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1. Bevezetés

Az extracellularis vezikuldk (EV-k), sejtek altal szekretalt lipidvezikuldk az extracellularis
térben. Harom fébb tipusuk, a mikrovezikuldk, apoptotikus testek, és exoszomak, melyeket a
termelés €s kibocsatas modja, valamint méretiik, tartalmuk ¢és funkcidjuk alapjan kiilonitiink
el. A legkisebb méretli EV-k, az endoszémalis utvonalon keletkez6 exoszomak (30-150 nm).
A gyakorlatban, a vezikula preparatumokat EV-k keveréke alkotja, raadasul az egyes vezikula-
tipusokra jellemzd markerekrdl sem alakult még ki konszenzus. Ezért, egy utmutatd, az
Alapvetd tudnivalok az extracellularis vezikuldk tanulmanyozasdhoz 2018 (Minimal
information for studies of extracellular vesicles 2018 — MISEV2018) operativ terminusok
hasznalatat javasolja. Jelen tanulmanyban a vezikuldkat méretiik alapjan (<220 nm) izolaltuk,
ezért a tovabbiakban a kis EV-k (small EV — sEV) kifejezéssel hivatkozom rajuk, annak

ellenére, hogy karakterizaldsuk soran exoszomalis jellemzoket mutattak.

Az exoszomak kritikus szerepet toltenek be mind a szomszédos, mind a tavoli sejtek
mRNS-t, és nem kodolé RNS-eket is kdzvetitenek a sejtek kozt. Az exoszomalis lipid
kettOsrétegen beliil, a citokinek, miRNS-ek ¢és mas jelatvivé molekulak védelmet élveznek az
extracellularis enzimekkel szemben, amely lehetdvé teszi, hogy azok funkciondlisan aktiv
formaban juthassanak el a célsejtekig. Illymodon az exoszoméak szamtalan fiziologiai és
patologias folyamatban vesznek részt, beleértve a daganatos betegségeket is. Ezért az
exoszomak kozvetitette molekuldk ¢€s jelatviteli utvonalak, mint a személyre szabott
gyogyaszat potencialis diagnosztikai €s terdpids célpontjai, az érdeklodés kozéppontjaba

keriltek.

A kozelmultban szamos kozlemény szamolt be az exoszémak tumorgenezisben,
tumorndvekedésben, metasztazisképzésben é¢s immunmodulacidban betdltott szerepérdl, mely
lokalisan és a tdvoli malignus helyeken is érvényesiil. Az exoszomak nemcsak a tumoros
mikrokdrnyezet parakrin kommunikacidjanak fontos szerepldi, de szisztémads hatasai révén
részesei a masodlagos tumorhelyek el6készitésének is (1. abra). Az exoszomak molekularis és
genetikai ,,lizenetek” kozvetitése révén képesek a recipiens sejtek fenotipusdnak és

funkcionalis jellemzdinek modositasara.



Amint a szolid tumorok érhdlézata mar nem képes kielégiteni a gyorsan ndvekvé tumor
oxigénigényét, hipoxias ¢és nekrotikus teriiletek alakulnak ki, amelyek specidlis kémiai
mikrokornyezettel rendelkeznek, alacsony az oxigén- és tdpanyag-koncentracidojuk és a
pH-juk. Ezen koriilmények fokozzak a rosszindulati sejtek exoszoma termelését, ezért a
mikrokornyezeti stresszhatdsok alatt kibocsatott exoszomak tartalménak vizsgélata
kiegészitheti a tumorprogresszioban betoltott szerepiikrdl szerzett ismereteinket ¢&s

hozzéjarulhat hatékonyabb sEV-alapt prognosztikus és terapias stratégiak kifejlesztéshez is.
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1. abra A tumoreredet{i exoszomak modositjak a tumoros mikrokdrnyezetet ¢s megagyaznak a tavoli szovetekben
a metasztazisok kialakulasanak. Forditott abra Gulei et al. (2018) alapjan.



2. Célkitizések

Jelen tanulmanyban az 5-8F humén nazofaringealis karcindma- (nasopharyngeal carcinoma —

NPC) és a B16F1 egér melanomasejtek vezikuldris informacio-atvitelének 6sszehasonlitasat

tlztik ki célul kiilonb6zé mikrokornyezeti tényezok mellett. Ennek megfeleléen a

tumoreredetli SEV-k atfogo kvantitativ és kvalitativ 0sszehasonlitasat végeztiik el a kovetkezd

célkitlizések alapjan:

1.
2.

az sEV-termelés 0sszehasonlitasa kiilonb6zé mikrokdrnyezeti tényezok mellett,

a kiilonb6z6 mikrokornyezeti tényezok mellett termelt sEV-k molekularis
mintazatanak jellemzése,

a doxorubicin és az Ag-TiO; nanopartikulumok sEV-k altali potencialis atvitelének
vizsgalata,

az sEV-k funkcionalis aktivitdsanak modellezése a recipiens sejtekben in silico
modszerekkel,

a kiilonb6zé mikrokdrnyezeti tényezok mellett termelt sEV-k funkcionalis
jellemzdinek 0sszehasonlitasa,

a kiilonféle tumorsejtek sEV-k altali kommunikacidjara jellemz6 adaptiv hajlam
0sszehasonlitasa,

a melandmaeredetti sSEV-k kivaltotta valaszmintdzatok Osszehasonlitdsa a recipiens
sejtekben,

a melanomaeredetli sSEV-k indukalta migracios valaszok Osszehasonlitasa kiilonféle
recipiens sejtekben,

az in silico analizisek hasznossaganak meghatarozésa az sEV kutatasban.



3. Anyagok és médszerek

3.1 Sejtkulturak

Az 5-8F human NPC-sejtvonalat Ji Ming Wang (NCI Frederick, MD, USA) biztositotta,
melyet 10% FBS (Euroclone)-, 1% MEM nem esszencialis aminosav-, 1% MEM vitamin
oldat- és 1% Penicillin-Streptomycin-Amphotericin B (P/S/A) oldat-tartalma  DMEM
médiumban tenyésztettiink (Lonza). A B16F1 (ECACC 92101203) egér melanéma-sejtvonal
az ECACC sejtbankbol szarmazik, tapfolyadéka 10% FBS-, 2 mM L-glutamin és 1% P/S/A-
tartalmi DMEM. Az sEV termeltetéshez mindig vezikula-mentesitett FBS-t hasznaltunk.

