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Roviditések

Al - Adherens junctions, adherens kapcsolatok

BSA - Bovine serum albumin, marhaszérum albumin

ESCRT - Endosomal sorting complexes required for transport

EV - Extracellularis vezikula

FBS - Foetal bovine serum, magzati szarvasmarha szérum

GAPDH - Glyceraldehyde 3-phosphate dehydrogenase, Glicerinaldehid-3-foszfat
dehidrogenéaz

Hsp - Heat shock proteins, hésokkfehérjék

Irakl - Interleukin-1 receptor-associated kinase 1, interleukin-1 receptorhoz

kapcsolddo kinaz 1

MBEC - Mouse brain endothelial cells, primer egér agyi endotélsejtek
MED - Mediator

miRNS - MikroRNS

miTG - MicroT-CDS

mPR - Membran progeszteron receptor

MV - Mikrovezikulak

MVB - Multivesicular body, multivezikularis test

PAQR - Progestin and adipoQ receptor

PBS - Phosphate-buffered saline, foszfat pufferelt sdoldat

PR - Progeszteron receptor

gPCR - Quantitative real-time polymerase chain reaction, kvantitativ, valos ideji

polimeraz lancreakcié

TBS-T - Tris-pufferelt sboldat, Tween-20-szal

TJ - Tight junctions, folytonos szoros kapcsolatok

TLR - Toll-like receptor, mintazatfelismerd receptor

TLR4 - Toll-like receptor 4

TNF-a - Tumor nekroézis faktor-alfa

TRAF - Tumor nekrézis faktor receptor-asszocialt faktorok

Traf6 - Tumor nekroézis faktor receptorhoz kapcsolodo 6-os faktor
Z0 - Zonula occludens
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1 Bevezetés

1.1 A vér-agy gat és az agyi endotélsejtek

A vér-agy gat (blood-brain barrier, BBB) az ionegyensuly dinamikus szabalyozéjakent,
a tapanyagszallitas elésegitdjeként, valamint a potencialisan karos molekulak gatjaként [1]
nélkuldzhetetlen a kdzponti idegrendszer homeosztazisanak fenntartdsdhoz. A vér-agy gatat az
egyedi barrier tulajdonsagokkal rendelkezé agyi endotélsejtek alkotjak. Felépitésében az
endotélsejtek mellett pericitak és asztrocitak vesznek részt, tovabba része még a pericitak és az
endotélsejtek, illetve a pericitak és az asztrocitak kozott elhelyezkedé bazalis membran is [2]
(1. &bra).

A vér-agy gat endotélsejtjei a fenesztraciok hianyaban, a minimalis pinocitotikus
aktivitasban, a folytonos szoros kapcsolatok (tight junctions, TJ) jelenlétében, az efflux
transzporterek magas expressziojaban, valamint a megndvekedett mitokondrialis tartalomban
kiilonboznek a periférian 1év6 endotélsejtektol [1]. A vér-agy gat endotélsejtjei kozott a TJ
folytonosan helyezkedik el, és biztositja a paracellularis gat miikodését. A TJ transzmembran
fehérjékbol (okkludin, klaudinok, junkcionalis adhézids molekuldk, stb.) és plakk fehérjékbol
(zonula occludens (Z0)-1, ZO-2, paracingulin és mas fehérjékbol) épilnek fel, és az aktin
citoszkeletonhoz kapcsolddnak. A TJ kialakitasat és fenntartasat segitik az adherens junkciok
(adherens junctions, AJ), amelyek kadherineket, katenineket és méas fehérjéket tartalmaznak
[3]. Bar az AJ kérosodéasa a vér-agy gat permeabilitasanak fokozddasat idézi el6 [4], elsésorban
a TJ feladata biztositani az alacsony paracellularis permeabilitast és a nagy elektromos
ellenllast [5].

A Vvér-agy gat a barrier funkciojan kivul karrier szereppel is rendelkezik, ami a
tapanyagok és aminosavak agyba valo szallitaséért, tovabba a metabolitok eltavolitasaért felel.
A kisméretli, zsirban oldod6é molekulak és a vérgazok (O2, COz) passzivan diffundalnak at a
vér-agy gaton, mig az esszencialis poléaris tdpanyagok, beleértve a gliikozt, az aminosavakat,
az inzulint, a leptint és a transzferrint, specifikus transzporter- vagy receptor-medialt
endocitdzissal jutnak &t [6, 7, 8].

A vér-agy gat kiemelked6 szereppel bir az orvos diagnosztika és a kozponti idegrendszert
érintd betegségek terapiaja szempontjabdl is. Egyrészt szdmos neurologiai rendellenesség,
példaul agyi ischaemia, agyi trauma, kdzponti idegrendszeri daganatok esetében megfigyelhetd
a Vvér-agy gat permeabilitdisdnak novekedése [9]. Masrészt a gat viszonylagos

athatolhatatlansaga miatt sok gydgyszer nem képes terapiasan relevans koncentraciéban elérni
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a kozponti idegrendszert, igy a vér-agy gat a kozponti idegrendszeri betegségek kezelésének
egyik f6 akadalya [10, 6].

.— arteriola

Fe——simaizomsejtek

= asztrocita végtalp

bazalis membran

pericita
— ‘ s endotélsejt
Epencila neuron

1. dbra: A vér-agy gat és a neurovaszkularis egyséeg felépitése.
1.2 Az agyi metasztazisok

A vér-agy gt viszonylagos atjarhatatlansaga ellenére, bizonyos tumorsejtek képesek
attorni az agyi kapillarisok falan, és az agyba jutva attétes daganatot kialakitani. A daganatos
megbetegedéssel diagnosztizalt betegek 20-45%-aban mutatnak ki agyi metasztazisokat a
betegségiik fennallasa soran [11]. Ezen metasztatikus agydaganatok sokkal nagyobb aranyban
fordulnak eld, mint a primer agyi daganatok, igy a rosszindulati agyi betegségek okozta
halalozas f6 okaiként tartjak 6ket szamon [12]. Egyes tanulmanyok azt mutatjék, hogy az agyi
attétek el6fordulasi aranya 8,3 és 14,3 kdzo6tt van 100000 lakosra vetitve. Ezen tanulmanyok
azonban valoszintileg jelentésen alabecsiilik a valodi eléfordulasi gyakorisagot [13].

Feln6tteknél a leggyakoribb primer daganatok, amelyek agyi attéteket alakitanak ki, a
tiildokarcindma (amely az agyi attétek nagyjabol 50%-aért felelds), az emldkarcinoma (15-
20%), bizonyos ismeretlen elsddleges daganatok (10-15%), tovabba a melanéma (10%) és a
vastagbéldaganat (5%) [13, 14, 15, 16].

Bar a terapias lehetdségek folyamatosan fejlddnek, az agyi metasztazisok kezelése igen
nagy problémat jelent. Az agyi metasztazisok terapids megkozelitései kozé tartoznak a
kiilonb6z6 miitéti beavatkozasok, a teljes agy sugarterapiaja (Whole Brain Radiation Therapy,
WBRT), a sztereotaktikus sugarsebészet (SRS), a kemoterapia, a ndvekedési faktor
inhibitorok, illetve ezen terapiak kombinacidja [17]. Az agyi attétes betegek median tulélési

ideje kezelés nélkiil minddssze 1 honap, mitéttel és/vagy sugarterapiaval pedig 3-4 honap [18].
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A betegek kb. fele esetében a haldl oka a kozponti idegrendszeri tumor progressziojanak
tulajdonithato6 [19].

1.3 Az emlékarcinéma agyi metasztazisai

Az emldkarcindma a masodik vezetd haldlok a nék korében, hiszen az dsszes 1) ndi
daganatos megbetegedés korllbeliil 30%-aért felel6s. Annak az esélye, hogy a beteg meghaljon
a kialakult emlédaganat miatt, 1 a 39-hez (kb. 2,6%) [20].

Az eml6karcinomas betegek 15-25%-anal figyeltek meg kozponti idegrendszeri
attéteket, és ezek eléfordulasi gyakorisaga egyre novekszik. Tovabba a betegek 20%-anal
minddssze 1 éves talélés valoszintsithetd. Ennek oka, hogy ezekre a masodlagos
daganatképzddésekre nincsenek specifikus, célzott terapiak [21, 22]. Ez abbdl kovetkezik,
hogy kifejezetten nehéz az agyi metasztazisok kezelése, hiszen a BBB megakadalyozza a
legtbbb hagyomanyos és (j kemoterdpids szer kdzponti idegrendszeri behatolasat efflux
transzporterein keresztll, tovabba az agyi mikrokdrnyezet gliasejtjei ellenallova teszik a
rosszindulatu sejteket a terapidval szemben [23, 24, 25].

