéseiben (Azam et al., 

2019; Osti et al., 2019; H. Wang et al., 2019; Dobra et al., 2020; Bukva et al., 2021; Monteiro-

Reis et al., 2021). Amennyiben szövettani mintát szükséges venni a pontos diagnózis 

felállításához és a terápia meghatározásához, megkezdéséhez, az igen komoly nehézséget 

jelent mind a páciens, mind az egészségügy számára. Egyrészt az ilyen beavatkozások nagy 

terhet rónak az egészségügyi ellátórendszerre, hiszen a betegek hospitalizációja, az ápoló- és 

technikai személyzet munkája mellett egy teljes idegsebészeti munkacsoport felállítása és a 

műtőkapacitás kihasználása mind a szakmai, mind az anyagi erőforrásokat erősen igénybe 

veszi. Másrészről a diagnózis felállítása sok esetben nem jár elegendő haszonnal a sokszor 

igen rossz általános állapotú beteg számára, a műtéti terhelés, a szövődmények kockázata 

mind mérlegelendő tényező. Jelenleg azonban nem létezik olyan alternatíva, amely egyaránt 

megnyugtató a betegek, a hozzátartozóik és a gyógyítók nézőpontjából. 

Ezért is kivételes lehetőségeket hordoz magában az a tény, hogy az sEV-k átjutnak a vér-agy 

gáton (Choy & Jandial, 2016; Matsumoto et al., 2018; Morad et al., 2019) és a keringésben 

megjelenve lehetőséget adhatnak a központi idegrendszeri elváltozások megállapítására. 

A központi idegrendszeri barriereknek többféle típusa létezik (Ramirez et al., 2018). Talán a 

legszélesebb körben ismert a vér-agy gát (BBB), amely a parenchimális mikroerek szintjén 

helyezkedik el, és speciális endotélsejtek rétegéből áll, amelyet a nagy ellenállású tight 

junction struktúrák jellemeznek, és amelyet a glia limitans fed le. A vér-cerebrospinális gát 

(BCSFB) az érhártya plexus epiteliális sejtjeiből áll (az agykamrákban lokalizálva), amelyek 

elválasztják a vér által szállított elemeket a cerebrospinális folyadéktól (CSF) (Ueno et al., 

2016). Egy harmadik típusú központi idegrendszeri gát, a vér-leptomeningeális gát (BLMB) 

a mikroerek endotélsejtjeinek rétegéből jön létre, amely a pia materen és a fedő 

szubarachnoidális téren (SAS) keresztül halad, és a BCSFB egy másik típusának tekinthető 

(Engelhardt & Ransohoff, 2012). Magáról az epithelioid pia materről azt feltételezik, hogy 

további központi idegrendszeri gátként működik, szabályozva az oldott anyag és a sejt 

forgalmat a SAS-ban lévő CSF és a subpialis parenchyma között (Filippidis et al., 2012; 

Engelhardt et al., 2016). Bár technikailag a központi idegrendszeren kívül található, létezik 

egy vér-retina gát (BRB), amely retina pigment epiteliális sejtekből és retina kapilláris 

endoteliális sejtekből áll, amelyeket szorosan összekapcsolnak a BBB-ben találhatókhoz 

hasonló speciális junkciós komplexek (Lightman et al., 1987). Mindezek a komplex és jól 
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szervezett struktúrák első hallásra úgy tűnhetnek, hogy lehetetlenné teszik a nanométeres 

partikulák perifériás vérbe kerülését. Azonban a patológiás állapotokban ezek a barrierek 

mégsem zárnak ennyire szorosan. Erre egyik jellemző példa a glioblastoma multiforme. 

A glioblasztóma egy rendkívül agresszív, erősen vaszkularizált agydaganat, amelyet nagyon 

rossz prognózis jellemez. Nagy mennyiségű ödéma is társul a daganat által kiváltott 

vaszkuláris ’leakage’, érszivárgás miatt (Abbruzzese et al., 2017). Ez a vaszkuláris szivárgás, 

legalábbis részben, a glioblasztómán belül termelődő Semaphorin3A (Sema3A) pro-

permeabilitási faktorból ered, amely leggyakrabban a neuropilin 1 (NRP1) receptorának 

bekapcsolásával váltja ki az endotél barrier permeabilitását (Roth et al., 2016). 

A közelmúltban kimutatták, hogy a betegektől származó glioblasztómasejtek által 

kibocsájtott, felszínükön Sem3A-t hordozó EV-k in vivo és in vitro NRP1-függő módon 

megzavarhatják az agy endotél gát funkcióját (Treps et al., 2016). Így sokkal könnyebben 

elképzelhető, hogy a daganatsejtek által kibocsájtott EV-knek szerepe lehet akár a BBB és a 

parenchimális sejtek közötti kommunikációban, de megjelenhetnek a perifériás vérben is. 
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2. CÉLKITŰZÉSEK 

1. Munkánk során arra kerestük a választ, hogyan befolyásolhatják TLR ligandumok 

a daganatos mikrokörnyezet immunológiai elemeit. Ennek során megvizsgáltuk a 

tumort infiltráló makrofágok polaritását befolyásolásoló bakteriális eredetű 

antigének hatását. 

2. Célul tűztük ki, hogy megvizsgáljuk a bakteriális antigénekkel is indukálható, 

antitumorális hatásáról is ismert interleukin-24 immunsejtekre gyakorolt 

kemotaktikus hatását. 

3. Kísérleteink során arra kerestük a választ, megváltoznak-e a tumoros 

mikrokörnyezet bizonyos elemei daganatsejtek által termelt vezikulák hatására. 

Célul tűztük ki a melanóma exoszómák PD-1 expresszióra gyakorolt hatásának 

leírását. Megvizsgáltuk, történik-e a daganatok környezetében található sejteken 

extracelluláris vezikulák által vezérelt onkogén átprogramozás. 

4. Célunk volt leírni a mikrokörnyezeti stresszoroknak a vezikulák molekuláris 

mintázatára gyakorolt hatását. 

5. Megvizsgáltuk a mikrokörnyezeti stresszorok nyomása alatt termelődő 

extracelluláris vezikulákra adott sejtbiológiai válaszokat. 

6. Tanulmányoztuk a központi idegrendszeri tumorok molekuláris ujjlenyomatának 

megjelenését a perifériás vérben, különös tekintettel az MMP-9-re. 

7. Célul tűztük ki a központi idegrendszeri tumorok extracelluláris vezikula alapú 

diagnosztikájának fejlesztését. 
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3. EREDMÉNYEK ÉS DISZKUSSZIÓJUK 

3.1 Az antibakteriális és daganatellenes immunválaszok hasonlóságai 

Bár általánosan elfogadott, hogy a daganatellenes immunmechanizmusok számos eleme átfed 

az antibakteriális immunválaszokkal (K. Chen et al., 2007; García-Rodríguez, 2007; Adams, 

2009; Sakuishi et al., 2011), a mikrobák által kiváltott pontos daganatellenes mechanizmusok 

a mai napig nem ismertek részleteikben.  

Ami a daganatellenes mechanizmusokat illeti, köztudott, hogy a teljes immunrendszer 

polarizációs mintázatában bekövetkezett változások meghatározzák a rosszindulatú 

betegségek kimenetelét (Mantovani et al., 2002; Guiducci et al., 2005; Solinas et al., 2009), 

és ebben az antitumorális immunválaszban kulcsszereplők a makrofágok, amelyek M1 típusú 

polarizációja közvetíti az immunrendszer daganatellenes hatását (Mantovani, et al., 2005; 

Sinha et al., 2005; Sica et al., 2008). 

 A bakteriális antigének hatása a daganatos mikrokörnyezet makrofágjainak 

polaritására 

Az alább részletezett vizsgálatot egy olyan klinikai megfigyelés indította el, amely 

fókuszában egy 37 éves, IV. stádiumú, bőr metasztatikus melanómában szenvedő beteg állt. 

A betegnek a terápia során váratlan, teljes tumorregressziója következett be. A BOLD 

(bleomicin, onkovin, lomusztin, dakarbazin) kemoterápia során multifaktoriális szepszis 

szindrómában szenvedett, bakteriális antigének által kiváltott immunreakciók zajlottak a 

beteg szervezetében. A betegség idővonala az 1. táblázatban található. 

A szepszis célzott antibiotikumos kezelése és a kombinált szövődménymentes kemoterápia 

után nemcsak a fizikai állapota javult a betegnek, hanem az áttétek is eltűntek, a páciens azóta 

is teljesen tünet- és áttétmentes, amit PET-CT is igazol. 
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1. táblázat: A klinikai esetjelentés idővonala 

nap  

-360 A beteg önmagán egy vérző, anyajegyszerű elváltozást észlelt a hátán, valamint egy 

megnagyobbodott axilláris nyirokcsomót is talált; cselekvés nem történt. 

-120 Kórházlátogatás. A röntgen, mammográfia és hasi ultrahang vizsgálatok negatívnak 

bizonyultak, axilláris nyirokcsomó biopsziát javasoltak. A beteg nyomonkövetése 

átmenetileg megszűnt. 

0 Kórházlátogatás hasi fájdalom miatt, gyomorhurutot diagnosztizáltak, és eltávolítottak 

egy gyomorpolipot. Daganatot találtak a retroperitoneális nyirokcsomókban 

(15-20 mm), a lépben (67 mm) és a hólyagban (40x68 mm). Továbbá, CT vizsgálattal egy 

agyi tumort is kimutattak (40 mm).  

4 Az intrakraniális tumort műtéti úton eltávolították, és amelanotikus melanóma-

metasztázisként diagnosztizálták. 

24 A koponya sugárkezelése megkezdődött. 

30 A beteg leukocitózis és láz miatt Amoxicillin + klavulánsav kezelésben részesült. 

32 A sugárkezelés befejeződött. 

35 BOLD (bleomicin, onkovin, lomusztin és dakarbazin) kemoterápia megkezdődött.  

37 A kemoterápia 3. napján hányás és láz miatt felfüggesztették azt. A gyomornedvben 

Escherichia coli és Candida albicans volt. Clostridium difficile toxint is kimutattak. 

Fluconazol és ceftriaxon (később metronidazol) kezelést kezdtek. 

52 A CVC-t eltávolították feltételezett Pseudomonas aeruginosa fertőzés miatt. Ezt később 

vérvizsgálattal igazolták. 

59 A primer tumort eltávolították és megvizsgálták (Melanoma malignum, Br. 1,52 mm, Cl. III., 

pT2b). 

77 BOLD, 2. kezelési ciklus. Az axilláris és abdominális metasztázisok zsugorodását észlelték. 

120 BOLD, 3. ciklus. Az axilláris és intraabdominális metasztázisok további javulását mutatták 

ki. Intraabdominális nyirokcsomó-megnagyobbodás nem volt, egyetlen májmetasztázist és 

egy zsugorodó lépmetasztázist találtak.  

162 BOLD, 4. ciklus. Az axilláris és abdominális metasztázisok teljes remisszióját figyelték meg.  

210 BOLD, 5. ciklus. Az axilláris és abdominális metasztázisok teljes remisszióját figyelték meg. 

255 BOLD, 6. ciklus. A beteg tünetmentes és PET-CT-vel igazoltan áttétmentes.  

>1500 A beteg tünetmentes és PET-CT-vel igazoltan áttétmentes. 

 Rövidítések: CT – komputertomográfia, BOLD – bleomicin, onkovin, lomusztin és dakarbazin, CVC 

– centrális vénás katéter, Br – Breslow vastagság, Cl. – Clark skála, pT2b – patológiai stádiumbeosztás 

2b (tumorvastagság 0,01-2mm, van ulceráció), PET-CT – pozitronemissziós tomográfia-

komputertomográfia. 

A IV. stádiumú melanóma általános túlélése még mindig nagyon rossz. Mivel az 

immunreakciók a melanóma kimenetelében is döntő tényezőként szerepelnek (Shimanovsky 

et al., 2013; Ridnour et al., 2013), feltételeztük, hogy a bakteriális szepszis a polarizált, 

„együttes” antibakteriális és tumorellenes immunválaszok kiváltásával tumorregressziót 

indukált. A hipotézis tesztelése érdekében a következő kérdéseket vizsgáltuk meg: 

               buzas.krisztina_52_23



31 

 

• Lehetséges, hogy a bakteriális szepszis a BOLD kemoterápia első kezelési ciklusa 

során jelentősen hozzájárulhatott a megfigyelt teljes regresszióhoz?  

• Ha igen, mik lehettek a mögöttes mechanizmusok? 

• Reprodukálható-e a jelenség és a mögöttes eseménylánc egy in vivo kísérleti 

modellben? 

Munkánk során egereken végzett in vivo kísérletben bebizonyítottuk, hogy a melanóma 

tüdőáttétek kezelése intracelluláris kórokozóval, a Chlamidophila pneumoniae-val 

(C. pneumoniae, C. pn.) (amelyet betegünk szepszisből való felépülése után sikeresen 

azonosítottak az elsődleges melanómában; 4. ábra) jelentős tumorregressziót indukál. 

 

4. ábra. PET-CT-vel igazolt teljes melanóma metasztázis regresszió és retrospektív PCR 

elemzésen alapuló C. pneumoniae kimutatása. 

(a, b) Ultrahang; nagy daganatterhelés a hasüregben. (c, d) CT és MRI vizsgálatok; a műtét 

előtti agyi metasztázis a temporo-occipitalis lebenyben és a műtét utáni tumormentes agyi 

állapot. (e) PET-CT-vizsgálatok; teljes daganatregresszió a szervezetben röviddel a szeptikus 

esemény és a BOLD-kezelés után. (f) C. pneumoniae-specifikus gének retrospektív kimutatása 

qPCR-ral. Rövidítések: 16S rRNS: a C. pn. housekeeping génje. GroEL: A C. pn. 

hősokkfehérje 60, az elemi testek felszínén expresszálódó I. csoportba tartozó chaperonin. 

MOMP: A C. pn. fő külső membránfehérje génje. A-D: FFPE minták az elsődleges melanóma 

különböző szakaszaiból; -C: PCR negatív kontroll (nem fertőzött Hep2 sejtek); +C: PCR 

pozitív kontroll (C. pneumoniae TW183 törzzsel fertőzött Hep2 sejtek).  
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 A C. pneumoniae kezelés a melanóma metasztázisok regresszióját eredményezi, 

és növeli az állatok túlélését, valamint a tumorszövetek CD11b+ és CD80+ 

immunsejt-infiltrációját 

Az adaptív immunrendszer szerepének tisztázása érdekében a C. pneumoniae által kiváltott 

daganatellenes immunmechanizmusokban tüdőáttéteket generáltunk immunkompetens 

C57BL/6 egerekben vagy immunhiányos NSG egerekben. Az állatokat ezután 

C. pneumoniae-val kezeltük, megfelelő negatív kontrollok mellett. 

Modellünk speciális tulajdonságai között meg kell említeni, hogy (i) a melanóma sejtek 

intravénás injektálásával a sejtek beadása után 7 napon belül látható tüdődaganatok alakulnak 

ki a melanóma sejtekből anélkül, hogy jelentős mértékben átterjednének más szervekbe, így 

a tüdődaganatok nagy biztonsággal vizsgálhatóak; és (ii) a C. pneumoniae egy tüdőspecifikus 

intracelluláris kórokozó, amely jelentős inváziós rátával még a tüdőmetasztázisokba is 

behatol. 

Megfigyeltük, hogy immunkompetens állatokban a tüdőmetasztázisok száma (5a ábra) 

szignifikánsan csökkent (p = 0,003), míg a túlélés (5b ábra) szignifikánsan nőtt (p = 0,04) a 

C. pneumoniae-vel kezelt csoportban a kontroll csoporthoz képest. Nagyon fontos, hogy ilyen 

jelenségek nem figyelhetőek meg immunhiányos egerekben. A kezelt állatok nem voltak 

lázasak (33,2 ºC±1,0 kontroll vs. 34,8 ºC±0,5 kezelt) és nem tapasztaltunk magas plazma 

TNF-α szintet, ami ellentmond a bakteriális antigéneknek tulajdonított „lázhipotézisnek” a 

daganatok remissziós folyamataiban (Wiemann & Starnes, 1994; Hobohm, 2001). 

A szövettani vizsgálatok során megfigyeltük, hogy a kontroll, melanómát hordozó, 

immunkompetens egerek tüdejének metszete nagyszámú áttétet mutatott, gyakori daganaton 

belüli nekrózissal, ami nagy daganatterhelést és a normál tüdőszövetet felváltó 

daganattömeget jelzett (5c ábra). Ezzel szemben a C. pneumoniae-val kezelt, 

immunkompetens állatokban a regresszív metasztázisok kevesebb és kisebb gócait figyeltük 

meg (5d ábra). Ezen túlmenően, ebben a csoportban a regresszív metasztázisokban 

nagyszámú, tumort infiltráló mononukleáris hisztiocitát és limfoid sejtet azonosítottunk 

összehasonlítva a kontroll mintákkal. Figyelemre méltó, hogy mind a kontroll, mind a 

C. pneumoniae-val kezelt immunhiányos NSG egerekben a metasztázisok nem mutattak 

szignifikáns intratumorális immunreakciókat (5e, f ábra). A C. pneumoniae-val kezelt 

melanómát hordozó C57BL/6 egerek tüdejében tapasztalható jelentősen megnövekedett 

reaktivitást a CD11b és CD80 sejtfelszíni aktivációs markerek immunfestésével is igazoltuk 

(5h, j ábra). Az immunsejtek inváziója nem volt kimutatható a kontroll csoportban, ahol az 
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immunsejtek főként a daganatok marginális zónáiban koncentrálódtak (5g, i ábra). 

A C. pneumoniae-val kezelt állatok daganatos sztrómájának a belsejében azonban drámaian 

megnövekedett számú, tumort infiltráló, aktivált limfocitát mutattunk ki (5h, j ábra); a 

különbségek szignifikánsak voltak (5k, l ábra) (p = 0,0001). 

5. ábra. A C. pneumoniae kezelés a melanóma metasztázisok regresszióját eredményezi, és 

növeli az állatok túlélését, valamint a tumorszövetek CD11b+ és CD80+ immunsejt-

infiltrációját. 
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A tüdőmetasztázisok száma (a) és a túlélési arány (b) kontroll (Mock)- vagy C. pneumoniae 

(C. pn.) -kezelt immunkompetens C57BL/6 egerek esetében. Reprezentatív fotók és 

hematoxilin-eozin (H&E) festett szövettani metszetek kontroll (c) és C. pneumoniae-val kezelt 

(d) immunkompetens egerek, valamint kontroll (e) és C. pneumoniae-val kezelt (f) 

immunhiányos (NSG) állatok tüdejéről. Méretarány-jelző sáv: 100 µm. (c) Csillaggal jelölt 

trofikus nekrózisok, amelyek nagy daganatterhelést jeleznek. Nagyított képrészletek: atipikus 

daganatsejtek és nekrotikus régiók. (d) Körök és jobb oldali nagyított képrészletek, regresszív 

metasztázisok gócai, bal oldali nagyított képrészlet: C. pneumoniae kezelés utáni reziduális 

tüdőgyulladás területei. (e, f) Mind a Mock, mind a C. pneumoniae-val kezelt NSG egerekben 

áttétek alakultak ki szubpleurálisan (nyílhegyek) és intraparenchymálisan (körök) jelentős 

gyulladásos reakciók nélkül (nagyított képrészletek: intraparenchymalis metasztázisok). A 

CD11b (g, h, diaminobenzidin, barna) és a CD80 (i, j, fast red, piros) immunhisztokémiája 

Mock (g, i) vagy C. pneumoniae (h, j) kezelt C57BL/6-os egerek tüdején. A szaggatott vonalak 

jelzik a tumor határát. (g-j) A nyilak a beszűrődő immunsejteket jelzik. A CD11b+ (k) és 

CD80+ (l) sejtek intratumorális számát 100 tumorsejt arányában határoztuk meg. (a, k, l) Az 

adatokat átlag + SD-ben fejezzük ki. 

 A C. pneumoniae kezelés M1 típusú makrofág polarizációt vált ki 

Megvizsgáltuk, hogy a C. pneumoniae kezelés indukálta-e a makrofágok polarizációját. 

A makrofágok polarizációjának felmérésére M1 (tumorellenes) vagy M2 (pro-tumorális vagy 

tumortámogató) makrofág-specifikus citokin és kemokin transzkriptom profilalkotást 

végeztünk (Mantovani et al., 2004). A makrofág markereket qPCR-ral detektáltuk poolozott 

tüdőmintákból 2, 4 és 12 órával a Mock vagy C. pneumoniae kezelés után. Négy órával a 

C. pneumoniae alkalmazása után a CCL2, CCL3, IL6, CXCL10, CCL7, CD80, CXCL11, 

CXCL9, IL23 és TNF-α M1-specifikus mRNS transzkriptumainak jelentősen megnövekedett 

szintjét mutattuk ki. Ezekkel az adatokkal összhangban a CD163, CCL1, TGF-β és IL10 

(M2 típusú) mRNS-ek expressziója csökkent a kezelés hatására; a fontos M2 markerek 

(CXCL13, IL1Ra) szintje azonban megemelkedett (6a ábra). A daganatellenes folyamatok 

szempontjából nagy jelentőségű, hogy C. pneumoniae alkalmazása után 4 óra elteltével az 

M1 típusú citokinek és kemokinek mRNS mennyisége szignifikánsan megnőtt (p = 0,014) az 

M2 típusú makrofág markerekhez képest (6b ábra). 

A COX-1 (M2 marker) és COX-2 (M1 marker) expressziós mintázatának megváltozása a 

makrofág polarizáció egyik kulcsfontosságú markere (Martinez et al., 2006; Mantovani et al., 

2013). A Western blot analízis kimutatta, hogy 12 órával a C. pneumoniae kezelés után a 

COX-1 fehérje expressziója, amelyet valószínűleg a tumort támogató M2 típusú makrofágok 

termelnek, felére csökkent, míg az antitumorális M1 típusú makrofágok által szintetizált 

COX-2 több mint kétszeres emelkedést mutatott (6c, d ábra). 
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6. ábra. A C. pneumoniae kezelés M1 típusú makrofág polarizációt vált ki. 

(a) Az egyedi M1 típusú és M2 típusú citokin/kemokin specifikus mRNS-transzkriptumok 

szintjének relatív változásai C. pneumoniae (C. pn.) vs. Mock kezelt C57/BL6 egerek 

tüdőmintáiban, real time qPCR segítségével meghatározva. (b) A relatív M1 és M2 citokin és 

kemokin mRNS expresszió átlagértékei a kezelés után 4 órával szignifikánsan különböztek 

egymástól (kétmintás t-próba). (c) Reprezentatív Western-blot. A COX-1 és COX-2 (és a belső 

kontroll vinculin) expresszióját tüdőmintákban határoztuk meg 12 órával a melanómát 

hordozó C57BL/6 egerek C. pneumoniae vagy Mock kezelését követően (d) Denzitometriás 

analízis. Meghatároztuk a COX-1 és COX-2 immunreaktív sávjainak intenzitását, majd 

vinculinra normalizáltuk. Az adatok a Mock csoport (egynek tekintett) értékéhez viszonyítva 

többszörös növekedést mutattak. Az ismétlések száma minden esetben legalább három. 
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 A C. pneumoniae in vivo és in vitro is kiköti a CXCL1-et 

A citokinek és kemokinek detektálása alapján 2 órával a C. pneumoniae kezelés hatására a 

CXCL1, a melanóma növekedését és invázióját elősegítő fehérje (Dhawan & Richmond, 

2002) immunreaktivitása teljesen eltűnt a tüdőszövetekből (7a, b ábra). Annak 

megállapítására, hogy ez az in vivo jelenség a baktériumok és a CXCL1 közötti közvetlen 

kölcsönhatás következménye-e, állandó mennyiségű rekombináns CXCL1-et inkubáltunk 

(proteázgátlók jelenlétében) növekvő mennyiségű C. pneumoniae mellett in vitro, majd 

meghatároztuk a CXCL1-szinteket Western-blot segítségével (7c ábra). Amint a 7d ábrán 

látható, a C. pneumoniae dózisfüggő módon kititrálta a CXCL1-et a mintákból, ami arra utal, 

hogy a baktériumok erősen és közvetlenül kötődnek a CXCL1-hez. Így tehát mindamellett, 

hogy a bakteriális eredetű antigének polarizációs mechanizmusai az antitumorális válaszokat 

erősítik, közvetlenül, egy, a melanóma növekedését és invázióját elősegítő fehérje kititrálása 

révén is a daganat növekedésének ellenében hat a hőinaktivált baktérium szuszpenzió. 

7. ábra. A C. pneumoniae in vivo és in vitro is kiköti a CXCL1-et. 

A citokinek és kemokinek szintjének detektálása Proteome profiler kit (R&D Systems) 

segítségével a melanómát hordozó C57BL/6 egerek tüdejében 2 órával a Mock (a) vagy a 

C. pneumoniae (C. pn.) (b) kezelés után. A négyzetek a CXCL1-et jelzik, amely a 

C. pneumoniae kezelés után 2 órával eltűnt (c) Reprezentatív Western blot. Rekombináns egér 

CXCL1 fehérjét (0,5 μg) in vitro inkubáltunk 500 IFU (inklúzió formáló egység)/μl (1x) 

C. pneumoniae, vagy annak 10x, 100x, 1000x és 10 000x hígításaival, majd Western blot-ot 

végeztünk. (d) A c) panelen látható immunreaktív sávok denzitometriás elemzése. A kontroll 

(ctrl, vivőanyaggal kezelt) csoport értékeit 1-nek tekintettük.   
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3.2 Az interleukin-24 immunsejtekre gyakorolt kemotaktikus hatása 

Az IL-24 receptorain keresztül képes a daganatsejtek szelektív apoptózisát kiváltani, ahogyan 

az a bevezetőben ismertetésre került. Ugyanezen citokin azonban a bőrön gyakran előforduló 

S. aureus törzsek által is indukálódhat, így a bőr mikrobiótája TLR ligandumai révén 

hozzájárulhat az antitumorális mikrokörnyezet kialakításához (Buzas & Megyeri, 2006; 

Stange et al., 2022). Mivel a daganatos mikrokörnyezet alakításában a szövetet infiltráló 

immunsejteknek komoly szerepe van, így érdemesnek találtuk megvizsgálni, vajon az 

indukálható IL-24 rendelkezik-e kemotaktikus hatással a mieloid sejtekre. 

 Az IL-24 in vitro humán monocita és neutrofil sejtek migrációját eredményezi  

Rekombináns humán IL-24 segítségével in vitro sejtmigrációs vizsgálatokat végeztünk. 

A citokin logaritmikus hígításait használva; 0,125-0,0125 ng/ml tartományban figyeltünk 

meg maximális migrációt. (8. ábra). Az irányított migráció vagy kemotaxis és a fokozott 

véletlenszerű mozgás vagy kemokinézis közötti különbség kimutatásának egyik módszere, 

hogy a migrációs vizsgálat elvégzése előtt IL-24-et adunk a sejtekhez. Ha a migráció 

irányított, akkor amikor a sejteket a migráció maximális koncentrációnak (0,125 ng/ml) 

megfelelő vagy annál alacsonyabb koncentrációnak tesszük ki, a sejteknek a 

médiumkontrollhoz képest szignifikáns változások nélkül kell migrálniuk. Továbbá, ha a 

vándorlás irányított, akkor a sejteket a vándorlási maximum koncentrációnál magasabb IL-24 

koncentrációval keverve a sejtek nem vándorolhatnak az alacsonyabb IL-24 koncentrációk 

felé. 

A 2. táblázatban látható, hogy az IL-24 által indukált monocita migráció nem kizárólag 

irányított, hanem kemotaktikus és kemokinetikus migrációt is eredményez. Ezt jelzi a 

migráció növekedése, amelyet akkor figyelhettünk meg, amikor a sejteket 0,001 ng/ml 

IL-24-gyel előkezeltük, majd 0,12 ng/ml IL-24 migrációs hatásának tettük ki, valamint az a 

tény is ezt támasztja alá, hogy az 1,2 ng/ml-es előkezelés nem blokkolta teljesen a migrációt, 

bár a spontán migráció csökkent. Eredményeink bizonyítják, hogy az IL-24 képes in vitro a 

human monociták és neutrofilek migrációját indukálni. 

 

  

               buzas.krisztina_52_23



38 

 

8. ábra. Az IL-24 által indukált humán monocita és neutrofil migráció - in vitro. 

A humán monociták kemotaktikus aktivitását mikro-Boyden kamra segítségével vizsgáltuk. 

A rekombináns humán IL-24-et az R&D Systems-től szereztük be, és kemotaxis médiumban 

hígítottuk. A kemotaktikus index az y-tengelyen látható, és a spontán migrációhoz viszonyítva, 

átlag + SEM szerepel. A humán monociták migrációját sraffozott és fekete sávok, míg a 

humán neutrofilek migrációját sraffozott és szürke sávok mutatják. A spontán migrációhoz 

viszonyított * p-érték < 0,001, párosítatlan t-próbával meghatározva; n > 6. 