A primér egér mezenchimalis Ossejteket (mesenchymal stem cells — MSC) 6-8 hetes him
C57BL/6 egerek (Charles River Laboratories) zsirszovetébdl izolaltuk, és a MesenCult
Expansion Kit (Stemcell Technologies) segitségével tenyésztettiik. Az egér embrionalis
fibroblaszt sejtek (MEFs; ATCC SCRC-1040) és a bEnd.3 egér endotél-sejtvonal (ATCC
CRL-2299) az ATCC sejtbankbol szarmazik és 15%, illetve 10% FBS-, és 1% P/S/A-tartalmt
DMEM-ben tenyésztettiik. A kultarakat 37 °C-os inkubatorban tartottuk 5% CO> mellett.

3.2 Ag-TiO: fotokatalizator részecskék

A szintézishez, a kereskedelmi forgalomban kaphaté TiO2-t (Degussa P25, Evonik)
hasznaltuk, mint standard fotokatalizatort. A fotokatalizis hatékonysaganak novelése
érdekében plazmonikus Ag nanorészecskéket kotottiink a TiO, feliiletére. Majd DPBS-ben
10 mg/ml-es Ag-TiO> diszperziot készitettiink, melyet hasznalat eldtt 30 percig szonikaltunk.

3.3 Stressz kondiciok

Az 5-8F sejtkultirdkat 70% konfluencia elérésekor haromféleképpen kezeltiik olymddon, hogy
a médiumot lecseréltiik friss médiumra, 0,6 uM doxorubicin-tartalmu friss médiumra, vagy
fényindukalt 2,5 pg/ml Ag-TiO»-tartalmu friss médiumra. Az Ag-TiO> megvildgitadsa soran
reaktiv oxigéngyokok (reactive oxygen species — ROS) keletkeznek.

A BI16F1 sejtek esetében 2 tovabbi stresszkondiciot is alkalmaztunk. Az egyik ilyen
sejtcsoportot hdstressznek tettiik ki, azaltal, hogy 24 h-ként (6sszesen 3x) 2 h-ra 42 °C-os

termosztatba tettiik. A madsik sejtcsoport az Ag-TiOz-kezelés kontrolljaként, maganak a

megvildgitasnak és a ROS-indukalta oxidativ stressz hatdsanak az elkiilonitésére szolgalt.

A kezelési protokollok eldzetes optimalizaldson és irodalmi adatokon alapultak. Sejtcsoporton-

ként 72 h inkubaci6 utan 6 kultararol gyjtottiink ossze feliiliszokat az sEV-izolalashoz.
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3.4 Pasztazo elektronmikroszkopia (scanning electron microscopy — SEM)

A BI16F1 sejteket poli-L-lizin bevonatii 5 mm-es fedélemezeken a fentiek szerint kezeltiink.
24 h utan a sejteket DPBS-sel mostuk és 2,5% glutaraldehid- és 0,05 M kakodilat-tartalmua
pufferben fixaltuk egy ¢jszakan at. DPBS-es mosas utan a sejteket etanol-sorral dehidrataltuk,
majd egy kritikus pont széritoban (Quorum, K850) kiszaritottuk ¢és 15 nm-es aranyréteggel
vontuk be (Quorum, QI150), végil egy téremisszios pasztazd elektronmikroszkoppal

vizsgaltuk (Jeol, JSM-7100F/LV). Képeket 1.500x ¢és 20.000% nagyitasban készitettiink.

3.5 sEV-izolalas és karakterizalas

A feliiluszokat elsként 4 °C-on centrifugaltuk: 780 g-vel 5 percig és 3.900 g-vel 15 percig,
majd 0,22 um poérusméretli membranon sziirtiik a sejtek, tormelékek és nagyobb vezikuldk
eltavolitasa végett. Ezutan az sEV-ket ultracentrifugélassal iilepitettiik (150.000 g, 60 min,
4 °C), a pelletet 2x mostuk DPBS-sel, majd DPBS-ben szuszpendaltuk fel. A B16F1 sEV-
segitségével mértiikk, majd atomerd-mikroszképidval (atomic force microscopy — AFM),

dinamikus fényszorassal (dynamic light scattering — DLS) és Western blottal jellemeztiik.

3.5.1 Az sEV-csoportok kvantitativ 6sszehasonlitasa
A termelt SEV-k szamat nanorészecskék mozgasat koveté modszerrel (nanoparticle tracking

analysis — NTA) vizsgaltuk egy NanoSight NS500 késziilékkel (Malvern Panalytical).

3.6 Az sEV-k tartalmanak vizsgalata a kiillonféle SEV-csoportokban
Az sEV-k miRNS-készletét mindkét, proteomjat csak a B16F1 sejtvonal esetén vizsgaltuk.

3.6.1 Az sEV-k miRNS-tartalmanak analizise

Az sEV-pelletek miRNS-tartalmat a NucleoSpin miRNA isolation kit (Macherey-Nagel)
segitségével izolaltuk a gyartd instrukcidit kovetve. A szekvenalast egy SOLiD 5500xlI
késziilékkel végeztiik a gyartd protokollja szerint. A nyers adatok bioinformatikai analizise a
CLC Genomics Workbench 8.0.2 (Qiagen Bioinformatics) verzidjaval tortént, ahol a miRBase
21. kiadasanak annotalt Mus musculus miRNS szekvenciait hasznaltuk referenciaként, és a 10,

vagy annal tobb taldlattal rendelkezé miRNS-eket fogadtuk el.

3.6.2 Bl16F1-eredetii SEV-k tomegspektrometriai analizise
A tomegspektrometridhoz (liquid chromatography-tandem mass spectrometry — LC-MS/MS)
a vezikularis fehérjéket (25 pg/minta) SDS-PAGE segitségével valasztottuk el, majd



Coomassie-kékkel festettiik. A gélt mintdnként 12 egyenld részre vagtuk fel, a fehérjéket a
gélben emésztettiik, majd a peptid-kivonatokat egy nanoHPLC (nanoAcquity, Waters)
rendszerhez kapcsolt LTQ-Orbitrap Elite (Thermo Scientific) tdmegspektrométerrel
analizaltuk. A keresésre alkalmas listait a Proteome Discoverer 1.4 (Thermo Scientific)
segitségével allitottuk fel, majd az adatbazis lekereséshez sajat Protein Prospector 5.14.1
keresonket €s az Uniprot adatbazis Mus musculus és Bos taurus szekvenciait hasznaltuk. A
talalatok koziil, a legalabb 3 peptiddel azonositott fehérjéket fogadtuk el, de kizartuk a

marhéban és egérben azonos szekvencidji peptideket. Az FDR értékek mindig 1% alatt voltak.