A hérmas-negativ eml6karcindma az invaziv eml6karcinomak igen agressziv tipusa,
amelyre jellemz6, hogy a daganatsejtek nem rendelkeznek Osztrogén-, illetve
progeszteronreceptorokkal (ER vagy PR), és nem termelnek human epidermalis névekedési
faktor receptor 2-t (HER-2). El6fordulasat tekintve az 6sszes emlékarcindma koriilbeliil 15%-
at teszi ki. Jellemzd réd a rossz prognozis €s a nehéz terapias kezelhetdség. Tovabba ennél az

emlddaganat tipusnal irtak le a legagresszivebb agyi metasztazis képzést [20, 26].

1.4 Az extracellularis vezikulak, exoszomak és a kdzponti idegrendszeri daganatok

A metasztazisok kialakulasaban fontos szerepet jatszhatnak a tumorsejtek altal termelt
extracelluléris vezikuldk (EV-k), amelyek lokélisan és szisztémésan kozvetitik a sejt-sejt
kommunikécidt, és ezéltal részt vesznek szdmos, a szervezeten belili fiziologias és koros
folyamat iranyitasaban [27, 28, 29].

Az EV-k méretiik és biogenezisilk alapjan harom csoportba sorolhatok. Igy méretiik
alapjan megkuldnbdoztetiink exoszémékat (30-200 nm), mikrovezikuldkat (MV-k) (100-1000
nm) és apoptotikus testeket (> 1000 nm) [30, 31, 32, 33, 34, 28].

Biogenezisiik alapjan az apoptotikus testeket és az MV-ket kilén csoportba soroljak,
hiszen ezen vezikuldk kozvetleniil a plazmamembranbol szabadulnak fel ¢él6 és haldokld

sejtekben, intracellularisan. Ezzel szemben az exoszomak a késoi
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endoszomak/multivezikularis testek (multivesicular bodies, MVB) és a plazmamembran
fazioja utan szabadulnak fel az extracellularis kérnyezetbe [35].

Az exoszomak kialakuldsa endocitdzissal kezdddik, amely soran kialakulnak a korai
endoszémak. Ezutdn a Golgi komplex segitségével ezek az Gjonnan képzddott vezikuldk a
korai endoszomakbol kés6i endoszomakka valnak [36, 37, 38, 39]. A 1étrejott késoi endoszoma
lumenében a plazmamembran invaginacidjaval intraluminalis vezikulak keletkeznek [40]. Ezt
a folyamatot az ESCRT (Endosomal sorting complexes required for transport) fehérjék
szabalyozzdk [41]. A folyamat soran az érett kés6i endoszomak, ugynevezett MVB-kké
alakulnak [42, 43]. Végill az MVB-k egyesilnek a sejtmembrannal, és felszabaditjak bels6
vezikulaikat, azaz az exoszomaikat az extracellularis térbe. A felszabadult exoszomak méretiik,
RNS tartalmuk és specialis fehérjéik alapjan kiilonboztethetéek meg egymastol [44, 45].

Az exoszomakba beépiilé f6 membranhoz kotott és citoszolikus fehérjék a tetraspanin
csalad tagjai (CD9, CD63 és CD81), az ESCRT fehérjék (Alix, TSG101), integrinek,
hosokkfehérjék (Hsp), az aktin és a flotilinek [46, 47]. Mig az olyan fehérjék, mint a Hsp-k, a
CD63, az ESCRT ¢és a citoszkeletalis komponensek az dsszes exoszomaban eléfordulnak,
addig mas fehérjék, mint példaul az MHC I. és I1. osztaly specifikusak a donor sejttipusra [48].
Az exoszomak mindezek mellett tartalmaznak nukleinsavakat [49, 48], amelyek kézll a
mikroRNS-ek (miRNS) az egyik legelterjedtebb RNS-tipusok az exoszoman belil [46, 50].

A tumorsejtek altal Kibocsatott exoszémak szerepet jatszhatnak az attétek
kialakulasdban. Egyre tobb bizonyiték kerll napvilagra arrdl, hogy a primer tumorsejtek
exoszomakat valasztanak ki, amelyek még a tumorsejtek célszervbe vald megérkezése elott
eljutnak a tavoli szervekbe. Ez a folyamat lehetdvé teszi egy kedvezdbb, befogadobb un. pre-
metasztatikus niche kialakuldsat, amely a késObbiekben eldsegitheti a megtelepedett
daganatsejtek ndvekedését a célszerven belul [51].

Az emldékarcinoma sejtekbdl szarmazo exoszomak agyi metasztazisok kialakitdsdban
jatszott szerepérdl tobb kutatds is késziilt. Kimutattak, hogy egy hialuronsav-kotd fehérje
(CEMIP) feldasulasa agyi attétképzd emldkarcindma sejtek exoszémadiban hozzéjarul egy, az

attétképzés szempontjabol kedvezo agyi kornyezet kialakitasahoz [52].

1.5 A miRNS-ek szerepe a metasztazisképzésben

A legtobb kutatds azonban nem az exoszomalis fehérjékre, hanem a miRNS-ekre
koncentralt.
A miRNS-ek a nem kddoldo RNS-ek egyik osztalya, amelyek képesek szabalyozni a

fehérjekadold gének expresszidjét [53]. Atirodasuk a sejtmagban RNS-polimeraz 11 altal zajlik
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fliggetlen genetikai egységekbdl [54, 55, 56, 57]. Az els6dleges miRNS-transzkriptum
poszttranszkripcios feldolgozasa egy 18-22 nukleotid hosszUsagu bioaktiv, érett miRNS
kialakul&sat eredményezi [58], amely RNS-indukalt fehérjékkel komplexet alkotva fejtheti ki
bioldgiai funkcidjat. Ekkor kotddik az mRNS-transzkriptum 3'-nem transzlalt régidjahoz (3'-
UTR). A folyamat soran részt vesz a transzlacio elnyomasaban, illetve indukalhatja az mRNS

teljes lebomlasat, és ezzel befolyasolhatja egyes gének expresszids szintjét [53] (2. abra).

y primary-microRNA

)

-

pre-microRNA

translational

s \J 8 \ - <
mRNA degradation “LLQ

Created in BioRender.com bio

2. abra: A mikroRNS képzddése és szabadlyozo miikodése.

Szakértok becslései szerint a fehérjekodold gének tobbsége (legalabb 60%-a)
szabalyozhato miRNS-ekkel [59, 57]. Az emberekben el6forduld6 miRNS-ek nagyfokd
homoldgiat mutatnak célszekvencidikban egyéb fajokkal, igy jo jeldltek az &llatmodelleken
veégzett miIRNS-mRNS kélcsonhatésok vizsgalatdhoz [59]. Ennek koszonhetéen a miRNS-ek
széleskorben tanulmanyozhatok a patofizioldgiai folyamatok szabalyozéiként [60, 61],
tovabba igéretes célpontjai lehetnek terapias megkdzelitéseknek [62, 53]. Az elmult években
felismerték, hogy a miRNS-eknek kiemelkedd szerepiik van egyes daganatok progresszidjat
befolyasolo jelatviteli Utvonalak szabalyozasaban [63], tovabba a metasztatikus attétek
kialakitasaban [64].

Eml6karcindma agyi metasztazisai kapcsan leirtak a miR-509 és a miR-7 szintjének
jelentds csokkenését az agyi metasztatikus 1éziokban. Azt talaltak, hogy a miR-509 fizioldgias
koncentracidban képes elnyomni a tumorsejtek transzendotélialis migréaciojat a RhoC altal
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indukalt matrix metaloproteinaz-9 expressziojanak blokkolasa soran, illetve képes
megakadalyozni a TNF-alfa altal indukalt vér-agy gat megnyilast, mindezen folyamatokkal
pedig neheziti a tumorsejtek metasztazisat [65]. Azokban az emldkarcindma Gssejtekben,
melyek fokozott metasztatikus potenciélt mutattak az agy iranyaba, a miR-7 expresszios szintje
csokkent, mely a Kruppel-like factor 4 (KLF4) fokozott expresszidjat eredményezte, ezéaltal
elésegitve az emlékarcinomas Gssejtek agyi endotélsejteken keresztili vandorlasat [66]. Ezzel
ellentétben a miR-181c és mIiR-105 szintjében jelent6s emelkedést tapasztaltak az
emldkarcindma agyi metasztazisa kapcsan. Az agyba metasztdzist adé emlékarcindma sejtek
miR-181c-t tartalmaz6 exoszomakat bocsajtanak ki, amelyek csokkentik a 3-foszfoinozid-
fliggd protein kinaz-1 (PDPK1) expressszidjat, igy cofilin defoszforilacio, aktin dinamikai
valtozas és végll az endotélsejtek kdzotti TJ kdrosodésa kdvetkezik be [67]. A miR-105, amely
magas szinten van jelen az emldkarcinomasejtek altal kivalasztott exoszomdakban, agyi
endotélsejtekben csokkenti a ZO-1 expresszidjat, ezaltal a vér-agy gat megnyilasat okozza, igy
jelent6sen hozzajarul az attétek kialakulasahoz [68].