2. táblázat Az IL-24 által indukált monocita migráció elemzése 

Előkezelés a felső lyukakban/ 

alsó lyukak 
1,2 ng/ml 0,12 ng/ml 0,001 ng/ml 0 ng/ml 

0 ng/ml 5,9 ± 1,0# 7,0 ± 1,0 10,18 ± 1,5 8,8 ± 1,1 

0,001 ng/ml 7,7 ± 1,0 15,4 ± 1,6** 7,3 ± 0,7 6,7 ± 1,2 

0,12 ng/ml 12,6 ± 1,8* 18,4 ± 2,6** 20,9 ± 3,9** 18,4 ± 3,0** 

1,2 ng/ml 10,4 ± 1,9 10,4 ± 2,2 NA 12,4 ± 2,1 

A humán monocitákat 30 percig alapmédiummal (0 ng/ml), 1,2 ng/ml, 0,12 ng/ml vagy 

0,001  ng/ml IL-24-gyel kezeltük elő a mikro-Boyden kemotaxis vizsgálat előtt. A táblázat 

felső sorában az előkezelési körülmények, a táblázat első oszlopában pedig az alsó 

kamrákban alkalmazott kemoattraktáns (IL-24) koncentrációk láthatók. Ebben a táblázatban 

a migrált monociták átlagos sejtszáma szerepel képmezőnként 400 × nagyítás mellett (átlag 

± SEM, n = 3). Rövidítések: NA = nincs adat minden donor esetén, # p = 0,01 – az esetszám 

csökkent, * p = 0,05 – az esetszám emelkedett, ** p ≤ 0,006 – az esetszám emelkedett. 
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 Az IL-24 in vivo indukálja a leukociták migrációját 

Ezután azt vizsgáltuk, hogy az IL-24 in vivo vajon toboroz-e sejteket. Korábbi tanulmányok 

alapján, amelyek szerint in vivo 10-szer több kemoattraktánsra van szükség, mint amennyi a 

maximális in vitro aktivitáshoz szükséges (Sironi et al., 1999), az IL-24-nek egerenként 

0,1 és 10 ng/ml közötti tartományát vizsgáltuk. Amint a 9. ábra mutatja, a 0,1 ng/ml-es IL-24 

dózis 2-szeres növekedést idézett elő az egér légzsák modellben visszanyert összsejtszámban, 

míg a CCL2 1000 ng/ml-es dózisa 1,5-szeres növekedést idézett elő. Mindkét növekedés 

statisztikailag szignifikáns. Ezek az eredmények azt jelzik, hogy az IL-24 in vivo és in vitro 

is képes sejtmigrációt indukálni. 

9. ábra. Az IL-24 által indukált leukocita migráció - in vivo. 

A HBSS-ben hígított rekombináns IL-24-et C57BL/6 egerek hátán kialakított légzsákokba 

fecskendeztük. 24 órával később a sejteket a légzsákokból kinyertük és megszámoltuk. A sejtek 

átlagos számát milliós + SEM értékben ábrázoltuk az egyes kezelési körülményekre 

vonatkozóan, a kontroll kemoattraktáns-mentes HBSS volt. Ábrajelölés: kétmintás t-próba 

kontrollhoz viszonytva *p = 0,01 és **p = 0,003; n > 4. 

 Az IL-24 a leukociták egyes alcsoportjait különböző mértékben toborozza 

Az IL-24 által az egér légzsákba toborzott leukociták alcsoportjainak értékelésére áramlási 

citometriai (FACS) analízist végeztünk. Arányosan kevesebb CD3+ CD45+ leukocitát 

vonzott az IL-24, mint a CCL2 (10a, b ábra). Míg a CCL2, vagy az IL-24 által toborzott 

sejtek többsége CD11b+ mieloid sejt, az IL-24 statisztikailag több CD11b+ F4/80+ rezidens 

makrofágot toboroz (10c, d ábra). Mind az IL-24, mind a CCL2 hasonló arányban toborzott 

CD11b+, Ly6G-et magasan reprezentáló neutrofileket (ezen adatok nem kerültek 

bemutatásra). 
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10. ábra. Az in vivo rekrutált leukociták FACS analízise. 

(a) Az összes rekrutált leukocita átlagos százalékos aránya (+ SEM), amely mind a CD45-re, 

mind a CD3-ra pozitívan festődik, összehasonlítva a légzsákba injektált különböző kiváltó 

ágensekkel (n > 4). (b) Reprezentatív pontdiagram a rekrutált CD45+ kapuzott sejtekről, 

amelyek az x-tengelyen CD3-ra, illetve az y-tengelyen CD11b-re festődtek. A CD3 vagy 

CD11b szempontjából pozitívan festődő CD45+ kapuzott sejtek százalékos aránya a 

bekeretezett részekben láthatók. (c) Az F4/80-ra is pozitívan festődő, rekrutált CD11b+ sejtek 

átlagos százalékos aránya (+ SEM), összehasonlítva a légzsákba injektált különböző 

koncentrációjú IL-24 által rekrutált sejtekkel (n > 4). (d) A CD11b+ sejtek F4/80-pozitív 

festődése. A pozitív (jobbra) vagy negatív (balra) százalékos arányt a mellékelt számok 

mutatják. Az árnyékolt hisztogram az F4/80 izotípusos kontrollját mutatja. *p ≤ 0,024 a 

légzsákba injektált HBSS kontrollhoz képest. 
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 Az IL-24 migrációs receptorok osztályai a leukocitákon 

Az IL-24 által a leukocitákon használt receptorok osztályainak kategorizálása érdekében 

monocitákat kezeltünk szignálkaszkád-gátlókkal. Mivel a kemoattraktáns receptorok 

többsége G-proteinhez kötött receptor, amelyek érzékenyek a pertussis toxin gátlására, 

megvizsgáltuk a pertussis toxin hatását az IL-24 által kiváltott migrációra. Amint a 11a ábrán 

látható, az IL-24 által indukált migráció érzékeny volt a pertussis toxin kezelésre, így a Giα 

alcsaládba tartozó G fehérjéhez kapcsolt receptor szerepet játszik az IL-24 által indukált 

sejtmigrációban. 

11. ábra. Az IL-24 által indukált humán monocita migráció gátolható. 

(a) A pertussis toxin (PTX) előkezelés gátolja az IL-24 indukálta monocita kemotaxist. A 

médiumra, CCL2-re vagy IL-24-re történő kemotaxist a sraffozott sávok mutatják. A 100 

ng/ml pertussis toxinnal 30 percig előkezelt monociták kemotaxisát a tömör fekete sávok 

mutatják. *a migráció növekedését jelzi, p-érték < 0,001 a médiumkontrollhoz képest, # a 

migráció csökkenését jelzi, p-érték < 0,01 a pertussis toxin nélküli kemoattraktáns azonos 

koncentrációjához képest. (b) A monociták U0126-kezelése gátolja az IL-24 által kiváltott 

monocita kemotaxist. Humán monocitákat 30 percig 50 µM U0126-tal (MEK-inhibitor) 

előkezeltük, mielőtt a sejteket mikro-Boyden kamrába helyeztük. A fehér sávok a kontroll 
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médiumot mutatják. Az IL-24 fekete sávokkal ábrázolva látható. Az U0126-kezelést a 

sraffozott sávok jelzik. *a migráció növekedését jelzi p < 0,001 értékkel a médiumkontrollhoz 

képest, # a migráció csökkenését jelzi p < 0,001 értékkel az U0126-kezelés nélküli esetekhez 

képest. (c) A monociták AG490-nel történő előkezelése gátolja az IL-24 által kiváltott 

monocita kemotaxist. Humán monocitákat 50 µM AG490-nel (JAK-inhibitor) inkubáltuk 

30 percen keresztül, mielőtt a kemotaxiskamrába helyeztük a sejteket. A médiumot fehér, a 

CCL2-t (100 ng/ml) szürke, az IL-24-et fekete oszlopokkal ábrázoltuk. Az AG490-nel kezelt 

sejteket sraffozott oszlopok mutatják. * a migráció növekedését jelzi p < 0,001 értékkel a 

médiumkontrollhoz képest, # a migráció csökkenését jelzi p < 0,001 értékkel az AG490 kezelés 

nélküli esetekhez képest; n > 6. 

Számos olyan növekedési faktor receptorról ismert, amely másodlagos migrációs hatással 

rendelkezik, hogy a MAPK család tagjait aktiválja (Tian et al., 2007). Az IL-24 endotélsejtek 

által expresszált receptorairól, az IL-20R2/IL-20R1-ről és az IL-20R2/IL-22R-ről ismert, 

hogy a JAK/STAT útvonal aktiválásán keresztül szignalizálnak (Kotenko & Langer, 2004; 

M. Wang & Liang, 2005). Ezért teszteltük ezen útvonalak gátlóit, és azt találtuk, hogy a MEK 

gátlók, (sraffozott oszlopok az egyszínű oszlopokhoz képest, 11b ábra) és a JAK gátlók 

(sraffozott oszlopok az egyszínű oszlopokhoz képest, 11c ábra) szignifikánsan csökkentik az 

IL-24 által kiváltott monocita migrációt. 

3.3 Tumoros mikrokörnyezet elemeinek változása daganatsejtek által termelt vezikulák 

jelenlétében, a melanóma exoszómák PD-1 expresszióra gyakorolt hatása 

A mezenchimális őssejteknek a daganatok progressziójában betöltött szerepéről akár 

immunológiai, akár differenciálódási tulajdonságaikkal kapcsolatban különböző vélemények 

születnek. Feltételezhető, hogy a daganatmasszában és annak közvetlen környezetében 

megtalálhatóak olyan plasztikus, kevéssé differenciálódott sejtek (MSC-k), amelyek 

különböző külső hatásokra képesek daganatsejt vagy daganatőssejt-szerű fenotípust mutatni. 

Az eredmény a tumor típusától és az érintett MSC-k állapotától is függ. Az aktivált MSC-k 

pro-angiogén oldható faktorokat választanak ki, képesek differenciálódni tumor asszociált 

fibroblasztokká (CAF). Baglio és munkatársai 2017-ben publikálták, hogy a tumor eredetű 

exoszómák által befolyásolt mezenchimális őssejtek elősegítik az oszteoszarkóma 

progresszióját. Ezek az adatok az exoszóma-MSC kommunikáció tumorevolúcióban betöltött 

központi szerepére utalnak (Baglio et al., 2017). 

Az MSC-k melanóma exoszómák hatására bekövetkező fenotípusos változásai közül 

kiemelkedő jelentőségűnek találtuk a PD-1 megjelenését a kérdéses sejtpopulációban. Ez a 
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kérdés azért különösen érdekes, mert a ma elérhető egyik leghatékonyabb immunterápia a 

PD-1:PD-1L interakció blokádján alapul (Bersanelli & Buti, 2017). 

Az elmúlt évtizedben az IL-2 és CTLA-4 terápiák mellett a PD-1:PD-L1 blokád hatékony 

kezelésnek bizonyult áttétes melanóma esetén (Kee & McArthur, 2017). A programozott 

sejthalál protein 1 (PD-1), amelyet főként immunsejtek, például aktivált T-sejtek, dendritikus 

sejtek és makrofágok expresszálnak, egy sejtfelszíni receptor, amely központi szerepet játszik 

a T-sejtes válaszok modulálásában. A PD-1 ligandumához, a PD-1L-hez való kötődése 

apoptózist és az immunsejtek anergiáját eredményezheti. 

Azonban a PD-1 expresszió nem a melanóma sejtek alapértelmezett tulajdonsága és különös 

jelentőséggel bír Kleffel et al. munkája, melyben kimutatták, hogy a PD-1-et túlzottan 

expresszáló melanóma sejt alpopulációk különösen agresszívek, illetve hogy a melanóma 

PD-1:PD-1L kölcsönhatásai modulálják az mTOR jelátvitelt, ezáltal megzavarják a 

programozott sejthalál folyamatának lefutását (Kleffel et al., 2015). Bár ez a munka rendkívül 

hasznos a PD-1 túlzott expressziójának és a PD-1 funkciók kísérleti gátlásának (Pdcd1-

shRNS vagy anti-PD-1 antitest) következményei tekintetében, nem nevezi meg azokat a 

tényezőket, amelyek aktiválása a PD-1 túlzottan expresszáló alpopulációk kialakulásához 

vezetnek.  

A fentiek alapján a következő kérdések megválaszolására törekedtünk: 

• Egyértelműen meghatározhatóak-e az MSC tenyészetek melanóma eredetű 

exoszóma-indukált, intercelluláris kommunikáció által közvetített malignus 

transzformációjának sejtes és molekuláris jelei?  

• Kimutatható-e a melanóma eredetű, exoszóma által kiváltott tumor progresszió 

in vivo? 

• Milyen változás mutatható ki a PD-1, a melanóma progresszió markerének és 

terápiás célpontjának expressziójában, melanóma eredetű exoszómák hatására? 

Az extracelluláris vezikulák kutatásának már egészen kezdeti stádiumában kiderült, hogy a 

vezikulák immunológiai szempontból nem inertek. Korai közleményünkben bemutattuk, 

hogy a melanóma exoszómák – bár az immunolóiai aktivitásuk polaritásáról nem sikerült 

egyértelmű információkat nyernünk – egészen biztosan aktiválják az immunológiai 

mechanizmusok egyik karmesterét, az nF-κB-t (Marton et al., 2012). Ezért joggal 

feltételeztük, hogy a melanóma exoszómák a tumorsztómában található MSC-kre is hatással 

lehetnek. 
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Az alábbiakban részletesen bemutatom azokat az eredményeket, melyek alapján 

kijelenthetjük, hogy a melanóma exoszómák komplex onkogén molekuláris átprogramozás 

közvetítésével PD-1-et túltermelő, melanóma-szerű MSCPD-1+ (MSCPD-1+) sejtpopuláció 

kialakulását indukálják naiv MSC-kből. Ezek az MSCPD-1+ sejtek egy új entitást képviselnek, 

melanóma-szerű génexpressziós profillal és fenotípusos tulajdonságokkal. Ezenkívül az 

exoszómák és az exoszómákkal aktivált MSCPD-1+ sejtek gyors tumorprogressziót indukálnak 

in vivo, köszönhetően az onkogén dominanciát mutató faktorok emelkedett expressziójának 

és a programozott sejthalálra való csökkent érzékenységüknek. 

  Az izolált vezikulák exoszómális tulajdonságokat mutatnak 

Először extracelluláris vezikulákat izoláltunk a B16F1 egér melanóma sejtek felülúszóiból. 

Amint azt a pásztázó elektronmikroszkópia (SEM) és az atomerő mikroszkópia (AFM) 

kimutatta (12a, b ábra), az izolált frakció valóban feldúsulva tartalmazott exoszómákat, a 

részecskék jellegzetes alakúak voltak, és méretük a 40-120 nm tartományba esett. Ezután az 

exoszómákra (Yáñez-Mó et al., 2015; Théry et al., 2018) jellemző molekulák (CD9, CD63, 

CD81 és HSP70) jelenlétét Western blottal mutattuk ki (12c ábra). 

 

12. ábra. B16F1 melanóma sejttenyészetből származó exoszómák jellemzése. 

(a) Melanóma exoszómák pásztázó elektronmikroszkópos felvétele. (b) Az exoszómák atomerő 

mikroszkópos felvételei. A bal és a középső kép a vezikulák alakját és felszíni topográfiáját, a 

jobboldali grafikon a magassági profilt ábrázolja. (c) Az exoszóma markerek (CD9, CD63, 

CD81 és HSP70) Western blot analízise. (d, e) Az exoszómális fehérjék és miRNS-ek Ingenuity 

Pathway Analízisével azonosított 5 legfontosabb molekuláris és sejtfunkció. 

               buzas.krisztina_52_23



45 

 

Az exoszómákat ezután tömegspektrometriai elemzésnek és miRNS szekvenálásnak vetettük 

alá, hogy meghatározzuk fehérje- és miRNS-profiljukat. A teljes proteomanalízishez 

folyadékkromatográfia-tömegspektrometriát (LC-MS/MS) használtunk és bioinformatikai 

eszközök segítségével az exoszóma proteomikai spektrumának elemeit az UniProt 

adatbázisban azonosítottuk, valamint az eredmények összehasonlítására az ExoCarta 

adatbázist vettük igénybe. Ezen eljárások segítségével 95 különböző fehérjét azonosítottunk 

melanóma exoszómákban, melyek 86,3%-os átfedést mutattak az ExoCartában jellegzetes 

exoszómális fehérjemolekulákkal (3. táblázat). 

3. táblázat: Az LC-MS/MS analízis során azonosított exoszómális fehérjék listája. 

Azonosító Szimbólum Entrez gén elnevezése 

P97857 ADAMTS1 ADAM metallopeptidase with thrombospondin type 1 motif 1 

Q3TNX8 ADAMTS4 ADAM metallopeptidase with thrombospondin type 1 motif 4 

Q640N1 AEBP1 AE binding protein 1 

P05064 ALDOA aldolase, fructose-bisphosphate A 

P97429 ANXA4 annexin A4 

P48036 ANXA5 annexin A5 

P08226 APOE apolipoprotein E 

Q3TWT5 ASAH1 N-acylsphingosine amidohydrolase 1 

Q3TXF9 ATP1A1 ATPase Na+/K+ transporting subunit alpha 1 

P97370 ATP1B3 ATPase Na+/K+ transporting subunit beta 3 

Q1XID4 ATP6AP2 ATPase H+ transporting accessory protein 2 

Q9JL18 BACE2 beta-site APP-cleaving enzyme 2 

O55107 BSG basigin (Ok blood group) 

Q8R2Q8 Bst2 bone marrow stromal cell antigen 2 

Q9WVT6 CA14 carbonic anhydrase 14 

P41731 CD63 CD63 molecule 

P35762 CD81 CD81 molecule 

P10605 CTSB cathepsin B 

P18242 CTSD cathepsin D 

P29812 DCT dopachrome tautomerase 

P57776 EEF1D eukaryotic translation elongation factor 1 delta 

Q3UAM9 ENG endoglin 

P17182 ENO1 enolase 1 

P19096 FASN fatty acid synthase 

P30416 FKBP4 FK506 binding protein 4 

P11276 FN1 fibronectin 1 

P09528 FTH1 ferritin heavy chain 1 

P16858 GAPDH glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase 

P08752 GNAI2 G protein subunit alpha i2 

Q3TAV1 GPNMB glycoprotein nmb 

P19157 GSTP1 glutathione S-transferase pi 1 

P11499 HSP90AB1 heat shock protein 90 alpha family class B member 1 
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Azonosító Szimbólum Entrez gén elnevezése 

B1B0C7 HSPG2 heparan sulfate proteoglycan 2 

Q9CQW9 IFITM3 interferon induced transmembrane protein 3 

G3UYZ1 IGSF8 immunoglobulin superfamily member 8 

Q91VK4 ITM2C integral membrane protein 2C 

P02468 LAMC1 laminin subunit gamma 1 

Q60961 LAPTM4A lysosomal protein transmembrane 4 alpha 

P35951 LDLR low density lipoprotein receptor 

Q07797 LGALS3BP galectin 3 binding protein 

Q3U2W5 LGALS8 galectin 8 

P16056 MET MET proto-oncogene, receptor tyrosine kinase 

P21956 MFGE8 milk fat globule-EGF factor 8 protein 

Q2TA50 MLANA melan-A 

Q6NVG5 MREG melanoregulin 

Q9EPX2 PAPLN papilin, proteoglycan like sulfated glycoprotein 

Q3UIP2 PCOLCE procollagen C-endopeptidase enhancer 

Q811J2 LOC72520 LOC72520 protein 

Q80Y09 PDCD6IP programmed cell death 6 interacting protein 

P62962 PFN1 profilin 1 

P09411 PGK1 phosphoglycerate kinase 1 

P52480 PKM pyruvate kinase, muscle 

Q9CZB2 PMEL premelanosome protein 

P17742 PPIA peptidylprolyl isomerase A 

P35700 PRDX1 peroxiredoxin 1 

Q61171 PRDX2 peroxiredoxin 2 

Q543S0 PRELP proline and arginine rich end leucine rich repeat protein 

P53994 RAB2A RAB2A, member RAS oncogene family 

Q8CCG5 RALB RAS like proto-oncogene B 

O89086 RBM3 RNA binding motif (RNP1, RRM) protein 3 

P35980 RPL18 ribosomal protein L18 

Q3U5P4 SCPEP1 serine carboxypeptidase 1 

O08992 SDCBP syndecan binding protein 

Q0VGP2 SEMA3B semaphorin 3B 

P32261 SERPINC1 serpin family C member 1 

P10852 SLC3A2 solute carrier family 3 member 2 

Q3UQM7 SLC7A5 solute carrier family 7 member 5 

O09044 SNAP23 synaptosome associated protein 23 

Q64337 SQSTM1 sequestosome 1 

Q8CI59 STEAP3 STEAP3 metalloreductase 

Q3TDG9 STX12 syntaxin 12 

O70439 STX7 syntaxin 7 

P40749 SYT4 synaptotagmin 4 

O88968 TCN2 transcobalamin 2 

Q542D9 TFRC transferrin receptor 
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Azonosító Szimbólum Entrez gén elnevezése 

P39876 TIMP3 TIMP metallopeptidase inhibitor 3 

Q4FJX7 TINAGL1 tubulointerstitial nephritis antigen like 1 

Q9DCS1 TMEM176A transmembrane protein 176A 

Q9R1Q6 TMEM176B transmembrane protein 176B 

Q9CZX7 TMEM55A transmembrane protein 55A 

Q9QY73 TMEM59 transmembrane protein 59 

O88746 TOM1 target of myb1 membrane trafficking protein 

O89023 TPP1 tripeptidyl peptidase 1 

Q3UCW0 TSG101 tumor susceptibility 101 

Q4FJW7 TSPAN4 tetraspanin 4 

Q8BJU2 TSPAN9 tetraspanin 9 

P11344 TYR tyrosinase 

P07147 TYRP1 tyrosinase related protein 1 

O70404 VAMP8 vesicle associated membrane protein 8 

Q8R0J7 VPS37B VPS37B, ESCRT-I subunit 

Q8R105 VPS37C VPS37C, ESCRT-I subunit 

O88384 VTI1B vesicle transport through interaction with t-SNAREs 1B 

A8DUQ1 HBBT1 beta-globin 

P70356 MELA Gag-pol poliprotein 

P70355 MELA envelope protein 

Továbbá a miRNS szekvenálás (SOLiD 5500xl technológiával) 168 ismert miRNS elemet 

azonosított (4. táblázat), amelyek a proteomikai adatokhoz hasonlóan nagy (93,5%-os) 

átfedést mutattak az ExoCartában jellegzetes exoszómális miRNS molekulákkal. 

4. táblázat. A SOLiD 5500xl technológiával azonosított exoszómális miRNS-ek listája. 

Szimbólum Magrégió Azonosító 

let-7a-3p UAUACAA mmu-let-7a-1-3p 

  mmu-let-7b-3p 

  mmu-let-7c-2-3p 

  mmu-let-7f-1-3p 

let-7a-5p GAGGUAG mmu-let-7a-5p 

  mmu-let-7b-5p 

  mmu-let-7c-5p 

  mmu-let-7d-5p 

  mmu-let-7e-5p 

  mmu-let-7f-5p 

  mmu-let-7g-5p 

  mmu-mir-98-5p 

let-7d-3p UAUACGA mmu-let-7d-3p 

let-7i-3p UGCGCAA mmu-let-7i-3p 
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Szimbólum Magrégió Azonosító 

miR-100-5p ACCCGUA mmu-mir-99a-5p 

  mmu-mir-99b-5p 

miR-101-3p ACAGUAC mmu-mir-101a-3p 

miR-103-1-5p GCUUCUU mmu-mir-107-5p 

miR-103-3p GCAGCAU mmu-mir-103-3p 

  mmu-mir-107-3p 

miR-10a-5p ACCCUGU mmu-mir-10a-5p 

  mmu-mir-10b-5p 

miR-1191a AGUCUUA mmu-mir-1191a 

miR-1249-3p CGCCCUU mmu-mir-1249-3p 

miR-125b-5p CCCUGAG mmu-mir-125a-5p 

  mmu-mir-125b-5p 

  mmu-mir-351-5p 

miR-126a-5p AUUAUUA mmu-mir-126a-5p 

miR-128-3p CACAGUG mmu-mir-128-3p 

miR-129-1-3p AGCCCUU mmu-mir-129-1-3p 

  mmu-mir-129-2-3p 

miR-129b-5p CUUUUUG mmu-mir-129b-5p 

miR-130a-3p AGUGCAA mmu-mir-130a-3p 

  mmu-mir-130b-3p 

  mmu-mir-301a-3p 

  mmu-mir-301b-3p 

miR-130a-5p CUCUUUU mmu-mir-130a-5p 

miR-130b-5p CUCUUUC mmu-mir-130b-5p 

miR-132-3p AACAGUC mmu-mir-132-3p 

miR-132-5p ACCGUGG mmu-mir-132-5p 

miR-135a-5p AUGGCUU mmu-mir-135a-5p 

miR-138-5p GCUGGUG mmu-mir-138-5p 

miR-139-5p CUACAGU mmu-mir-139-5p 

miR-140-3p ACCACAG mmu-mir-140-3p 

miR-140-5p AGUGGUU mmu-mir-140-5p 

miR-142-3p GUAGUGU mmu-mir-142a-3p 

miR-143-5p  mmu-mir-143-5p 

miR-144-3p ACAGUAU mmu-mir-144-3p 

miR-144-5p GAUAUC mmu-mir-144-5p 

miR-145-5p UCCAGUU mmu-mir-145a-5p 

miR-146a-5p GAGAACU mmu-mir-146a-5p 

miR-148a-3p CAGUGCA mmu-mir-148b-3p 

miR-151-3p UAGACUG mmu-mir-151-3p 

miR-15a-3p AGGCCAU mmu-mir-15a-3p 

miR-15b-3p GAAUCAU mmu-mir-15b-3p 

miR-16-2-3p CCAAUAU mmu-mir-16-2-3p 
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Szimbólum Magrégió Azonosító 

miR-16-5p AGCAGCA mmu-mir-15a-5p 

  mmu-mir-15b-5p 

  mmu-mir-16-5p 

  mmu-mir-195a-5p 

  mmu-mir-322-5p 

  mmu-mir-497a-5p 

miR-17-3p CUGCAGU mmu-mir-17-3p 

miR-17-5p AAAGUGC mmu-mir-106b-5p 

  mmu-mir-17-5p 

  mmu-mir-20a-5p 

  mmu-mir-93-5p 

miR-181a-1-3p CCAUCGA mmu-mir-181a-1-3p 

miR-181a-5p ACAUUCA mmu-mir-181a-5p 

  mmu-mir-181b-5p 

  mmu-mir-181c-5p 

  mmu-mir-181d-5p 

miR-1827 GAGGCAG mmu-mir-709 

miR-1839-3p GACCUAC mmu-mir-1839-3p 

miR-185-5p GGAGAGA mmu-mir-185-5p 

miR-186-5p AAAGAAU mmu-mir-186-5p 

miR-187-3p CGUGUCU mmu-mir-187-3p 

miR-188-3p UCCCACA mmu-mir-188-3p 

miR-188-5p AUCCCUU mmu-mir-188-5p 

miR-18a-5p AAGGUGC mmu-mir-18a-5p 

miR-191-5p AACGGAA mmu-mir-191-5p 

miR-193a-3p ACUGGCC mmu-mir-193a-3p 

miR-1981-3p AUCUAAC mmu-mir-1981-3p 

miR-199a-3p CAGUAGU mmu-mir-199a-3p 

  mmu-mir-199b-3p 

miR-199a-5p CCAGUGU mmu-mir-199a-5p 

  mmu-mir-199b-5p 

miR-19b-3p GUGCAAA mmu-mir-19a-3p 

  mmu-mir-19b-3p 

miR-204-5p UCCCUUU mmu-mir-211-5p 

miR-21-5p AGCUUAU mmu-mir-21a-5p 

miR-210-3p UGUGCGU mmu-mir-210-3p 

miR-210-5p GCCACUG mmu-mir-210-5p 

miR-219a-5p GAUUGUC mmu-mir-219a-5p 

miR-22-3p AGCUGCC mmu-mir-22-3p 

miR-22-5p GUUCUUC mmu-mir-22-5p 

miR-221-3p GCUACAU mmu-mir-222-3p 

miR-223-3p GUCAGUU mmu-mir-223-3p 

miR-224-5p AAGUCAC mmu-mir-224-5p 
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Szimbólum Magrégió Azonosító 

miR-23a-3p UCACAUU mmu-mir-23a-3p 

  mmu-mir-23b-3p 

miR-24-1-5p UGCCUAC mmu-mir-24-2-5p 

miR-24-3p GGCUCAG mmu-mir-24-3p 

miR-26a-5p UCAAGUA mmu-mir-26a-5p 

miR-26a-5p UCAAGUA mmu-mir-26a-5p 

  mmu-mir-26b-5p 

miR-27a-3p UCACAGU mmu-mir-27a-3p 

  mmu-mir-27b-3p 

miR-29a-5p CUGAUUU mmu-mir-29a-5p 

miR-29b-1-5p CUGGUUU mmu-mir-29b-1-5p 

miR-29b-3p AGCACCA mmu-mir-29a-3p 

  mmu-mir-29b-3p 

  mmu-mir-29c-3p 

miR-3065-5p CAACAAA mmu-mir-3065-5p 

miR-30c-5p GUAAACA mmu-mir-30a-5p 

  mmu-mir-30b-5p 

  mmu-mir-30c-5p 

  mmu-mir-30d-5p 

  mmu-mir-30e-5p 

miR-31-3p GCUAUGC mmu-mir-31-3p 

miR-31-5p GGCAAGA mmu-mir-31-5p 

miR-3176 CUGGCCU mmu-mir-378d 

miR-324-5p GCAUCCC mmu-mir-324-5p 

miR-328-3p UGGCCCU mmu-mir-328-3p 

miR-329-3p ACACACC mmu-mir-362-3p 

miR-33-5p UGCAUUG mmu-mir-33-5p 

miR-330-5p CUCUGGG mmu-mir-326-3p 

miR-331-3p CCCCUGG mmu-mir-331-3p 

miR-339-5p CCCUGUC mmu-mir-339-5p 

miR-340-3p CCGUCUC mmu-mir-340-3p 

miR-344a-5p CAGGCUC mmu-mir-484 

miR-345-5p CUGACCC mmu-mir-345-5p 

miR-3473b GGCUGGA mmu-mir-3473b 

  mmu-mir-3473e 

miR-34a-5p GGCAGUG mmu-mir-34a-5p 

  mmu-mir-34b-5p 

  mmu-mir-34c-5p 

miR-34c-3p AUCACUA mmu-mir-34b-3p 

miR-350 UCACAAA mmu-mir-350-3p 

miR-361-5p UAUCAGA mmu-mir-361-5p 

miR-362-5p AUCCUUG mmu-mir-362-5p 

miR-374b-5p UAUAAUA mmu-mir-374b-5p 
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Szimbólum Magrégió Azonosító 

miR-378a-3p CUGGACU mmu-mir-378a-3p 

  mmu-mir-378c 

miR-378a-5p UCCUGAC mmu-mir-378a-5p 

miR-3909 GUCCUCU mmu-mir-877-3p 

miR-423-3p GCUCGGU mmu-mir-423-3p 

miR-423-5p GAGGGGC mmu-mir-423-5p 

miR-425-5p AUGACAC mmu-mir-425-5p 

miR-451a AACCGUU mmu-mir-451a 

miR-501-5p AUCCUUU mmu-mir-501-5p 

miR-503-5p AGCAGCG mmu-mir-503-5p 

miR-532-5p AUGCCUU mmu-mir-532-5p 

miR-542-3p GUGACAG mmu-mir-542-3p 

miR-574-5p GAGUGUG mmu-mir-574-5p 

miR-582-5p UACAGUU mmu-mir-582-5p 

miR-652-3p AUGGCGC mmu-mir-652-3p 

miR-670-5p UCCCUGA mmu-mir-670-5p 

miR-700-5p AAGGCUC mmu-mir-700-5p 

miR-744-3p UGUUGCC mmu-mir-744-3p 

miR-744-5p  mmu-mir-744-5p 

miR-7a-5p GGAAGAC mmu-mir-7a-5p 

miR-872-3p GAACUAU mmu-mir-872-3p 

miR-872-5p AGGUUAC mmu-mir-872-5p 

miR-9-5p CUUUGGU mmu-mir-9-5p 

miR-92a-3p AUUGCAC mmu-mir-25-3p 

  mmu-mir-32-5p 

  mmu-mir-92a-3p 

A proteomikai és miRNS-szekvenálási adatok funkcionális jelentőségének feltárására az 

Ingenuity Pathway Analysist (IPA) alkalmaztuk. Az IPA szoftver olyan számítógépes 

algoritmusokra épül, melyek az ’Ingenuity Knowledge Base’-t használva értelmezik a 

molekulák közti funkcionális kapcsolatokat. Ezekhez az in silico analízisekhez ’kísérletesen 

bizonyított’ konfidencia intervallumot választottunk, amely lehetővé teszi a szakirodalmi 

adatokon alapuló analízist, de kizárja a bizonyítatlan predikciókat. Az értekezésben szereplő, 

aposztrófok közti kifejezések ’IPA-specifikus kifejezések’. 