3.7 AzsEV-csoportok funkcionalis osszehasonlitasa
Az 5-8F miRNS, ¢és a BI6F1 miRNS- ¢és fehérjeadatokat bioinformatikai analizisnek vetettiik

ala, majd a B16F1 esetében in vitro tesztekkel igazoltuk a kapott in silico eredményeket.

3.7.1 Az sEV molekulak in silico analizise

A normalizalt miRNS- ¢és fehérje-adatok elemzését az Ingenuity Pathway Analysis (IPA,
Qiagen Bioinformatics) szoftverrel végeztiik. Az ‘Osszehasonlité Analizis® funkcioval olyan
‘Biofunkcidkat’ kerestiink, amelyek relevansak lehetnek NPC, illetve melanoma esetében ¢és
p-értekiik <0.00001. Majd néhany ‘Biofunkcid’ esetében megvizsgaltuk az sEV-k szabalyozo
szerepét is. A ‘NoOvesztés’ eszkozzel minden ‘Biofunkcid’-ra és minden sEV-csoportra
azonositottuk a vezikularis kolcsonhaté molekuldkat. Majd a ‘Molekula Aktivitasi Prediktor
(MAP)’ révén jellemeztiik a kiilonb6z6é sEV-csoportok aktivalo, illetve gatld hatasat az egyes

‘Biofunkciok’-ra. Az dbrakat az IPA-val készitettiik, majd Excel diagramokkal egészitettiik ki.

3.7.2 A B16F1 sEV-csoportok funkcionalis 6sszehasonlitasa in vitro tesztekkel
A recipiens sejteket naponta 200 pg/ml-es sEV-szuszpenzidkkal, vagy negativ kontrollként

DPBS-tartalmi médiummal kezeltiik 24, 48, vagy 72 h-én at.

3.7.2.1 MSC-k Ki-67-expressziojanak vizsgalata

A 24, illetve 72 h-s sEV-kezelt MSC-ket 4% paraformaldehiddel (PFA) fixaltuk (10 min,
szobahd — room temperature/RT). Majd a sejteket 0.1% Triton X-100-tartalma pufferben
permeabilizaltuk és az aspecifikus antitest kotddés elkeriilése végett 5%-os BSA oldattal
inkubaltuk. A Ki-67 jelolésére az eFluor 615 festékkel konjugalt anti-egér/patkany Ki-67
monoklondlis antitestet alkalmaztuk (1:400, eBioScience) 1,2% BSA oldatban egy ¢éjszakan
at, 4 °C-on. A sejtmagokat 200 ng/ml DAPI-val festettiik (5 min, RT). A sejteket minden 1épés



kozt DPBS-sel mostuk (3% 5 min). A fluoreszcens képeket egy Operetta nagy ateresztd
képességli képalkoto rendszerrel (PerkinElmer) készitettiik €¢s az SCT Analyzer 1.0 szoftverrel

elemeztiik a gépi tanulds modszere révén. A kisérletet 4x ismételtiik.

3.7.2.2 Sejtszamolas

Az sEV-kezelt MSC-ket 384-lyukt plate-ken fixaltuk 4% PFA-val (10 min, RT), majd 1 pg/ml
DAPI-val festettiik (15 min, RT). Egy TCS SP8 mikroszkép (Leica) segitségével a lyukak
teljes teriiletérdl fluoreszcens képeket készitettliink, majd azokat az SCT Analyzer 1.0 gépi

tanulasi szoftver segitségével elemeztiik. A kisérletet 3x ismételtiik.

3.7.2.3 Sejtciklus analizis
Az sEV-kezelt B16F1 sejtek sejtciklus-dinamikajaban bekovetkezd véltozasokat az tun.

Cell-Clock sejtciklus esszével vizsgaltuk (Biocolor) a gyarto protokollja szerint 4 ismétlésben.

3.7.2.4 Sebgyogyulasi esszé

ismétlés-szammal. A kozel konfluens sejtkulturdkon 200 pl-es pipettahegyekkel hosszanti
sebet ejtettiink, majd 3% mostuk médiummal és sEV- vagy DPBS-tartalmi médiummal
kezeltiik. A sebzarddés sordan egy Axiovert S100 mikroszkopra (Zeiss) szerelt Nikon D5000

fényképezdgéppel képeket készitettiink az Image] szoftverrel vald analizishez.

3.7.2.5 A mikroszovet-képzés vizsgalata

MSC/MEF ¢és BI6F1 sejtek 1:1 aranyt keverékét 96-lyuku GravityPLUS fiigg6csepp
lemezekre (InSphero) iiltettiikk SEV- vagy DPBS-tartalmi mediumban (5.000 sejt/40 ul/lyuk).
A mikroszovetek kialakuldasat 72 h-n at kovettiik, majd azokat egy Axiovert S100
mikroszkopra (Zeiss) szerelt Nikon D5000 fényképezdgéppel fotdztuk. A mikroszévetek

morfoldgiai paramétereit az AnaSP szoftverrel szamszertsitettiik. A kisérletet 3x ismételtiik.

3.8 Statisztikai analizis

A statisztikai analiziseket Welch-probaval és Tukey HSD utétesztettel végeztiik egy Microsoft
Excel kiegészitdvel (Real Statistics Resource Pack). A diagramokat a GraphPad Prism 5.03
segitségével készitettiik a szamtani kozép+szoras értékek abrazolasaval. A csillagok szdma az
abrakon a statisztikai szignifikancia értékének minimumat jelzi: *p<0,05; **p<0,01;

*#50<0,001.



4. Eredmények
Célunk, a tumorsejtek sEV-medidlt kommunikéciojaban, kiilonb6z6 mikrokdrnyezeti
tényezOk altal kivaltott, adaptiv valaszok tanulmanyozésa volt. Ezért az 5-8F human NPC- és

a B16F1 egér melanomaeredetii SEV-k stresszindukalta valtozasait vizsgaltuk.