Megfigyelték azt is, hogy az emldkarcindma sejtekbdl szarmazd exoszomakban 1évo
miR-122 gatolja az agyi asztrocitak glikozfelvételét igy, hogy csokkenti a glikolitikus piruvat-
kinaz enzim aktivitasat, ezzel el6segitve az agyi metasztazisok kialakulasat [69]. Tovabba
leirtak, hogy az IncRNA XIST hiany eldsegiti az exoszomalis miRNS-503 szekréciojat az
emldkarcindémasejtekbdl, ami a mikrogliasejtek polarizaciojat kozvetitve szintigy eldsegiti az
agyi metasztazisok kialakulasat [70].

Osszességében tehat az emldkarcinoma agyi metasztazisok kialakulasat szamos miRNS

szabalyozhatja, azonban a kép korantsem teljes.
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2 Célkituzések

A hérmas negativ eml6karcinoma az emlédaganatok egy specifikus altipusa, amelynek
klinikai jellemz6i k6z¢é tartozik a magas invazivitas €s metasztatikus potencial, valamint a
relapszusra valo hajlam. A progndzist tovabb rontja az agyi attétek kialakitasara valo hajlam,
amelyeknek kezelése nagy nehézségekbe litkozik. Eppen ezért meg kell érteniink azokat a
mechanizmusokat, melyek lehetdvé teszik az agyi metasztazisok kialakulasat, hiszen ez az els6
Iépés a terapias célpontok azonositasa felé.

A tumorbdl felszabadul6 exoszomak alapvetd szerepet jatszanak a premetasztatikus niche
elokészitésében. Az exoszomak a tavolsagi kommunikacio kulcsszerepldiként informaciot
tovabbitanak a metasztatikus kdrnyezet sejtjei felé, hogy a rezidens sejteket prometasztatikus
fenotipusra kotelezzék, ezzel is eldsegitve az attétképzddés folyamatat.

Vizsgalataink soran tripla negativ eml6karcinoma sejtekb6l szarmazé exoszomak hatésat
vizsgaltuk az agyi endotélsejtek miRNS és mRNS tartalmara.

Kutatasunk soran a kovetkezd kérdésekre kerestlik a valaszt:

1. Felveszik-e az agyi endotélsejtek a tripla negativ mellrak sejtekb6l szarmazd

exoszOmakat?

2. Milyen valtozast valtanak ki a tumor eredetli exoszomak az agyi endotélsejtek

mMiRNS tartalmaban?

3. Hogyan befolyasoljak a tumor eredetii exoszémak altal okozott miRNS-szint

valtozasok az agyi endotélsejtek génexpressziojat?

4. Mi lehet a szerepe ezeknek a folyamatoknak?
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3 Anyag és modszer

3.1 Sejttenyésztés

Az egér 4T1-tdTomato tripla negativ mellrak sejteket Roswell Park Memorial Institute
(RPMI) 1640 médiumban tartottuk (Gibco, Thermo Fischer Scientific, Waltham, MA, USA),
amihez 5% magzati szarvasmarha szérumot (FBS (fetal bovine serum); Gibco, Thermo Fischer
Scientific) adtunk. A vords fluoreszcencia fenntartasdhoz 500 pg/ml Geneticinnel (G418;
Gibco, Thermo Fischer Scientific) szelekcids antibiotikummal egészitettik ki a sejtek
tapfolyadékat.

A primér egér agyi endotélsejteket (mouse brain endothelial cells (MBEC)) 6-8 hetes
ndstény FVB/Ant:TgCAG-yfp_sb #27 (Kiserleti Orvostudoményi Intézet, Budapest,
Magyarorszag) egerekbdl izolaltuk. Az agyak begytijtése utan eltavolitottuk az agyhartyat, az
agykérget aprd darabokra vagtuk, majd két 1épéses emesztesnek vetettiik ala: kollagenazzal és
kollagenaz/diszpazzal (mindkét reagens forrasa a Merck-Sigma, Burlington, MA, USA).
Ezutan a mikroér fragmentumokat Percoll gradiensen gyiijtottiikk 6ssze (Merck-Sigma) 10 perc
1000 g-n vald centrifugalas utan, majd fibronektinnel (Merck-Sigma) és 4-es tipusu
kollagénnel (Merck-Sigma) bevont tenyésztdedényekben tenyésztettik tovabb. Az
endotélsejteket DMEM/F12 (Thermo Fisher Scientific) médiumban tenyésztettiik, amihez 10%
plazmabol szarmazo szérumot (PDS (plasma derived serum); First Link, Birmingham, UK),
illetve novekedési faktorokat adtunk. Az els6 két napban 4 pg/ml puromicint (Merck-Sigma)

adtunk a tenyészetekhez, hogy eltavolitsuk a nem endotélsejteket.

3.2 AA4T1-tdTomato sejtekbdl szirmazé exoszomak izolalasa

A 4T1-tdTomato sejteket exoszOma mentes, 2% FBS-t tartalmazé médiumban
tenyésztettiik 10 cm atmérdjii csészékben, mig a sejtek az edény 80%-at bendttek. Ekkor a
sejteknek friss médiumot adtunk, és tovabbi 24 oran 4t tartottuk dket inkubatorban az exoszéma
izolalas el6tt. Az ép exoszomak kinyerése érdekében differencial centrifugalasi modszert
alkalmaztunk: 700 x g, 5 perc, 4°C; 1000 x g, 8 perc, 4°C; 10 000 x g, 30 perc, 4°C, a sejtek,
sejttormelékek, illetve a mikrovezikulak eltavolitasara. Végul a feliluszot 0,22 pm-es
poérusméretli membranon (Millipore, Merck-Sigma) sziirtiik at. Ezt kovette a centrifugalas az
exoszomak lellepitésére 150 000 x g-vel, 90 percig 4°C-on (3. abra). Az exoszomakat
foszfatpufferelt séoldatban (PBS (phosphate-buffered saline) gytjtottiikk dssze, és -20°C-on
taroltuk. Az exoszomék koncentraciojat fehérjetartalmuk alapjan hataroztuk meg mikro-

bicinkoninsav modszerrel (MicroBCA; Thermo Fisher Scientific).

11/39



(1) Extracellularis Vezikulak (EV) ® ~ a
mikrovezikuldk S5
. ]‘ 150,000 g
’ ap‘:p'?:lkkm > "'. 90min
es' } el
— -/
09 Exoszéma
1 exoszémak .2 N pellet
- moﬁo \
’ + korai °
kondicionalt / endoszéma  *
médium

7009 10009 10,0009
S min % 8 min s 30 min
v N v
\ \Ihall sejtek, \
sejtek sejitdrmelék mikrovezikuldk :
' Created in BioRender.com bio

3. dbra: Az extracellularis vezikula izolalas folyamata.

3.3 Azexoszomak jellemzése

3.3.1 Western blot analizis

Az exoszomakat jéghideg lizispufferben lizaltuk (20 mM Tris, 150 mM NaCl, 1% Triton
X-100, 1% natrium-dezoxikolat, 0,1% natrium-dodecil-szulfat, 1 mM natrium-vanadat, 10 mM
NaF ImM EDTA, 1 mM Pefabloc®), 30 percig jégen inkubaltuk, majd 13 000 x g-vel
centrifugaltuk 10 percig 4 °C-on. Ezek utan Laemmli puffert adtunk a mintakhoz, és 95°C-on
3 percig inkubaltuk. A fehérjéket standard denaturalé SDS-PAGE eljarassal valasztottuk el, és
0,2 um poérusméretit PVDF (polyvinylidene difluoride) membranokon (Bio-Rad, Hercules,
CA, USA) blottoltuk. A membranok nem specifikus kotoképességének blokkolasat
szobahémérsékleten 30 percig 3% BSA-t, illetve 5% tejet tartalmaz6 TBS-T-ben (Tris-
pufferelt séoldat 0,1% Tween-20-szal) végeztiik. A membranokat Grp94 (Cell Signaling,
Danvers, MA, USA), Hsp70 (BD Biosciences, Franklin Lakes, NJ, USA), Alix (Novus
Biologicals, Littleton, CO, USA) és CD81 (Novus Biologicals) elleni primer antitestekkel
inkubaltuk egy éjszakan at 4°C-on TBS-T-ben. Miutan a membranokat haromszor 5 percig
TBS-T-ben mostuk, TBS-T-ben higitott tormaperoxidazzal (HRP (horseradish peroxidase)
konjugélt masodlagos antitestekkel inkubaltuk 6ket (Thermo Fisher Scientific), majd ismét

mostuk haromszor 10 percig TBS-T-ben. Az immunreakciot Clarity Chemiluminescence
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Substrate (Bio-Rad) segitségevel tettik lathatdbva ChemiDoc MP rendszerben (Bio-Rad)
(4.abra, A).