Az IPA elemzés kimutatta, hogy az azonosított fehérjék olyan sejt- és molekuláris 

folyamatokban vehetnek részt, mint a ’sejthalál és túlélés’, a ’sejtmozgás’, a ’sejtfejlődés’, a 

’sejtnövekedés és proliferáció’, valamint a ’molekuláris transzport’ (szignifikanciatartomány: 

p = 7,53 × 10-15 – 9,32 × 10-4) (12d ábra). Az azonosított miRNS-ek funkciói –  a 

fehérjefunkciókhoz nagyon hasonlóan –  a ’sejtfejlődés’, a ’sejtnövekedés és proliferáció’, a 
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’sejtmozgás’, a ’sejtciklus’, valamint a ’sejthalál és túlélés’ mechanizmusaihoz kapcsolódnak 

(szignifikanciatartomány: p = 1,25 × 10-12 – 4,88 × 10-2) (12e ábra). 

A fentiekben felsorolt eredmények alapján a MISEV2018 (Théry et al., 2018) ajánlásait is 

figyelembe véve a kísérletekben használt kisméretű extracelluláris vezikulák exoszómális 

tulajdonságokat mutatnak, ezért a következő eredmények bemutatásában ezt az elnevezést 

használjuk. 

 Az MSC-k melanóma exoszómákkal történő expozíciója in vitro onkogén 

programot indított az őssejtekben 

Kísérleteinkben a tumorsztróma alkotói közül általánosan elfogadott modellként (Baglio et 

al., 2017), mezenchimális őssejteket (MSC) használtunk, hogy megvizsgáljuk a melanóma 

exoszómák sejtfiziológiai  folyamatokra (pl. proliferáció, túlélés, stb.) gyakorolt hatásait. 

Ezekhez a kísérletekhez az MSC tenyészeteket egér hasi zsírszövetből izoláltuk (Szebeni et 

al., 2012), és melanóma exoszóma kezelésnek vetettük alá. 

Először is felmértük, hogy az exoszómákat internalizálták-e az MSC-k. A nagy 

áteresztőképességű mikroszkópos vizsgálat azt mutatta, hogy az MSC-k (a DiOC18(3) 

lipidfestékkel zöldre jelölve) már az alkalmazás után 1-2 órával felvették az exoszómákat 

(amelyeket a DilC18(3) lipidfesték pirosra jelölt). 24 óra elteltével a képelemzés és a 

statisztikai értékelés 91%-os internalizációs hajlamot mutatott, vagyis az MSC-k túlnyomó 

többsége felvette az exoszómákat (13a, b ábra). Ebből arra következtethetünk, hogy a 

későbbiekben kimutatott funkcionális változások az exoszómák által indukált 

sejtpopulációnak, nem pedig az egyedi sejtszintű hatásoknak tudhatók be. 
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13. ábra. Az internalizált melanóma exoszómák a recipiens MSC-k rosszindulatú 

átalakulását indukálják. 

(a) MSC-k exoszóma-felvétele fluoreszcens képeken. A zöld lipidfestékkel (DiO) jelölt sejteket 

24 órán át piros lipidfestékkel (Dil) jelölt exoszómákkal kezeltük, majd 4%-os PFA oldattal 

fixáltuk. A kontroll sejteken az eljárást megismételtük exoszómák hozzáadása nélkül. A képek 

egy nagy áteresztőképességő Operetta mikroszkóppal (PerkinElmer) készültek. Az alsó két 

kép esetén a sejtmagokat DAPI-val festettük. Az exoszómákat egy erre a célra készült A-trous 

wavelet transzformációval azonosítottuk és sárga színnel emeltük ki. (b) Az exoszóma-felvétel 

kvantitatív analízise. A diagram a sejtenként detektált exoszómák számát mutatja (Y tengely) 

az összes vizsgált sejtben (X tengely) 3 exoszóma-kezelt (24 h) és 3 kontroll kultúrában (Ctrl). 

c) Exoszómával kezelt MSC kultúrák sejtproliferációs vizsgálata. A sejtek egy részét 

exoszómával kezeltük, és 72 órával a kezelést követően a sejtszám szignifikánsan 

megnövekedett a kezeletlen sejtkultúrákhoz képest. Az eredményeket átlag ± SD (n = 3) 

formájában adjuk meg. (d) Az exoszómával kezelt MSC sejtek apoptózis-elemzése áramlási 

citometriával. Mind a TNF-α által indukált teljes sejthalál (Σ), mind a nekrózis szignifikánsan 

alacsonyabb volt (p = 0,03, illetve p = 0,02) az exoszómával előkezelt sejttenyészetekben a 
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megfelelő kontroll sejtekhez képest. Az eredményeket átlag + SD (n = 3) formájában 

ábrázoltuk. (e) Mlana és Mitf qRT-PCR vizsgálata a 24 óránként exoszómákkal kezelt MSC 

kultúrákban, a kezeléseket a grafikonon nyilak jelezik. Mindkét mRNS expressziója növekedett 

exoszóma kezelés után, de eltérő kinetikával. (f) A MLANA fluoreszcens immunocitokémiája 

exoszómával kezelt MSC kultúrákban, Alexa Fluor 555 konjugált antitestet alkalmazva 

(vörös). A sejtek α-tubulin hálózatát Alexa Fluor 488 konjugált antitest (zöld) jelölte, és a 

sejtmagokat DAPI-val (kék) festettük. 

Ezután meghatároztuk, hogy az internalizált exoszómák képesek-e kiváltani az MSC-k 

melanómaszerű, tumoros irányba mutató átalakulását. Két komplementer sejtszámláló 

módszer alkalmazásával is azt találtuk, hogy az MSC-k proliferációs rátája szignifikánsan 

felgyorsult 72 órával az exoszóma expozíció után (13c ábra). Áramlási citometriával azt is 

kimutattuk, hogy az exoszómával kezelt MSC-k részleges ellenállást mutattak a 100 ng/ml 

TNF-α sejthalált kiváltó hatásaival szemben, mivel ezekben a tenyészetekben az elhalt sejtek 

aránya szignifikánsan csökkent. (13d ábra). 

Mivel az exoszómákat melanóma sejtekből izoláltuk, kíváncsiak voltunk arra, vajon a fenti 

változások (melyek mind az exoszóma expozíciónak kitett sejtek rosszindulatú átalakulása 

mellett szólnak) eredményezték-e a melanóma-specifikus jellemzők de novo megjelenését a 

transzformált MSC-kben. A kérdés megválaszolásához olyan melanóma-specifikus markerek 

expresszióját vizsgáltuk, mint a MLANA és a MITF. Az adott fehérjék mRNS-ére specifikus 

qRT-PCR elvégzése után azt találtuk, hogy mindkét marker transzkriptumainak szintje 

jelentősen megemelkedett az MSC-kben az exoszóma kezelés hatására (13e ábra), bár a két 

molekula emelkedési kinetikája kissé eltérő volt. Ezen túlmenően, az mRNS adatokkal 

összhangban, az immunfluoreszcens jelölés azt mutatta, hogy az exoszóma expozíció 

jelentősen növelte a MLANA expresszióját fehérje szinten is (13f ábra). 

Ezt követően felmértük, hogy az MSC-k rosszindulatú transzformációját kiváltó exoszómák 

fenti hatásait kíséri-e a célsejtek molekuláris szinten lezajló, onkogén átprogramozása. A naiv 

MSC-ket standardizált térfogatú exoszómáknak tettük ki különböző időintervallumokban 

(a variancia csökkentése érdekében, több független in vitro kísérletből gyűjtöttünk egyesített 

mintákat). Ezután a mintákat qRT-PCR elemzésnek vetettük alá egy saját tervezésű, 

40 onkogénből és tumorszuppresszor génből álló panel segítségével, amelyekről korábban azt 

feltételezték, hogy szerepet játszanak a melanóma progressziójában (5. táblázat). 
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5. táblázat. Saját tervezésű qRT-PCR panel: onkogén fehérjéket kódoló, vizsgált mRNS-ek 

listája  

Gén Fehérje Funkció 

Alcam ALCAM (CD166) 

aktivált leukocita sejtadhéziós 

molekula 

fontos szerepet játszik a humán malignus melanóma 

progressziójában, valamint a lokoregionális és távoli 

metasztázisok kialakulásában 

Bmi1 BMI1 

B-sejt specifikus murine leukémia 

vírus 1-es integrációs hely 

invazív sajátságokat indukál melanómában, amely 

elősegíti az áttétképződést és a kemorezisztenciát 

Cd44 CD44 a CD44s kölcsönhatása a hialuronsavval kritikus 

szerepet tölt be a sejtek invazivitásában 

Eng  ENG  

endoglin (CD105) 

döntő szerepet játszik az angiogenezisben, fontos a 

daganat növekedéséhez, túléléséhez és áttétképzéséhez 

Flot2 FLOT2 

flotillin-2 
hozzájárul a melanóma progressziójához 

Itga2 ITGA2 

alfa-2 integrin 
a melanóma fokozott kockázatával társul 

Itga4 ITGA4 

alfa-4 integrin 

az α4β1 integrin fontos szerepet játszik a melanóma 

metasztázisában 

Itga6 ITGA6 

alfa-6 integrin 

az α6β1 integrin laminin receptorként expressziós 

összefüggést mutat egy erősen metasztatikus melanóma 

sejtvonal invazivitási képességével 

Itgb1 ITGB1 

béta-1 integrin (CD29) 

az α4β1 integrin fontos szerepet játszik a malignus 

melanóma metasztázisában 

Kit  KIT (CD117) 

hízósejt/őssejt növekedési faktor 

receptor  

a c-Kit jelátvitel aktiválja a MAPK és PI3K jelátviteli 

kaszkádokat 

Muc1 MUC1  

sejtfelszín-asszociált mucin-1  

elősegíti a melanóma migrációját az AKT jelátviteli 

útvonalon keresztül 

Pecam1  PECAM1 (CD31) 

vérlemezke - endotélsejt adhéziós 

molekula 

szerteágazó szerepe lehet a melanóma kialakulásával, 

nyugalmi állapotával, migrációjával/invaziójával és 

angiogenezisével kapcsolatos folyamatokban 

Prom1  Prominin-1 (CD133) melanóma-őssejt marker 

Thy-1  Thy-1 membrán glikoprotein 

(CD90) 

sejtadhéziós molekula, a melanóma sejtek az 

endotélsejteken lévő Thy-1-et használják az 

áttétképzéshez 

Cdc42 CDC42 

sejtosztódást szabályozó fehérje, 

42-es homológ 

létfontosságú az endomembránokból kiinduló 

transzformáló Ras jelhez 

Tiam1 TIAM1 

T-sejt limfóma invázió és 

metasztázis induktor fehérje 1 

döntő szerepet játszik az aktin citoszkeleton, a 

sejtmigráció, a sejtciklus, a géntranszkripció és a 

sejtadhézió szabályozásában 

Bcl2 BCL-2 

B-sejtes limfóma 2 

kulcsszerepet játszik a migrációs és invazív 

fenotípushoz kapcsolódó molekulák szabályozásában; 

ezáltal, a hipoxiával együttműködve, hozzájárul a 

tumor progressziójához 

Casp9 CASP9 

kaszpáz-9 
kapcsolódik a mitokondriális halál útvonalhoz 

Casp8 CASP8 

kaszpáz -8 

központi szerepet játszik a sejtek apoptózisának 

végrehajtási fázisában 

Cdk4 CDK4 

ciklin-dependens kináz 4 

elősegíti a sejtciklus progresszióját és gátolja mind a 

sejtek öregedését, mind az apoptózist 
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Gén Fehérje Funkció 

Elk1 ELK1  

ETS domén-tartalmú fehérje  
az ETS onkogén család tagja, transzkripciós aktivátor 

Ets1 ETS1 

E26 transzformáció-specifikus 1 

szükséges a migrációhoz az aktív RAS/ERK jelátviteli 

útvonallal rendelkező sejtvonalakban 

Hgf HGF 

hepatocita növekedési faktor 

aktiválhatja a MAP-kináz útvonalat, amely a c-MET 

proto-onkogénen keresztül általában felülszabályozott 

melanómában 

Jak2 JAK2  

Janus kináz 2 

aktivátorként működik a STAT transzkripciós 

útvonalban, amely központi szerepet tölt be a melanóma 

sejtbiológiájában 

Met MET 

hepatocita növekedési faktor 

receptor 

számos biológiai válaszreakciót indukál, amelyek 

együttese invazív növekedési programot eredményez 

Myb MYB  

transzkripciós activátor Myb 

transzkripciós faktor, amely többek között a Kit, Bcl2, 

Ets-2 és N-Ras transzkripcióját szabályozza 

Nras NRAS  

neuroblasztóma RAS virális 

onkogén homológ 

számos intracelluláris jelátviteli útvonalat stimulál, 

többek közt a Raf/MEK/ERK mitogén aktivált protein 

kináz (MAPK) útvonalat, vagy a PI3K/AKT útvonalat 

Stat3 STAT3 

jelátalakító és transzkripció 

aktivátor 3 

elősegíti számos olyan gén átírását, amelyek részt 

vesznek a melanóma metasztázisban 

Kitl KIT-ligand 

őssejt faktor (CD117) 

c-KIT receptorhoz kötődő citokin, amely fontos szerepet 

játszik a melanogenezisben 

Rb1 RB1 

retinoblasztóma 1 fehérje 

egy tumorszuppresszor fehérje, amely számos rákos 

megbetegedésben diszfunkcionális 

Pik3ca PI3K  

foszfatidil-inozitol-3-kináz 

a PI3K/AKT útvonal kulcsszerepet játszik a tumor 

kialakulásában, növekedésében és az áttétképződésben 

melanóma esetén 

Raf1 RAF1  

protoonkogén szerin/treonin-

protein kináz 

az ERK MAP-kináz jelátviteli kaszkád egyik 

kulcsfontosságú szabályozója 

Mtor mTOR 

szerin/treonin protein kináz 

a rapamicin mechanisztikus célpontja, egy szerin/treonin 

protein kináz, amely szabályozza a sejtnövekedést, a 

sejtproliferációt, a sejtmozgást és a sejtek túlélését 

Akt1 AKT 

protein kináz B 

kulcsszerepet játszik számos sejtes folyamatban, például 

a glükóz-anyagcserében, az apoptózisban, a 

proliferációban, a transzkripcióban és a migrációban 

Map2k1  MEK1 

mitogén-aktivált protein kináz 

kináz 1 

a MAP-kináz jelátviteli útvonal kulcsfontosságú 

komponense, számos sejtszintű folyamatban részt vesz, 

például a proliferációban, a differenciálódásban, vagy a 

transzkripció szabályozásában 

Map2k2 MEK2 

mitogén-aktivált protein kináz 

kináz 2 

kritikus szerepet játszik a mitogén növekedési faktor 

jelátvitelben, foszforilálja és ezáltal aktiválja a 

MAPK1/ERK2-t és a MAPK2/ERK3-at 

Mapk3 ERK1 

extracelluláris szignál-

szabályozott kináz 1 

a Ras-Erk1/2 kulcsfontosságú szabályozó útvonal a 

melanóma sejtek proliferációjában 

Mapk1 ERK2  

mitogén-aktivált protein kináz 1 

a Ras-Erk1/2 kulcsfontosságú szabályozó útvonal a 

melanóma sejtek proliferációjában 

Rac1 RAC1  

Ras-függő C3 botulinum toxin 

szubsztrát 1 

több jelátviteli útvonalban is szerepet játszik, ami a sejtek 

adhéziójához, migrációjához, proliferációjához és 

transzformációjához vezet 
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Amint az a 14a ábrán látható, a melanóma exoszómáknak kitett MSC-k génexpressziós 

mintázata egyértelmű onkogén dominanciát mutatott (a kontroll, exoszómális expozíciónak 

ki nem tett sejtekhez képest). Ezt az összes vizsgált molekula átlagos relatív génexpressziós 

szintjének statisztikai elemzésével igazoltuk. Szignifikánsan magasabb értékeket kaptunk az 

exoszómával kezelt sejtek esetében a kontrollokhoz képest (p = 1,9 × 10-5, p = 0,031 és 

p = 2,3 × 10-8 a 6 órás, 24 órás és 72 órás időpontokban). 

 A melanóma exoszómák hatására az őssejtekben PD-1 expresszó indukálódik 

Ahogy fentebb említettük, Kleffel et al. kimutatta, hogy a PD-1-et túlzottan expresszáló 

melanóma sejt szubpopulációk meglehetősen érdekes módon, figyelemreméltóan 

megnövekedett invazivitással és agresszív növekedési tulajdonságokkal bírnak (Kleffel et al., 

2015). A szerzők azonban nem határozták meg azokat a faktorokat, amelyek a túlzott PD-1 

expressziót indukálták. Mivel a fenti megállapítás erősen arra utalt, hogy a melanóma 

exoszómák „MSC átnevelési” képessége daganatos habitust vált ki, a következő lépésben a 

PD-1 expresszióját vizsgáltuk az MSC tenyészetekben. 

Ahogy az várható volt, a kontroll, nem kezelt MSC-kben csak jelentéktelen PD-1 expressziót 

tudtunk azonosítani (mRNS és fehérje szinten is). Ezzel szemben qPCR-rel a PD-1 

expressziójának markáns, szignifikáns és időfüggő emelkedését észleltük exoszóma kezelés 

hatására (14b ábra). A PD-1 drámai felülszabályozódását Western blot-tal és 

immuncitokémiai elemzéssel igazoltuk (14c és d ábra), és szuperrezolúciós mikroszkópiával 

egy-molekula szinten is kimutattuk az exoszómával kezelt MSC-kben (14e ábra). 

Fontos, hogy mivel a proteomikai elemzés nem azonosította a PD-1 jelenlétét az 

exoszómákban, ezek az adatok arra utalnak, hogy az exoszómának kitett MSC-k magas PD-1 

fehérjetartalma de novo indukció eredménye, és nem exoszóma által közvetített horizontális 

molekula transzferé. Eredményeink tehát arra utalnak, hogy a sejtek melanóma exoszóma 

által közvetített „átnevelése” egy új MSC populációt eredményezett, amelyet a továbbiakban 

MSCPD-1+ néven azonosítunk. 
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14. ábra. Az exoszómák által átnevelt MSC-k onkogén dominanciát és PD-1 expressziót 

mutatnak. 

(a) 40-féle, daganatos transzformációval kapcsolatos gén qRT-PCR elemzése exoszómának 

kitett MSC-kben egy saját tervezésű panel segítségével. A grafikon az egyes gének relatív 

expressziós értékeit mutatja 6, 24 és 72 órás exoszóma expozíció után. A megváltozott 

génexpressziós mintázat trendvonala (vastag fekete vonallal jelezve) idővel növekvő 

tendenciát mutat (átlag ± SD). (b) A PD-1 qRT-PCR elemzése MSC-kben 2 és 24 órás 

exoszóma expozíció után. A grafikon az átlagot + SEM-et ábrázolja (n = 3). (c) A PD-1 

fehérje expressziójának reprezentatív immunoblotja a kontroll és az exoszómának kitett 

MSC-kben 24 órás exoszóma kezelés után. (d, e) A PD-1 fluoreszcens immuncitokémiája 

24 órás exoszómával indukált MSC tenyészetekben, PD-1 elleni primer patkány antitest és 

patkány IgG elleni másodlagos Alexa Fluor 647 konjugált antitest (piros) felhasználásával. 

A sejtmagok DAPI-val jelöltek. (d) A sejtek α-tubulin hálózatát közvetlenül egy Alexa Fluor 

488 konjugált antitesttel jelöltük (zöld). A képeket konfokális mikroszkóppal készítettük. (e) A 

képeket STORM szuperrezolúciós mikroszkóppal készítettük. A PD-1 STORM 

szuperfelbontású képalkotása azt mutatta, hogy a PD-1 leginkább a sejtmag körül 

lokalizálódott. 
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 A B16F1 exoszómák in vivo tumorigenezise 

Miután a 3.3.2-3.3.3 pontokban bemutatott eredmények alapján bizonyítottnak láttuk az 

exoszómák in vitro tumorigén indukciós potenciálját tenyésztett MSC-ken, feltételeztük, 

hogy ez a jelenség in vivo is azonosítható. Ennek a feltevésnek a vizsgálatára a jól ismert, 

laboratóriumainkban rutinszerűen használt állatmodellt (Buzás et al., 2016) alkalmaztuk, 

amelyben egerekben, elsősorban a tüdőben kialakuló daganatokat hozunk létre egér B16F1 

melanóma sejtek farokvénába történő beadásával. Kísérleteinkben a mikrometasztázisok 

kialakulását követően, a daganatos egerek kontrollként fiziológiás puffert, ugyanazon B16F1 

melanóma sejtekből izolált exoszómákat, vagy exoszómával indukált MSCPD-1+ sejteket 

kaptak. A kísérleti elrendezés az „Anyagok és módszerek” fejezetben a 34. ábrán kerül 

bemutatásra. 

A kísérleti állatokban tapasztaltak alapján, az exoszómával érintett csoportokban (azaz 

exoszóma-, vagy MSCPD-1+-oltott állatokban) jelentősen megnövekedett a tüdőszövet 

daganattal borított méretének az aránya (a növekedés szignifikánsnak bizonyult az MSCPD-1+ 

csoportban) (15a ábra). Továbbá mindkét exoszómával érintett csoportban a távoli 

metasztázisok száma is szignifikánsan megemelkedett a kontrollhoz képest (15b ábra). Amint 

azt korábbi vizsgálataink során is láthattuk (Buzás et al., 2016), ezek a metasztázisok 

többnyire a kontroll tumoros állatok petefészkeiben és veséiben (és nagyon ritkán a 

nyirokcsomókban) lokalizálódnak. Ezen helyek mellett azonban az exoszómák jelenléte 

gyakori metasztázisokat eredményezett a nyirokcsomókban és megjelentek az áttétek a 

májban is. Érdekes módon az MSCPD-1+-kezelt egerekben, FISH segítségével, exoszómával 

transzformált MSC-ket lehetett azonosítani a paraortikus nyirokcsomókban (15c ábra), amely 

igazolja az MSCPD-1+ sejtek sikeres in vivo adherenciáját. 

A különböző csoportok tüdőszöveteit 14 nappal az exoszómák vagy MSCPD-1+ sejtek 

injektálása után mélyreható expressziós profilozásnak vetettük alá. qRT-PCR analízist 

végeztünk egy saját tervezésű, 40 génből álló panel segítségével; a háztartási gének mellett 

vizsgáltuk: 

• proto-onkogének expresszióját, 

• a rosszindulatú transzformációban feltehetően részt vevő gének expresszióját, 

• a melanóma kialakulásában és progressziójában szerepet játszó gének expresszióját. 

A génexpressziós mintázatok hierarchikus klaszteranalízise egyértelműen robusztus 

proto-onkogén dominancia jelenlétét mutatta ki az exoszómával érintett csoportok 
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tüdőmintáiban a kontroll szövetekkel összehasonlítva. Kísérleteink eredményeként 23 és 26 

gén jelentős de novo indukcióját azonosítottuk: Alcam1, Eng, Flot2, Itga4, Itga6, Kit, Pecam1, 

Prom1, Thy, Cdc42, Tiam1, Bcl2, Bax, Casp9, Casp8, Ets1, Hgf, Jak2, Met, Myb, Map2k1, 

Map2k2, Mapk1 mindkét csoportban és Elk1, Rb1, Itga2 az exoszóma csoportban. További 

hat, illetve három gént azonosítottunk legalább 10-szeres növekedéssel (Cd44, Itgb1, Muc1, 

Pik3ca, Akt1, Rac1 az exoszóma csoportban és Cd44, Itgb1, Rac1 az MSCPD-1+ csoportban). 

Ezenkívül hat, illetve nyolc gén legalább kétszeres mRNS-szint emelkedést mutatott (Bmi1, 

Cdk4, Stat3, Kitl, Raf1, Mtor az exoszóma csoportban és Bmi1, Muc1, Cdk4, Stat3, Kitl, 

Pik3ca, Mtor, Akt1 az MSCPD-1+ csoportban). A 15d ábra az exoszóma expozíció által 

kiváltott, túlexpresszált gének indikatív adatainak hőtérképét mutatja be. 

A továbbiakban kimutattuk, hogy a fenti gének mellett a PD-1 expressziója is szignifikánsan 

megnövekedett mindkét exoszómával érintett csoportban (15e ábra). Ugyanakkor bár a PD-1 

mRNS-transzkriptum szintje közel kétszeres volt az MSCPD-1+ tüdőszövetekben a csak-

exoszómás csoport mintáihoz képest, a különbség nem volt szignifikáns, valószínűleg az 

állatok közötti variabilitás okozta nagy SD miatt. 

Összeállítottunk egy Venn-diagramot (15f ábra), hogy bemutassuk az összes lehetséges 

logikai kapcsolatot a 15d ábrán bemutatott különféle génexpressziós mintázatok között. 

Fontos, hogy a klaszteranalízis szerint egyetlen gént sem tudtunk azonosítani, amely 

hiányozna az exoszómákkal érintett csoportokból a kontroll tumoros egerekhez képest. Más 

szóval, míg ezek az exoszómával érintett csoportok csak rájuk jellemző génexpressziós 

profilokat mutattak, a kontroll csoportban ilyen egyedi profilt nem lehetett kimutatni. 

Pontosítva az eredményeket, a következő génexpressziós mintákat határoztuk meg: 

• három gén (Elk1, Rb1, Igta2) kizárólag az exoszómával kezelt csoportban 

indukálódott; 

• huszonhárom gén (Prom1, Tiam1, Bcl2, Bax, Casp9, Hgf, Jak2, Met, Mapk2k2, 

Alcam1, Eng, Flot2, Itga4, Itga6, Kit, Pecam1, Thy, Cdc42, Casp8, Ets1, Myb, 

Map2k1, A Mapk1) mind az exoszómával, mind az MSCPD-1+ sejtekkel kezelt 

csoportban felfelé szabályozódott; 

• tizennégy gén (Bmi1, Cd44, Itgb1, Muc1, Cdk4, Nras, Sat3, Kitl, Raf1, Mtor, Akt1, 

Mapk3, Pik3ca, Rac1) mindhárom csoportban felülszabályozottnak bizonyult 

(15f ábra). 
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Végül meg kell jegyezni, hogy az exoszómákkal érintett csoportokban látható drámai 

génexpressziós változások kizárólag az exoszómák jelenlétének tulajdoníthatók, mivel olyan 

gén nincs a Venn diagramon, ami csak az „MSCPD-1+ klaszterhez tartozna (15f ábra). 

15. ábra. A melanóma exoszómák in vivo elősegítik a tumor progresszióját és a 

metasztázisok képződését. 

(a) A tüdő daganatos lefedettsége a 15. napon a különböző állatcsoportokban. A grafikon az 

átlagot + SD-t ábrázolja (n = 3). (b) Távoli metasztázisok száma a 25. napon. Egy pont 

minden csoportban egy állatot jelöl, a piros vonalak a metasztázisok egy állatra vonatkozó 

átlagos számát mutatják. (c) Paraortikus nyirokcsomó-metasztázisok FISH-analízise, amely 

exoszómával indukált MSC jelenlétét mutatta ki. A hím egér eredetű MSC Y-kromoszómáját 

(piros pont) egy nőstény egér metasztázisában mutattuk ki. (d) A génexpressziós mintázat 

hőtérképe és klaszteranalízise (profilalkotás), amelyek protoonkogén dominanciát mutatnak 

exoszóma vagy MSCPD-1+ csoportokban. A génexpressziós adatokban a kiválasztott csoportok 
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között bekövetkezett többszörös változáson alapuló, robusztus hierarchikus klaszterezés több 

felső osztályra osztja a kezelt csoportokat. Az exoszóma- vagy MSCPD-1+- kezelt csoportokat 

összehasonlítottuk a kezeletlen kontrollokkal. Az exoszóma és az MSCPD-1+ kezelések szorosan 

összefüggtek egymással. (e) A PD-1 qPCR elemzése a tüdőmintákban TaqMan próbákkal 

(n = 3). (f) A Venn-diagram a génexpressziós profilalkotás alapján a különböző 

állatcsoportokban mért expressziós mintázatok átfedését mutatja. 