4.1 Az NPC-eredetii SEV-k vizsgalata

Els6ként a kezeletlen 5-8F-eredetli sEV-ket differencidlsziiréssel és ultracentrifugalassal
izolaltuk, és AFM-mel vizsgaltuk. Majd az 5-8F sejtkultarakat 0,6 uM doxorubicin (Doxo) és
2,5 ng/ml fényindukalt Ag-TiO> (Ag-TiO2) kezelések révén, citosztatikus ¢és oxidativ
stressznek tettiik ki. Kontrollként (Ctrl) kezeletlen kulturdkat hasznéltunk. 72 h elteltével a
kultarak feliilisz6ibol izolaltuk az sEV-ket, melyeket NTA segitségével kvantifikaltunk és
miRNS-készletilk meghatarozasa érdekében SOLiID szekvenalasnak vetettiink ald. A kapott
miRNS-adatokat in silico elemeztiik az IPA szoftverrel, hogy feltarjuk az sEV-csoportok
funkcionalis eltéréseit.

4.1.1 Kiilonb6zé mikrokornyezeti koriilmények mellett termelt NPC-eredetii sEV-k

leiro statisztikai jellemzoi

Miutéan az AFM vizsgalatok igazoltdk a vezikuldk exoszoémalis alakjat és méretét (2a 4bra), az
sEV-szamokat NanoSight analizis révén hasonlitottuk 6ssze a kiilonb6zd csoportokban. A
kontroll kultardkhoz képest szignifikdnsan megnovekedett az 5-8F sejtek sEV-termelése

citosztatikus (p=0,0146) és oxidativ stressz (p=0,0006) esetén is (2b abra).
a b

4.0x10"% T 1

3.0x10"% 4

20x10"% 4

sEV-szam/ml

1.0x10"2

©
B
o 001»0 <02

IS
2. abra. Az 5-8F-eredetii sEV-k jellemzése. (a) Intakt sSEV-k nagy felbontasi AFM képe. (b) Az NTA modszerrel
meghatarozott csoportonkénti vezikulaszamok (n=4); az oszlopok szamtani kozép+szoras értékeket abrazolnak;
*p<0,05; ***p<0,001. (c) A harom sEV-csoport miRNomjanak &sszehasonlitasa.
A miRNS-diverzitast illetden szintén jelentés novekedést tapasztaltunk mindkét stressztipus
esetén. Osszesen 283 miRNS-t azonositottunk a SOLiD szekvenalas sordn. A miRNS-ek

26,15%-a (283-bol 74) mindharom sEV-csoportban eléfordult, 31,80% (283-bol 90) volt
detektalhatdé mindkét stressz esetén (de a Ctrl sSEV-csoportban nem), és 38,87% (283-bol 110)
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kizarélag csak az Ag-TiO2 sEV-kben volt detektalhato (2¢ abra). Ctrl és Doxo sEV-specifikus
miRNS-eket nem talaltunk. Tehat, citosztatikus stressz esetén 2,22x, oxidativ stressz esetén

pedig 3,82x tobbféle miRNS-t tudtunk azonositani.

4.1.2 Az sEV-csoportok funkcionalis kiilonbségeinek in silico analizise

A molekuldk széles valasztékat tartalmazd exoszomalis szallitmany, komplex informacios
csomagként, szdmos bioldgiai folyamatban szerepet jatszhat a recipiens sejtekben. Jelen
vizsgalatokban, ezen biologiai folyamatok azonositasat tliztiik ki célul. Azért, hogy miRNS-
adatainkat bioldgiai kontextusba helyezhessiik, az IPA hasznalataval bioinformatikai analizist
végeztlink. E szoftver szamitogépes algoritmusokra €piil, melyek az ’Ingenuity Tudésbazist’
kiaknazva elemzik a molekuldk kozti funkcionalis kapcsolatokat. Ezen in silico analizisekhez
’kisérletesen bizonyitott’ konfidencia szintet valasztottunk, amely lehetdvé teszi a
szakirodalmi adatokon alapul6 analizist, de kizarja a bizonyitatlan predikciokat. A dolgozatban

szerepld, aposztrofok kozti kifejezések *IPA-specifikus terminusok’.

Az ‘Osszehasonlité Analizis’ soran szimos NPC-vel kapcsolatos ‘Biofunkciot’ azonositottuk,
melyekre valamely sEV-csoport szignifikans hatast gyakorolhat (p<0,00001). Ezen analizisek
szerint az sSEV-k nemcsak intracellularis €s cellularis, hanem szisztémas és immunoldgiai

folyamatokban is részt vehetnek.

Az IPA ‘Novesztés’ eszkOze lehetdvé tette valogatott ‘Biofunkciok’-kal kolcsonhatod
vezikularis molekulak azonositasat. Majd az IPA ‘MAP’ funkcidjaval prediktalni tudtuk, hogy
az sEV-csoportok 6sszességében milyen szabalyozé hatast (aktivaciot, vagy gatlast) fejthetnek
ki a vizsgalt ’Biofunkciokon’, ahol szdmos kiilonbséget talaltunk az sEV-csoportok kozt.

Mindez az sEV-k kibocsatasi koriilményeinek jelentdségérdl tanuskodik.

Altalanosan, a Ctrl sEV-k tumortdmogaté hatasokat mutattak: az IPA predikciok szerint olyan
‘Biofunkcidkat’ aktivalhatnak, mint a tumorsejtek proliferacigja, életképessége, migracioja,
epitelidlis-mezenchimalis tranzicidja, mikdzben gatolhatjak a tumorsejtek szeneszcenciajat €s
apoptozisat. Ezzel szemben a Doxo és Ag-TiO2 sEV-k hatasa gyengébb volt, vagy akar az
ellentetjére fordult a vizsgalt *Biofunkciokon’. Példaul, az IPA az életképességre Doxo sEV-k
esetén alacsonyabb konfidencidju aktivalé hatast, Ag-TiO> sEV-k esetén pedig gatlast
prediktalt. A migracié szabalyzasa mindkét sEV-hatésra gatlora valtozott. Ez arra utal, hogy a

stresszhatdsra termelt NPC sEV-k miRNomja elveszitheti tumortdmogato6 sajatsagait.
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4.2 A melanomaeredetii SEV-k vizsgalata

A kutatas masodik felében stresszindukalt BI6F1 melandmasejtek sEV-medialt intercelluléris

kommunikéciojanak vizsgalatat tliztiik ki célul.