Size Distribution by Intensity
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4. dbra: Az exoszomdk jellemzése western blot (A), dinamikus fényszords (B) és atomerd
mikroszkopos képalkotéas (C) altal.

3.3.2 Dinamikus fényszoras
Az exoszoma mintak méreteloszlasat dinamikus fényszoras segitségével hataroztuk meg
(DLS (dynamic light scattering, Dinamikus fényszoras); Zetasizer Nano ZS, Malvern
Instruments, Malvern, UK). A készilék egy He-Ne lézerrel van felszerelve, amely 633 nm
hulldmhossza fényt bocsat ki. A modszer a szorasi intenzits idébeli ingadozéasan alapul, amely
a szuszpenzidban 1évé Kkis részecskék Brown-mozgéasa kovetkeztében alakul ki. Az
autokorrelacios fliggvény a mereteloszlas kiszamitaséra szolgal a rogzitett intenzitasi nyombal.
A kapott méretértekek megegyeznek a hidrodinamikai sugarral a Stokes—Einstein egyenlet
alapjan. Mivel a meghatarozott méret a szord targyként mozgd gomb atmérdje, a modszer
pontosan méri az exoszomak méretét. Minden mérést PBS-ben, szobahémérsékleten (25°C)
végeztiink, minden mintan legalabb harom mérést végezve a miiszer meghajtd szoftvere altal
szamitott automatikus felbontéssal és paraméterekkel (4.abra, B).
3.3.3 Atomer6 mikroszképos képalkotas
Az exoszomak alakjat és méretét atomerd mikroszkopos képalkotéssal is ellendriztiik. A
kisérleteinket egy Zeiss Axiovert 200, optikai mikroszkdpra szerelt Asylum Research MFP-
3D atomerémikroszkdppal (Asylum Research, Santa Barbara, CA, USA; IgorPro 6.32A,
Wavemetrics, Lake Oswego, OR, USA) végeztik. A képalkotashoz 30 nm-es gdrbuleti sugarl
V-alaku hegyet (BL RC150VB -A, Olympus) hasznaltunk. A konzolok névleges rugoallandoja
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50 pN/nm, rezonanciafrekvenciaja pedig 37 kHz volt. A képeket PBS-ben rogzitettik a 4T1-

tdTomato sejtekbdl szarmazd exoszémak glutaraldehiddel iivegfeliiletre torténd rogzitése utan

(4.abra, C).

3.4 PKH26 festési protokoll a 4T1-tdTomato exoszomak felveteléhez

A 4T1-tdTomato sejtekbdl szdrmazd exoszoémakat PKH26 fluoreszcens festékkel
jeloltik, PKH26 jelolokészlet (Merck-Sigma) segitségével. 1 mg/ml feherjetartalmd
exoszomat osszekeveriink 2 pl PHK26 festékkel (1:500) C higitéval (1-1 v/v) 5 percig. A
jelolést 1% PBS-ben 1évé marhaszérum albumin (BSA (bovine serum albumin); VWR,
Radnor, PA, USA) hozzaadasaval allitottuk le, majd 150 000 x g-vel 90 percig centrifugaltunk,
annak érdekében, hogy a PKH26-tal jelolt exoszomakat lelilepitsiik. Az exoszoma pelletet
tovabb mostuk PBS-sel, és ultracentrifugaléssal (150 000 x g-vel 90 perc), hogy eltavolitsuk a
szabad festéket a szuszpenzidbol. Végiil az exoszoma pelletet 100uL DMEM/F12 médiumban
szuszpendaltuk fel, a fehérjekoncentraciét a korabban leirtak szerint ismét meghataroztuk,

majd a jel6lt exoszomakat felhasznaltuk Kisérleteinkben.

3.5 Immunfluoreszcencia vizsgélatok

Az MBEC sejteket (PO vagy P1) iiveg fed6lemezeken tenyésztettilk, mig teljesen
benétték Oket. Ezutan PKH-26-tal jel6lt 4T1-tdTomato-eredetii exoszomakat adtunk az
endotelialis réteghez 35 pg/ml fehérje koncentracioban. Miutan a 24 6ras inkubacids id6 lejart,
a sejteket megmostuk és 4% PFA-val (paraformaldehyde; Molar, Haldsztelek, Magyarorszag)
fixaltuk 10 percig szobahémérsékleten. A PFA-t PBS hasznalataval mostuk ki a tenyészetbol.
Ezt kdvette a membran permeabilizalasa, ahol 15 percig, 0,2% TX-100-al kezeltlik a sejteket,
amit PBS-ben oldottunk. A 20 perces 3%-0s BSA-val (Merck-Sigma) torténé blokkolast
kovetden a feddlemezeket claudin-5 (Invitrogen, Thermo Fisher Scientific), illetve ZO-1
(Invitrogen, Thermo Fisher Scientific) elleni primer antitestekkel inkubaltuk. A festést Alexa-
647-hez konjugalt masodlagos antitestek segitségével tettik lathatdva (Thermo Fisher
Scientific). A sejtmagokat Hoechst 33342 (Merck-Sigma) festékkel jeldltik, amelyet 1 pg/ml
koncentracidban hasznaltunk a végsé mosas soran. A fed6lemezeket fakulast gatlo beagyazo
kdzegbe (Fluoromount G, Thermo Fisher Scientific) helyeztiik, és a jel eloszlasat fluoreszcens

mikroszkdppal vizsgaltuk.
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3.6  RNS extrakcio, cDNS elokészités és qPCR

A gPCR elvégzéséhez el6szor a mintankban talalhato teljes RNS-t izolaltuk a miRNeasy
Mini RNA Isolation Kit (Qiagen, Hilden, Németorszag) segitsegével a gyartd utasitasai szerint.
Az RNS koncentraciot NanoDrop spektrofotométerrel (Thermo Fisher Scientific) megmértuk,
majd 200 ng RNS-t irtunk at cDNS-sé a reverz transzkripcios miRCURY LNA RT Kit
(Qiagen) segitsegével, szintlgy a gyarto utasitasait figyelembe véve. A reverz transzkripcios
reakcio el6tt szintetikus RNS Spike-in Uni-SP6-ot (Qiagen) adtunk a keverékhez. A reakciét
Bio-Rad i1Q5 PCR késziiléken végeztik, a kdvetkezd koriilmények kozott: 42°C 60 percig;
majd 95°C 5 percig, mivel ezen a homérsékleten inaktivalhattuk a reverz transzkriptazt. A
mintat lehiitottik és 4°C-on taroltuk. A gPCR-t (quantitative real-time polymerase chain
reaction, kvantitativ, valds idejli polimeraz lancreakcio) egy Bio-Rad CFX-96 berendezéssel
és mMiIRCURY LNA SYBR Green PCR Kittel (Qiagen) hajtottuk végre, a gyarto utasitasai
szerint 1:4 aranyban higitott cDNS hasznalataval. A kovetkez6 koriilményeket alkalmaztuk:
50 ciklus, az egyes ciklusok allatti beallitdsok pedig a kdvetkezdk voltak: elészor 95°C 15
masodpercig, majd 56°C 30 masodpercig, végiil 72°C 30 masodpercig. Az eldre megtervezett
LNA primer parokat a Qiagentdl vasaroltuk a kivalasztott miRNS-hez (mmu-miR-146a-5p,
MIMAT0000449: 5'UGAGAACUGAAUUCCAUGGGUU). A gPCR-t 96 lyuki lemezeken
vegeztiuk, minden mintaval harom mérést végeztink és minden egyes amplifikaciohoz egy
minta nélkili kontrollt is bevontunk a mérésbe. A kiiszobciklus meghatarozasat a Bio-Rad CFX
szoftverével, mig a mennyiségi meghatarozast 6sszehasonlitdé Ct mddszerrel végeztik. Az
expresszids valtozasokat a referencia génre normalizalva ismertettik.

A cél-mRNS validalasahoz az RNS-t a miRNeasy Mini RNA Isolation Kit (Qiagen)
segitségével izolaltuk a gyartd utasitasainak megfelelve. Az RNS-koncentraciot ismét
NanoDrop segitsegével allapitottuk meg, majd 1 pg RNS-t irtunk 4t cDNS-sé a Maxima First
Strand cDNS Synthesis Kit (Thermo Fisher Scientific) segitségével. A qPCR reakciét
Luminaris Color HiGreen qPCR keverékkel (Thermo Fisher Scientific) hajtottuk végre CFX-
96 készuléken (Bio-Rad). A protokoll 40 ciklusbdl allt (95°C 15 méasodpercig, 60°C vagy 64°C
30 maésodpercig és 72°C 30 masodpercig). A primereket az NCBI Primer Blast eszkdzzel
terveztik, a szekvenciakat az 1. tablazat tartalmazza. A szamszertsitést a AACt modszerrel
végeztik, melynél mintdinkat a GAPDH (glyceraldehyde 3-phosphate dehydrogenase)
szintekkel hasonlitottuk dssze.
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Gén forward primer (5'->3") reverz primer (5'->3") Olvadasi | Amplikon
neve hém. hossza (bp)
(T™)

PAQR5 | AAGCTACCTTGATGTCCCTGGT CTCCACACAAAGAACCAGAAGGG | 64°C 287

MED1 CTCCTCCACTCGTGAAAGGT ACGACCCTCTTCTCCATTACT 60°C 179

NUMB GGATGGGCTCAGAGTTGTGG TCAGTCTTTCCCCCGTGTCT 60°C 188
TRAF6 CAGCGTGTACGATCGGGTT AAGACCCAAGTTTCCGTGCC 60°C 149

IRAK1 CTCAGATCCCAGGAACAGGTAT GAACCTGGAGTCAAGTGCCA 64°C 293
GAPDH | GTGAAGGTCGGTGTCAACG GTGAAGACGCCAGTAGACTC 64°C 298

1. tblazat: A target génekre specifikus primerek.