 Melanóma exoszómák promotálják a tumorigén és a sejtek túlélését támogató 

szignálútvonalakat 

A 16. ábra azon szignálútvonalak potenciális kölcsönhatásait mutatja, amelyek az in vivo 

kísérletekben overexpresszált molekulák (piros szimbólumok) kifejeződésén alapulnak. 

Három olyan fő jelátviteli útvonal elemeinek overexpresszióját mutattuk ki, amelyek részt 

vesznek a tumor progressziójában és a metasztázis képződésében (Flaherty et al., 2012). Az 

IPA útvonaltervezőjének (’Path Designer – Grow’ funkció) segítségével interakciós térképet 

hoztunk létre, amely a felülexpresszált gének (piros szimbólumok) által kódolt fehérjéket 

(vagy kialakult komplexeiket), valamint az exoszómális miRNS-eket és fehérjéket (szürke 

dobozok) tartalmazza. Ezekről korábban kimutatták, hogy szabályozzák vagy befolyásolják 

a megjelölt jelátviteli molekulákat. 

Ezen eredmények bemutatására és a lehetséges kiváltó exoszómális tényezők feltárására ismét 

IPA-t végeztünk. Az elemzés lehetővé tette a mögöttes molekuláris folyamatok és útvonalak 

további finomítását, amelyek részt vesznek ennek a génexpressziós profilnak az összesített 

hatásában. A korábban leírt, 40 génből álló qPCR panel a sejtmozgással és -migrációval, a 

sejtek túlélésével és a kötőszövet fejlődésével és működésével kapcsolatos génekben 

gazdagodott. További érintett folyamatok közé tartozott a tumorsejtek növekedése és 

proliferációja, valamint a PD-1:PD-1L kölcsönhatás (és annak következményei). A PD-1 és 

mTOR útvonalra összpontosítva olyan hálózat építhető ki az IPA ’Path Designer – Path 

Explorer’ segítségével az overexpresszált génekből és komplexeikből, amelyekről ismert, 

hogy kapcsolatban állnak a tumor progressziójával. 

Ezután megvizsgáltuk a fehérjék és a miRNS-ek oldaláról is a tumoros exoszómák által 

generált folyamatokat. Létrehoztunk egy olyan könyvtárat, amely tartalmazza az LC-MS/MS 

által kimutatott exoszómális fehérjéket és a SOLiD szekvenálással azonosított, exoszómális 

miRNS-eket. Az IPA ’Path Designer – Grow’ eszköze jelentős kölcsönhatásokat tárt fel az 

exoszómák által kiváltott expressziós hálózat és a vezikulák molekuláris tartalma között. 

Az így létrejövő hálózat direkt és közvetett interakciókat is mutat, viszont kizárólag 

kísérletileg igazolt kapcsolatokat tartalmaz. Ez a hálózat azt bizonyítja, hogy 61 exoszómális 
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molekula befolyásolhatja a tumor progresszióját olyan kulcsfontosságú összetevők által 

szabályozott útvonalakon keresztül, mint a MET, Ras, RAF1, Mek, ERK1/2, MITF, BCL2, 

PI3K, Akt, mTOR, PD-1, KIT, JAK STAT3 vagy ETS1 (16. ábra). 

Összességében ezek az eredmények azt mutatják, hogy az exoszómák és az MSC-k közötti 

kölcsönhatások tumorszerű fenotípust indukálnak, amely eredményeket igazolja az in vitro 

megfigyelt naiv MSC-k PD-1 overexpressziója és az in vivo bekövetkező gyors 

tumorprogresszió. 

16. ábra. Az in vivo overexpresszált gének integrált asszociatív hálózata, kiegészítve a 

kölcsönhatásban lévő exoszómális faktorokkal. 

Az overexpresszált gének (piros szimbólumok) hálózatát irodalmi adatok alapján 

szerkesztettük meg. A molekulák közötti kapcsolatokat az IPA adatbázis támasztotta alá. 

A hálózat vizualizálása az IPA ’Path Designer – Path Explorer’ eszközeivel történt. Az 

exoszómális fehérjéket és a miRNS-eket (szürke dobozok) az IPA ’Path Designer – Grow’ 
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funkciójának segítségével kapcsoltuk össze a hálózat elemeivel úgy, hogy az IPA 

adatbázisából kizárólag a kísérleti adatokkal alátámasztott folyamatokat emeltük ki, 

hipotetikus predikciókat nem alkalmaztunk. A kísérleti adataink alapján szerkeszett hálózat 

bemutatja azokat a szignálmolekulákat, amelyek a bizonyítottan jelen lévő exoszómális 

komponensekkel aktiválva elősegíthetik a tumorsejtek túlélését, migrációját, növekedését és 

metasztázisát. 

A melanóma exoszómák daganatos mikrokörnyezetben tanulmányozott viselkedése a 

vizsgálatainknak egyik, leginkább funkcionalitáson alapuló tanulmányozását ölelte fel. 

Azonban ezeknek a meglehetősen stabil, komplex információs egységeknek a rendkívül 

hatékony információtranszfere felveti a kérdést, vajon valamilyen módon befolyásolható-e az 

EV-kbe csomagolt molekulák összetétele, aránya és hogy ez a megváltozott kompozíció 

nyomon követhető-e a recipiens sejtek működésében. Mivel az alkalmazott modellek döntő 

többsége tumor eredetű, így a vezikulatartalom befolyásolása különböző daganatellenes 

terápiák alkalmazásával valósult meg. Modelljeinkben nazofaringeális karcinóma és 

melanóma sejteket vettünk górcső alá. A doxorubicin, mint klasszikus kemoterápiás szer, a 

fényindukált Ag-TiO2 eredetű szabadgyökök és az alkalmazott hőstressz biztosította a 

környezet paramétereinek megváltozását. 

3.4  Nazofaringeális karcinóma (NPC) eredetű sEV-k vizsgálata 

A kezeletlen 5-8F sejtvonal eredetű sEV-ket differenciálszűrés és ultracentrifugálás 

segítségével izoláltuk, és AFM-mel analizáltuk. Az 5-8F sejtkultúrákat 0,6 µM doxorubicin 

(Doxo) és 2,5 µg/ml fényindukált Ag-TiO2 (Ag-TiO2) kezelések segítségével, citosztatikus és 

oxidatív stressznek vetettük alá. Kontrollként (Ctrl) kezeletlen kultúrákat használtunk. 72 óra 

elteltével a stresszelt szövetkultúrák felülúszóiból szeparáltuk az sEV-ket, melyeket 

nanorészecske-követő analízis (NTA) segítségével kvantifikáltunk. A miRNS-készletüket 

SOLiD szekvenálás segítségével határoztuk meg. A kapott miRNS-adatokat in silico 

elemeztük az IPA szoftver használatával, hogy prediktáljuk az sEV-csoportok 

funkcionalitásbeli eltéréseit. 

 Különböző mikrokörnyezeti stresszorok mellett termelt NPC eredetű sEV-k leíró 

jellemzése 

Miután az AFM vizsgálatok igazolták a vezikulák exoszómális alakját és méretét (17a ábra), 

az sEV-számokat a különböző csoportokban NTA analízis segítségével hasonlítottuk össze. 

A kontroll kultúrákhoz képest szignifikánsan megnövekedett az 5-8F sejtek sEV-termelése 

citosztatikus (p = 0,0146) és oxidatív stressz (p = 0,0006) hatására (17b ábra).  
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17. ábra. Az 5-8F eredetű sEV-k jellemzése. 

(a) Intakt sEV-k nagy felbontású AFM képe. (b) Az NTA módszerrel meghatározott 

csoportonkénti vezikulaszámok (n = 4); az oszlopok átlag + SD értékeket ábrázolnak; 

* p < 0,05; *** p < 0,001. (c) A három sEV-csoport miRNomjának összehasonlítása. 

A miRNS-diverzitás szintén jelentősen növekedett mindkét stressztípus esetén. Összesen 

283 miRNS-t azonosítottunk, melyek 26,15%-a (283-ból 74) mindhárom sEV-csoportban 

előfordult, míg 31,80%-a (283-ból 90) volt detektálható mindkét stressz esetén (de a Ctrl sEV-

csoportban nem), és 38,87%-a (283-ból 110) kizárólag csak az Ag-TiO2 sEV-kben volt 

fellelhető (17c ábra). Olyan miRNS-ek, amelyek Ctrl és Doxo sEV-specifikusak lettek volna, 

nem találtunk. Mivel citosztatikus stressz esetén 2,22-szer, oxidatív stressz esetén pedig 

3,82-szer többféle miRNS-t tudtunk azonosítani, ezért megalapozott az a kijelentésünk, mely 

szerint az alkalmazott környezeti nyomások hatására a miRNS diverzitás drámaian növekszik, 

feltehetően a hatékonyabb túlélési stratégiák kialakulása érdekében.   

 Az sEV-csoportok funkcionális különbségeinek in silico analízise 

A molekulák széles választékát tartalmazó exoszómális jelszállítmány a recipiens sejtekben, 

komplex információs csomagként, számos biológiai folyamatban részt vehet. 

Az elkövetkezőkben bemutatott vizsgálatokban ezen biológiai folyamatok azonosításával 

próbálkoztunk. Azért, hogy a miRNS analízisből származó eredményeinket biológiai 

kontextusba helyezhessük, az IPA használatával bioinformatikai analízist végeztünk. 

A ‘Comparison analysis’ során számos NPC-vel kapcsolatos ‘Biofunction’-t azonosítottuk, 

melyekre valamely sEV-csoport szignifikáns hatást gyakorolhat (p ≤ 0,00001). Ezen 

analízisek szerint az sEV-k nemcsak intracelluláris és celluláris, hanem szisztémás és 

immunológiai folyamatokban is részt vehetnek. 

Az IPA ‘Grow’ eszköze lehetővé tette egy válogatott ‘Biofunction’ lista és a vezikuláris 

molekulák közti kölcsönhatások azonosítását. Majd az IPA ‘MAP’ funkciójával prediktálni 

tudtuk, hogy a különböző sEV-csoportok összességében milyen szabályozó hatást (aktivációt, 
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vagy gátlást) fejthetnek ki a vizsgált ’Biofunction’-re, ahol számos különbség mutatkozott az 

sEV-csoportok közt. Mindez azt mutatja meg, mennyire fontosak a mikrokörnyezeti 

kondíciók, amelyek között az sEV-k képződnek. 

Általánosságban a Ctrl sEV-k tumortámogató hatásokat mutattak: az IPA predikciók szerint 

aktiválhatják a tumorsejtek epiteliális-mezenchimális tranzícióját, proliferációját, 

életképességét és migrációját, miközben gátolhatják a tumorsejtek szeneszcenciáját és 

apoptózisát. Ezzel szemben a Doxo és Ag-TiO2 sEV-k tumortámogató hatása gyengébb volt, 

vagy akár ellenkező előjelűvé vált a vizsgált ’Biofunction’ lista esetében. Például, az IPA az 

életképességre Doxo sEV-k esetén alacsonyabb konfidenciájú aktiváló hatást, Ag-TiO2 sEV-k 

esetén pedig gátlást jósolt. A migráció szabályzása mindkét sEV-hatására gátlóra változott. 

Ez arra utal, hogy bizonyos stresszhatásokra termelt NPC sEV-k miRNomja elveszítheti 

tumortámogató sajátságait. 

3.5  A melanóma eredetű sEV-k vizsgálata 

A mikrokörnyezeti hatásokat boncolgató kutatásunk következő fejezetében stresszindukált 

B16F1 melanóma sejtek sEV-mediálta intercelluláris kommunikációját vizsgáltuk. 

Az izolált B16F1 sEV-k exoszómális markereinek igazolását követően a vezikulák 

citosztatikus, hő-, és oxidatív stressz indukálta változásait vizsgáltuk. A melanóma sejteket öt 

különböző módon kezeltük: a kontroll (Ctrl) kultúrák pusztán tápfolydékot kaptak, a 

citosztatikus stresszt (Doxo) 0,6 µM doxorubicinnel váltottuk ki, a hőstresszelt kultúrákat 

(Hs) 3× 2 h-ra 42 °C-os inkubátorba helyeztük, az oxidatív stresszt (Ag-TiO2) 2,5 µg/ml 

fényindukált Ag-TiO2-kezeléssel idéztük elő. Utóbbi kontrolljaként megvilágított 

médiummal kezelt kultúrákat (Ag Ctrl) használtunk. Az öt sejtkultúra-csoport sEV-

izolátumait NTA, SOLiD szekvenálás és LC-MS/MS módszerekkel tanulmányoztuk, a 

kibocsájtott vezikulák számának, miRNomjának ás proteomjának jellemzése céljából.  

Funkcionális különbségeiket elsőként az IPA segítségével a kapott miRNS- és fehérjeadatok 

alapján in silico prediktáltuk, majd in vitro kísérletekben igazoltuk a recipiens sejtek 

tumorhoz köthető sejtfunkcióinak, úgymint Ki-67-expressziójának, sejtciklus-dinamikájának, 

migrációs kapacitásának és mikroszövet-képzésének vizsgálatával (18. ábra). 
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18. ábra. Melanóma sEV-k vizsgálatának kísérleti elrendezése. 

Jelmagyarázat: n.ctrl: negatív kontroll, x5 sEVs: 5-féle sEV-kezelés. 
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 A különböző mikrokörnyezeti stresszorok nyomása alatt kibocsájtott melanóma 

sEV-k leíró jellemzése 

3.5.1.1 Szuboptimális körülmények mellett a melnómasejtek vezikulakibocsájtásának mértéke 

megnő 

A B16F1 sejtek mindhárom stresszhatás (Doxo, Hs és Ag-TiO2) esetén, 24 órával a 

kezeléseket követően, a SEM képek alapján látványos morfológiai változásokon mentek 

keresztül (19a ábra). 20.000×-es nagyításban a sejtfelszíni struktúrák, többek közt az 

exoszómális méretű vezikulák is láthatóvá váltak, melyek száma szintén magasabb volt, mint 

a Ctrl sejteken (pDoxo = 0,00297; pHs = 0,03928; pAg-TiO2 = n.s.; n = 5; 19a, b ábra). 

Az izolált vezikulák számát NTA segítségével határoztuk meg. Donorsejtjeink 

vezikulatermelése mindhárom stresszhatásra szignifikánsan megnövekedett a Ctrl sejtekhez 

képest (pDoxo = 0,00021; pHs = 0,03006; pAg-TiO2 = 0,02462; n = 3; 19c ábra). 

19. ábra. A mikrokörnyezeti stresszfaktorok morfológiai változásokat és megnövekedett 

sEV-termelést váltottak ki a melanóma sejteken. 

(a) A sejtek pásztázó elektronmikroszkópos képei. (b) A sejtfelszíni exoszómális méretű 

vezikulák száma az ImageJ értékelések alapján (n = 5). (c) A sejtenként termelt vezikulák 

száma az NTA mérések szerint (n = 3). A diagramok átlag + SD értékeket ábrázolnak; 

*p < 0,05; **p < 0,01; ***p < 0,001. 
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A vezikulák stresszorokra vonatkozó horizontális transzfere kapcsán fluoreszcens 

spektroszkópiát alkalmazva megmértük a Doxo sEV-k doxorubicintartalmát. 

Ez alacsonyabbnak bizonyult az egér melanóma sejteken mért medián letális dózisnál 

(LD50 = 100 ng/ml). Így az átvitt doxorubicin hatása elhanyagolható a recipiens sejtekben. 

Ugyanakkor az Ag-TiO2 nanopartikulumok sEV-kbe történő becsomagolódásának 

lehetőségét dinamikus fényszórás (DLS), kemilumineszcens detekció és transzmissziós 

elektronmikroszkópia segítségével kizártuk. 

3.5.1.2 A melanóma sEV-k molekuláris mintázata függ a donorsejtekre ható mikrokörnyezeti 

tényezőktől 

A vezikuláris információtartalom mikrokörnyezeti stressz indukálta változásainak jellemzése 

érdekében az sEV-csoportok miRNS- és fehérjetartalmát SOLiD szekvenálással és 

LC-MS/MS-sel analizáltuk. A detektált miRNS-ek 35,04%-a (254-ből 89) és az azonosított 

fehérjék 59,72%-a (216-ból 129) fordult elő minden sEV-csoportban (20. ábra). Azonban az 

öt sEV-csoport molekuláris mintázata igen eltérő volt, amely az sEV-mediált 

kommunikációban a vezikulatermelés körülményeinek kivételes jelentőségéről árulkodik. 

20. ábra. A melanóma sEV-k molekuláris mintázata stressztényezőnként eltérő volt. 

A Venn-diagramok az öt sEV-csoport (a) miRNomját és (b) proteomját mutatják be. 

3.5.1.3 Az sEV-csoportok funkcionális különbségeinek in silico analízise 

A melanóma sEV-csoportok által befolyásolt biológiai folyamatok azonosítása végett, 

miRNS- és fehérjeadatainkat bioinformatikai analízisnek vetettük alá. 
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Az IPA-ban végzett ‘Comparison analysis’ alapján, hasonlóan az NPC-n végzett 

kísérleteinkhez, számos, melanómához köthető ‘Biofunction’-t tudtunk azonosítani, melyekre 

az sEV-k szignifikáns hatást gyakorolhatnak (p ≤ 0,00001). Szintén találtunk intracelluláris 

funkciókat, mint a ‘Tumorsejtvonalak G1 fázisának megállítása’, sejtszintű folyamatokat, 

mint a ‘Melanóma sejtvonalak mozgása’, szisztémás folyamatokat, mint a ‘Sejtek 

metasztatizálása’ és immunológiai funkciókat is, mint a ‘Leukociták aktivációja’. 

3.5.1.4 A tumormátrix-sejtek melanóma sEV-k indukálta válaszainak vizsgálata in silico 

predikciókon alapuló in vitro kísérletekkel 

Az aktiváló és gátló hatások tekintetében, az IPA ‘Grow’ és ’MAP’ funkciói révén sok olyan 

‘Biofunction’-t találtunk, melyeken a különböző sEV-k szabályzó hatása eltérő lehet. Ezért, 

az in silico prediktált, sEV-indukálta válaszokat in vitro módszerekkel elemeztük. 

3.5.1.5 Az Ag-TiO2 sEV-k fokozzák az MSC-k proliferációját 

Az in silico analízisek a Ki-67-expresszió aktivációját prediktálták a Ctrl, Hs és Ag-TiO2 

sEV-k hatására, és az ‘Őssejtek proliferációjának’ aktivációját jelezték elő minden sEV-

csoport esetén. Eszerint a vezikulák felvételét követően a recipiens őssejtekben háromféle 

sEV fokozhatja a Ki-67-expressziót és mind az ötféle sEV sejtosztódást válthat ki (21. ábra). 

21. ábra. Az sEV molekulák Ki-67-expresszióra és ‘Őssejtek proliferációjára’ gyakorolt 

szabályozó hatásának IPA-predikciója. 

Az ábrákon minden szabályozó fehérjét feltűntettünk. A hozzájuk tartozó oszlopdiagramok a 

normalizált expressziós értékeiket mutatják minden sEV-csoportban. Az sEV-csoportok 

neveivel ellátott színes  és  szimbólumok a vezikulák prediktált szabályzó hatását jelzik a 

vizsgált molekulán, illetve ‘Biofunction’ esetén. 
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Az sEV-k Ki-67-szabályzására vonatkozó predikciók teszteléséhez MSC kultúrákat 

200 µg/ml sEV-, vagy negatív kontrollként (negatív Ctrl) Dulbecco-féle foszfát-pufferelt 

sóoldat (DPBS)-tartalmú médiummal kezeltünk. 24, illetve 72 óra elteltével a sejtek Ki-67-

expresszióját immuncitokémiával vizsgáltuk. A kísérlet kvantitatív értékeléséhez egy nagy 

áteresztő képességű képalkotó rendszert (PerkinElmer - Operetta) és egy képanalizáló, gépi 

tanulással működő szoftvert (SCT Analyzer 1.0) használtunk. Az Ag-TiO2 sEV-indukált 

kultúrákban, 72 órás kitettségnél szignifikáns növekedést tapasztaltunk a Ki-67-pozitív sejtek 

arányában (p = 0,03572; n = 4; 22a ábra). 

Az MSC-k proliferációját közvetlen sejtszámolás révén vizsgáltuk, melyhez DAPI-festést, és 

képalkotáson alapuló gépi tanulási módszert használtunk. A sejtek proliferációja Hs és 

Ag-TiO2 sEV-kezelések esetén már 24 óra elteltével megnőtt, de minden kezelésnek eltérő 

hatása volt (22b ábra). 

22. ábra. Az sEV-indukált MSC-k osztódási sajátságai.  

(a) Ki-67-pozitív sejtek százalékos aránya 24 óra (baloldalt) és 72 óra (jobboldalt) elteltével. 

(b) sEV-indukált kultúrákban kapott sejtszámok a  24 órás (baloldalt) és 72 órás (jobboldalt) 

inkubációs időpontokban. A diagramok átlag + SD értékeket ábrázolnak; *p < 0,05. 

In vitro eredményeink arra utalnak, hogy más-más mikrokörnyezeti tényezők befolyása alatt 

termelt melanóma sEV-k eltérően befolyásolják az őssejtek proliferációját, azonban az IPA 

által prediktált molekuláris interakciókon kívül, más molekulák és más tényezők is részt 

vehetnek ebben a folyamatban, mint például az sEV-k szállította doxorubicin.   
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3.5.1.6 A Doxo és Ctrl sEV-k befolyásolják a tumorsejtek sejtciklusának alakulását 

Az IPA-analízisek a ‘Tumorsejtvonalak G1 fázisának’ és a ‘Tumorsejtvonalak G1/S 

fázisátmenetének’ gátlását prediktálták a Ctrl, Doxo és Hs sEV-kre (23. ábra). Vagyis, ezen 

vezikulák molekula-készlete feltartóztathatja a recipiens tumorsejteket a G1 fázisban és nem 

engedi a sejteket az S fázisba lépni. 

Az sEV-k in silico prediktált, tumorsejtciklusra gyakorolt hatásainak teszteléséhez az ún. 

Cell-Clock esszét használtuk, ahol sEV-, vagy negatív kontrollként DPBS-kezelt B16F1 

melanóma-sejteket vizsgáltunk 24 , 48  és 72 órás kezeléseket követően. A teszt működése 

egy redox festéken alapul, melynek színe a sejtciklus fázisaitól függően változik (G1: sárga, 

S/G2: zöld, M: kék). 

23. ábra. Az sEV molekulák ‘Tumorsejtvonalak G1 fázisára’ és ’Tumorsejtvonalak G1/S 

fázisátmenetére’ gyakorolt szabályzó hatásának IPA-predikciója. 

Az ábrákon minden szabályozó fehérjét és miRNS-t feltűntettünk. A hozzájuk tartozó 

oszlopdiagramok a normalizált expressziós értékeiket mutatják minden sEV-csoportban. 

Az sEV-csoportok neveivel ellátott színes  szimbólumok a vezikulák prediktált szabályzó 

hatását jelzik a vizsgált ‘Biofunction’ esetében. 

A 24. ábrán látható, hogy a Ctrl és a Doxo sEV-indukciók az idő függvényében 

szignifikánsan növelték a sárga, azaz a G1 fázisú sejtek arányát (pCtrl = 0,00346; 

pDoxo = 4,28 × 10-6; n = 4), amely alátámasztotta az IPA által prediktált sejtciklusgátló hatást 

a Ctrl és a Doxo sEV-kre (ellenben a Hs sEV-kre nem). Eredményeink arra utalnak, hogy 

ezen stresszorok nyomása alatt termelődő vezikulák gátolhatják a tumorsejtek proliferációját. 

  

- 
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24. ábra. A G1, S/G2 és M fázisú sejtek aránya megváltozik az sEV-kezelt B16F1 

kultúrákban. 

A diagramok átlag + SD értékeket ábrázolnak (n = 4); *p < 0,05; **p < 0,01; ***p < 0,001. 

3.5.1.7 Az sEV-mediált sejtmigráció nemcsak a vezikulák típusától, hanem a recipiens sejttől 

is függ 

Az IPA-predikciók szerint az sEV-k számos sejtmozgással kapcsolatos ‘Biofunction’-t 

befolyásolhatnak. Ezek közül a ‘Melanóma-sejtvonalak migrációját’ és az ‘Endotélsejtek 

migrációját’ választottuk in vitro tesztelésre, melyek esetében az in silico analízisekben igen 

változatos sEV-hatásokat olvashattunk. Míg predikciók alapján a Doxo és Ag-TiO2 sEV-k 

elősegíthetik a melanóma sejtek migrációját, a maradék három sEV-csoport gátolhatja azt. 

Ezzel szemben az endotélsejtek migrációját mind az ötféle sEV-csoport serkentheti 

(25. ábra). 

25. ábra. Az sEV molekulák ’Melanóma-sejtvonalak migrációjára’ és ‘Endotélsejtek 

migrációjára’ gyakorolt szabályozó hatásának IPA-predikciója.  
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Az ábrákon minden szabályzó molekulát feltűntettünk. A hozzájuk tartozó oszlopdiagramok a 

normalizált expressziós értékeiket mutatják minden sEV-csoportban. Az sEV-csoportok 

neveivel ellátott színes  szimbólumok a vezikulák prediktált szabályzó hatását jelzik a 

vizsgált ‘Biofunction’ esetében. 

Az in silico prediktált sEV-hatásokat a sebgyógyulási esszékben B16F1 melanóma- és bEnd.3 

endotélsejteken vizsgáltuk, ahol a predikciókhoz hasonló tendenciákat figyelhettünk meg. 

A melanóma sejtek migrációja a Ctrl és az Ag Ctrl sEV-k jelenlétében enyhén csökkent a 

negatív Ctrl sejtekhez képest. A Doxo sEV-k viszont felgyorsult sebzáródást váltottak ki 

(n = 8), míg a Hs és Ag-TiO2 sEV-k nem befolyásolták a tumorsejt-migrációt (26a ábra). 

Ez azt jelenti, hogy citosztatikus stresszhatás alatt az sEV-k olyan üzeneteket közvetítethetnek 

a szomszédos tumorsejteknek, akár mintegy menekülésképpen, amelyek fokozzák azok 

migrációját. 

Az endotélsejtek migrációját a Ctrl sEV-k fokozták a legnagyobb mértékben, amely arra utal, 

hogy a normál körülmények mellett kibocsájtott vezikulák elősegíthetik az angiogenetikus 

folyamatokat, de bizonyos stressztényezők akár mérsékelhetik is ezt az sEV-hatást 

(26b ábra). 

26. ábra. Az sEV-indukált (a) B16F1 és (b) bEnd.3 sejtkultúrák migrációs kapacitása 

eltérő tendeciákat mutat.  

A diagramok a sebgyógyulási esszé eredményeit mutatják, melyet az ImageJ sebgyógyulási 

kiegészítőjével értékeltünk. Az oszlopok átlag + SD értékeket ábrázolnak (nB16F1 = 8, 

nbEnd.3 = 4); *p < 0,05; **p < 0,01. 

3.5.1.8 Az sEV-k mikroszövetképzést elősegítő hatása nem függ az sEV-típustól 

Az IPA-predikciók szerint mind az öt sEV-csoport aktiváló hatást gyakorolhat olyan 

folyamatokra, amelyek egy 3D-s sejtinterakciós mátrix kialakulását segíthetik elő. Ilyen 

‘Biofunction’ többek közt, a ‘Sejtek aggregációja’ vagy az ‘ECM-képzés’ (27. ábra). 
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A különböző sEV-k aktiváló hatásának intenzitása viszont eltéréseket mutat, például a ‘Sejtek 

aggregációjára’ prediktált aktiváció a Doxo és a Hs csoportban a legerősebb. 

27. ábra. Az sEV-molekulák ‘Sejtek aggregációjára’ és ’ECM-képzésre’ gyakorolt 

szabályozó hatásának IPA-predikciója.  

Az ábrákon minden szabályozó fehérjét feltűntettünk. A hozzájuk tartozó oszlopdiagramok a 

normalizált expressziós értékeiket mutatják minden sEV-csoportban. Az sEV-csoportok 

neveivel ellátott színes  szimbólumok a vezikulák prediktált szabályozó hatását jelzik a 

vizsgált ‘Biofunction’ esetében. 

Ezen in silico predikciókat is teszteltük in vitro kísérletekben. Az in vivo körülmények 

imitálása céljából létrehoztunk egy leegyszerűsített 3D-s tumormátrix modellt, ahol MSC, 

vagy egér embrionális fibroblaszt (MEF) sejteket és B16F1 sejteket tenyésztettünk együtt 

függőcsepp lemezeken. A kétféle sejttípust 1:1 arányban alkalmazva (5000 sejt/lyuk) 72 órán 

át követtük a mikroszövetek kialakulását sEV- és kontrollként alkalmazott DPBS-kezelések 

mellett. A mikroszövetekről készült képeket az AnaSP szoftver segítségével elemeztük, 

amelyet szferoidok automatikus képanalízisére fejlesztettek. A kísérletek során minden sEV-

csoport elősegítette a mikroszövetképzést, azonban a legkisebb és legkompaktabb struktúrák 

a Doxo sEV-kezelés esetén jöttek létre (28. ábra). Ez azt jelenti, hogy a felszín-térfogat arány 

magasabb volt az sEV-indukált mikroszöveteknél, amely fokozhatja az oxigén, a növekedési 

faktorok és a tápanyagok felvételét, ráadásul kompaktabb struktúrák esetén a gyógyszerek 

penetrációja is mérséklődhet. 

 

               buzas.krisztina_52_23



76 

 

28. ábra. MSC-B16F1 ko-kultúrák mikroszövet-képzése. 

(a) A kialakult mikroszövetek reprezentatív képei 72 órás sEV-kezeléseket követően. 