o sEV-termeltetés

e ° °
L4 7Y
extracellularis
vezikulak

e Stresszkezelések

—_—

=,

1. kontroll kondicié
nincs kezelés

citosztatikus stressz A;Z
0,6 uM doxorubicin

héstressz i”,

42°Cc
2. kontroll kondicio
megvilagitott médium

. oxidativ stressz {;
I\y ' 2,5 pg/ml Ag-TiO2

Yo

. Ag Ctrl sEV

-o| Ag-TiO, SEV

—? mikroszképia

izolalt

sEV-|

2

e sEV-karakterizalas
-

sEV-markerek
azonositasa - WB

Exoszoémalis méret és alak
igazolasa - AFM

Méreteloszlas
meghatarozasa - DLS

k

Osszehasonlité sEV-
karakterzalas

NTA-alapu kvantifikalas

miRNom szekvenalas

LC-MS/MS-alapu
proteom-azonositas

sEV-k in silico
funkcionalis analizise

Ingenuity Pathway Analysis

G sEV-k in vitro funkcionalis vizsgalata

000
099

B16F1
melanémasejtek

Cell-Clock sejtciklus esszé
ImageJ analizissel

Ki-67 immuncitokémia
gépi tanulassal

MSC-B16F1
3D kokulturak

Mikroszévetképzés
AnaSP analizissel

Sebgyoégyulasi esszé
ImageJ analizissel

3. abra. Melanoéma sEV-k vizsgalatanak kisérleti elrendezése; n.ctrl: negativ kontroll, x5 sEVs: 5-féle sEV-kezelés.
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Az izolalt B16F1 sEV-k exoszdmalis sajatsagainak igazolasat kovetden, azok citosztatikus,
ho-, és oxidativ stressz indukalta valtozésait vizsgaltuk. A melandémasejteket 6t kiilonb6zo
modon kezeltiik: a kontroll (Ctrl) kultarak tiszta sejtkultira médiumot kaptak, a citosztatikus
stresszt (Doxo) 0,6 uM doxorubicinnel valtottuk ki, a héstresszelt kulturdkat (Hs) 3% 2 h-ra
42 °C-os inkubatorba helyeztilk, az oxidativ stresszt (Ag-TiO2) 2,5 pug/ml fényindukalt
Ag-TiO»-kezeléssel idéztiik eld, utobbi kontrolljaként pedig megvilagitott médiummal kezelt
kulturékat (Ag Ctrl) hasznaltunk. Majd az 6t sejtkultira-csoport sEV-izolatumait NTA, SOLiD
szekvenalas és LC-MS/MS modszerekkel vizsgaltuk, a kibocsatott vezikuldk szédmanak,
miRNomjanak 4s proteomjanak jellemzése végett. Funkciondlis kiilonbségeiket elsoként a
kapott miRNS- és fehérjeadatok alapjan in silico prediktaltuk, az IPA segitségével, majd
in vitro kisérletekben igazoltuk a recipiens sejtek tumorhoz kothetd sejtfunkcidinak, igymint
Ki-67-expresszidjanak, sejtciklus-dinamikajanak, migracids kapacitasanak és mikroszovet-
képzésének vizsgalataval (3. abra).

4.2.1 A kiilonb6z6 mikrokornyezeti tényezok mellett kibocsatott melanoma sEV-k leiro

statisztikai jellemzoi

4.2.1.1 Szuboptimalis koriilmények mellett a melnomasejtek vezikulatermelése megno

A B16F1 sejtek mindharom stresszhatas (Doxo, Hs and Ag-TiOz) esetén latvanyos morfologiai
valtozasokat mutattak a SEM képeken 24 h-val a kezeléseket kovetden (4a dbra). Raadasul
20.000%-es nagyitasban a sejtfelszini struktarak, tobbek kozt az exoszomalis méretli vezikulak
is lathatdva valtak, melyek szama szintén magasabb volt, mint a Ctrl sejteken (ppoxo=0,00297;

pus=0,03928; pag-Tio,=n.s.; n=5; 4a-b abra).

Az izolédlt vezikulak szamat az NTA-alapu NanoSight analizissel is megmeértiik.
Donorsejtjeink vezikulatermelése mindhdrom stresszhatdsra szignifikdnsan megnovekedett a

Ctrl sejtekhez képest (ppoxo=0,00021; pus=0,03006; pag-1i0.=0,02462; n=3; 4¢c abra).

4.2.1.2 A melanéma sEV-k atvihetik a doxorubicint, de az Ag-TiO2-t nem
Fluoreszcens spektroszkopiat alkalmazva megmértiik a Doxo sEV-k doxorubicintartalmat,
amely alacsonyabbnak bizonyult az egér melanémasejteken mért median letalis dozisnal

(LD50=100 ng/ml). Igy az atvitt doxorubicin hatasa elhanyagolhaté a recipiens sejtekben.

Ugyanakkor az Ag-TiO> nanopartikulumok sEV-kbe torténd becsomagolodasanak lehetdségét

DLS, kemilumineszcens detekcio €s transzmisszios elektronmikroszkopia révén kizartuk.
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4. abra. A mikrokornyezeti stresszfaktorok morfologiai valtozasokat és megndvekedett sEV-termelést valtottak
ki a melanomasejteken. (a) A sejtek pasztazo elektronmikroszkopos képei. (b) A sejtfelszini exoszomalis méretii
vezikulak szama az ImageJ értékelések alapjan (n=5). (c) A sejtenként termelt vezikulak szama az NTA mérések
szerint (n=3). A diagramok szamtani kdzép+szoras értékeket abrazolnak; *p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001.

4.2.1.3 A melanéma sEV-k molekularis mintazata nagymértékben fiigg a donorsejtekre
hato mikrokornyezeti tényezoktol

A vezikuldris szallitmany mikrokdrnyezeti stressz indukalta véltozasainak jellemzése

érdekében az sEV-csoportok miRNS- ¢és fehérjetartalmat SOLiD szekvendldssal és

LC-MS/MS-sel analizaltuk. A detektalt miRNS-ek 35,04%-a (254-bdl 89) és az azonositott

fehérjek 59,72%-a (216-bol 129) fordult eld minden sEV-csoportban (5. abra). Azonban az 6t

sEV-csoport molekuléris mintazata igen eltérd volt, amely az sEV-medialt kommunikaciéban

a vezikulatermelés koriilményeinek kritikus jelentéségérdl arulkodik.

a ~ . Ctrl b /'"”\“ Ctrl
f/ 3 \SEV y | SEV
[ \ ) / \
Ag-TiO, £ 2 Ag-TiO,
SEV i SEV

Figure 5. A melanomaeredetii
sEV-k molekularis mintazata
minden stressztényez6 esetén
egyedi volt. A Venn-diagramok
az 0t sEV-csoport (a)
Hs miRNomjat és (b) proteomjat
sEV  mutatjak be.