3.7 Az mmu-miR146a-5p targetjeinek predikcioja

Az mmu-miR146a-5p lehetséges célpontjainak eldrejelzéséhez bioinformatikai elemzést

végeztiink négy kiilonb6zd, online elérhetd, célpont-eldrejelzd algoritmus segitségével

(DIANA-microT, TargetScan, MirTarget, Mirmap). Ezen algoritmusok Kkivalasztasanal

fontosnak tartottuk, hogy bizonyos kritériumok figyelembevételével hatdrozzuk meg a

lehetséges célpontokat. Ilyenek voltak a termodinamikai stabilitas, az evolucids megtartottsag,

a szekvencia tulajdonsagok, illetve az mRNS hozzaférhetdsége (2. tablazat).

glgegriilifrisz Termod!qamikai Evoluciés, Szgkven,cia ’m,R NS" ' web
neve stabilitas megtartottsag tulajdonsdgok | hozzaférhetésége
‘o v v \ \ link
TargetScan N N N N Jink
MirTarget v N N N Jink
Mirmap N N N N link

2. tablazat: Online elérhetd, célpont-eldrejelzé algoritmusok.

A DIANA-microT esetében a szoftver altal ajanlott 0,7-es kiiszobértéket alkalmaztunk a

kereses kozben. A célpont-elérejelzés eredményeit a targetscan és a DIANA-microT -CDS
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https://dianalab.e-ce.uth.gr/html/dianauniverse/index.php?r=microT_CDS
https://www.targetscan.org/mmu_80/
http://mirdb.org./
https://mirmap.ezlab.org/

(miTG) segitségevel kapott pontszamok alapjan rendeztilk. A legnegativabb teljes kontextus
pontszam érték a represszio legnagyobb valosziniiségét jelenti. A DIANA-microT megbecsili
az ugyanazon miRNS t6bb helyrdl varhato teljes represszidjat minden egyes célpont esetében.
Az értékek -1 és 1 kozott lehetnek, és minél negativabb az érték, annal nagyobb a represszid
az adott célgénben [71]. Ez a leglényegesebb pontszam, a TargetScan altali represszio-
elorejelzés hatékonysdga szempontjabol, amely a preferencidlisan konzervalt célpontok
valosziniiségét, és az aggregalt PCT-t is megadja. Ez a pontszam annak a valoszinliségnek a
becslése, hogy egy hely az adott célszekvencidban a miRNS célpontjanak fenntartasa miatt
konzervalddott, nem pedig véletlen vagy mas, a miRNS célpontjanak szempontjabdl nem
relevans okbol. Végul a DIANA-microT altal szamitott miTG score a megjosolt kdlcsénhatas
altalanos pontszdma. Minél magasabb ez a pontszam, annél nagyobb a megbizhat6sag mértéke
[72].

A MirTarget (miRDB) egy online adatbazis a miRNS célpontok és funkcionalis
annotaciok eldrejelzésére allatokban. Az Osszes célpontot egy 1) bioinformatikai eszkozzel
josoltdk meg, amelyet a miRNS-ek altal befolyasolt tobb ezer gén SVM (Support Vector
Machine) segitségéevel torténé elemzésével fejlesztettek ki. Azokat a célpontokat tekintettiik
megbizhatonak, melyek 100 és 80 kdzotti pontszdmmal rendelkeztek a célpont eldrejelzés utan.

A Mirmap egy nyilt forraskoda szoftverkonyvtar, amely kombinalja a termodinamikai,
evollcids, valosziniiségi és szekvencia-alapu jellemzbéket. Mindemellett a potencialis
célpontokat egy biologiailag értelmes kritérium, a represszid eréssége alapjan rangsorolja [73],
a MiRNS-represszio erésségét "miRmap score"-ként jésolva meg. Ez a pontszdm megduplazza
a TargetScan kontextus pontszdmanak teljesitményét, amelyet a transzkriptomikai adathalmaz
magyarazott variancidjanak aranyaban mérnek. A szlréket esetiinkben A G=70, Mirmap
score=70 értékre allitottuk be.

A négy eszkozzel kapott eredményeket 0sszevetettilk MatLab programban, és csak a
legalabb harom algoritmus altal prediktalt célpontokat vettiik figyelembe.

A célpontok nagy szama miatt a Betsholtz-adatbazisban [74] keresést végeztiink, hogy
kivéalasszuk azokat, amelyek agyi endotélsejtekben expresszalddnak, és amelyeket a tovabbi

validalas szempontjabdl relevansnak tekintettiink.

3.8 Statisztikai modszerek

A statisztikai analiziseket Graphpad Prism 8.0 statisztikai szoftver segitségével végeztik.
A mintak 6sszehasonlitdsdhoz kétmintas parositott T-tesztet alkalmaztunk. A kiilonbségeket

*p<0,05, illetve **p<0,01 érték esetén tekintettiik szignifikansnak.
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4 Eredmények

4.1 A tumor eredetii exoszomak felvétele eger agyi primer endotélsejtek altal

Jelen kisérleteinkben arra kerestlk a valaszt, hogy az egér 4T1 tripla negativ mellrak
sejtekbdl izolalt exoszomak (EV-k) milyen sejtszintli valtozasokat indukalhatnak az egér agyi
primer endotélsejtekben (mouse brain endothelial cells (MBEC), amelyek hozzajarulhatnak az
agyl emldkarcindma attétek kialakulasahoz.

Elsé Kkisérleteinkben az endotélsejteket PKH-26-tal jellt 4T1-td-Tomato eredetii
exoszomakkal kezeltik 24 oran keresztil. Ezt kovetéen a sejteket fixaltuk, majd

immunfluoreszcens vizsgalat soran megjeloltik a klaudin-5 vagy a ZO-1 fehérjéket (5. abra).

Kontroll Exoszoma-kezelt
| . .
| - .

5. abra: Agyi endotélsejtek felveszik a tumor eredetii exoszomdkat: Az MBEC sejteket 24 éran at 4T1-
tdTomato tumor eredetii exoszomakkal (piros) kezeltiik, majd a sejteket fixaltuk és ZO-1 (magenta, A),
illetve klaudin-5 (magenta, B) jel6lést alkalmaztunk. A sejtmagokat Hoechst (kék, A), illetve Syto 13
(z6ld, B) festékkel jeloltik meg. Mérce: 50 pum.
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Két okbol alkalmaztuk ezen jelOléseket, egyrészt hogy konfokéalis mikroszkdppal
lathatdva tehessik az exoszomak lokalizacidjat az agyi endotélsejtekben, masrészt hogy
megvizsgaljuk az agyi endotélsejteket dsszekapcsold szoros kapcsolatok és egyéb védelmi
vonalak sériilésének lehetdségét a sejttenyészetiinkben.

Eredményeinkbdl tisztan latszik, hogy az endotélsejtek felvették a PKH-26-tal jelolt
tumorsejt eredetli exoszémakat, melyek nagy mennyiségben a sejtmag koril dasultak fel.
Illetve, az is megfigyelhetd, hogy a szoros kapcsolatokat kialakito fehérjék folytonossagaban,
igy feltehetdleg a vér-agy gat ateresztoképességében sem tortént valtozas az exoszéma kezelés

hatasara.

4.2 A tumor eredetii exoszOmak hatasa az agyi endotélsejtek miRNS és mRNS

tartalméara

A kisérleteink kovetkezd 1épéseként azt vizsgaltuk, hogy az exoszomakkal kezelt agyi
endotélsejtekben mely miRNS-ek expresszidja valtozik meg a kontroll kezeléshez képest.
Ehhez kezeletlen agyi endotélsejteket és 24 oOrdig EV-kezelt agyi endotélsejt tenyészeteket
hasznaltunk, melyekbdl teljes RNS izolalast végeztiink.