(b) Az oszlopdiagramok a mikroszövetek területére, kerületére és térfogatára vonatkozó 

statisztikáit mutatják átlag + SD értékekkel (n = 3); *p < 0,05; **p < 0,01; ***p < 0,001. 

Mindezen eredmények abba az irányba mutatnak, hogy a sejt-sejt kommunikáció 

vizsgálatát – különösen, ha terápiás szerek hatásait tanulmányozzuk – mindenképpen 

érdemes kiterjeszteni az intercelluláris kommunikáció vezikuláris útvonalának a 

megfigyelésére is, hiszen számottevő, esetenként kritikus hatásokkal számolhatunk az sEV-k 

molekuláris információkat átadó kapacitását figyelembe véve. 

3.6 Az sEV-k, mint jelerősítők, segítik a központi idegrendszeri tumorok perifériás vérből 

történő detektálását 

Ahogyan azt már a bevezető fejezetekben ismertettem, a biomarkerek (pl. szérumfehérjék és 

extracelluláris vezikulák) vizsgálatára szolgáló, folyadékbiopszián alapuló módszerek 

segíthetnek az agydaganatok nyomon követésében (Alix-Panabières & Pantel, 2021; Lone et 

al., 2022; Preusser, 2014). A következőkben bemutatott proteomika-alapú vizsgálatban a 

központi idegrendszeri (CNS) daganatokhoz kapcsolódó jellegzetes fehérje-ujjlenyomat 

azonosítását tűztük ki célul. Összesen 96 humán szérummintát vizsgáltunk négy 

betegcsoportból, nevezetesen glioblastoma multiforme (GBM), nem kissejtes tüdőrák agyi 

metasztázisa (BM), meningeóma (M) és lumbális porckorongsérves (CTRL) betegekből. 

Az sEV-k izolálása, NTA-val és AFM-mel történő jellemzése után LC-MS/MS-t végeztünk 

két különböző mintatípuson (teljes szérum és szérum sEV-k). A betegcsoportok 

összehasonlítására statisztikai elemzéseket végeztünk (arányszám, Cohen-féle d 

hatásnagyság, vevő működési karakterisztika - ROC). A két mintatípus közötti különbségek 
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felismerésére páros összehasonlításokat (Welch t-próba) és in silico funkcionális analíziseket 

(IPA) végeztünk.  

Az azonosított 311 fehérje közül 10 teljes szérum fehérje és 17 sEV fehérje mutatta a 

legnagyobb csoportközi különbségeket. 65 fehérje szignifikánsan feldúsult az sEV-

mintákban, míg 129 fehérje szintje szignifikánsan csökkent a teljes szérumhoz képest. 

A főkomponens-elemzések (PCA) alapján az sEV-k alkalmasabbak a betegcsoportok 

megkülönböztetésére. Eredményeink alátámasztják, hogy az sEV-k nagyobb potenciállal 

rendelkeznek a CNS-tumorok monitorozására, mint a teljes szérum. 

 Az LC-MS/MS adatok statisztikai elemzése különbséget tárt fel a szérum és az 

sEV minták klasszifikációs hatékonysága között  

Célunk az volt, hogy azonosítsuk a négy betegcsoport közötti különbségeket, és hogy feltárjuk 

a betegcsoportokat megkülönböztető fehérjeprofilokat. A > 2 vagy < 0,5 átlagintenzitás arányt 

és a 2-es Cohen-féle d hatásnagyságot küszöbértékként használva megvizsgáltuk, hogy mely 

fehérjék mutatnak megbízható különbséget, és mely fehérjék képesek legalább egy csoportot 

elkülöníteni a többitől a ROC-analízis alapján. Továbbá, a k-közép klaszterizálással végzett 

PCA-t alkalmazva össze tudtuk hasonlítani, hogy a két különböző mintatípus alkalmas-e a 

szóban forgó CNS-tumorok megkülönböztetésére. A 29. ábra a statisztikai elemzések 

eredményeit mutatja.  

29. ábra. A diagramok a PCA és a k-közép klaszterizálás eredményeit szemléltetik.  

A PCA biplotok X és Y tengelyei az 1. főkomponenst (PC1) és a 2. főkomponenst (PC2) 

mutatják a magyarázott varianciákkal. A PCA biploton a vektorok a fehérjéket ábrázolják az 

első két főkomponens mentén. A vektorok hossza és iránya jelzi, hogy az adott fehérje milyen 

mértékben kapcsolódik az első két főkomponenshez. A különböző alakzatok a 4 betegcsoportot 

jelölik. A színek a k-közép klaszterizálással kialakított klasztereket jelzik; a 95%-os 

konfidenciaintervallumot jelző ellipsziseket a klaszterek súlypontjai körül alakítottuk ki. 
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A PCA-elemzések és a k-közép klaszterizálás eredményei jelentős különbségeket mutatnak a 

teljes szérum és az sEV-minták között (29. ábra). A k-közép klaszterizálás a teljes szérum 

esetében 3 inhomogén vagy hiányos klasztert eredményezett. A számított klaszter-

homogenitási és -teljességi pontszáma 0,56, illetve 0,73. A teljes szérummintáktól eltérően az 

sEV minták csoportosítása homogén és teljes klasztereket alkotott, 1-es homogenitási és 

teljességi pontszámmal. Megállapítottuk, hogy a különböző CNS tumorok 

megkülönböztetésének pontossága növelhető a szérumból izolált sEV-kből azonosított 

fehérjepanel használatával, a teljes szérumminták elemzéséhez képest. 

  Az LC-MS/MS adatok statisztikai értékelése a két mintatípus közötti 

alkalmassági különbségek hátterének feltárása érdekében. 

Az sEV és a teljes szérumminták proteomjának statisztikai összehasonlítását azért végeztük 

el, hogy feltárjuk a különböző mintatípusok alkalmasságát befolyásoló mennyiségi 

különbségeket, amelyek a CNS tumorok állapotának monitorozására szolgáló biomarkerekké 

válhatnának. Páros statisztikai összehasonlítást (Welch t-próba) alkalmaztunk az sEV-

mintákban a teljes szérummintákhoz képest szignifikánsan feldúsult vagy lecsökkent fehérjék 

azonosítására (30. ábra).  

 

30. ábra. A sEV és a teljes szérum minták proteomjának kvantitatív összehasonlítása 

A diagram az átlagos MS intenzitások megfigyelt változásait mutatja a páros sEV/szérum 

összehasonlításban. A fehérjedúsulást piros és kék színű szimbólumok jelzik a teljes 

szérumban, illetve az sEV-kben. A lipoproteinek (üres piros, fejjel lefelé fordított 

háromszögek), a teljes szérumfehérje panelünk elemei (piros betűk, négyzet szimbólumok), az 
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sEV fehérje panel (kék betűk, rombusz szimbólumok) és a két fehérje panel közös tagjai (lila 

betűk) kiemelve látható. A –log (p) értékeit páros Welch-tesztből kaptuk sEV/szérum 

összehasonlításban. A log2 értékek sűrűségbecslése látható felül. 

65 fehérje szignifikánsan feldúsult az sEV-mintákban, míg 129 fehérje intenzitása 

szignifikánsan lecsökkent (p < 0,05). A Módszerek fejezetben részletezett sEV-tisztítási 

protokollunk alkalmazásával a partikulák mérettartománya egységesnek tekinthető, habár az 

sEV-proteomban a teljes szérumhoz képest bekövetkezett mennyiségi változások lipoprotein 

és szérumfehérje-szennyeződések lehetséges jelenlétét mutatta. Az apolipoproteinek szintje 

csökkent ugyan az sEV mintákban (az sEV/szérum átlagos aránya 0,66), azonban ezt a 

frakciót nem sikerült teljesen eltávolítani. Emellett a jól ismert, nagy mennyiségben 

előforduló szérumfehérjék (pl. ALB) domináltak az sEV minták fehérjetartalmában is. A nem 

szövetspecifikus (ITGA2B, ITGB3, LGALS3BP), hámsejt (CD5L) és vérlemezkékkel 

kapcsolatos (STOM, TSPAN9) EV marker fehérjék (de Menezes-Neto et al., 2015) 

feldúsulása azonban megerősíti az sEV feldúsulást (az sEV/szérum átlagos aránya 26,58), 

ugyanakkor a véralvadás során keletkező sEV-k jelenlétét is bizonyítja. 

A leírt sEV marker panel 17 fehérjéje közül csak 6 fehérje intenzitása volt szignifikánsan 

magasabb az sEV mintákban, a specifikus szérum panel 10 fehérjéje közül 5 fehérje nagyobb 

mennyiségben volt jelen a teljes szérumban. 

Az sEV minták esetében az újabb mintafeldolgozási lépések, név szerint az sEV izolálás 

nagyobb technikai varianciát eredményezhetnek a teljes szérumhoz képest, amely 

csökkentheti e mintatípus analitikai alkalmasságát. Ennek ellenére az elemzésünk hasonló 

szintű varianciát mutatott ki az egyes mintatípusokban azonosított fehérjék intenzitása esetén 

(a szennyeződések kivételével), mert a variációs koefficiensek betegcsoportokon belüli 

medián értékei az sEV-mintáknál 20,78%-23,87%, a szérummintáknál pedig 20,21%-24,45% 

között mozogtak. 

Kutatásunk során fény derült arra, hogy a betegcsoportok tökéletes megkülönböztetéséhez 

nem elegendő egy-két molekula, helyette több molekulát tartalmazó fehérjepanelre (szérum 

esetében 10, sEV-k esetében 17 fehérjére) van szükség. Ez magyarázatot adhat arra, miért 

nem írtak még le korábban egy, a klinikumban jól alkalmazható szérum tumormarkert a 

glioblastoma multiforme azonosítására. 

Eredményeink továbbá azt sugallják, hogy az sEV minták alkalmasabbak a megfelelő 

biomarkerek kutatására és azonosítására, mint a klinikumban jelenleg alkalmazott teljes 
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szérum analízise. A mi közleményünk volt az első olyan publikált összehasonlító tanulmány, 

amely rámutatott a teljes szérum és az sEV analízise közötti különbségekre a diagnosztikus 

és prognosztikus potenciáljuk tekintetében. 

3.7 Szérumból izolált extracelluláris vezikulák MMP-9 tartalma, mint prognosztikus 

marker az agydaganatokban 

A 3.6 fejezetben kifejtett tanulmányunkban megállapítottuk, hogy a teljes szérum helyett a 

szérumból izolált EV minták felhasználásával lehetővé válik az agydaganatokból, és az 

immunreakcióból származó jelek felerősítése (Dobra et al., 2020). 

A statisztikai analízisek során találtunk egy olyan molekulát, amely minden alkalommal képes 

volt megkülönböztetni a betegcsoportokat, nevezetesen a mátrix metalloproteináz 9-et 

(MMP-9). A panel fehérjéi közül az MMP-9 volt a leghatékonyabb jelölt a betegcsoportok 

szétválasztásában markáns p és AUC értékkel (p = 0,0065, multiROC AUC = 0,86). 

Az MMP-9 egy cink-függő endopeptidáz, melynek legfőbb feladata az ECM átrendezése, de 

számos más fiziológiás folyamatban szerepet játszik, mint például az angiogenezis, 

proliferáció, sejtmigráció (Mondal et al., 2020). Az ECM lebontása mellett az MMP-k 

többféle biológiai funkciót is ellátnak a daganat minden stádiumában, a kezdetektől a 

metasztázisok kialakulásáig (Chambers & Matrisian, 1997; Barillari, 2020). Rao és 

munkatársai azt is kimutatták, hogy erősen rosszindulatú gliómában az MMP-9 

tumorszövetben mért overexpressziója korrelál a progresszióval, ami arra utal, hogy az 

MMP-9 szerepet játszik a megfigyelt invazivitás elősegítésében (Rao et al., 1996). 

Elhatároztuk tehát, hogy minden rendelkezésünkre álló szérummintából kisméretű 

extracelluláris vezikulákat izolálunk, megmérjük azok MMP-9 tartalmát, amelyet a 

betegadatokkal összevetve elemzünk, hogy meghatározzuk a vezikuláris MMP-9 szint 

diagnosztikai és prognosztikai értékét. A klinikai hasznosíthatóság érdekében a 

tömegpspektrometriai vizsgálatot enzimhez kötött immunoszorbens vizsgálatra (ELISA) 

váltottuk, hiszen a klinikai gyakorlatban a tömegspektormetria kevéssé elterjedt módszer. 

További célunk az volt, hogy intenzitások helyett a teszt szenzitivitásának és specificitásának 

meghatározására alkalmas koncentrációkat kapjunk. 

A vizsgálatba újabb mintákat vontunk be, 222 sEV minta MMP-9 tartalmát mértük meg 

egyesével. A hisztopatológia ismerete, a mintavétel ideje (preop és posztop), a kezelések vagy 

az elsődleges, illetve kiújult tumor megléte alapján az analízis során alcsoportok kialakítására 

is lehetőségünk volt, melyet az Anyagok és Módszerek fejezet 7. táblázata mutat be. 
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 Számos tényező befolyásolhatja a szérumból származó sEV-k MMP-9 szintjét 

Egy klinikai vizsgálatban elengedhetetlen, hogy kiszűrjük azokat a faktorokat, amelyek a 

betegségeken kívül is befolyásolhatják az MMP-9 szintjét (31. ábra).  

31. ábra. A szérumból származó sEV-k MMP-9 szintjét befolyásoló tényezők. 

(a) Az életkor és az MMP-9 szint közötti kapcsolat a kontroll csoportban. (nCTRL = 36). 

(b) A két nem MMP-9 szintje a kontroll csoportban (a diagramok a mediánt mutatják 

interkvartilis tartománnyal, az átlagot szaggatott vonallal jelöltük, a hibasávok az 

5-95 percentilis között mozognak; nCTRL férfi = 16, nCTRL nő = 20). (c, d) Változások az 

egyes betegek MMP-9 szintjében a műtéti reszekció előtt és után a GBM és a BM csoportban 

(nGBM preop-posztop = 14, nBM preop-posztop = 6). (e) A szérumból származó sEV-k 

MMP-9 szintjei az elsődleges daganatra és a kiújulásra vonatkozóan a műtéti reszekció előtt 

a GBM csoportban (nGBM elsődleges daganat = 52, nGBM kiújult daganat = 14). (f) MMP-9 

szintek a GBM csoportban a terápiától függően (nGBM a terápia előtt = 52, nGBM terápiát 

követően = 15). 
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Megvizsgáltuk tehát, hogy van e különbség a férfiak és a nők MMP-9 szintje között, és hogy 

változik-e a vezikulaminták MMP-9 szintje a kor függvényében. Ehhez a kontroll csoportot 

használtuk. A tesztek alapján az MMP-9 szintje nemtől és kortól független (31a, b ábra). 

Az irodalomban számos ellentmondásos eredménnyel találkozhatunk az operáció MMP-9 

szintet befolyásoló hatásával kapcsolatosan (ezek szérum vagy plazma vizsgálati 

eredmények, nem szérum EV-k) (Hormigo et al., 2006; Osti et al., 2019). Vizsgálatainkban 

nem tapasztaltunk szignifikáns különbséget az operációt megelőzően, illetve 3-4 nappal azt 

követően mért vezikuláris MMP-9 szintek között glioblasztómás betegek esetén, azonban 

agyi metasztázisnál igen (31c, d ábra).  

A preoperatív GBM mintákon végzett további vizsgálatokban az eredeti és a kiújult daganat 

között is különbséget találtunk, a kiújulás szignifikánsan alacsonyabb sEV MMP-9 szintet 

mutatott (p < 0,0001) (31e ábra). Az alkalmazott terápia hatásának meghatározásakor az sEV 

minták MMP-9 szintjeit összehasonlítottuk annak alapján, hogy a GBM betegek részesültek-e 

kezelésben a mintavétel időpontjában. Eredményünk (p < 0,0001) azt jelzi, hogy a terápia 

csökkentheti a keringő sEV-k MMP-9 szintjét (31f ábra).  

A fentiek alapján megállapítható, hogy a betegségtípusokon kívül a műtéti reszekció, a 

recidíva és a terápia is befolyásolhatja a szérum eredetű sEV-k MMP-9 szintjét. Ezeknek a 

megállapításoknak köszönhetően a további elemzéseket (betegcsoportok összehasonlítása és 

túlélés vizsgálata) kizárólag a sebészeti reszekció és a terápia beadása előtt vett mintákon 

végeztük el. 

 A szérum sEV-k MMP-9 szintje különbözik a különböző központi idegrendszeri 

daganatokban, ami pozitívan korrelál a tumor agresszivitásával 

Első lépésként a kontroll csoportot az összes daganatos beteggel hasonlítottuk össze. A 

kontroll csoporthoz képest a tumoros betegek szérumából izolált sEV-k MMP-9 szintje 

szignifikánsan magasabb (p = 0,0002), habár a 16 ppm küszöbértékhez tartozó legmagasabb 

specificitási és szenzitivitási értékek nem túl markánsak. 

A daganat agresszivitásával összefüggésbe hozható növekvő tendenciát láthatunk abban az 

esetben, ha az MMP-9 szinteket betegcsoportonként ábrázoljuk, a csoportok közötti 

különbség a kontroll és a malignus daganatok között (p < 0,0024), illetve a malignus és 

benignus daganatok között mutatkozott szignifikánsnak (p < 0,0102) (32. ábra). 
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32. ábra. A szérum sEV MMP-9 szintjének összehasonlító elemzése a négy fő csoportban. 

(a) A grafikon a kontroll csoport MMP-9 szintjét mutatja, összehasonlítva az összes 

daganatos betegével (medián interkvartilis tartománnyal, átlag szaggatott vonallal, 

hibasávok az 5-95 százalékos tartományban; nCTRL = 36, nMinden tumor = 105). (b) A ROC 

(Receiver Operating Characteristic) görbe a kontroll csoport és az összes daganatos beteg 

MMP-9 szintje közötti különbségeket ábrázolja (nCTRL = 36, nMinden tumor = 109). 

(c) A diagram a szérum sEV MMP-9 szintjét mutatja a négy betegcsoportban (nCTRL = 36, 

nM = 27, nGBM = 52, nBM = 27). (d) A ROC görbék a három tumorcsoport és a kontroll 

csoport összehasonlítását mutatják (nCTRL = 36, nM = 27, nGBM = 52, nBM = 27). 

Adataink azt igazolják, hogy a rosszindulatú agydaganatban szenvedő betegek a szérum sEV 

MMP-9 szintje alapján megkülönböztethetők a kontroll betegektől, és ez a szint különbözik 

az egyes központi idegrendszeri daganattípusok esetén, pozitív korrelációt mutatva a tumor 

agresszivitásával. 

 Az sEV-k MMP-9 szintje a GBM betegek túlélési esélyeinek prognosztikus 

markereként szolgálhat  

A csoportok közötti különbség elemzése után arra kerestük a választ, hogy az MMP-9 szint 

korrelál-e a beteg túlélésével, közvetve a betegség progressziójával. Az analízis időpontjában 

27 olyan primer GBM betegminta állt rendelkezésünkre, amely megfelelt a vizsgálati 

kritériumoknak (mintavétel az operáció és terápia megkezdése előtt történt, és ismeretes volt 

a túlélési idő) (33. ábra).  
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33. ábra. A túlélés vizsgálata GBM betegekben. 

(a) Különbségek a rövid-, közép- és hosszútávú túlélés között a GBM betegek szérumból 

származó sEV-inek MMP-9-szintje alapján (medián interkvartilis tartományban, átlag 

szaggatott vonallal, hibasávok az 5-95 percentilis között, pontozott vonalak az átlagértékeket 

jelölik). (b–d) ROC görbék a rövid (0-2 hónap), a közepes (3-8 hónap) és a hosszútávú (10-23 

hónap) túlélési csoportok (a csoport küszöbértékei) összehasonlítására (csoporthoz tartozás 
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pontszámának megfelelő küszöbértékeit fekete körök jelölik). (e) Korreláció az MMP-9 szint 

és a túlélés között a GBM csoportban (nGBM = 27). (f) Túlélés esélye az alacsony (n < 28 

ppm = 10) és a magas (n ≥ 28 ppm = 17) MMP-9 szint szerint. (g) Az életkor és a túlélés 

közötti kapcsolat a GBM csoportban (nGBM = 27); (h) Túlélés esélye az életkor szerint 

(n ≤ 65 év = 16 és n > 65 év = 11). 

Első megközelítésben a betegeket a túlélés idő alapján három csoportra osztottuk (rövid-, 

közép- és hosszútávú), a 10-23 hónapos túlélési idővel rendelkező betegek MMP-9 szintje 

szignifikánsan alacsonyabbnak mutatkozott a másik két csoporténál (33a ábra).  

A ROC analízisekből megtudhattuk, hogy a legmagasabb szenzitivitási és specificitási 

értékek a 28 ppm-es küszöbérték esetén érhetőek el (33b-d ábra), ezért a betegeket újabb két 

csoportra osztottuk most már az MMP-9 szintjük alapján (33e ábra). A Kaplan-Meier 

diagram alapján, a vizsgálati csoportban a 28 ppm-nél alacsonyabb MMP-9 szinttel 

rendelkező betegek 8 hónappal kedvezőbb medián túlélést mutattak, mint a magas MMP-9-et 

képviselők (33f ábra). 

Meg kell jegyeznünk, hogy az életkor is hasonló befolyással van a túlélésre (33g ábra). A 

vizsgált populáció alapján a fiatalabb betegek 5 hónapnyi medián túlélési előnyre tesznek 

szert (33h ábra), de mivel a kor és az MMP-9 szint nem mutat korrelációt (lásd 31. ábra), 

ezért az MMP-9 szint kortól függetlenül befolyásolja a túlélést. 

Összefoglalva tehát a daganatszövet által kibocsájtott vezikulák átlépve a vér-agy gátat a 

perifériás keringésbe jutnak, és ha a vérvétel után ezen vezikulák MMP-9 tartalmát 

megmérjük, akkor információt gyűjthetünk a daganat agresszivitására és a betegség 

kimenetelére vonatkozóan, amely segítséget nyújthat a klinikai döntéshozatalban. 

Bizonyítást nyert, hogy szérumból izolált kisméretű extracelluláris vezikulák mátrix 

metalloproteináz 9 tartalma prognosztikus markerként alkalmazható invazív agydaganatok 

esetén. 

3.8 A központi idegrendszeri tumorok extracelluláris vezikula alapú diagnosztikájának 

spektroszkópiai megközelítése 

Ahogyan a korábbiakban már említettem, az sEV-k molekuláris összetételének vizsgálata 

tumordiagnosztikai célokra is egyre népszerűbbé válik (Melo et al., 2015; Scavo et al., 2020), 

különösen olyan betegségek esetében, amelyek diagnosztizálása kihívást jelent, mint például 

a CNS rosszindulatú daganatai (Aldape et al., 2019). Az sEV-k molekuláris tartalmának 

alapos vizsgálata Raman-spektroszkópiával ígéretes, de alig vizsgált megközelítés e 
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daganattípusok azonosításának esetében. Munkánk során megkíséreltük feltárni a szérumból 

származó sEV-k Raman-spektroszkópiai elemzésében rejlő lehetőségeket a CNS-tumorok 

diagnosztizálásában, releváns számú klinikai minta felhasználásával. Projektünkben összesen 

138 szérummintát gyűjtöttünk négy betegcsoportból (GBM, BM, M, CTRL). Az sEV-k 

izolálása, jellemzése és Raman-spektroszkópiai értékelése után a páronkénti osztályozáshoz 

a Raman-spektrumokon a PCA-SVM (főkomponens analízis-tartó vektor mechanizmus) 

algoritmust alkalmaztuk. 

 A PCA-SVM algoritmus segítségével magas osztályozási hatékonysággal lehet 

megkülönböztetni a betegcsoportokat 

Az izolált 138 minta Raman-spektroszkópiai elemzése során mintánként 5 spektrumot 

kaptunk. A 801 cm-1 és 3100,5 cm-1 közötti spektrális tartományt vizsgáltuk. Standard normál 

változó (SNV) normalizálás és PCA-transzformáció után a minták osztályozását SVM-

algoritmussal végeztük. Az osztályozási hatékonyságot az osztályozási pontosság (CA), a 

szenzitivitás, a specificitás és a ROC-analízisből származó görbe alatti terület (AUC) 

értékével jellemeztük. A releváns spektrális különbségeket PCA segítségével mutattuk ki. 

A Raman-spektroszkópiai adatfeldolgozás folyamatábráját az Anyagok és Módszerek fejezet 

36. ábrája mutatja be. 

Az SNV normalizálást követően a négy betegcsoport mintáinak spektrumát páronként 

hasonlítottuk össze (minden betegcsoportot a kontrollhoz hasonlítottunk, ezeken felül a 

BM-et a GBM-hez) egyrészt egy osztályozási algoritmus kifejlesztése és tesztelése, másrészt 

a releváns spektrális különbségek azonosítása céljából. A páros összehasonlításokra 

alkalmazott PCA csökkentette a többváltozós adatok dimenzióit az eredeti változók 

(hullámszámok) kisebb számú új változóivá, azaz főkomponensekké (PC-k) való 

átalakításával.   

A páros összehasonlításokat a lineáris SVM algoritmus segítségével végeztük el, és minden 

egyes párosított csoportra osztályozási modelleket kaptunk. A tesztmintákra vonatkozó 

predikciókhoz meghatároztuk a csoportokhoz tartozás pontszámának minimális 

küszöbértékét. Az e küszöbérték feletti pontszámmal rendelkező tesztmintákat a célcsoportba 

soroltuk. Az optimális pontszámküszöböket automatikusan úgy állítottuk be, hogy azok 

megfeleljenek a legmagasabb osztályozási pontosságnak (CA, a helyesen osztályozott minták 

aránya az összes mintához viszonyítva). 
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A CA 85,6% volt a CTRL vs. GBM, 91,4% a CTRL vs. BM, 82,9% a CTRL vs. M és 92,5% 

a BM vs. GBM esetében. A legjobb osztályozási teljesítményt akkor értük el, ha bizonyos 

számú PC-t bevontunk a modellekbe: CTRL vs. GBM esetében 30 PC, CTRL vs. BM 

esetében 38 PC, CTRL vs. M esetében 27 PC, BM vs. GBM esetében 26 PC (34. ábra). 

34. ábra. Az osztályozási pontosság (CA) eredményei a modellben szereplő PC-k 

számának függvényében (legfeljebb 60 PC). 

A fekete szaggatott vonalak adott PC-számhoz tartozó legmagasabb CA-csúcsokat mutatják. 

(Rövidítések: PC, főkomponens). 

Az osztályozási teljesítmény további mérőszámaiként értékeltük a tesztek szenzitivitását és 

specificitását. A páros osztályozási modellek ROC-elemzései négy grafikont eredményeztek, 

amelyek az automatikusan beállított optimális küszöbértékeket (a legmagasabb CA-értékkel) 

mutatják, a kapcsolódó szenzitivitási, specificitási és AUC, valamint a p-értékkel együtt.  

Amint a 35. ábra grafikonjain látható, az optimális küszöbértékek alkalmazásával az 

osztályozási modellek 90%-os és 80%-os, 93,75%-os és 90%-os, illetve 80%-os és 85%-os 

szenzitivitással és specificitással tudták megkülönböztetni a GBM, BM és M betegeket a 

CTRL betegektől. Az osztályozási modell segítségével a két rosszindulatú daganatot, a BM-et 

és a GBM-et 98%-os szenzitivitással és 83,3%-os specificitással lehetett megkülönböztetni 

egymástól. A páronkénti összehasonlítások azonos sorrendjében (GBM, BM és M betegek 
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vs. CTRL, illetve BM vs. GBM) az AUC értékek 0,87, 0,95, 0,82 és 0,9 voltak (p < 0,0001 

minden esetben), amelyek kiemelkedő osztályozási teljesítményre utalnak. 

35. ábra. Az osztályozási modellek ROC görbéi. 

Az egymást metsző fekete szaggatott vonalak a legoptimálisabb szenzitivitást és specificitást, 

valamint a csoporthoz tartozás pontszámának megfelelő küszöbértékeit mutatják, a 

metszéspontjaikban fekete kitöltött körökkel. 

Eredményeink alátámasztják, hogy a szérumból származó sEV-vel dúsított izolátumok 

Raman-spektroszkópiai elemzése ígéretes módszer, amelyet tovább lehet fejleszteni annak 

érdekében, hogy alkalmazható legyen a CNS tumorok diagnosztikájában. 

 A PC-k elemzése képes magyarázni a diszkriminatív spektrális különbségeket 

Ezután az egyes csoportok szérumból származó sEV izolátumok molekuláris tartalmának 

különbségeit vizsgáltuk, hogy feltárjuk az osztályozás szempontjából releváns spektrális 

különbségeket. Az SNV-normalizált spektrumokat és a PCA-ból kapott PC-ket a FreeViz 

módszerrel elemeztük a releváns spektrális különbségek feltárása és vizualizálása érdekében.  

A FreeViz módszer a többváltozós adatsorok optimalizált vetületeit egy kétdimenziós 

szórásdiagramban jelenítette meg (36. ábra). A PC-vektorok hossza és iránya alapján két 
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PC választható ki, amelyekről kiderült, hogy a legfontosabb szerepet játszanak az egyes 

párosított csoportok megkülönböztetésében (a 36. ábrán sárga háttérrel jelölve). Ezeket 

tovább értékeltünk a diszkriminatív spektrális jellegzetességek meghatározása érdekében. 

A FreeViz módszer eredményei és a Welch t-próbából származó p-értékek alapján a PC14 és 

PC2, PC9 és PC13, P10 és PC19, valamint PC2 és PC3 magyarázta a legtöbb diszkriminatív 

különbséget a CTRL vs. GBM, CTRL vs. BM, CTRL vs. M és BM vs. GBM 

összehasonlításokban (p < 0,05 minden esetben).  

36. ábra. a páros összehasonlítások FreeViz projekciói. 

A PCA-transzformált adatok FreeViz módszerrel történő elemzése négy grafikont 

eredményezett. A különböző pontok és színek a betegcsoportokat és az egészséges kontrollokat 

jelölik. A fekete vektorok a PC-ket képviselik. Mindegyik grafikonon csak a 10 legjelentősebb 

PC-vektort ábrázoltuk. Minden egyes összehasonlításnál a sárga háttérrel jelölt PC-k a 

2 legjelentősebb PC-t jelölik. 