Ag Ctrl Ag Ctrl
sV
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4.2.2 Az sEV-csoportok funkcionalis kiillonbségeinek in silico analizise
A melandéma sEV-csoportok altal befolyasolt bioldgiai folyamatok azonositasa végett, miRNS-

¢s fehérjeadatainkat bioinformatikai analizisnek vetettiik ala.

Az TPA-ban végzett ‘Osszehasonlitd Analizis’ alapjan, csakagy, mint az NPC-n végzett
kisérleteinkben, szamos melanémahoz kothetd ‘Biofunkciot’ tudtunk azonositani, melyekre az
sEV-k szignifikdns hatast gyakorolhatnak (p<0,00001). Szintén taldltunk intracelluldris
funkciodkat, mint a ‘Tumorsejtvonalak G1 fazisanak megallitasa’, sejtszintli folyamatokat, mint
a ‘Melandma-sejtvonalak mozgésa’, szisztémas folyamatokat, mint a ‘Sejtek metasztazisa’ és
immunologiai funkciokat is, mint a ‘Leukocitak aktivacioja’.
4.2.3 A tumormatrix sejtek melanéma sEV-k indukalta sejtvalaszainak vizsgalata
in silico predikciokon alapulo in vitro kisérletekkel
Az aktivalo és gatlod hatasok tekintetében, az IPA ‘Novesztés’ és "MAP’ funkcidi révén sok
olyan ‘Biofunkciot’ taldltunk, melyeken a kiillonb6zdé sEV-k szabdlyzo hatdsa eltérd lehet.
Ezért, az in silico prediktalt, sEV-indukalt sejtvalaszokat in vitro modszerekkel elemeztiik.
4.2.3.1 Az Ag-TiOz sEV-k fokozzak az MSC-k proliferéciéjét

rrrrrrrr

Eszerint a vezikuldk felvételét kdvetden a recipiens dssejtekben haromféle sEV fokozhatja a

Ki-67-expressziot és mind az 6tféle sEV sejtosztodast valthat ki (6. dbra).

Va N
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gl e /
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SEV i IT€B1,,——prolnferac10ja
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> Enzim - w
v, 4 N
Kinaz 7% Funkcio / ANV
Peptidaz — —Indirekt kapcsolat // PLXN B2 [g;bv%j
Transzmembranreceptor 3k Prediktalt aktivacié magas konfidenciaval . / _f\>
Transzporter Prediktalt aktivacio alacsony konfidenciaval — .cc LGALS1 - I
Egyéb ¥ Prediktalt gatias magas konfidenciaval |

Erett miRNS - Prediktalt gatlas alacsony konfidenciaval : ' I’g SEV Iij

e

IPA—pred1kc10Ja Az abrakon mlnden szabalyoz6 fehérjét feltlintettiink. A hozzajuk tartoz6 oszlopdiagramok a
normalizalt expresszios értékeiket mutatjak minden sEV-csoportban. Az sEV-csoportok neveivel ellatott szines
" és ©.¢ szimb6lumok a vezikuldk prediktalt szabalyzoé hatését ielzik a vizsgalt molekulan. illetve ‘Biofunkcion’.
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Az sEV-k Ki-67-szabalyzasara vonatkozo predikciok tesztelés¢hez MSC kultardkat 200 pg/ml
sEV-, vagy negativ kontrollként (negative Ctrl) DPBS-tartalmi médiummal kezeltiink. 24 h,
illetve 72 h elteltével a sejtek Ki-67-expressziojat immuncitokémiaval vizsgaltuk. A kisérlet
kvantitativ értékeléséhez az Operetta nagy ateresztd képességii képalkotd rendszert és egy
képanalizald, gépi tanuldssal mikodo szoftvert (SCT Analyzer 1.0) hasznaltunk. Az Ag-TiO»
sEV-indukalt kultirdkban 72 h-s kezelésnél szignifikans novekedést tapasztaltunk a Ki-67-
pozitiv sejtek aranyaban (p=0,03572; n=4; 7a abra).

crer

képalkotast és gépi tanulast hasznaltunk. A sejtek proliferacioja Hs és Ag-TiO, sEV-kezelések

esetén mar 24 h elteltével novekedett, de minden kezelésnek eltérd hatasa volt (7b abra).
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7. abra. Az sEV-indukalt MSC-k osztodasi sajatsagai. (a) Ki-67-pozitiv sejtek szazalékos aranya 24 h (baloldalt)
és 72 h (jobboldalt) elteltével. (b) sEV-indukalt kultirakban kapott sejtszamok 24 h (baloldalt) és 72 h

(jobboldalt) inkubacios idépontokban. A diagramok szamtani kdzép+szoras értékeket abrazolnak; *p<0,05.
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In vitro eredményeink arra utalnak, hogy mas-mas mikrokornyezeti tényezok befolyasa alatt

IPA altal prediktalt molekularis interakciokon kiviil, mas molekulak és mas tényezok is részt

vehetnek ebben a folyamatban, mint példaul az sEV-k szallitotta doxorubicin.

4.2.3.2 A Doxo ¢és Ctrl SEV-k befolyasoljak a tumorsejtek sejtciklusat
Az IPA-analizisek a ‘Tumorsejtvonalak G1 fazisanak’ ¢és a ‘Tumorsejtvonalak G1/S
fazisatmenetének’ gatlasat prediktaltdk a Ctrl, Doxo és Hs sEV-kre (8. abra). Vagyis, ezen

vezikulak molekula-készlete feltartoztathatja a recipiens tumorsejteket a G1 fazisban.
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8. abra. Az sEV molekuldk ‘Tumorsejtvonalak G1 fazisara’ és ’Tumorsejtvonalak G1/S fazisatmenetére’
gyakorolt szabalyzo hatasanak IPA-predikcidja. Az abrakon minden szabalyozé fehérjét és miRNS-t
feltintettiink. A hozzajuk tartozo oszlopdiagramok a normalizalt expresszids értékeiket mutatjak minden sEV-
csoportban. Az sEV-csoportok neveivel ellatott szines {% szimbolumok a vezikulak prediktalt szabalyzo hatasat

jelzik a vizsgalt ‘Biofunkcion’.