A kisérletbdl szarmazé RNS mintdkat csoportunk korabban egy u.n. NanoString egér
mMiRNS assay modszer segitsegével vizsgalta, és elemezte az endotélsejtek mMIRNS
mintazatanak valtozasait. Ez a modszer lehetdvé teszi a miRNS-ek pontos azonositasat, még
az egymassal nagyon hasonld valtozatok esetén is. A vizsgalat eredményeit kiértékelve,
kider(lt, hogy az mmu-miR-146a-5p szintje szignifikansan megemelkedett az exoszoma
kezelés hatasara az agyi endotélsejtekben (6. abra).

Az ily modon kapott eredményeket miRCURY LNA miRNS PCR Assay segitségével
validaltuk, tobb fliggetlen kisérletbdl szarmazo mintabol. A qPCR elvégzéséhez a mintainkban
talalhat6 6sszes RNS-t izolaltuk a miRNeasy Mini RNA Isolation Kit (QIAGEN) segitségével
a gyartd utasitasai szerint. Reverz transzkripcids reakcid segitségével cDNS konyvtarat
készitettlink, majd elvégeztiik a gPCR reakciot, ahol ismét azt tapasztaltuk, hogy az mmu-miR-
146a-5p szintje megnétt az EV-kezelt agyi endotélsejtekben a kontroll kezeléshez viszonyitva
(7. abra).
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6. abra: Agyi endotélsejtekben bekovetkezé miRNS valtozas, tumor eredetii exoszoma kezelés hatdsdra:
Az egér agyi endotélsejteket 24 oran keresztiil kezeltiik tumor eredetii exoszomdkkal, majd teljes RNS
izolalas utan NanoString analizisre kildtik tovabb a mintainkat.
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7. abra: miR-146a-5p expresszios szintjének valtozdasa agyi endotélsejtekben tumor eredetii
exoszoma kezelés hatasara: Az egér agyi endotélsejteket 24 oran keresztiil kezeltiik tumor eredetii
exoszomakkal, majd teljes RNS izolalas utan reverz transzkripcios reakciot, azt kovetéen gPCR-t
végeztlink mintainkon.

Ezen kisérletek tehat igazoltak, hogy a tumor eredetli exoszémak hatisara az agyi

endotélsejtekben megnd a miR-146-5p mennyisége.
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4.3 A miR celgének, cél-mRNS-ek gPCR validalasa

Kovetkez6 célunk a lehetséges cél-mRNS-ek azonositasa volt. Hiszen a miRNS-ekro6l
tudjuk, hogy kis nem kodol6 RNS-ek, melyek funkcidjuk alapjan szabalyozzék a
génexpressziot a poszt-transzkripcid szintjén, a cél-mRNS-sel valé komplementer
bazisparosodas és transzlacio gatlasa révén [72].

Az mmu-miR-146a-5p lehetséges célpontjainak el6rejelzéséhez bioinformatikai
elemzést végeztiink négy kiillonb6zd, online elérhetd célpont-eldrejelzd algoritmus
segitségével (DIANA-microT, TargetScan, MirTarget, Mirmap).

Az algoritmusok altal kapott eredményeket dsszehasonlitottuk MatLab programban, €s
csak azokat a célpontokat vettik figyelembe, amelyeket legalabb 3 program prediktalt
lehetséges célpontként.

A legrelevansabb célpontok a Traf6 (tumor nekrozis faktor receptorhoz kapcsolddo 6-
os faktor), az Irak1(interleukin-1 receptorhoz kapcsolodo kinaz 1), a Med1, a Numb és a
Paqr5 cél- szekvenciak voltak, mint potencialis mRNS célpontok a miR-146a-5p szdmara.
Ezen 6t cél-mRNS expressziojat ellendriztiik agyi endotélsejtekben ugy, hogy a Betsholtz-
adatbazisban [74] keresést végeztiink (8. abra). Ezt az adatbazist felntt egér agy és tiidd
egysejt-RNS szekvenalasbol szarmazo eredményekbdl allitottak Gssze, tobb mint haromezer

transzkriptomot tartalmaz, kilén csoportositva a sejttipusok szerint.
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8. abra: A potencialis mRNS target szekvenciak expresszidja az agyi sejtekben a Betsholtz-adatbazis
alapjan: Az dabran 1évé roviditések jelentése (sejttipusok): PC-pericita, vSMC-vénas simaizom sejt,
aaSMC-arteriolaris simaizom sejt, aSMC-artérias simaizom sejt, MG-mikroglia, FB1-1-es tipusu
fibroblaszt-szerii sejt, FB2-2-es tipusu fibroblaszt-szerii sejt, OL-oligondendrocita, EC1-1-es tipust
endotélsejt, EC2-2-es tipusu endotélsejt, EC3-3-as tipust endotélsejt, vEC-vénas endotélsejt, capilEC-
kapillaris endotélsejt, aEC-1-artérias endotélsejt, AC-asztrocita.

A fenti abran latszik, hogy a Traf6 expresszalodik endotélsejtekben és mas agyi sejtekben
is, de a legmagasabb expresszié oligodentrocitakban detektalhaté. Az Irakl gyakori az
endotélsejtekben, tovabba fibroblaszt sejtekben is igen jelentds az expresszids szintje, illetve
asztrocitdkban is magasan expresszalodik. A Medl magas koncentracioban fellelhetd az agyi
kapillarisok endotélsejtjeiben. A Numb mRNS magas szinten expresszalddik agyi
endotélsejtekben, viszont fibroblasztokban, vénas simaizomsejtekben és mas agyi sejtekben is

viszonylag magas expresszios szinttel rendelkezik.
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Ami kivaltképp érdekes az a Paqr5, hiszen mint az abran is latszik, a Paqr5 kifejezetten
endotélialis expressziot mutato mRNS, igy a késébbiekben igéretes molekularis célpont lehet
az agyi vaszkularis endotélsejtekben.

A Kivélasztott cél-mRNS-ek validaldsdhoz qPCR-t végeztiink, ehhez megint csak agyi
endotélsejteket kezeltink tumor eredetli exoszémakkal 24 oran keresztiil. Majd a sejtekbdl
teljes RNS izolalast végeztiink, ezt kovetden reverz transzkripcioval cDNS konyvtarat hoztunk
létre. A tovabbiakban qPCR reakciot végeztiink, aminek az eredményét AACt moédszerrel

szamszerusitettik, ahol az egyes mintainkat a GAPDH szintekkel hasonlitottuk 6ssze (9. abra).
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9. abra: A miR146a-5p cél-mRNS-einek (Traf6, Irakl, Med1, Numb, Paqgr5) expresszio valtozasa agyi
endotélsejtekben tumor eredetii exoszoma kezelés hatasara, a GAPDH referencia génhez viszonyitva.

Eredményeinkbdl tisztan latszik, hogy a cél-mRNS-ek szintje szignifikans csokkenést

mutat az exoszéma kezelt agyi endotélsejtekben a kontrollhoz képest.
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5 Diszkusszio

Az agyi metasztazisok altalaban tiidékarcindmas, emldkarcindmas, illetve melanomas
betegeknél jelentkeznek [75]. Ezek kozll is az egyik leggyakrabban agyi metasztazist add
tumortipus a tripla negativ emlékarcinoma [76].

Az agyba jutdshoz a metasztatikus sejteknek az agyi hajszélerek endotélsejt rétegén kell
atvandorolniuk, amely a vér-agy gat morfoldgiai alapjat képezi.

Korabbi kutatasokbol ismert a vér-agy gat kettés szerepe az agyi attétek kialakitasaban:
egyrészt gatat képez, amely megvedi a kdzponti idegrendszert a daganatsejtek invazigjatol,
maésrészt a mar agyba bejutott metasztatikus sejteket aktivan képes védeni barrier funkcidja
altal [77].

Az azonban kevéssé ismert, hogy hogyan befolyasoljak a tumorsejtek a vér-agy gat
endoteélsejtjeit. Kisérleteinkben abbdl a feltételezésbdl indultunk ki, hogy az emlékarcinoma
sejtek altal kibocsatott EV-k megvaltoztatjak az agyi endotélsejtek miRNS és mRNS tartalmat,
és ezzel befolyasojak miikodésiiket. Eredményeink egyértelmiien igazoltak, hogy az agyi
endotélsejtek felveszik a tumorsejtekbdl szarmazd exoszémakat ugy, hogy kézben a szoros
kapcsolatok nem sérlilnek. Eredményeink 6sszhangban vannak kordbbi hasonlé kutatasi
adatokkal, ahol azt figyelték meg, hogy a tumor-eredetli exoszomak féként transzcitozis révén
jutnak at az agyi endotélsejteken, és ekdzben nem torténik jelentds valtozas az endotélsejtek
ateresztOképességében [78].