A kiválasztott PC-ket kiértékelve megpróbáltuk megtalálni az összehasonlított csoportok 

megkülönböztetésében fontos szerepet játszó spektrális különbségeknek megfelelő kémiai 

kötéseket és funkcionális csoportokat. 
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A CTRL vs. GBM összehasonlítás tekintetében a legtöbb megkülönböztető spektrális 

különbség a szénhidrátokra jellemző volt, mint például a piranóz gyűrűhöz kapcsolódó sávok 

(800-975 cm-1), az O-H deformációs rezgések (1030-1080 cm-1) és a C-O nyújtási rezgések 

(1030-1290 cm-1). Ezek a sávok nagymértékben átfednek a nukleinsavakra jellemző 

régiókkal, beleértve a foszfát-cukor váz rezgéseihez (800-1000 cm-1), a szimmetrikus és 

aszimmetrikus foszfátcsoport nyújtási rezgéseihez (1000-1250 cm-1), a glikozidos kötés 

rezgéseihez (1250-1550 cm-1) és a bázisok síkbeli kettőskötés rezgéseihez (1530-1780 cm-1) 

kapcsolódó sávokat (37. ábra). 

A CTRL vs. BM összehasonlításánál a különbségtételben fontos szerepet játszó 

hullámszámok elsősorban a lipidekkel korreláltak (CH3 aszimmetrikus hajlítás 

(1470-1490 cm-1), CH2 és CH3 szimmetrikus és aszimmetrikus nyújtási rezgésekkel 

(2700-3100 cm-1)) és aminosavakkal (-NH3
+ deformációs sáv (1485-1150 cm-1), -NH3

+ 

aszimmetrikus nyújtás (3000-3100 cm-1), karboxilátion nyújtás (1560-1600 cm-1) és a 

karboxilcsoport C=O nyújtási rezgései (1700-1755 cm-1)). A CTRL vs. M és BM vs. GBM 

összehasonlításokat tekintve a hullámszámok erősen korreláltak a lipidek acilláncaiból 

származó rezgésekkel, mint például a CH3 és CH2 szimmetrikus és aszimmetrikus nyújtási 

rezgésekkel (2700-3100 cm-1). 

37. ábra. A páronkénti összehasonlítások maradék spektrumai. 

A maradék spektrumokat az összehasonlított csoportok átlagos jelintenzitásainak kivonásával 

állítottuk elő. A szignifikáns PC-khez az átlagosnál nagyobb mértékben hozzájáruló spektrális 

régiókat narancssárga sávokkal jelöltük. Minél telítettebb egy sáv, annál jobban reprezentált 

az adott régió a kiválasztott PC-ken. A szaggatott vízszintes vonal nulla különbséget jelöl. 

Rövidítések: szim. - szimmetrikus; def - deformáció; aszim. - aszimmetrikus. 
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4. ANYAGOK ÉS MÓDSZEREK 

Célkitűzéseink megválaszolásához alkalmazott módszerek legfontosabb 

munkafolyamatainak, logikájának és a kísérleteinkben felhasznált néhány speciális eljárásnak 

ismertetése. 

4.1 A makrofág polarizáció vizsgálatának kísérletes modelljei 

Munkánk során arra kerestük a választ, hogyan befolyásolhatják bakteriális eredetű antigének 

a tumort infiltráló makrofágok polaritását. 

Etikai engedélyek: Minden állatkísérletet a nemzeti (1998. XXVIII; 40/2013) és az európai 

(2010/63/EU) állatetikai irányelveknek megfelelően végeztünk. A kísérleti jegyzőkönyveket 

az MTA Szegedi Biológiai Kutatóközpont Állatkísérleti és Etikai Bizottsága és az Országos 

Állatkísérleti és Etikai Bizottság hagyta jóvá (engedélyszám: XVI./03521/2011).  

Egérmodell: B16F1 melanóma sejteket (ECACC) intravénásan (1x105 sejt/100 μl) adtunk 6-8 

hetes nőstény, immunkompetens C57BL/6 vagy immunhiányos NOD/Scid IL2rg null (NSG) 

egereknek (Charles River Laboratories). Egy héttel a tumorsejtek beadása után az egereket 

Hep2 sejtekben (ATCC) szaporított C. pneumoniae CWL-029 törzzsel (ATCC) kezeltük 

(Mantovani és mtsai., 2004). A C. pneumoniae-t és a Mock kontrollt (feldolgozott Hep2 

sejtek) 30 percig 90˚C-on hőinaktiváltuk. Az egereket nátrium-pentobarbitállal (7,5 mg/ml) 

enyhén szedáltuk, és a tumorsejtek injektálása után 7, 9, 11, 14 és 16 nappal intranazálisan 

1×106 IFU C. pneumoniae-vel kezeltük. Az immunhiányos egerek esetében, mivel az NSG 

egerek fizikai állapota rendkívül gyorsan romlott, az állatokat a harmadik C. pneumoniae-

kezelést követő 14. napon elaltattuk. E modell különleges előnyei a következők: 

(i) a melanóma sejtek farokvénába juttatásával az injekciózást követő 7 napon belül látható 

tüdőtumor-metasztázisok alakulnak ki, anélkül, hogy más szervekbe jelentős mértékben 

terjednének; és (ii) a C. pneumoniae tüdőspecifikus intracelluláris kórokozó, amely jelentős 

mértékben kolonizálja még a tüdőmetasztázisokat is. Két órával az 1. inhaláció után (7. nap), 

4 órával a 2., 12 órával a 3. és 24 órával az 5. inhaláció után csoportonként 3 állatot elaltattunk, 

és a tüdejüket fehérje-, mRNS- és szövettani elemzéshez begyűjtöttük. A fennmaradó egerek 

4. (14. nap) és 5. (16. nap) kezelést is kaptak, ebben az esetben a túlélést követtük nyomon. 

A végponton az állatokat elaltattuk, eltávolítottuk a tüdejüket, és 3 független személy 

megszámolta a felszíni metasztázisok számát. 
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Citokinek és kemokinek kimutatása: A citokinek és kemokinek detekcióját klasszikus 

immunológiai módszerekkel, specifikus antitestek használatával, illetve qPCR segítségével 

végeztük. A specifikus primer párok szekvenciái a kooperációs partnertől kérésre kikérhetők. 

C. pneumoniae kimutatása a beteg primer tumorából PCR segítségével: A DNS-t a 

formalinban rögzített, paraffinba ágyazott (FFPE) mintákból a Nucleospin® FFPE DNS-kit 

(Macherey-Nagel) segítségével, a gyártó utasításainak megfelelően extraháltuk. A páciens 

szövettani mintáját érintő kísérletet a Nemzeti és Regionális Etikai Bizottság 

VI-R-039/01840-2/2012; 25363/2012/EKU; 448/PI/2012 számú etikai engedélyének 

megfelelően végeztük. A kísérleti jegyzőkönyveket a Nemzeti és Regionális Etikai Bizottság 

jóváhagyta (engedélyszám: MCC-INTER-001). 

4.2 Az IL-24 immunaktiváló hatásának vizsgálata 

Célul tűztük ki, hogy megvizsgáljuk a bakteriális antigénekkel is indukálható, antitumorális 

hatásáról ismert interleukin-24 immunsejtekre gyakorolt kemotaktikus hatását. 

Migrációs vizsgálatok: Az in vitro kemotaxis vizsgálatokhoz a mikro-Boyden kamrákat a 

Neuro Probe szállította. A sejteket 1 × 106/ml koncentrációban újraszuszpendáltuk kemotaxis 

tápközegben (RPMI, amely 1% szarvasmarha-szérumalbumint (Sigma) és 25 mM HEPES-t, 

pH 8 (Gibco) tartalmazott). Szabványos polikarbonát track-etch (PCTE) membránokat (5 µm 

pórusméretű) használtunk a felső lyukakban reszuszpendált sejtek elkülönítésére a 

kemoattraktánsokkal hígított kemotaxis közegtől. A neutrofileket 60 percig 37 °C-on 

inkubáltuk a mikro-Boyden kamrákban, míg a monocitákat 90 percig. A sejtspecifikus 

migrációs idő letelte után a membránt eltávolítottuk a mikro-Boyden kamrából, a sejtoldalt 

letöröltük, hogy eltávolítsuk a membránon át nem vándorolt sejteket, és a vándorolt sejteket 

tartalmazó membránt H&E-vel megfestettük. A membránon átjutott, tehát a vándorló, 

H&E-vel festett sejtek számát mikroszkóppal határoztuk meg 400-szoros nagyításban. 

A kemotaktikus indexet úgy számítottuk ki, hogy az indukált migráció során megszámlált 

sejtek számát elosztottuk a spontán migráció során megszámlált sejtek számával. A 

vizsgálatokat legalább hatszor megismételtünk. A statisztikai elemzést GraphPad Prism 

segítségével végeztük el.  

A „sakktábla” kemokinézis vizsgálathoz a monocitákat 37 °C-on előkezeltük rekombináns 

IL-24-gyel a jelzett koncentrációkban 30 percig, mielőtt a mikro-Boyden kamra felső 

lyukaiba töltöttük volna őket. A GiCPR jelátvitelének gátlására 100 ng/ml pertussis toxint 

(List Biological Laboratories) használtunk. 50 µM AG490-et (Calbiochem) használtunk a 

JAK család inhibitoraként és 50 µM U0126-ot (Sigma) a MEK1 és a MEK2 inhibitorként. 
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A tápfolyadékban szuszpendált sejteket a specifikus koncentrációjú inhibitorokkal 30 percig 

kezeltük 37 °C-on vízfürdőben. 

Egér légzsák modell: Protokollunk Sironi et al. módszerén alapszik (Clish et al., 1999; Sironi 

et al., 1999). Az 1. napon a lokális szőrzet leborotválása után, 3 ml levegőt fecskendeztünk 

szubkután a tesztegerek hátbőre alá, hogy légzsákot formáljunk. A 3. napon a folyamatot 

2,5 ml levegővel ismételtük a légzsák stabilizálása céljából. A 6. napon 1 ml steril HBSS 

(w/o Ca2+/Mg2+)-ben oldott hatóanyagot fecskendeztünk a légzsákba. A tesztelt hatóanyagok 

és koncentrációk: 1000 ng/ml CCL2, valamint 0,1, 1,0 és 10 ng/ml IL-24 a HBSS kontroll 

mellett. 24 óra elteltével az egereket CO2-dal elaltattuk és a légzsákokban megjelenő 

leukocitákat összegyűjtöttük. Minden kezelési csoport 5 állatot tartalmazott, a CCL2 esetén 

5, míg az IL-24 esetén 4 kísérletet végeztünk. Az adatokat átlag + SEM értékben ábrázoltuk 

és kétmintás Student-féle t-próbával elemeztük a GraphPad Prism szoftver segítségével. 

4.3 A melanóma eredetű vezikulák vizsgálata 

Kísérleteink során arra kerestük a választ, megváltoznak-e a tumoros mikrokörnyezet 

bizonyos elemei daganatsejtek által termelt vezikulák hatására. Célul tűztük ki a melanóma 

exoszómák PD-1 expresszióra gyakorolt hatásának leírását. Megvizsgáltuk, történik-e a 

daganatok környezetében található sejteken extracelluláris vezikulák által vezérelt onkogén 

átprogramozás. A munkafolyamat az 38. ábrán követhető nyomon. 

38. ábra. Kísérleti elrendezés a mezenchimális őssejtek melanóma exoszómákkal történő 

átprogramozásának vizsgálatára. 
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Etikai engedélyek: A C57BL/6N egereket a Charles River Laboratories-tól (Sulzfeld, 

Németország) szereztük be. Az egereket kórokozómentes körülmények között tartottuk, a 

kísérleteket az 1998. XXVIII.; 40/2013 és a 2010/63/EU állatetikai irányelvekkel 

összhangban végeztük. A kísérleti jegyzőkönyveket jóváhagyta a Szegedi Biológiai 

Kutatóközpont Állatkísérleti és Etikai Bizottsága és a Magyar Nemzeti Állatkísérleti és Etikai 

Bizottság (engedélyezési számok: CSI/01/3929-4/2017, és CSI/01/3929-4/2017). 

Egérmodell az exoszómális kezeléshez: A B16F1 melanóma sejteket intravénásan (1 × 105 

sejt/100 μl) oltottunk 6-8 hetes C57BL/6N nőstény egerekbe. Egy héttel később a daganatot 

hordozó egereket randomizáltuk és 3 csoportra osztottuk (n = 10/csoport). Az egereknek 

intravénásan kontroll puffert (100 μl), exoszómával kezelt MSC-ket (1 × 105 sejt/100 μl) vagy 

exoszómákat (40 μg/100 μl) adtunk be 7, 8, 9, 10 és 11 nappal a tumorinjekció után. Egy 

héttel az első exoszóma és MSC-oltás után csoportonként 3 állatot elaltattunk, a tüdejüket 

eltávolítottuk, lefényképeztük és -80 °C-on tároltuk a további fehérje, mRNS- és szövettani 

elemzéshez. A kísérletben tartott egereket további 10 napig figyeltük. A végponton az 

állatokat elaltattuk, és a tumor áttéteket nemcsak a tüdejükben, hanem testszerte is vizsgáltuk, 

majd az érintett szerveket begyűjtöttük szövettani elemzés céljából. A kísérleteket 3 

alkalommal ismételtük meg. 

Tumor lefedettség: A tüdő daganatos lefedettségét eltávolítás után a szervekről készített fotók 

elemzésével határoztuk meg az ImageJ szoftver segítségével. Megmértük a tumorok és az 

egészséges régiók területét, és meghatároztuk a tumorlefedettség százalékos arányát. Az SD-t 

és a p-értékeket a Microsoft Excel programban számoltuk ki. 

Az áttétekkel kapcsolatos érátmérő kvantitatív meghatározása: A natív állatok tüdejéből 

4 μm-es kriosztátmetszeteket készítettünk szilanizált tárgylemezekre, majd Fix&Perm A-B 

oldattal (Thermo Fisher Scientific) 20 percig fixáltuk. A metszeteket 30 percig hagyományos 

hematoxilinnal ellenfestettük, majd csapvízzel mostuk és fedőlemezre helyeztük. 

A metszeteket automata diaszkennerrel (3DHistech, Hu) digitalizáltuk, a 3DHISTECH 

Pannoramic Viewer (3DHistech, Hu) szoftver segítségével. A szigorú tumorhatárt gondosan 

megjelöltük, majd megmértük az erek átmérőjét. 

Exoszóma izolálás és jellemzés: Az exoszómákat Peinado és munkatársai (Peinado et al., 

2012) protokolljának adaptálásával izoláltuk melanóma sejtek felülúszójából. A B16F1 

felülúszókat legyűjtöttük, kiegészítettük proteáz inhibitor koktéllal (Roche), és 780 × g-n 

5 percig 4 °C-on centrifugáltuk az intakt sejtek és sejttörmelék eltávolítása érdekében. Ezután 

a felülúszókat 3900 × g-n 15 percig 4 °C-on centrifugáltuk, majd 0,2 µm-es membránon 
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(Millipore) szűrtük át a nagyobb sejtfragmentumok és mikrovezikulák eltávolítása érdekében. 

Az exoszómákat ultracentrifugálással pelletáltuk 150.000 × g-n (T-1270 rotor, 40.500 

fordulat/perc) 1 órán keresztül 4 °C-on. A pelletet kétszer mostuk, majd DPBS-ben 

reszuszpendáltuk és -80 °C-on tároltuk. Az exoszómális fehérjék koncentrációját a Pierce 

BCA Protein assay kit (Thermo Fisher Scientific) és egy Benchmark Microplate Reader 

(Bio-Rad) segítségével határoztuk meg, a gyártó utasításai szerint, majd az EV-izolátumot 

AFM-mel és/vagy SEM-mel, NTA-val és Western blottal jellemeztük. 

PD-1 meghatározások: A PD-1 fehérje kimutatása Western blot technikával anti-PD-1 egér 

monoklonális ellenanyag segítségével történt (clone: RMP1-14, 1:1000 dilution, Biolegend). 

qPCR-hez a specifikus primer próbák az online Roche Universal Probe Library Assay Design 

Center használatával lettek tervezve. A PD-1 immunfluoreszcens kimutatásához elsődleges 

ellenanyagként 1:200 anti-PD-1 (clone: RMO1- 14, Biolegend), másodlagos ellenanyagként 

1:100 Alexa Fluor 647 konjugált anti-rat ellenanyagot (Jackson ImmunoResearch 

Laboratories) használtunk. 

A dSTORM szuperrezolúciós kísérletet egy egyedi gyártású invertált Nikon Eclipse Ti-E 

vázon alapuló inverz mikroszkópon végeztük. Kondícionálás után az alkalmazott 

lézersugarakat a hátoldalra fókuszáltuk (mikroszkóp objektív Nikon CFI Apo 100x, 

NA = 1,49). A megvilágítás szögét egy, a készülékbe szerelt billenőtükörrel állítottuk be. Az 

összes dSTORM képeket 647 nm-es gerjesztési hullámhosszú EPI-megvilágítással 

készítettük el (Nikon 647 nm, 300 mW). A lézer teljesítményét, amelyet egy akuszto-optikai 

hangolható szűrőn (AOTF) keresztül szabályoztunk 4 kW/cm2 -re állítottuk be a mintasíkon. 

Egy további lézert (Nichia, 405 nm, 60 mW) használtunk mind a reaktiváláshoz, mind a 

referencia-mérésekhez. A képeket egy Andor iXon3 897 BV EMCCD digitális 

fényképezőgéppel (512 × 512 pixel, 16 μm-es pixelmérettel) készítettük. A minta 

megvilágított területének mérete megfelelt a detektor méretének, amely meghatározta a 

látómezőt (FOV = 80 × 80 μm2). A felvett és tárolt képhalmazokat a rainSTORM 

lokalizációval értékeltük, elemeztük és vizualizáltuk. A többszínű összevont képeket ImageJ 

szoftverrel hoztuk létre. 

 

Célunk volt továbbá leírni a mikrokörnyezeti stresszoroknak a vezikulák molekuláris 

mintázatára gyakorolt hatását és megvizsgáltuk a mikrokörnyezeti stresszorok nyomása alatt 

termelődő extracelluláris vezikulákra adott sejtbiológiai válaszokat. A munkafolyamat a 

18. ábrán követhető nyomon. 
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Stresszkörülmények: A B16F1 70%-os konfluenciájú sejtkultúráit öt különböző módon 

kezeltük EV-mentesített FBS-tartalmú közegben 72 órán keresztül. A kontroll csoport csak 

friss tápfolyadékot kapott. Citosztatikus stressz gyanánt a sejteket 0,6 μM doxorubicinnel 

kezeltük, a hőstresszelt sejteket 42 °C-on inkubáltuk 2 órán át minden 24 órában (összesen 

3 alkalommal), az oxidatív stressznek kitett sejteket 2,5 μg/ml Ag-TiO2-vel kezeltük, 

fotokatalízist kiváltó megvilágítás mellett. A fotoreaktív Ag-TiO2 nanorészecskéket alacsony 

nyomású higanylámpával indukáltuk (λ ≥ 360 nm, GCL303T5/4 típus, LightTech) 60 percig 

3 cm távolságból, a médium térforgatának 75%-ban, hogy csökkentsük a médiumréteg 

fényelnyelését és fényvisszaverését, majd a megvilágítás után a médiumot a végleges 

térfogatra állítottuk be. Megvilágítási kontrollként pedig létrehoztunk egy második kontroll 

csoportot, amely ugyanilyen módon megvilágított tápfolyadékot kapott. A citosztatikus és 

oxidatív stressz paramétereit a korábbi optimalizálás és proliferációs vizsgálat alapján 

határoztuk meg. A hőstressz körülményeit az irodalmi adatok alapján alakítottuk ki. Minden 

csoportban 72 órás felülúszókat gyűjtöttünk, 6 párhuzamos sejttenyészetből, ezeket 

összevontuk és elvégeztük az sEV izolálást. 

A mikroszövetek előállítása és analízise: A különböző sEV-k sejt-sejt kontaktusra és 

sejt-ECM kölcsönhatásokra gyakorolt hatását vizsgáltuk MSC-B16F1 és MEF-B16F1 

ko-kultúrákban egy egyszerűsített 3D-s tumormátrix modell segítségével. Egyenlő számú 

MSC vagy MEF és B16F1 sejtet 96 lyukú GravityPLUS függőcsepp lemezekre (InSphero 

AG) tettünk ki sEV- vagy DPBS-tartalmú médiumban (lyukanként 5000 sejt / 40 µl). 

A mikroszövetek keletkezését 72 órán keresztül követtük, és 24 óránként felvételeket 

készítettünk egy Axiovert S100 mikroszkóp (Zeiss) és egy Nikon D5000 kamera segítségével. 

A mikroszövetek méret- és alakbeli különbségeinek számszerűsítése érdekében, a 72 órás 

felvételeket szürkeárnyalatos formátumban az AnaSP szoftverrel (Piccinini, 2015) elemeztük. 

A mikroszövetek mért paraméterei a következők voltak: ekvivalens átmérő, legnagyobb 

átmérő a centroidon át, legkisebb átmérő a centroidon át, domborúság, tömörség, 

gömbölyűség, terület, kerület és térfogat. A kísérleteket háromszor ismételtük meg. 

4.4 A keringő vezikulák diagnosztikai potenciáljának vizsgálata 

Jelen kísérletsorozatban tanulmányoztuk a központi idegrendszeri tumorok molekuláris 

ujjlenyomatának megjelenését a perifériás vérben és célul tűztük ki a központi idegrendszeri 

tumorok extracelluláris vezikula alapú diagnosztikájának fejlesztését. 

Szérum minták előkészítése, sEV izolálás és jellemzés: A perifériás vér szobahőmérsékleten 

(RT) történő 1 órás alvadását követően az sEV izolálást a szérummintákból differenciál-

               buzas.krisztina_52_23



97 

 

centrifugálással végeztük (20 perc 3000 × g-n, 10 °C-on; 30 perc 10.000 × g-n, 4 °C-on; 

70 perc 100.000 × g-n, 4 °C-on). Az utolsó centrifugálási lépés után a pelletet DPBS-ben 

reszuszpendáltuk, és a további feldolgozásig -80 °C-on tároltuk.  

Az sEV-k jellemzéséhez a "Minimal Information for Studies of Extracellular Vesicles 2018" 

(MISEV 2018) című útmutatóban foglalt főbb javaslatokat és követelményeket követtük 

(Théry et al., 2018).  

NTA: Az sEV-ket részecskementes DPBS-ben hígítottuk, és 532 nm-es lézerrel ellátott 

NanoSight NS300 műszerrel (Malvern Panalytical Ltd.) elemeztük. Minden mintáról hat 

darab 60 s-os videót rögzítettünk állandó beállítások mellett (kameraszint: 15; küszöbérték: 

4, 25 °C; 60-80 részecske/képkocka), majd ezeket elemeztük, hogy információkat kapjunk a 

méreteloszlásról és a részecskekoncentrációról. 

Westen blot analízis: A klasszikus EV-markereket Western blot-elemzéssel vizsgáltuk 

NuPAGE-reagensek és egy XCell SureLock Mini-Cell System (Thermo Fisher Scientific) 

segítségével, a gyártó protokollja szerint. A CD81, Alix és Calnexin markerek kimutatásához 

nyúlban termeltetett anti-humán CD5L (1:2000) anti-humán CD81 (1:1000), anti-humán Alix 

(1:1000) és anti-humán Calnexin (1:10.000, (minden elsődleges ellenanyag a Sigma-Aldrich-

tól) elsődleges antitestet és HRP konjugált anti-nyúl IgG (1:1000, R&D Systems) másodlagos 

antitestet használtunk. A THP-1 sejtvonal (ATCC) lizátumát használtuk a Calnexin pozitív 

kontrolljaként. 

Transzmissziós elektron mikroszkópia: Az sEV morfológiájának vizsgálatához TEM-analízist 

végeztünk egy Tecnai G2 20 X-Twin típusú műszerrel (FEI, Hillsboro), 200 kV-os 

gyorsítófeszültségen. A TEM-mérésekhez a mintákat rácsra (200 mesh-es rézrácsokkal 

ellátott karbon filmre (CF200-Cu, Electron Microscopy Sciences) vittük fel, és festés vagy 

más fixáló eljárás nélkül szárítottuk. 

Betegek: A Debreceni Egyetem Idegsebészeti Klinikáján 2015 márciusa és 2018 januárja 

között kezelt 96 beteg vérmintáit elemeztük. A mintákat primer glioblastoma multiforme 

(GBM), meningeóma (M) és nem kissejtes tüdőrákból (BM) származó agyi metasztázisban 

szenvedő betegektől nyertük. A kontroll mintákat (CTRL) olyan betegektől gyűjtötték, 

akiknél a gerinc porckorong sérv műtétre érkeztek és nem volt egyéb, daganatos 

megbetegedésre utaló jel. Ez a nem daganatos betegcsoport szolgált kontroll csoportként a 

különböző intrakraniális tumorral rendelkező betegekkel összehasonlítva, hogy 

megkülönböztessük a tumoros folyamatok hatását a CNS érintettségétől a keringő sEV-kre 
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vonatkozóan. Mindegyik csoport 24 vegyes életkorú és nemű egyént tartalmazott 

(6. táblázat). Az egyénekből hat mintacsoportot hoztunk létre, így csoportonként négy 

párhuzamos mintát tudtunk vizsgálni. A vérmintákat egy nappal az idegsebészeti beavatkozás 

előtt vettük minden egyes tumoros esetben. Egyik beteg sem kapott sugár- vagy kemoterápiát 

a tumor reszekciója előtt. A vérmintákat a debreceni Neurosebészeti Agydaganat- és 

Szövetbank tárolta a Nemzeti Kutatási Etikai Bizottság kritériumainak megfelelően. 

A beleegyező nyilatkozatot minden beteg aláírta; a vizsgálatot a Helsinki Nyilatkozatnak 

megfelelően végeztük. A vizsgálatot két etikai jóváhagyás alapján hajtottuk végre, 

nevezetesen: 51450-2/2015/EKU (0411/15), Orvosi Kutatási Tanács, Tudományos és 

Kutatási Etikai Bizottság, Budapest, 2015. október 30. és 121/2019-SZTE, Szegedi 

Tudományegyetem, Humán Vizsgálatok Felügyelő Bizottsága, Szent-Györgyi Albert 

Klinikai Központ, Szeged, 2019. július 19.  

6. táblázat: Az LC-MS/MS analízisek betegcsoportjainak jellemzése 

♦ Glioblastoma 

Multiforme 
GBM GBM1 GBM2 GBM3 GBM4 

Betegek száma n = 24 n = 6 n = 6 n = 6 n = 6 

Életkor: Medián 

(tartomány) 

Átlag 

67 (33–82) 

64,9 

64,5 (38–82) 

62,7 

69,5 (33–76) 

63,8 

67,5 (49–74) 

64,7 

66,5 (63–77) 

68,5 

Nem (%): Férfi 

Nő 
13 (54,2) 

11 (45,8) 

3 (50) 

3 (50) 

3 (50) 

3 (50) 

5 (83,3) 

1 (16,7) 

2 (33,3) 

4 (66,7) 

■ Brain Metastasis BM BM1 BM2 BM3 BM4 

Betegek száma n = 24 n = 6 n = 6 n = 6 n = 6 

Életkor: Medián 

(tartomány) 

Átlag 

64 (42–82) 

64 

66,5 (51–82) 

67,7 

68 (62–71) 

67,5 

63,5 (42–81) 

59,7 

59,5 (53–64) 

59,5 

Nem (%): Férfi 

Nő 
13 (54,2) 

11 (45,8) 

2 (33,3) 

4 (66,7) 

3 (50) 

3 (50) 

4 (66,7) 

2 (33,3) 

4 (66,7) 

2 (33,3) 

▲ Meningioma M M1 M2 M3 M4 

Betegek száma n = 24 n = 6 n = 6 n = 6 n = 6 

Életkor: Medián 

(tartomány) 

Átlag 

60 (30–79) 

58,0 

54,5 (39–69) 

53,5 

62 (30–66) 

53 

61,5 (44–75) 

59,3 

66,5 (52–79) 

66 

Nem (%): Férfi 

Nő 
4 (16,7) 

20 (83,3) 

0 (0) 

6 (100) 

0 (0) 

6 (100) 

1 (16,7) 

5 (83,3) 

3 (50) 

3 (50) 

● Control CTRL CTRL1 CTRL2 CTRL3 CTRL4 

Betegek száma n = 24 n = 6 n = 6 n = 6 n = 6 

Életkor: Medián 

(tartomány) 

Átlag 

50,5 (20–81) 

52,9 

46,5 (26–71) 

46,5 

47 (20–62) 

45 

70,5 (49–81) 

67,2 

52,5 (41–69) 

53 

Nem (%): Férfi 

Nő 
9 (37,5) 

15 (62,5) 

2 (33,3) 

4 (66,7) 

4 (66,7) 

2 (33,3) 

4 (66,7) 

2 (33,3) 

4 (66,7) 

2 (33,3) 
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LC-MS-alapú proteomikai vizsgálatok és aadatelemzésük: A folyamatábra (39. ábra) mutatja 

azt a munkamenetet, amely alapján a bemutatott négy betegcsoportot elválasztó 

fehérjemintázat azonosításra került. Ebben az esetben a daganatok csoportosítása a perifériás 

vérből izolált sEV-k proteomikai vizsgálata alapján történt. 

39. ábra. Proteomikai adatok elemzése a betegcsoportok klasszifikálására. 