Az sEV-k in silico prediktalt, tumorsejtciklusra gyakorolt hatdsainak teszteléséhez az un. Cell-
Clock esszét hasznaltuk, ahol sEV-, vagy negativ kontrollként DPBS-kezelt BI6F1 melanoma-
sejteket vizsgaltunk 24 h, 48 h ¢és 72 h kezeléseket kovetden. A teszt egy redox festéken alapul,
melynek szine a sejtciklus fazisaitdl fiiggden valtozik (G1: sarga, S/G2: zold, M: kék).

A 9. abran lathato, hogy a Ctrl és a Doxo sEV-indukciok az id6 fiiggvényében szignifikansan
novelték a sarga, azaz a G1 fazist sejtek aranyat (pcu=0,00346; ppoxo=4,28E-06; n=4), amely
alatdmasztotta az IPA altal prediktalt sejtciklusgatlo hatast a Ctrl és a Doxo sEV-kre (de a

Hs sEV-kre nem), ez arra utal, hogy e vezikulak gatolhatjak a tumorsejtek proliferaciojat.

[ sarga: G1 fazisu sejtek BEE z06ld: S/G2 fazisu sejtek Bl kék: M fazisu sejtek
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9. abra. A G1, S/G2 és M fazisu sejtek aranya megvaltozik az sEV-kezelt B16F1 kultardkban. A diagramok

szamtani k6zép+szoras értékeket abrazolnak (n=4); *p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001.
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4.2.3.3 Az sEV-medialt sejtmigracio nemcsak a vezikulak tipusatol, hanem a recipiens
sejttol is fiigg

Az IPA-predikciok szerint az sEV-k szamos sejtmozgassal kapcsolatos ‘Biofunkciot’
befolyasolhatnak. Ezek koziil a ‘Melandma-sejtvonalak migracidjat’ és az ‘Endotélsejtek
migraciojat’ valasztottuk in vitro tesztelésre, melyek esetében igen valtozatos sEV-hatasokat
lattunk az in silico analizisekben: mig a Doxo és Ag-TiO» sEV-k eldsegithetik a
melanomasejtek migracidjat, a maradék harom sEV-csoport gatolhatja azt. Ezzel szemben az

endotélsejtek migracidjat mind az 6tféle sEV-csoport serkentheti (10. dbra).
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szabalyoz6 hatasanak IPA-predikcidja. Az abrakon minden szabalyzo molekulat feltiintettiink. A hozzajuk tartozo
oszlopdiagramok a normalizalt expresszios értékeiket mutatjdk minden sEV-csoportban. Az sEV-csoportok
neveivel elldtott szines %.¢ szimbélumok a vezikulak prediktalt szabalyzo6 hatasat jelzik a vizsgalt ‘Biofunkcion’.

Az in silico prediktalt sEV-hatasokat sebgyogyulési esszében B16F1 melanoma- és bEnd.3
endotélsejteken vizsgaltuk, ahol a predikciokhoz hasonld tendenciat figyeltiink meg. A
melandmasejtek migracioja a Ctrl és az Ag Ctrl SEV-k jelenlétében enyhén csokkent a negativ
Ctrl sejtekhez képest. A Doxo sEV-k viszont felgyorsult sebzarddast valtottak ki (n=8), mig a
Hs és Ag-TiO2 sEV-k nem befolyasoltak a tumorsejt-migraciot (11a abra). Ez azt jelenti, hogy
citosztatikus stresszhatas alatt az sEV-k olyan lizeneteket kozvetitethetnek a szomszédos

tumorsejteknek, amelyek fokozzak azok migraciojat.
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11. abra. Az sEV-indukalt (a) B16F1 és (b) bEnd.3 sejtkulturak migracios kapacitasa eltérd tendeciakat mutat.
A diagramok a sebgyogyulasi esszé eredményeit mutatjak, melyet az ImageJ sebgyogyulasi kiegészitdjével
értékeltiink. Az oszlopok szamtani kozép+szoras értékeket abrazolnak (ngier1=8, npend.3=4); *p<0,05; **p<0,01.

crer

hogy a normal koriilmények mellett kibocsatott vezikuldk eldsegithetik az angiogenezis

folyamatat, de bizonyos stressztényezok mérsékelhetik ezt az sEV-hatast (11b abra).

4.2.3.4 Az sEV-k mikroszovetképzést elosegito hatasa nem fiigg az sEV-tipustol

Az IPA-predikcidok szerint mind az &t sEV-csoport aktivalé hatast gyakorolhat olyan
‘Biofunkciokra’, amelyek egy 3D-s sejtinterakcidos matrix kialakuldsat segithetik eld. Ilyen
‘Biofunkcio’ tobbek kozt, a ‘Sejtek aggregacioja’ vagy az ‘ECM-képzés’ (12. dbra). A

kiilonbozd sEV-k aktivalo hatasanak intenzitdsa viszont eltéréseket mutat, példaul a ‘Sejtek

crer

Ezen in silico predikcidkat is teszteltiik in vitro kisérletekben. Az in vivo koriilmények
imitalasa végett, létrehoztunk egy leegyszertisitett 3D-s tumormatrix modellt, ahol MSC, vagy
MEF sejteket és B16F1 sejteket tenyésztettiink egytitt fliggdcsepp lemezeken. A kétféle
sejttipust 1:1 ardnyban alkalmazva (5.000 sejt/lyuk) 72 h-n at kovettik a mikroszovetek
kialakulasat sEV- és DPBS-kezelések mellett. A mikroszovetekrdl késziilt képeket az AnaSP
szoftver segitségével elemeztiik, amelyet szferoidok automatikus képanalizisére fejlesztettek.
A kisérletek soran minden sEV-csoport eldsegitette a mikroszdvetképzést, azonban a legkisebb
¢s legkompaktabb struktardk a Doxo sEV-kezelés esetén jottek 1étre (13. abra). Ez azt jelenti,
hogy a felszin-térfogat ardny magasabb volt az sEV-indukalt mikroszoveteknél, amely
fokozhatja az oxigén, a novekedési faktorok ¢€s a tapanyagok felvételét, rdadasul kompaktabb

struktarak esetén a gyogyszerek penetracioja is mérséklodhet.
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13. abra. MSC-B16F1 ko-kultarak mikroszovet-képzése. (a) A kialakult mikroszovetek reprezentativ képei
72 h-s sEV-kezeléseket kovetden. (b) Az oszlopdiagramok a mikroszovetek teriiletére, keriiletére és térfogatara
vonatkoz6 statisztikait mutatjak szamtani kdzép+szoras értékekkel (n=3); *p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001.
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5. Diszkusszio