Az exoszoma kezelés altal — csoportunk kordbbi eredményei alapjan — az mmu-miR-
146a-5p szintje emelkedett meg szignifikansan az agyi endotélsejtekben. Jelen
kisérletsorozatban validaltuk ezt az eredményt, igy igazoltuk, hogy a metasztatikus
emldkarcindéma sejtek altal kibocsatott exoszomak hatasara az agyi endotélsejtekben megndtt
a miR-146a-5p mennyisége. Ez a miRNS nagy valosziniiséggel az exoszomakbol szarmazott,
hiszen elézetes NanoString méréseink alapjan a miR-146a-5p nagy mennyiségben volt jelen a
4T1 sejtek exoszémaiban.

A miR-146-a az egyik legjobban ismert miRNS, amely elsésorban gyulladasos
folyamatokat szabalyoz [79], azonban tumor szupresszor €s onkogén funkcioja is lehet [57].
Az els6é tudomanyos publikacié a human miR-146a-r6l 2006-bol Dr. David Baltimore
laboratériumabol szarmazik [80], pontosan 4 évvel azutan tették kdzzé, hogy a miR-146a-t
azonositottak egerekben [81]. Az emberi gén, a MIR146A, az 5. kromoszoman lokalizalodik,

és a rola atirddott érett miR-146a-ra erés konzervaltsag jellemz6 a gerinces fajok kozott [82].
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eredmeények is utaltak arra, hogy a tumorsejtek exoszomak segitségével képesek a miR-146a-t
az extracellularis térbe kivalasztani, amelyet a tumor mikrokdrnyezete és tavolabbi sejtek is
felvehetnek. Err6l a miRNS-r6l kimutattak, hogy hatdssal van a tumor sztrémasejtekre a
daganatos mikrokornyezeten beliil, beleértve a mezenchimalis dssejteket, a makrofagokat és a
fibroblasztokat, és befolyasolhatja génexpresszios aktivitisukat. Mindezekbdl feltételezhetjiik,
hogy a miR-146a aktivan részt vesz a daganatok kialakuldséban és azok terjeszkedéseben,
éppen ezért méltd arra, hogy a daganatos megbetegedések elleni kizdelem kutatasanak
fokuszaba kertiljon [57].

A mikroRNS-ekrél tudjuk, hogy kicsi, endogén, nem kodoldé RNS-ek, amelyek
szabalyozzék a fehérjekodold gének expresszidjat, mégpedig ugy, hogy képesek kotddni az
mRNS 3’-nem transzIlalédo régidjahoz, igy befolyasolva a transzlaciot annak elnyomaséaval,
illetve képesek a teljes mRNS lebomlasat el6idézni, igy lehetetlenné téve a génexpressziot [53].
Ezeért a tovabbiakban megvizsgéltuk az mmu-miR-146a-5p lehetséges cél-mRNS-eit.
Adatbézisban valo keresés és irodalmi adatok felhasznalasaval kivalasztottuk a legrelevansabb
5 célpontot az mmu-miR-146a-5p szdmara. Ezen célgének a Traf6, az Irak1l, a Med1, a Numb
és a Paqr5 voltak, melyek kozul a Paqr5 csak az agyi endotélsejtekben expresszalddik az
agyban. Ezutan megvizsgaltuk ezen mRNS-ek expresszidjanak valtozasat tumor eredetii
exoszoma kezelés hatdsara agyi endotélsejtekben. Eredményeinkbdl latszott, hogy az mmu-
miR-146a-5p szintjének novekedése az exoszomakkal kezelt agyi endotélsejtekben a cél-
MRNS-ek expressziojanak jelentds csokkenésével jar egyiitt. A nagyon valdszinli ok-okozati
Osszefliggés ellendrzésére egy kovetkezd kisérletben az endotélsejteket miR-146a mimic
szekvenciaval fogjuk kezelni. A miRNS mimic-ek olyan mesterséges miRNS szekvenciék,
amelyek az endogen miRNS-ekhez hatasait imitaljak. Meg fogjuk vizsgalni, hogy igazolni
tudjuk-e azt a hipotézis, miszerint miR-146a mimic-kel kezelt agyi endotélsejtekben csokken
a Traf6, az Irakl, a Med1, a Numb és a Paqr5 expresszidja.

Irodalmi adatok alapjan tudjuk, hogy a miR-146a nagy mennyiségben expresszalodik
olyan sejtekben, melyeket lipopoliszachariddal (LPS), tumor nekrozis faktor-alfaval (TNF-a)
és/vagy interleukin-1 bétdval (IL-1p) indukaltak [80]. 2008-ban Sheedy és munkatarsai [84]
kozzétettek egy attekinté tanulmanyt, amely a miR-146 miRNS csalddnak a velesziletett
immunvalaszban bet6ltott aktivitasanak szentelt kilondsképpen nagy figyelmet, azon belll is
a TLR4 (Toll-like receptor 4) jelatvitel utvonalak kapcsan vizsgaltak a miR-146a szerepét. A

jelenleg fellelhet6é tanulmanyok nagy része az interleukin-1 receptorhoz (IL-1R) kapcsolodd
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kinaz 1-et (Irakl) és a Traf6-ot azonositja a miR-146 csalad kulcsfontossagu célpontjaiként.
Az Irak1-r6l és a Traf6-rol régota ismert, hogy 1étfontossagu szerepet jatszik a megfelel6 TLR
jelatvitelben [85, 53]. Sajat eredmeényeink is igazoltdk ezen két intracellularis gyulladasos
mediator expressziojanak csokkenését a miR-146a novekedésével parhuzamosan.

A Traf6 a tumor nekrozis faktor receptor-asszocialt faktorok (TRAF-ek) csaladjaba
tartozo multifunkcionalis intracellularis adaptin fehérje [86, 87]. A Traf6-rdl egyes kutatok ugy
gondoljak, hogy fontos szerepe van a tumorgenezis eldsegitésében, olyan folyamatok
tdmogatasaval, mint az apoptézis gatlasa, tovabba a sejtproliferacio és a sejtinvazio elésegitése
[88]. Bér az intrakranialis daganatokkal kapcsolatban kevés informacid all rendelkezésre a
Traf6 szerepét illetden, glioblasztoma sejtek esetében megtigyelték, hogy a Traf6 EGFR/AKT
utvonal aktivalasa altal elsOsegiti a tumorképzddést. Ugyanakkor, kimutattak, hogy a miR-
146b-5p a Traf6 gatlasa altal csokkenti a gliomasejtek proliferacidjat, mindemellett apoptozist
indukéalhat a daganatos szOvetben. A kutatasbol kiderul, hogy a Traf6 csendesitédével
daganatellenes hatas érhet6 el [89]. Mindemellett fontos kiemelni a Traf6 jelentés szerepét a
kiillonb6z6 immun- és gyulladasos reakciok elinditdsaban [90], melyek szintén
hozzajarulhatnak az attétek kialakuldsdhoz. Mindezek alapjan érdekes lesz megvizsgalni, hogy
a Traf6 expressziojanak csokkenése az agyi endotélsejtekben hogyan befolyasolja a
premetasztatikus niche-t és az attétképzodést.

Az Irakl éppagy, mint a Traf6, onkogénként van szamontartva az irodalomban.
Vizsgalataink soran szintlgy expresszidjanak csokkenését tapasztaltuk az endotélsejtekben az
exoszoma kezelés hatdsara. Az Irakl a velesziiletett immunrendszer kozponti eleme és egy
treonin/szerin kindz, amely elsdsorban inaktiv konformacidoban létezik. Sejten beliili
aktivalasahoz upstream TLR/IL-1R stimuléciét igényel [91, 92]. Ezenkiviil az Irakl szdmos
malignus daganat prognosztikus markerének is tekinthet6 [93].

A kovetkezo vizsgalt célgén a Med1 volt, mely egy, szintén onkogénként szdmontartott
fehérjét kdédol. Ez a fehérje a mediator (MED) komplex része, amely egy evollciésan
konzervalt koregulacids, multiprotein, amely csaknem 30 alegységbdl all és fontos szerepet
jatszik a DNS-hez kotott génspecifikus transzkripcids faktorok és az RNS polimeraz 11 (RNS
Pol 1) kapcsolddasaban, igy a transzkripcid elinditdsaban[94, 95, 96]. Egy tanulmanyban azt
talaltak, hogy az eml6karcindmas betegek akar 20%-aban mddosulhat a Med1 fehérje, és ez a
modosulas 6sszefliggésben all a betegek rossz tulelésével. Kimutattak tovabba, hogy a Med1
részt vesz emlékarcinomahoz kapcsoldédé miRNS-ek szabalyozasaban is, ami arra utal, hogy a

mediator komplexnek kulcsfontossdgu szerepe van az emldkarcinoma patogenézisében a
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proliferacioval és migracidval kapcsolatos gén expresszidjaban okoz emelkedest [97].

Az a kérdes viszont még mindig megvalaszolasra var, hogy mindezen mRNS valtozasok,
hogyan befolyasolhatjak az endotélsejtek funkcidit, és ez hogyan hat az agy metasztazisokkal
szemben tanusitott ellenalloképességére.