A GBM, BM, M és CTRL betegekből nyert teljes szérum- és sEV-mintákon LC-MS/MS-

analízist végeztünk (1. lépés). Az egyes csoportok egyéni mintáiból (n = 24) 4-4 poolt 

készítettünk az egyéni eltérések kiküszöbölése, a minták számának csökkentése, az 

LC-MS/MS mérések idejének lerövidítése és az anyagszükséglet csökkentése érdekében.  
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Az adatfüggetlen adatgyűjtési (DIA) üzemmódban kimutatott 311 fehérjéből 

spektrumkönyvtárat építettünk fel. Az sEV kontroll csoportban a mérés során felmerülő 

technikai hiba miatt négyből három minta került be statisztikai elemzésekbe (2. lépés). A nem 

kellően alátámasztható jelenléttel mért fehérjék, valamint a hiányzó értékekkel rendelkező 

fehérjék kizárása után (3. lépés) összesen 262 fehérjén végeztük el a további elemzéseket. 

Az adatfeldolgozás következő lépésében a felül- és alulszabályozott fehérjék azonosítása 

történt (4. lépés), amely 41 szérumban azonosított fehérjét és 45 sEV-fehérjét eredményezett. 

Az egyes CNS-tumorcsoportok és a CTRL összehasonlítása mellett a fehérjék kiválasztása 

során a CNS-tumorcsoportok közötti csoportközi különbségeket is értékeltük. Mivel a 

klinikailag releváns változás fontos szempont az azonosított fehérjék kiválasztásakor, a 

Cohen d hatásnagyság változást fogadtuk el a csoportok közötti különbség mutatójaként. 

A Cohen-féle d hatásnagyságelemzés (5. lépés) d > 2 küszöbértékkel 10, illetve 21 fehérjét 

eredményezett a teljes szérum- és az sEV-mintákban. A ROC-elemzésekben (6. lépés) 10 

fehérje a teljes szérumból (MMP9, HSPB1, CASP14, HBG1, IGHG4, DEFA1, VWF, 

HNRNPA1, S100A8, TLN1) és 17 sEV-fehérje (MMP9, HSPB1, CASP14, HBG1, FGB, 

GGCT, PF4, S100A7, FN1, ANPEP, FLG2, HSPA8, IGLL1, MMRN1, S100A14, SBSN, 

SPRR2E) felelt meg az AUC = 1 kiválasztási kritériumoknak. A két mintatípus négy 

szignifikánsan megváltozott fehérjén osztozott, nevezetesen az MMP9, CASP14, HBG1 és 

HSPB1. 

A fehérjék kiválasztását követően PCA-t (7. lépés) végeztünk az adathalmaz vizualizálása 

érdekében. Végül k-közép klaszterizálás (8. lépés) segítségével tártuk fel a különbséget a 

teljes szérum és a szérumból izolált vezikulák klaszterezési potenciálja között. 

MMP-9 analízisekben vizsgált betegek: A Debreceni Egyetem Idegsebészeti Klinikáján kezelt 

222 beteg szérummintáinak sEV izolátumát elemeztük (7. táblázat). 

ELISA vizsgálat az sEV-k MMP-9 koncentrációjára vonatkozóan: Minden vizsgálathoz 

standard görbét alkalmaztunk, és az összes mintát két párhuzamosban futtattuk külön 

lemezeken. Az első lépésben 50 µl vizsgálati puffert és 50 µl mérési sztenderdet vagy 12-

szeres hígítású mintákat adtunk a megfelelő lyukakba, majd a lemezeket lezártuk és 

szobahőmérsékleten 2 órán át inkubáltuk, miközben 200 fordulat/perc sebes-séggel rázattuk. 

Az inkubálás után a lemezeket négyszer mostuk mosópufferrel. Az első lépést további három 

inkubációs lépés követte, nevezetesen 100 μl humán MMP-9 detektáló antitest oldatot, 100 µl 

Avidin-HRP oldatot és 100 μl D szubsztrát oldatot adtunk minden egyes lyukba, és 

szobahőmérsékleten inkubáltuk 1 órán át, 30 percig, illetve 15 percig. A lemezeket négyszer 
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mostuk mosópufferrel az egyes inkubációs eljárások között. Az utolsó lépést sötétben 

végeztük, majd a reakciót 100 μl oldat hozzáadásával leállítottuk; az abszor-banciát azonnal 

leolvastuk 450 nm-en és 570 nm-en egy asztali benchtop reader-rel (Multiskan RC, Thermo 

Labsystems).  

7. táblázat MMP-9 vizsgálatok betegcsoportjainak jellemzése 

Betegcsoport megnevezése n = 222 % 

Glioblastoma multiforme (GBM) 121 54% 

szekunder glioblasztóma (GBMszek) 18 15% 

preoperatív minták (GBMszek preop) 9 50% 

posztoperatív minták (GBMszek posztop) 9 50% 

primer glioblasztóma (GBMprim) 103 85% 

preoperatív minták (GBMprim preop) 69 (10) 1 67% 

kiújulás befolyásoló hatásának vizsgálata 69 67% 

elsődleges daganat 54 78% 

kiújult daganat 15 22% 

terápia befolyásoló hatásának vizsgálata 69 67% 

terápia előtt 15 22% 

terápiát követően 54 78% 

túlélés vizsgálata 27 39% 

>65 év 11 41% 

≤65 év 16 59% 

magas MMP-9 szint (≥28 ppm) 17 63% 

alacsony MMP-9 szint (<28 ppm) 10 37% 

posztoperatív minták (GBMprim posztop) 14 (10)1 33% 

Agyi metasztázis (BM) 37 17% 

carcinoma planocellulare (BMplano) 13 35% 

adenocarcinoma (BMadeno) 24 65% 

preoperatív minták (BMpreop) 27 (6)2 73% 

posztoperatív minták (BMposztop) 10 (6)2 27% 

Meningioma (M) 28 13% 

I grádusú meningeoma (M_I) 20 71% 

I grádusú meningeoma (M_II) 8 29% 

Kontroll (CTRL) 36 16% 

gerincvelő porckorongsérv 36 16% 

férfi 16 44% 

nő 20 56% 

A százalékok az egyes statisztikai elemzéseken belüli részvételi arányokat jelzik; 1 A páros t-tesztben részt 

vevő GBM betegek száma; 2 A páros t-tesztben érintett BM betegek száma. 
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Statisztikai analízisek az MMP-9 vizsgálatokhoz: A statisztikai tesztek elvégzése előtt az 

MMP-9 szintet a szérum sEV-k fehérjetartalmára normalizáltuk, ami azt jelenti, hogy az 

MMP-9 koncentrációt (ng/mL) elosztottuk az EV-ben dúsított izolátumok 

fehérjekoncentrációjával (ng/mL) minden minta esetében. Az összes analízis eredményét 

milliomodrészben (ppm) adtuk meg.  

Raman spektroszkópiai analízisekben vizsgált betegek: A Debreceni Egyetem Idegsebészeti 

Klinikáján kezelt 138 beteg vérmintáit elemeztük. A daganat-asszociált mintákat GBM, BM, 

M betegekből nyertük, a gerincvelő porckorongsérvben (nem daganatos CNS betegség) 

szenvedő betegek szolgáltak kontroll CTRL-ként (8. táblázat).  

Minden beteg aláírta a beleegyező nyilatkozatot. A vizsgálatot a Helsinki Nyilatkozatnak 

megfelelően végeztük, és két független szerv etikai jóváhagyását szereztük be 

(51450-2/2015/EKU (0411/15), Orvosi Kutatási Tanács, Tudományos és Kutatási Etikai 

Bizottság, Budapest, 2015. október 30. és 121/2019-SZTE, Szegedi Tudományegyetem, 

Emberi Vizsgálatok Felülvizsgálati Bizottsága, Szent-Györgyi Albert Klinikai Központ, 

Szeged, 2019. július 19.). 

Raman spektroszkópiai mérések: A sEV minták Raman spektrumának felvételét Senterra II 

(Bruker) mikroszkóppal végeztük visszaszórásos elrendezést alkalmazva. A mintákat 

centrifugáltuk, kalcium-fluorid hordozóra cseppentettük, és az elemzés előtt 

szobahőmérsékleten, levegőn szárítottuk rá a hordozóra. Minden mintát ugyanazokkal a 

konfigurációs paraméterekkel elemeztünk (névleges lézerteljesítmény: 12,5 mW; integrációs 

idő: 30 másodperc; interferométer felbontása: 1,5 cm-1; gerjesztési hullámhossz: 532 nm.) 

A spektrumokat minden mintáról 50×-es optikai objektívvel (Olympus) gyűjtöttük. 

A spektrumokat átlagolás előtt (mintánként 5 spektrum) alapvonal korrekciónak vetettük alá 

a Bruker berendezéshez kapható OPUS szoftver segítségével. A 801 cm-1 és 3100,5 cm-1 

közötti spektrumtartományt használtuk a további elemzésekhez (40. ábra). 

8. táblázat. Spektroszkópiai vizsgálatok betegcsoportjainak jellemzése. 

Beteg- 

csoportok 

Betegek 

száma 

Életkor (év) Nem 

Tartomány Átlag Medián Férfi (%) Nő (%) 

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) 
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40. ábra. Az sEV-k molekuláris ujjlenyomatának spektroszkópiai megközelítése. 

Az ábra a Raman spektroszkópiai adatok analízisének lépéseit mutatja be. A 3. lépést 

követően a munkafolyamatot a céljainknak megfelelően kétféleképpen folytattuk (a és b rész). 

Rövidítések: AUC: area under the curve; CA: classification accuracy; SNV: standard normal 

variate; SVM: support-vector machine; PCA: principal component analysis. 

Az alapvonal korrekción átesett adatok normalizálását az SNV-módszerrel végeztük, amely 

a spektrumokat egymással összehasonlíthatóvá alakította. Az SNV-vel normalizált 

spektrumokat PCA-val vizsgáltuk. Az adatok transzformálását az Orange 3.27.0 szoftver 

segítségével végeztük (Demšar et al., 2013). 

A klasszifikáció során az osztályozó modell megalkotásához és teszteléséhez a négy 

betegcsoportot páronként hasonlítottuk össze (minden betegcsoportot a CTRL csoporthoz, 

valamint a BM és GBM csoportot). A minták osztályozását a lineáris SVM algoritmus 

segítségével végeztük el, és minden egyes páros összehasonlításhoz osztályozási modelleket 

építettünk. Első lépésként az adatokat véletlenszerűen 90:10 arányban felosztottuk tanító- és 

teszthalmazokra. A tanító halmazon alkalmazott SVM algoritmus egy olyan hipersíkot 

határozott meg, amely a PCA-transzformált térben el tudja választani az összehasonlított 

csoportokat (a folyamat eredményeként kialakított hipersík jelentett egy betanított SVM 

modellt). Ezt követően az SVM a teszthalmazba tartozó mintákat – ugyanezen térbe 

elhelyezve – a csoporthoz tartozás pontszámával látta el (0-tó 1-ig) az elválasztó hipersíktól 

való helyzetük és távolságuk alapján. 
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Ahhoz, hogy a tesztmintákat be lehessen sorolni valamely betegcsoportba, meghatároztuk az 

ehhez szükséges csoporthoz tartozási pontszámok minimális küszöbértékét. A meghatározott 

küszöbérték feletti pontszámmal rendelkező tesztmintákat az adott célcsoportba soroltuk.  

Minden páros összehasonlítás során tízszer ismételtük meg a tanító- és teszthalmaz 

felosztását. 

Az osztályozás hatékonyságát a szenzitivitás, specificitás, és a ROC-analízisből kapott AUC 

értékek alapján határoztuk meg. Az osztályozást és a hatékonyság értékelését az 

Orange 3.27.0 és a GraphPad Prism 8.4.3 szoftverek segítségével végeztük el. 

A spektrális különbségek azonosítása érdekében a kapott PC-k és a különböző betegcsoportok 

közötti korrelációt a FreeViz módszerrel határoztuk meg (36. ábra). Összefoglalva, a FreeViz 

módszer a többváltozós adatokat egy kétdimenziós szórásdiagramban jeleníti meg. A FreeViz 

ábrákon a mintákat és a PC-ket pontokkal, illetve vektorokkal ábrázoltuk.  

A PC-k csoportonkénti statisztikai különbségeit Welch t-próbával elemeztük. Tekintettel arra, 

hogy a PC-k az eredeti változók (hullámszámok) lineáris kombinációja, meghatározhatók 

azon hullámszámok, amelyek a legnagyobb mértékben járulnak hozzá egy adott PC-hez, így 

a két összehasonlított csoport megkülönböztetéséhez. A p < 0,05 értékeket szignifikánsnak 

tekintettük. A FreeViz vizsgálatot az Orange 3.78.0 szoftverrel végeztük. 
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5. ÖSSZEFOGLALÁS ÉS ÚJ EREDMÉNYEK 

Kutatásaim során munkatársaim segítségével a tumoros mikrokörnyezet különböző 

alkotóelemeinek a működését vizsgáltam. Mint tudjuk, a daganatok egy nagyon komplex, 

rendkívül hatékonyan együttműködő sejtközösséget alkotnak, amely közösség tagjai igen 

intenzív kommunikációt folytatnak egymás között mind a tumorokat alkotó elemekkel, mind 

pedig a szűkebb és tágabb értelemben vett környezetükkel. Ezek az egymással kommunikáló 

elemek, legyenek azok szolubilis vagy partikuláris természetűek, mind hozzájárulnak a 

tumorok sikeréhez. Minden egyes jelátviteli esemény része lehet annak az immunszerkesztési 

láncolatnak, amely az esetek jelentős részében a daganatok túléléséhez és növekedéséhez 

vezethet, hiszen sikerrel kerülik el az immunrendszerünk védekezésének különböző rétegeit. 

Ahogyan egész testünket, a daganatot is érhetik és érik is különböző hatások, amelyek 

időnként a tumorokon belüli egyensúly megbomlásához, illetve akár a tumorsejtek 

pusztulásához is vezethetnek. 

A bemutatott munkánk során elsőként az immunrendszerünk olyan elemei kerültek a 

kísérletek középpontjába, amelyek TLR ligandumokkal, mint a külső vagy belső 

mikrokozmoszunk résztvevőiből származó molekulákkal befolyásolhatóak és részesei 

lehetnek akár az antitumorális immunválaszoknak is. 

Ezen folyamatokat célzó kísérleteink során bebizonyítottuk a következőket: 

• A Chlamydophila pneumoniae hőinaktiváció után is képes a daganatot infiltráló 

makrofágok polaritásának megváltoztatására. 

• Az inaktivált C. pneumoniae által indukált változások jelentős mennyiségű 

M1 polarizációs állapothoz tartozó citokin és kemokin termelődését idézik elő. 

• Az inaktivált C. pneumoniae hatására a melanóma tüdőáttéteinek csökkenése 

következik be az immunkompetens állatokban. 

Figyelembe véve a kísérleteink dolgozatban ismertetett menetét, arra a következtetésre 

jutottunk, hogy a szaporodásra nem képes, hőinaktivált C. pneumoniae szuszpenzióban 

található, lázkeltésre nem alkalmas TLR ligandumok képesek a tumorokat jellemzően 

infiltráló, tumortámogató M2 típusú makrofágok polaritását az M1, antitumorális irányba 

eltolni. Ez a hatás és az intenzív antitumorális citokinek és kemokinek termelődése a már 

kialakult daganatok visszafejlődéséhez is vezethet az immunkompetens állatmodellekben. 

A daganatellenes hatásokat tovább vizsgálva, a TLR ligandumokkal indukálható IL-24-nek 

az immunsejtekre gyakorolt hatásait tanulmányoztuk. 
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• Munkánk során megállapítottuk, hogy az IL-24 képes az immunsejtek attraktálásra 

mind in vitro mind in vivo körülmények között. Az IL-24-nek kemotaktikus és 

kemokinetikus hatását bizonyítottuk a humán monocitákra vonatkozóan.  

• In vivo az IL-24 kemotaktikus hatással bír a monocitákra, illetve neutrofil 

granulocitákra vonatkozóan.  

• Bizonyítottuk, hogy az IL-24 kemotaktikus jelátvitele G fehérje kapcsolt receptoron 

keresztül történik és egyúttal a MAPK és JAK jelátviteli útvonalak is érintettek. 

A TLR ligandumok és szolubilis faktorok tumoros mikrokörnyezetben való 

immunmodulációs hatásainak vizsgálata során kerültek a látóterünkbe az igen élénk 

kommunikációs útvonalak partikuláris szereplői, az extracelluláris vezikulák. 

• Bebizonyítottuk, hogy a melanóma sejtek által kibocsájtott extracelluláris vezikulák 

a daganatszövet résztvevőinek tekintett, illetve a testszerte megtalálható 

mezenchimális őssejtekben egy onkogén átprogramozást képesek elindítani.  

• A melanóma sejtek extracelluláris vezikulái az MSC-kben mind mRNS, mind 

fehérje szinten olyan útvonalak és molekulák kifejeződését indítják el, amelyek a 

melanóma sejtekre jellemzőek: ilyenek a migrációs kapacitás élénkülése, a 

daganatszövet növekedése és áttétképzési hajlandóságának emelkedése. 

Az sEV-k tehát igen hatékony információhordozók, a bennük található molekuláris összetétel 

változása tehát nagy valószínűséggel a befogadó sejtek biológiáját és viselkedését is képes 

lehet megváltoztatni. Felmerül tehát a kérdés, ha olyan kritikus változásokat képesek 

előidézni, mint egy szöveti őssejtben elindított onkogén program, vajon a környezeti 

stresszorok vagy akár a daganatterápiák milyen hatást gyakorolnak a vezikuláris tartalomra 

és ezáltal a kiváltott sejtes válaszokra. 

• Kísérleteink során azt találtuk, hogy a környezeti stresszorok hatására nem csak a 

termelődő sEV-k mennyisége, de molekuláris összetétele is szignifikáns mértékben 

változik meg, a miRNS és fehérje tartalom tekintetében.  

• A stresszorok nyomása alatt képződő sEV-k befolyásolják a sejtciklust, elősegítik a 

daganatsejtek migrációját, megváltoztatják a mikroszövet-képzési kapacitást. 

Mivel az sEV-k minden testfolyadékban megtalálhatóak és a szolubilis biomarkerekhez 

képest stabilak, a napjainkban egyre nagyobb népszerűségnek örvendő folyadékbiopsziák 

ideális célpontjaivá válhatnak. Különösen igaz ez abban az esetben, ha a nehezen 

hozzáférhető központi idegrendszeri tumorokról beszélünk. Megfigyeltük, hogy az sEV-k 

segítségével elkülöníthetjük egymástól a daganatos betegségekben szenvedő páciensek 
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különböző csoportjait. Kísérleteink során arra a következtetésre jutottunk, hogy az sEV-k 

komplex analízisével sokkal nagyobb hatékonysággal és biztonsággal vagyunk képesek a 

betegcsoportok megállapítására, mintha egyedi molekulákat vizsgálnánk. 

• Bizonyítottuk, hogy a CNS daganatos betegek szérumából izolált sEV-k alkalmasab-

bak a proteomikai elemzésen alapuló klasszifikációra, mint a teljes szérum minták.  

• Szérumból izolált sEV-k vizsgálatával sikerült egy olyan fehérjét, az MMP-9-et 

azonosítanunk, amely a GBM-ben szenvedő betegek esetében prognosztikus 

értékkel bírhat. 

• Az sEV-k Raman spektroszkópiája segítségével igen magas, 80% feletti 

szenzitivitással és specificitással tudjuk a CNS tumorokban szenvedő betegeket a 

szövettani diagnózison alapuló csoportokba sorolni. 

Az sEV-k, illetve az extracelluláris vezikulák jelentősége az intercelluláris kommunikációban 

több szinten jelenik meg: 

• A vezikulák nem a sejtek hulladék lerakói, a molekuláris tartalom jelentős része 

irányítottan kerül a membráncsomagokba. 

• A molekuláris tartalom összetételét komplex sejtélettani változások határozzák meg, 

így az egyedi molekulák jelátvivő szerepe elveszik, helyette a különböző 

komponensek egymáshoz viszonyított aránya válik meghatározóvá. 

• A kettős foszfolipid réteg által határolt struktúrák minden eddig ismert módozatnál 

hatékonyabb információtranszfert valósítanak meg, hiszen beltartalmukat megvédik 

az enzimatikus hasításoktól vagy roncsoló mechanikai hatásoktól. 

Véleményem szerint különlegesen érdekessé teszi az EV-k útján történő molekuláris 

információtranszfert az a megközelítés, mely szerint a vezikuláris transzport egy lehetséges 

magyarázata annak, hogyan válhat egy lokális, pathológiás folyamat szisztémás betegséggé. 

Az sEV-k Raman spektroszkópiai vizsgálata megtanított bennünket arra, hogy a 

folyadékbiopsziás vizsgálatok esetében nem kizárólag az „egy betegség - egy molekula” 

megközelítés lehet az üdvözítő. Munkáinkban nem az egyedi molekulákat, hanem a 

kisméretű extracelluláris vezikulákat tekintettük az információ új egységének. Az sEV-k 

komplexitása mintegy jelerősítőként szerepel vizsgálatainkban, nem keresünk egyedi 

molekulákat ellenben a teljes molekuláris tartalommal és azok arányának felszínre hozásával 

próbáljuk meg leírni az emberi test patofiziológiai állapotát.  
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6. KÖSZÖNETNYILVÁNÍTÁS 

Mindazok az eredmények, amelyeket ebben a dolgozatban bemutattam, csak egy kicsinyke 

részét képezik mindannak a sok sikernek és rengeteg kudarcnak, aminek eddigi kutatói 

pályafutásom során élvezője, vagy épp ellenkezőleg, elszenvedője voltam. Sem a jelenlegi 

doktori mű, sem a benne foglalt eredmények nem születhettek volna meg a családom, a férjem 

és a fiam, az édesanyám (†), az édesapám (†), a nagymamám (†) és a barátaim folyamatos, 

önzetlen támogatása és szeretete nélkül. Mindezekért nekik tartozom hálával. 

Immunológus mentoraim közül elsőként Dr. Joost Oppenheimnek (†) és Dr. Zack Howardnak 

szeretném megköszönni azt, hogy megmutatták nekem, hogyan kell megalkuvás nélkül 

haladni a tudományos célom felé, álljon elém bármilyen természetű nehézség is. Köszönöm, 

hogy posztdoktori éveimet vezetésük alatt a Laboratory of Molecular Immunoregulation-ben 

tölthettem, a National Cancer Institute fredericki kampuszán. 

Köszönöm egyetemi mentoraimnak, Prof. Mándi Yvettnek, Prof. Duda Ernőnek és 

Prof. Minárovits Jánosnak, hogy megmutatták nekem az immunológia szépségeit. Mind az 

immunológia alapjainak az elsajátítását, mind pedig a citokinek csodálatos világának a 

megismerését nekik köszönhetem. 

Köszönettel tartozom Bíró Tamás professzor úrnak, hogy segített a saját tudományos utam 

keresésében, hogy mindig bíztatott és feltétel nélkül hitt bennem. 

Köszönettel tartozom korábbi és jelenlegi PhD hallgatóimnak: Marton Annamáriának, 

Harmati Máriának, Gyukity-Sebestyén Edinának, Dobra Gabriellának, Bukva Mátyásnak és 

Böröczky Tímeának, akik fáradhatatlan munkájukkal megteremtették a jelenlegi 

munkacsoport működésének alapjait és hozzájárultak ezen dolgozat eredményeinek 

megszületéséhez. Külön köszönet illeti meg a technikai segítségért Pintér Lillát. 

Köszönöm jelenlegi PhD hallgatóimnak, és tudományos diákköri hallgatóimnak a 

mindennapok apróbb és nagyobb feladatainak gyakorlati kivitelezését. 

Hálás vagyok klinikus együttműködő partnereinknek, Prof. Klekner Álmosnak, Prof. Oláh 

Juditnak, Prof. Hideghéthy Katalinnak, Prof. Barzó Pálnak a klinikai kutatások során nyújtott 

segítségükért, támogatásukért. 

Köszönöm Prof. Gácser Attilának és Dr. Horváth Péternek, hogy támogató, türelmes és 

megértő főnökeim voltak. Köszönöm Prof. Széll Márta rektorhelyettes asszony és Prof. Lázár 

György dékán úr támogatását az MTA doktori értekezésem elkészítéséhez. Hálával tartozom 
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mindazért az erőfeszítésért, amit Kemény Lajos professzor úrral közösen az Immunológiai 

Tanszék létrehozásáért tettek, és hogy alapító tanszékvezetőként én kaphattam lehetőséget a 

munkára. 

Hálásan köszönöm az Immunológiai Tanszéken és a Szegedi Biológiai Kutatóközpontban 

dolgozó minden munkatársamnak, hogy türelmükkel és megértésükkel, vagy technikai 

segítségükkel támogatták a munkámat. 
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7. SAJÁT KÖZLEMÉNYEK, TUDOMÁNYMETRIAI ADATOK 

7.1 Az értekezést megalapozó közlemények (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 

Összes idézettség: 9 Független 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 

Összes idézettség: 20 Független 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 

Összes idézettség: 93 Független idézettség: 89 

 

4. Gyukity-Sebestyén, E; Harmati, M; Dobra, G; Németh, IB; Mihály, J; Zvara, Á; Hunyadi-

Gulyás, É; Katona, R; Nagy, I; Horváth, P; Bálind, Á; Szkalisity, Á; Kovács, M; Pankotai, T; 

Borsos, B; Erdélyi, M; Szegletes, Z; Veréb, ZJ; Buzás, EI; Kemény, L; Bíró, T; Buzás, 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 

Összes idézettség: 32 Független 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 

Összes idézettség: 39 Független 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 

Összes idézettség: 48 Független 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 

Összes idézettség: 13 Független 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 

Összes idézettség: 0 Független idézettség: 0 

 

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 

Összes idézettség: 4 Független idézettség: 3 

 

 

7.2 Idegennyelvű közlemények a PhD fokozat megszerzése előtt (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 

p. (2004)  

IF: - 

Összes idézettség: 8 Független 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 

Összes idézettség: 21 Független 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 

Összes idézettség: 4 Független 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 

Összes idézettség: 60 Független idézettség: 60 

 

 

7.3 A PhD fokozat megszerzése óta megjelent további idegennyelvű közlemények 

1. Böröczky, T; Dobra, G; Bukva, M; Gyukity-Sebestyén, E; Hunyadi-Gulyás, É; Darula, Zs; 

Horváth, P; Buzás, K; Harmati, M.  

Impact of Experimental Conditions on Extracellular Vesicles’ Proteome: A Comparative 

Study. 

LIFE-BASEL 13 : 1 p. 206 (2023)  

IF: 3,253 

Összes idézettség: 1 Független 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 

Összes idézettség: 2 Független 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: - 

Összes idézettség: 1 Független idézettség: 0 

 

4. Grexa, I; Diosdi, A; Harmati, M; Kriston, A; Moshkov, N; Buzas, K; Pietiäinen, 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 

Összes idézettség: 6 Független 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 

Összes idézettség: 9 Független 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.  
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MISpheroID: a knowledgebase and transparency tool for minimum information in spheroid 

identity. 

NATURE METHODS 18 : 11 pp. 1294-1303. , 10 p. (2021)  

IF: 47,99 

Összes idézettség: 14 Független 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 

Összes idézettség: 13 Független 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 

Összes idézettség: 10 Független idézettség: 10 

 

9. Körmöndi, S; Terhes, G; Pál, Z; Varga, E; Harmati, M; Buzás, K; Urbán, 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 

Összes idézettség: 9 Független idézettség: 9 

 

10. Majoros, H; Ujfaludi, Zs; Borsos, BN; Hudacsek, VV; Nagy, Z; Coin, F; Buzas, K; 

Kovács, I; Bíró, 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 

Összes idézettség: 8 Független idézettség: 6 

 

11. Hettmann, A; Demcsák, A; Bach, Á; Decsi, G; Dencs, Á; Pálinkó, D; Rovó, L; Terhes, 

G; Urbán, E; Buzás, 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 

Összes idézettség: 6 Független 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: - 

Összes idézettség:- Független idézettség: - 
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13. Harmati, M; Gyukity-Sebestyen, E; Dobra, G; Terhes, G; Urban, E; Decsi, G; Mimica-

Dukic, N; Lesjak, M; Simin, N; Pap, B; Nemeth I.B; Buzas, K. 

Binary mixture of Satureja hortensis and Origanum vulgare subsp. hirtum essential oils: in 

vivo therapeutic efficiency against Helicobacter pylori infection. 

HELICOBACTER 22 : 2 Paper: e12350 , 7 p. (2017) 

IF: 4,123 

Összes idézettség: 14 Független idézettség: 13  

 

14. Piccinini, F; Balassa, T; Szkalisity, A; Molnar, C; Paavolainen, L; Kujala, K; Buzas, K; 

Sarazova, M; Pietiainen, V; Kutay, U et al.  

Advanced Cell Classifier: User-Friendly Machine-Learning-Based Software for Discovering 

Phenotypes in High-Content Imaging Data. 

CELL SYSTEMS 4 : 6 pp. 651-655. , 5 p. (2017)  

IF: 8,982 

Összes idézettség: 44 Független idézettség: 32  

 

15. Zsedenyi, A; Farkas, B; Abdelrasoul, GN; Romano, I; Gyukity-Sebestyen, E; Nagy, K; 

Harmati, M; Dobra, G; Kormondi, S; Decsi, G; Nemeth IB; Diaspro, A; Brandi, F; Beke, S; 

Buzas, K.  

Gold nanoparticle-filled biodegradable photopolymer scaffolds induced muscle remodeling: 

in vitro and in vivo findings. 

MATERIALS SCIENCE & ENGINEERING C-MATERIALS FOR BIOLOGICAL 

APPLICATIONS 72 pp. 625-630. , 6 p. (2017)  

IF: 5,08 

Összes idézettség: 9 Független idézettség: 8  

 

16. Lesjak, M; Simin, N; Orcic, D; Franciskovic, M; Knezevic, P; Beara, I; Aleksic, V; 

Svircev, E; Buzas, K; Mimica-Dukic, N. 

Binary and Tertiary Mixtures of Satureja hortensis and Origanum vulgare Essential Oils as 

Potent Antimicrobial Agents Against Helicobacter pylori. 