Napjainkban szamos olyan kozlemény jelent meg, amely a tumorok makro- ¢és
mikrokornyezetében az exoszémak kozvetitdé szerepét hangsulyozza a tumorgenezis,
tumorndvekedés, metasztazisképzés, angiogenesis ¢s immunmodulacié folyamataiban.
Azonban még kevéssé ismert, hogy a terapia-indukalta stressz milyen hatast gyakorolhat a
tumorsejtek vezikuldris kommunikécidjara. E tanulmanyban a mikrokdrnyezeti valtozéasok
hatésat vizsgaltuk a tumorsejtek sEV-medialt kommunikacidjan, és azt tapasztaltuk, hogy a
citosztatikus, ho- €és oxidativ stressz moddositja az NPC- és a melandmaeredetii sEV-k

molekulakészletét, ezaltal a recipiens, tumormatrix sejtekre gyakorolt funkcionalis hatasat is.

Bemutattuk, hogy az sEV-k, mint komplex informacids csomagok szamos szignalutvonalban
részt vehetnek. A tény, hogy egy vezikularis molekuldris mintdzat a sejtek homeosztatikus
halozatat szamtalan ponton befolyasolhatja, az sEV-funkcidk oridsi diverzitasarol arulkodik.
Tehat, a vezikularis molekuldk szdzai, a recipiens sejtekben ezernyi funkciondlis hatassal

birhatnak, melynek végkimenetele kiszamithatatlan.

Jelen esetben, az IPA-funkcidk egyedi kombinacidjaval végzett bioinformatikai analizisek
révén, sikeresen prediktaltuk a vizsgalt sEV molekuldris mintdzatok (6tféle kezeléssel
eléidézve) funkciondlis hatdsait. Ismereteink szerint, ez a kisérleti elrendezés alkalmas a
vezikuldris szallitmany atvitelének és funkcionalis aktivitdsanak modellezésére a recipiens
sejtekben. Bemutattuk, hogy az Gtvonal analizisek jo megkozelitéssel prediktalhatjak a terapia-
indukalta stresszvalaszokat, mely arra utal, hogy az in silico analizisek nemcsak a kutatasban,

hanem a klinikumban is hasznosak lehetnek.

E tanulmény részletes adatokkal szolgdl az NPC-eredetii SEV-k doxorubicin-, és Ag-TiO»-
hatés alatt kialakult miRNS-készletérdl, jellemzi a melandmaeredetli sEV-k doxorubicin-, ho-
¢s Ag-Ti0»-indukalta molekularis mintazatat és részletesen bemutatja a recipiens, tumormatrix
sejtek, melanoma sEV-k indukalta valaszmintdzatait is. Ezen adatok nagymértékben
hozzajarulnak az NPC- és a melanomaeredetli sEV-k molekularis és funkciondlis
komplexitasarol, valamint mikrokornyezet-fliggd valtozatossdgardl szerzett ismereteink
bovitéséhez, valamint a rakos betegségek patogenezisének ¢és terapias valaszainak
megértésé¢hez. Emellett ravilagitanak a terapias kezelések, példaul a kemoterapia kozvetett

hatasaira, melyek befolydsolhatjak a kezelt sejtek intercellularis kommunikaciojat.
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Eredményeinkbdl azt a kovetkeztetést vonhatjuk le, hogy e fokozottan védett informécids
csomagok molekularis mintdzata nagymértékben fiigg a mikrokdrnyezeti koriilményektol,
beleértve a terapids stressztényezoket is. Egy modosult sEV-szallitmany nemcsak meglévd
szignalutvonalakat serkenthet, vagy gatolhat, de novo Gtvonalakat is aktivalhat, igy egy egyedi
célsejt-specifikus valaszmintazatot alakithat ki a recipiens sejtekben. Jelen kutatds és
szakirodalmi adatok is arra utalnak, hogy a tumorsejtek komplex, sEV-medialt intercellularis

kommunikéaciojanak megvaltozdsa kiemelt figyelmet érdemel a terapia-indukalt

gazdavalaszok korében, amely a kezelés hatékonysagat is befolyasolhatja.

6. Uj eredmények

1. A kiilonféle stressztényezdk az NPC- és a melanomasejtek sEV-termelését is serkentik, bar
eltéré mértékben.

2. Az NPC sEV-k hordozta miRNS-ek szdma citosztatikus és oxidativ stressz esetén is a
sokszorosara nd. A melanéma sEV-k szintén sok mikrokdrnyezet-fiiggé molekulat
hordoznak, de miRNS- ¢s fehérjekészletiik valtozdsa minden stressz-tipusnal egyedi
mintdzatot mutat. E tanulmanyban a melanoma sEV-k fehérjetartalmanak allando elemeit
is azonositottuk.

3. A melanémasejtek esetén, igymint az emldkarcindma sejteknél, az sEV-k a doxorubicint is
atvihetik, azonban az Ag-Ti10; nanopartikulumok nem csomagolodnak be a kis vezikulakba.

4. Az sEV-széllitmany atvitele és funkcionalis aktivitasa az [PA-funkciok révén, egy in silico
modellezhetd folyamat.

5. A tumoreredetli sEV-k kiilonféle molekuldris mintdzatai, melyek a mikrokdrnyezeti
tényezok fiiggvényében alakulnak ki, valtozatos funkcionalis jellemzdékkel birnak.

6. Az NPC sEV-k miRNS-tartalma eldsegitheti a tumorprogressziot, azonban stressz esetén
gatlo hatasokkal birhat. Ugyanakkor a melanomasejtek sEV-medialt kommunikacidja képes
alkalmazkodni a mikrokornyezeti koriilményekhez.

7. A tumorsejtek sEV-medialt kommunikacioja a recipiens sejtekben indukalt, egyedi
valaszmintazatok révén a mikrokdrnyezeti tényezok valtozasat tiikkrozi.

8. Ugyanazon melanoma sEV-populacio, vagyis ugyanazon molekularis szallitmany a
kiilonb6zo tipust recipiens sejtekben ellentétes hatasokat is kivalthat.

9. Sajat fejlesztésii in silico modelliink alkalmas lehet az sEV-indukalt hatasok predikciojara,

amely nemcsak a kutatés, de a klinikum teriiletén is hasznos lehet.
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