PHYTOTHERAPY RESEARCH 30 : 3 pp. 476-484. , 9 p. (2016)  

IF: 3,092 

Összes idézettség: 23 Független idézettség: 20  

 

17. Marton, A; Kusz, E; Kolozsi, C; Tubak, V; Zagotto, G; Buzas, K; Quintieri, L; Vizler, C. 

Vanillin Analogues o-Vanillin and 2,4,6-Trihydroxybenzaldehyde Inhibit NF kappa B 

Activation and Suppress Growth of A375 Human Melanoma. 

ANTICANCER RESEARCH 36 : 11 pp. 5743-5750. , 8 p. (2016)  

IF: 1,937 

Összes idézettség: 20 Független idézettség: 20 

 

18. Buzas, K; Kiss, A; Vizler, C.  

Current approaches of tumor immunotherapy. 

ACTA BIOLOGICA SZEGEDIENSIS 59 : Suppl. 1. pp. 69-82. , 14 p. (2015)  

IF: - 

Összes idézettség: - Független idézettség: - 
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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. 

JOURNAL OF LASER MICRO NANOENGINEERING 10 : 1 pp. 11-14. , 4 p. (2015)  

IF: 0,759 

Összes idézettség: 5 Független idézettség: 1  

 

20. Yanez-Mo, M; Siljander, PR; Andreu, Z; Zavec, AB; Borras, FE; Buzas, EI; Buzas, K; 

Casal, E; Cappello, F; Carvalho, J et al.  

Biological properties of extracellular vesicles and their physiological functions. 

JOURNAL OF EXTRACELLULAR VESICLES 4 Paper: 27066 (2015)  

IF: ekkor még nincs, jelenleg 17,377 

Összes idézettség: 2861 Független idézettség: 2599 

 

21. Nagy, Z; Kovács, I; Török, M; Tóth, D; Vereb, G; Buzás, K; Juhász, I; Blumberg, PM; 

Bíró, T; Czifra, G. 

Function of RasGRP3 in the formation and progression of human breast cancer. 

MOLECULAR CANCER 13 : 1 Paper: 96 (2014)  

IF: 4,257 

Összes idézettség: 18 Független idézettség: 18  

 

22. Decsi, G; Tarnai, Z; Zsedényi, A; Buzás, K; Nagy, K; Sonkodi, I; Minárovits, J.  
A szájüregi laphámrák és praeblastomatosisai: a papillomavírus-fertőzés szerepe és a korai 

diagnózis lehetőségei [Oral carcinoma and its 

preblastomatoses: The role ofpapillomavirus infection and theprospects of early diagnosis. 

LEGE ARTIS MEDICINAE 24 : (3) pp. 111-119. , 9 p. (2014) 

Összes idézettség: 0 Független idézettség: 0  
 

23. Juhasz, K; Buzas, K; Duda, E.   

Importance of reverse signaling of the TNF superfamily in immune regulation. 

EXPERT REVIEW OF CLINICAL IMMUNOLOGY 9 : 4 pp. 335-348. , 14 p. (2013)  

IF: 3,342 

Összes idézettség: 45 Független idézettség: 45  

 

24. Ay, E; Banati, F; Mezei, M; Bakos, A; Niller, HH; Buzas, K; Minarovits, J.   

Epigenetics of HIV Infection: Promising Research Areas and Implications for Therapy. 

AIDS REVIEWS 15 : 3 pp. 181-188. , 8 p. (2013)  

IF: 4,023 

Összes idézettség: 25 Független idézettség: 20  

 

25. Niller, HH; Banati, F; Nagy, K; Buzas, K; Minarovits, J.   

Update on microbe-induced epigenetic changes: Bacterial effectors and viral oncoproteins as 

epigenetic dysregulators. 

FUTURE VIROLOGY 8 : 11 pp. 1111-1126. , 16 p. (2013)  

IF: 1 

Összes idézettség: 5 Független idézettség: 5  
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26. Szenthe, K; Nagy, K; Buzas, K; Niller, HH; Minarovits, J.   

MicroRNAs as Targets and Tools in B-Cell Lymphoma Therapy. 

JOURNAL OF CANCER THERAPY 4 : 3 pp. 466-474. , 9 p. (2013)  

IF: - 

Összes idézettség: 1 Független idézettség: 0  

 

27. Keseru, JS; Szabó, I; Gál, Z; Massidda, O; Mingoia, M; Kaszanyitzky, E; Jánosi, S; 

Hulvely, J; Csorba, A; Buzás, K et al.  

Identification of β-lactamases in human and bovine isolates of Staphylococcus aureus strains 

having borderline resistance to penicillinase-resistant penicillins (PRPs) with proteomic 

methods. 

VETERINARY MICROBIOLOGY 147 : 1-2 pp. 96-102. , 7 p. (2011)  

IF: 3,327 

Összes idézettség: 7 Független idézettség: 5  

 

28. Qi, J; Buzas, K; Fan, HT; Cohen, JI; Wang, KN; Mont, E; Klinman, D; Oppenheim, JJ; 

Howard, OMZ.  

Painful Pathways Induced by TLR Stimulation of Dorsal Root Ganglion Neurons. 

JOURNAL OF IMMUNOLOGY 186 : 11 pp. 6417-6426. , 10 p. (2011)  

IF: 5,788 

Összes idézettség: 130 Független idézettség: 128  

 

29. Hutamekalin, P; Farkas, AE; Orbok, A; Wilhelm, I; Nagyoszi, P; Veszelka, S; Deli, MA; 

Buzas, K; Hunyadi-Gulyas, E; Medzihradszky, KF et al.  

Effect of nicotine and polyaromtic hydrocarbons on cerebral endothelial cells. 

CELL BIOLOGY INTERNATIONAL 32 : 2 pp. 198-209. , 12 p. (2008)  

IF: 1,619 

Összes idézettség: 45 Független idézettség: 33  

 

30. Birko, Z; Bialek, S; Buzas, K; Szajli, E; Traag, BA; Medzihradszky, KF; Rigali, S; 

Vijgenboom, E; Penyige, A; Kele, Z et al.  

The secreted signaling protein factor C triggers the A-factor responseregulon in streptomyces 

griseus - Overlapping signaling routes. 

MOLECULAR & CELLULAR PROTEOMICS 6 : 7 pp. 1248-1256. , 9 p. (2007)  

IF: 9,425 

Összes idézettség: 19 Független idézettség: 9 

 

31. Hofner, P; Seprenyi, G; Miczak, A; Buzas, K; Gyulai, Z; Medzihradszky, KF; 

Rouhiainen, A; Rauvala, H; Mandi, Y.   

High mobility group box 1 protein induction by Mycobacterium Bovis BCG. 

MEDIATORS OF INFLAMMATION 2007 Paper: 53805 (2007)  

IF: 1,162 

Összes idézettség: 11 Független idézettség: 10  
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Myeloid cells Migrate in Response to IL-24
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Abstract
IL-24 (melanoma differentiation associated gene 7 product) is a member of the IL-10 cytokine
family that has been reported to possess anti-tumor activity. IL-24 is produced by immune tissues
and its expression can be induced in human peripheral blood mononuclear cells by pathogen-
associated molecules. While immune cells are known to produce IL-24, the response of immune
cells to IL-24 is unclear. Using recombinant human IL-24, we demonstrated that IL-24 induces
human monocyte and neutrophil migration, in vitro. An in vivo chemotaxis model showed that
IL-24 attracted CD11b positive myeloid cells. To further characterize the chemotactic IL-24
response and type(s) of receptor(s) utilized by IL-24, we treated monocytes with signaling
pathway inhibitors. IL-24-induced migration was reduced by pertussis toxin treatment, thus
implicating G-protein coupled receptors in this process. Additionally, MEK and JAK inhibitors
markedly decreased monocyte migration toward IL-24. These results suggest that IL-24 activates
several signaling cascades in immune cells eliciting migration of myeloid cells, which may
contribute to the known anti-cancer effects of IL-24.

Keywords
IL-24; Mda-7; monocyte; neutrophil; migration

1. Introduction
IL-24 (or melanoma differentiation associated gene 7 product, mda-7) is best known as a
tumor suppressor. It is a member of the IL-10 cytokine family, other family members
include IL-20, IL-22, IL-26, IL-28 and IL-29. Further it is produced by immune cells and
keratinocytes [1, 2]. Expression of IL-24 can be induced by stimulating peripheral blood
mononuclear cells (PBMC) with phytohaemagglutinin (PHA), lipopolysaccharide (LPS),
IL-4 or influenza A virus infection [3, 4]. IL-24 induces the expression of proinflammatory
cytokines such as IL-6, IFN-γ and TNF-α suggesting a Th1 bias despite its amino acid
sequence homology to the classic Th2 cytokine, IL-10 [5].
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Two heterodimeric receptors have been identified for IL-24 on epithelial and stromal cells
[6, 7]: IL-20R2/IL-20R1 and IL-20R2/IL-22R. IL-24 binds to IL-20R2 alone, but
heterodimerization with IL-20R1 or IL-22R increases the binding affinity and is necessary
for receptor mediated signal transduction. IL-20R1, IL-20R2 and IL-22R1 are not expressed
by immune cells[7]. Nevertheless, treating peripheral blood mononuclear cells with IL-24
induces those cells to produce many pro-inflammatory cytokines, suggesting that IL-24
interacts with as yet unidentified receptors on PBMC [5].

Adenovirus delivery of IL-24 (Ad-24) to the intracellular compartment, which circumvents
receptor utilisation, induces selective apoptosis in cancer cells, but not normal somatic cells;
the exact mechanisms of selective tumor cell death are not fully understood [8–12]. Ad-24
administration to most tumors, including solid tumor e.g., pancreatic, prostate, melanoma,
non-small cell lung carcinoma and [13] leukemia cell lines, leads to cell-specific apoptosis.
Ad-24 results in the activation of a number of cellular signaling molecules including the
caspase cascade, PKR, p38, STAT3, PI3K, GSK-3, ILK-1, BAX, BAK, Fas, DR4, TRAIL,
iNOS, IRF-1 and IRF-2 [13–16] and can result in arrest at the G2/M cell cycle phase [17].
Importantly, these signaling molecules are not uniformly expressed by neoplastic and
normal cells, suggesting that the tumor selective apoptotic activity of IL-24 is due to the
level of signal not presence of signal [18].

IL-10 and IL-20 have been demonstrated to induce cell migration by both direct and indirect
methods [19–23]. IL-10 has been shown to enhance Langerhans cell migration from skin,
however the molecular mechanism for this effect was not demonstrated [19]. Several
indirect mechanisms for IL-10 induced cell migration have been reported, including IL-10-
induced increase in CCL2 (MCP-1) expression by human monocytes [23], CCR6 expression
by Langerhans cells [21] and cytoskeletal reorganization subsequent to CXCL12 (SDF-1)
treatment of B-cells[22]. IL-20 signals through IL-20R1 and IL-20R2 on endothelial cells to
induce phosphorylation of MAP kinase family members, which correlated with HUVEC
migration and vascular tube formation [20]. IL-24, by stimulating IL-22R on endothelial
cells, has been shown to inhibit endothelial cell differentiation and migration [24]. Further,
IL-24 (at ng/ml concentrations) has been shown to inhibit TGFalpha-induced keratinocyte
proliferation and migration through the IL-20R1/IL-20R2 complex [25]. The effect of IL-24
on immune cell migration has not been reported.

In this study, we investigated the ability of IL-24 to induce leukocyte migration both in vitro
and in vivo. We further evaluated the signaling cascade(s) initiated by IL-24 stimulation of
monocytes in an effort to elucidate the class of receptor(s) utilized by IL-24 on PBMCs.

2. Materials and Methods
Unless otherwise indicted supplies were obtained from Sigma-Aldrich St. Louis, MO.
Recombinant human IL-24 (R&D systems), recombinant human CCL2 (Peprotech, Rocky
Hill, NJ).

2.1 Human monocytes and neutrophils
Primary human leukocytes were isolated from fresh normal donor leukapheresis packs under
an approved human subjects protocol as previously reported [26]. The blood was centrifuged
(600 x gravity for 30 minutes) through Ficoll-Hypaque (Sigma), and peripheral blood
mononuclear cells (PBMCs) collected at the interface were washed with PBS and
centrifuged through a one step 23% isoosmotic Percoll (Pharmacia, Uppsala, Sweden)
gradient (900 x gravity for 30 minutes). The enriched monocyte population was recovered
from top of the percoll cushion. The monocyte population is >85% pure based on non-
specific esterase stain. The pellet from the Ficoll-Hypaque separation is mixed with 3%
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dextran-500 (Pharmacia) and allowed to settle for 30 minutes, the contaminating red blood
cells settle leaving 95% granulocytes at the top of the dextran cushion. Following isolation,
neutrophils were used for in vitro chemotaxis assays immediately while monocytes were
stored overnight at 4ºC in DMEM containing 10% FCS.

2.2 Migrations assays
In vitro chemotaxis assays were performed as described previously [26]. Micro-Boyden
chambers were supplied by Neuro Probe (Gaithersburg, MD). Briefly, cells were
resuspended at 1 million/ml in chemotaxis media (RPMI containing 1% bovine serum
albumin (Sigma) and 25 mM HEPES pH 8 (Gibco)). Standard polycarbonate track-etch
(PCTE) membranes (5 um size) were used to separate resupended cells in the upper wells
from chemoattractants diluted chemotaxis media. Neutrophils were incubated for 60 minutes
at 37°C in the micro-Boyden chambers while monotyces were incubated for 90 minutes.
After the cell specific migration time, the membrane was removed from the micro-Boyden
chamber, the cell side wiped to remove the cells that did not migrate through the membrane
and the membrane with migrated cells was H&E stained. The number of cells migrating was
determined by microscopy of the H&E stained membrane at 400 X power. Chemotactic
Index was calculated by dividing number of cells counted in the induced migration by
number of cells counted in the spontaneous migration. A minimum of 6 determinations were
made for each condition. Mean values and standard errors of the mean (SEM) are reported.
Graphics were produced and statistical analysis performed using GraphPad Prism. For the
“checkerboard” chemokinesis assay, monocytes were pretreated at 37°C with recombinant
IL-24 at the indicated concentrations for 30 minutes before being added to the upper wells of
the micro-Boyden chamber. To inhibit the signaling of GiCPR we used 100 ng/ml pertussis
toxin (List Biological Laboratories, Campbell, CA). 50 μM AG 490 (Calbiochem, La Jolla,
CA) was used as a JAK family inhibitor and 50 μM U0126 (Sigma) as a MEK1 and MEK2
inhibitor. Cells suspended in medium were treated with inhibitors at the specific
concentrations for 30 min at 37ºC in a water bath.

2.3 In vivo chemotaxis assay - Air Pouch
C57BL/6 mice were provided by Animal Production Area of the NCI (Frederick, MD). NCI-
Frederick is accredited by AAALAC International and follows the Public Health Service
Policy for the Care and Use of Laboratory Animals. Animal care was provided in
accordance with the procedures outlined in the “Guide for Care and Use of Laboratory
Animals” (National Research Council; 1996; National Academy Press; Washington, D.C.)
The method was adapted from Sironi et al [27, 28]; 3 ml of air was injected subcutaneously
into the dorsal surface of the test mouse on day one to form an air pouch. On day three, 2.5
mls of sterile air were be injected into the same site to re-enforce the air pouch. On day six,
1 ml of sterile eliciting agent diluted in HBSS w/o Ca2+ and Mg2+ was injected into the air
pouch. The eliciting agent concentrations were either HBSS or 1000 ng/ml CCL2, 10, 1.0,
0.1 ng/ml IL-24. After 24 hours the test animals were be euthanized by CO2 and the elicited
leukocytes collected for further analysis. Each treatment group contained 5 mice. 5
experiments were conducted with HBSS and 1000 ng/ml CCL2. 4 experiments were
conducted with either 10, 1.0 or 0.1 ng/ml IL-24. Mean values and standard errors of the
mean (SEM) are reported as are two-tailed Student t-test values comparing test samples to
HBSS control samples. Graphics were produced and statistical analysis performed using
GraphPad Prism.

2.4 FACS analysis
The cells were fixed by 1% w/v paraformaldehyde in PBS and stained with 0.5μg/ml
antibodies against CD3ε (B&D, cat# 553062), CD11b (B&D, cat # 557397), CD45
(BioScience, cat# 48-0451-82), Ly6C (Biolegend, cat#128006), Ly6g (Biolegend, cat#
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127614) and F4/80 (eBioscience, cat # 48-4801). Cells were handled in FACS buffer (DPBS
without calcium and magnesium, 1% Fetal calf serum, 1% goat sera, 0.02% sodium azide).
FACS analysis was performed on Canto II (BD Biosciences) using Diva software. Analysis
was performed using FlowJO (Tree Star, Inc.). Mean values and standard errors of the mean
(SEM) are reported as are two-tailed Student t-test values comparing test samples to HBSS
control samples. The number of repeats was at least 4 for each eliciting agent.

3. Results
3.1 IL-24 induces human monocyte and neutrophil migration in vitro

Using a recombinant human IL-24, we set up in vitro cell migration assays. By using log
dilutions of cytokine; we observed maximal migration in the range of 0.125–0.0125 ng/ml.
(Fig. 1). One mechanism to demonstrate the difference between directed migration or
chemotaxis and increased random movement or chemokinesis is to add IL-24 to the cells
before performing a migration assay. If the migration is directional then when cells are
exposed to concentrations at or below the migratory maximum concentration (0.125 ng/ml),
the cells should migrate without significant changes from the media control. Also, if the
migration is directional then when the cells are mixed with IL-24 concentrations higher than
the migratory maximum concentration the cells should not migrate toward lower
concentrations of IL-24. Shown in Table I, monocyte migration induced by IL-24 is not
exclusively directional but contains both chemotactic and chemokinetic migration. This is
indicated by the increase in migration observed when the cells are pretreated with 0.001 ng/
ml IL-24 followed by exposure to 0.12 ng/ml of IL-24 and the fact that pretreatment with
1.2 ng/ml did not completely block migration although spontaneous migration was reduced.
Our results demonstrate the ability of IL-24 to induce human monocytes and neutrophils
migration in vitro.

3.2 IL-24 induces leukocyte migration in vivo
We next evaluated whether IL-24 recruited cells in vivo. Based on earlier studies showing a
need for 10 fold more chemoattractant in vivo than that needed for maximal in vitro activity
[28], we evaluated a range of IL-24 from 0.1 ng to 10 ng per mouse. As shown in figure 2,
The 0.1 ng dose of IL-24 induced a 2-fold increase in total cells recovered while a 1000 ng
dose of CCL2 induced a 1.5-fold increase, both increases are statistically significant. These
results indicate that IL-24 can induce cell migration in vivo and in vitro.

3.3 IL-24 induces subsets of Leukocytes to migrate
In an effort to evaluate the subsets of leukocytes recruited by IL-24 into the mouse air
pouch, we performed FACS analysis. Proportionally, there fewer CD3 positive CD45
positive leukocytes recruited by IL-24 than by CCL2, see figures 3A and B. While the
majority of the cells recruited by either CCL2 or IL-24 are CD11b positive myeloid cells,
IL-24 recruits statistically more CD11b positive F4/80 positive resident macrophage, see
figures 3C and D. Both IL-24 and CCL2 recruited similar proportions of CD11b positive,
Ly6G high, neutrophils (data not shown).

3.4 Classes of IL-24 migratory receptors on leukocytes
To categorize the classes of receptors used by IL-24 on leukocytes, we treated monocytes
with signal cascade inhibitors. Because the majority of chemoattractant receptors are G
protein-linked receptors that are sensitive to inhibition by pertussis toxin, we investigated
the effect of pertussis toxin on IL-24-induced migration. As shown in Fig. 4A the migration
induced by IL-24 was sensitive to pertussis toxin treatment, thus, a G protein-linked receptor
of the Gialpha subfamily is implicated in IL-24-induced cell migration.
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Many growth factor receptors that have secondary migratory effects are known to activate
members of the MAPK family[29]. The receptors for IL-24 expressed by endothelial cells,
IL-20R2/IL-20R1 and IL-20R2/IL-22R, are know to signal through the JAK/STAT pathway
activation [8, 11, 12, 30]. We therefore tested inhibitors of these pathways and found that
MEK, hatched bars compared to solid bars, (Fig. 3B) and JAK, hatched bars compared to
solid bars, (Fig. 3C) inhibitors significantly decrease monocyte migration induced by IL-24.

4.0 Discussion
IL-24 induces human monocyte and neutrophil migration in vitro and leukocyte migration
in vivo

We have observed that IL-24 attracts monocytes and neutrophils at very low (0.0125ng/ml)
concentration in vitro. This indicates that IL-24 is a potent in vitro chemoattractant of
myeloid cells and that the effect of IL-24 is likely to be due to its direct action on myeloid
cells since the in vitro assay, at most, requires 90 minutes of exposure to the IL-24 to be
complete. Using the murine air pouch migration model, we observed that injection of
recombinant IL-24 increased leukocyte infiltration 2-fold in vivo. FACS analyses of
attracted cells showed that the majority of the cells recruited into a mouse air pouch are
CD45 positive and CD11b positive myeloid cells (≈ 80%) regardless of the eliciting agent,
however, double the total cell number of cells was recruited by IL-24 vs. buffered saline
indicating that IL-24 recruited myeloid cells in vivo. IL-24 attracts 10% more CD11b
positive, F4/80 positive cells than either CCL2 or buffered saline. Expression of F4/80 is
reported to identify a more mature, connective tissue, resident macrophage [31], like the
macrophage found in the skin. Others have shown that over expressing IL-24 in mouse skin
increased CCL2 expression and macrophage infiltration into the dermis [32]. Our data is in
agreement with He and Liang’s observation that over expressing IL-24 in mouse skin did
not increase lymphocyte recruitment [32]. Taken together, these observations suggest that
IL-24 both directly and indirectly contributes to the recruitment of macrophages.

Both CCL2 and IL-24 recruit equal numbers of CD11b positive Ly6G high granulocytes.
This observation in conjunction with an earlier observation that IL-24 stimulates
granulocytes to produce IFN-gamma, IL-12 and nitric oxide, which leads to an innate
response restricting salmonella infection and contributes to activation of CD8 responses
[33], suggests that IL-24 might both recruit and activate neutrophils. Further, our data
permits the speculation that localized production or administration of IL-24 could drive
myeloid cell invasion of tumor sites. Together these findings lead us to propose an
additional basis for the anti-tumor effect of IL-24, namely recruitment of neutrophils and
macrophage by IL-24 not only promotes a Th1 response, but may also promote cytotoxic T-
cell activation [5, 33].

Classes of IL-24 migratory receptors on leukocytes
In this study we show that the oncolytic cytokine, IL-24, can induce monocyte migration at
low concentrations (pg/ml) and this migration is sensitive to inhibition by Gialpha-protein,
JAK and MEK inhibitors. No single chain receptor utilizes all these pathways, suggesting
that multiple IL-24 receptor types are expressed on myeloid cells or that the IL-24 receptor
on myeloid cells is a multi-component receptor. Our observation that an inhibitor of JAK
kinases blocks monocyte movement toward IL-24 suggests that an IL-10R family member
could be involved in cell migration [34] since IL-10R1 and R2, IL-20R1 and R2, IL-22R1,
and IFN-λR1 each utilize different JAK kinases to transmit signals to the STATs. IL-10R2 is
a common low affinity ligand binding and signaling chain in IL-10, IL-22, IL-26, IL-28A
(IFN-λ2), IL28B (IFN-λ3) and IL-29 (IFN-λ1) cell activation and it is expressed by most
cell types [35]. This is in contrast to other members of the IL-10R family, which have more
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restricted expression profiles. It is appealing to hypothesize that IL-10R2 is also a
component of the IL-24 signaling receptor on leukocytes, but as it is unlikely to be the high
affinity receptor we are unable to confirm this. Earlier studies to characterize the viral IL-10
receptor complex illustrated the need for at least two components of the receptor in order to
obtain both binding and signal transduction [36]. At this time we do not have a candidate for
the high affinity IL-24 receptor on myeloid cells. Further, our data showed that inhibiting
MEK, which is common to both the Gialpha-protein and IL10R signal cascade, also
inhibited the IL-24 induced migration of monocytes. Taken together, our data suggests that
the IL-24 receptor complex on myeloid cells is a multi-component receptor using G-protein,
JAK and MEK signaling pathways. This is distinct from the characterized IL-24 receptor
complexes expressed by endothelial cells, which are composed of IL-20R1/R2 or IL-22R1/
IL-20R2 and do not depend on G-protein signal transduction. The fact that IL-24 appears to
have a leukocyte specific receptor complex is not unique among the IL-10 family of
cytokines. IL-19, and IL-20, [32, 34] use the same promiscuous receptor complex as IL-24
(IL-20R1/R2) on keratinocytes, but leukocytes don’t express those receptors. However,
IL-19 induces monocytes to express TNF and IL-6 [37] and IL-20 induces neutrophil
migration [38], suggesting that a leukocyte specific receptor complex may exist for a subset
of the IL-10 family of cytokines. We therefore hypothesize the existence of a novel receptor
complex consisting of IL10R2 plus a novel high affinity binding receptor for IL-24, IL19
and IL-20 on leukocytes, which is responsible for the leukocyte activation and migration
induced by these cytokines.

5.0 Conclusion
Our studies demonstrate that IL-24 induces myeloid cell migration both in vitro and in vivo.
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• IL-24 induces human monocyte and neutrophil migration, in vitro.

• IL-24 attracted CD11b positive murine myeloid cells, in vivo.

• Pertussis toxin, MEK and JAK inhibitors reduced IL-24-induced migration.

• IL-24 activates several nonredundant signaling cascades in immune cells.
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Figure 1. IL-24 induced human monocyte and neutrophil migration – In vitro
Human monocytes were assayed for chemotactic activity using a micro-Boyden chamber.
Recombinant human IL-24 was acquired from R&D Systems and diluted in chemotaxis
media. Chemotactic Index is shown on the y-axis and is relative to spontaneous migration,
mean and sem are reported. Migration of human monocytes are shown with right hatched
and black bars, while migration of human neutrophils is shown with gray bars. * indicate a
p-value < 0.001 relative to spontaneous migration, determined by unpaired T-test. N>6
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Figure 2. IL-24 induced leukocyte migration - in vivo
Recombinant IL-24 in HBSS was injected into air pouches formed on the back of C57BL/6
mice. Twenty-four hours later, cells were recovered from the air pouches and counted. Mean
cell numbers in millions ± sem are reported for each treatment condition, with the control
being HBSS containing no chemoattractant. * p= 0.01 student-T two tailed compared to
control ** p=0.003 student-T two tailed compared to control. N≥4.
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Figure 3. FACS analysis of in vivo recruited leukocytes
A. Mean proportion or percentage of all recruited leukocytes staining positive for both
CD45 and CD3 is shown, along with ± sem, compared to different eliciting agents injected
into the air pouch N≥4. B. Representative dot plot graphic of recruited CD45 gated cells
stained for CD3 on the x-axis or CD11b on the y-axis. Percentage of CD45 gated cells
staining positive for either CD3 or CD11b are reported in the inset. C. Mean percentage of
recruited CD11b positive cells also staining positive for F4/80 is shown ± sem, compared to
different eliciting agents injected into the air pouch N≥4 D. Representative histograms of
CD11b+ cells that are also F4/80 positive. Percentage positive (to the right) or negative (to
the left) is shown by inset numbers. The shaded histogram shows an isotype control for
F4/80. *p≤0.024 compared to control HBSS injected into the air pouch
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Figure 4. IL-24-induced human monocyte migration can be inhibited
A. Pertussis toxin pretreatment inhibits IL-24 induced monocyte chemotaxis.
Chemotaxis to media, CCL2 or IL-24 is shown in hatched bars. The chemotaxis of
monocytes pretreated for 30 minutes with 100ng/ml pertussis toxin is shown in solid black
bars. * indicates increases in migration with p-values >0.001 compared to media control #
indicates decreases in migration with p-values >0.01 compared to no pertussis toxin at the
same concentration of chemoattractant. B: Pretreatment of monocytes with U0126
inhibits IL-24-induced monocyte chemotaxis. Human monocytes were pretreated for 30
minutes with 50μM U0126 (MEK inhibitor) prior to being placed in a micro-Boyden
chamber. Media alone is shown in white bars. IL-24 is shown with black bars. U0126
treatment is indicted in hatched bars. * indicates increases in migration with p-values >0.001
compared to media control # indicates decreases in migration with p-values > 0.001
compared to no U0126 treatment C: Pretreatment of monocytes with AG 490 inhibits
IL-24-induced monocyte chemotaxis Human monocytes were incubated with 50 μM AG
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490 (JAK inhibitor) for 30 minutes prior to being placed in a chemotaxis chamber. Media is
shown with white bars, CCL2 (100 ng/ml) is shown with gray bars, IL-24 is shown with
black bars. AG-490 treated cells are shown with hatched bars. * indicates increases in
migration with p-values >0.001 compared to media control # indicates decreases in
migration with p-values > 0.001 compared to no AG-490 treatment. N > 6
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Table I
Checkerboard analysis of IL-24 induced monocyte migration

Human monocytes were pretreated with media (0), 1.2 ng/ml, 0.12 ng/ml or 0.001 ng/ml of IL-24 for 30
minutes prior to being placed in a micro Boyden chemotaxis chamber. Across the top of the table are the
pretreatment conditions and along the left hand side of the table are the lower well chemoattractant
concentrations. Reported in this table are the mean cell number and SEM for each of the conditions. N>3
The mean cell no. per high powered field ± sem from 3 donors is reported

Upper wells pretreatment/lower wells 1.2 ng/ml 0.12 ng/ml 0.001 ng/ml 0

0 ng/ml 5.9 ± 1.0# 7.0 ± 1.0 10.18 ± 1.5 8.8 ± 1.1

.001 7.7 ± 1.0 15.4 ± 1.6** 7.3 ± 0.7 6.7 ± 1.2

.12 12.6 ± 1.8* 18.4 ± 2.6** 20.9 ± 3.9** 18.4 ± 3.0**

1.2 10.4 ± 1.9 10.4 ± 2.2 n.d. 12.4 ± 2.1

#
p=0.01 reduced

*
p=0.05 increased

**
P•0.006 increased

n.d = not determined for all donors
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