A kovetkezd cél-mRNS az eddigiektdl eltéréen egy tumor szupresszort kddol, igy az
expressziojaban bekovetkezd csokkenés valoszinlisithetden pozitivan befolyasolja a
metasztatikus progressziot. Ez a célgén a Numb, amelyrél egy kutatasban azt talaltak, hogy
csendesitése a sejt-sejt adhézio csokkenését és a sejt motilitas ndvekedesét okozta, mig talzott
expresszidja gatolta a proliferaciot és eldsegitette az apoptozist [98].

Altalanossagban elmondhatd, hogy a Numb egy konzervalt, tobb feladattal bird
endocitikus fehérje, amely eldsegiti az aszimmetrikus osztodast, és meghatirozza a sejtsorsot
az Os- és prekurzor sejtekben [99]. Ezenkivil a Numb-ot tumorszuppresszornak is tekintik,
amely kritikus szerepet jatszik az Ossejt-kompartmentek fenntartasdban, a specifikus
szubsztratok ubiquitinacidjaban, valamint a Notch-, Hedgehog- és tumor fehérje p53- (TP53)
aktivalt dtvonalak szabalyozasaban [100]. Tumorszuppresszor aktivitasat annak is
tulajdonitjak, hogy az E-cadherin Gjrahasznositasanak és lokalizaciojanak szabalyozasan
keresztul képes befolyasolni az epitelidlis-mezenchimalis atmenetet (epitelidlis-mezenchimalis
tranzicio, EMT) [101].

Az utolsd — és szamunkra kivaltképp érdekes — célgén a Pagr5 volt, amely az agyban
kifejezetten endotélialis expressziot mutat. A Paqr5 a progeszteron és adipoQ receptor (PAQR)
csaladba tartozik, annak is a Il. osztalyaba, a membréan progeszteron receptorok (mPR) kozé.
E besorolas szerint a PAQR II. osztaly 6t tagbol all, melybdl gerincesekben jelen van a PAQR7
(mPRa), a PAQRS (mPRp), a PAQR5 (mPRY), a PAQR6 (mPRJ) és a PAQR9 (mPRe)[102].

Tripla negativ eml6karcindmaban kimutattak, hogy a progeszteron csokkenti a tumor
novekedését és agyi attétképzését a PAQR7 (mPRa) receptoron keresztiil [103]. Mindazonaltal
egy masik kutatasban megfigyelték, hogy a progeszteron szint emelkedése a mikrovaszkularis
agyi endotélsejtek membran progeszteron receptorain (mPR) keresztiil eldidézheti a vér-agy
gat permeabilitasanak novekedését [104]. Glioblasztomat, vagyis a leggyakoribb primer agyi
rosszindulatu daganatot, ezen bell is az endotélsejtek vaszkularis haldzatat és a kapcsolodo
sejteket tanulmanyozva azt talaltak, hogy a Pagr5 mennyisége csokken a tumorban [105]. Ez
az adat Osszevag sajat kutatasi eredményeinkkel, és arra utal, hogy hasonlo valtozasok

mehetnek végbe primér és masodlagos agyi daganatok érhalozataban.
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Ebbél kiindulva azt is meg fogjuk vizsgalni, hogy az endotelialis Pagr5 csokkenése az
attétképzOdés melyik fazisaban (a premetasztatikus fazisban, a vér-agy gaton vald atvandorlas
vagy a tumorsejtek agyi szaporodasa sorén) a legkifejezettebb. Tovabbi kisérletekben a Paqrb
és a tobbi célgén fehérjeszintii valtozasait is meg fogjuk vizsgalni, valamint csokkenésiik
kovetkezmenyeit az agyi metasztazisképzeés folyamatara.

Osszeségében eredményeink azt mutattak, hogy az agyi endotélsejtekben jelentésen megnétt
az mmu-miR-146a-5p miRNS szintje a tripla negativ emldkarcindma sejtekb6l szarmazo
exoszOmak hatasara. Ezzel parhuzamosan csokkenést tapasztaltunk a Traf6, az Irakl, a Med1,
a Numb és a Pagr5 mRNS-ek expressziojaban, melyekrdl tudjuk, hogy fontos résztvevoi
tobbek kozott a gyulladas, a sejtproliferacid és az apoptozis szabalyozasanak. Tovabba,
mindegyik emlitett gén kapcsolatba hozhatdé daganatos megbetegedések, illetve a

metasztazisképzés folyamataval (3. tAblazat), éppen ezért tovabbi vizsgélatuk kulcsfontossagu

lehet annak érdekében,

hogy megértsik azokat a mechanizmusokat,

emldkarcindbma agyi metasztazisainak kialakuldsahoz vezetnek.
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®Szamos malignus
daganat
prognosztukus
markere

*Onkogén

* Multiprotein
komplex

e Transzkripcid
szabalyoz6

e Eml6karcinémas
betegek akar 20%-
dban médosulhat a
Med1 fehérje

e A Med1 részt vesz
emlékarcinémahoz
kapcsolédé miRNS-
ek szabalyozasaban

*Med1 sejten belili
koncentracidjanak
novekedése szamos
proliferaciéval és
migraciéval
kapcsolatos gén
expresszidjaban
okoz emelkedést

e Tumorszupresszor

¢ Csendesitése a sejt-
sejt adhézid
csokkenését és a sejt
motilitds
novekedését okozza

e Tulzott expresszidja
gatoljaa
proliferaciot és
el6segiteti az
apoptozist

¢ Az E-cadherin
Ujrahasznositasanak
és lokalizaciojanak
szabalyozédsan
keresztil képes
befolydsolni az
epitelialis-
mezenchimalis
atmenetet

amelyek az

¢ Agyban kifejezetten
endotélidlis
expressziot mutat

e Membran
progeszteron
receptor (mPR)

* A progeszteron szint
emelkedése az agyi
endotélsejtek
membran
progeszteron
receptorain (mPR)
keresztil el6idézheti
a vér-agy gat
permeabilitdsanak
novekedését

*Pagr5 mennyisége
csokken a tumorban

3. tablazat: Osszefoglalo tablazat a cél-mRNS-ek lehetséges szerepeirdl agyi attétképzédésben.
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Osszefoglalas

A leggyakoribb intrakranialis daganat tipusok a metasztatikus agydaganatok, melyekre
rendkiviil rossz prognoézis jellemz6. Annak érdekében, hogy Uj terdpias célpontokat
azonositsunk ennek a rendkiviil nehezen kezelheté daganattipusnak a visszaszoritasara,
rendkivul fontos az agyi attétképzO6dés folyamataban szerepet jatszo mechanizmusok
megértése.

Az agyi attétek dontdé tobbsége tiidokarcindmabol, emldkarcinomabol, illetve
melanémabol szarmazik. Az emldkarcindma tobb altipusa koziil a tripla negativ ad a
leggyakrabban agyi attétet, mivel kiemelked6en magas affinitassal rendelkezik a kozponti
idegrendszer irant. Az attétképzés feltétele, hogy a tumorsejtek a véraramon keresztil,
hematogeén aton eljussanak az agyba és ott szaporodni kezdjenek. Mindehhez a keringd
tumorsejteknek at kell jutniuk a vér-agy gaton. A vér-agy gat egymassal szorosan kapcsolt
endotélsejtjei kettds szerepet jatszhatnak az attétképzésben. Egyrészt els6 védvonalként
akadalyt képeznek az érbdl kilépd tumorsejtek szadmara, masrészt védik azokat, amelyek mar
atjutottak az agyi parenchimaba. A tumorsejtek talélése az agyi mikrokdrnyezetben
nagymeértékben fligg attol, hogy hogyan képesek médositani a befogado kdrnyezetet.

A tumorsejtek terjedésében és az attétek kialakulasaban jelentds szerepet jatszanak a
daganatsejtekbdl felszabaduld exoszomak, melyek kiilonboz6 bioaktiv molekulaik révén
képesek megvaltoztatni a felvevo sejtek viselkedését, kedvezd kozeget teremtve a tumorok
terjedésének.

Az exoszomak, az extracellularis vezikulak egyik csoportja, melyek a multivezikularis
testek exocitdzisa révén keletkeznek, és mérettartomanyuk 30-150 nm kozo6tt van. Az
exoszomakban 1évé mikroRNS-ek fontos szabalyozdi a sejtek kozotti kdlcsonhatasoknak.
Eldsegithetik, illetve gatolhatjak a tumorok progresszidjat a kiilonb6zo cél gének szabalyozasa
altal. Arrél azonban keveset tudunk, hogyan valtoztatjadk meg az dket felvevd célsejtek miRNS
mintazatat.

Jelen kisérleteink soran arra a kérdésre kerestlik a vélaszt, hogy az agyi endotélsejtek
felveszik-e az eml6karcinoma eredetli exoszomakat, és ezeknek milyen hatasa van az agyi
endotélsejtek miRNS és mRNS expresszids mintazatara.

Kisérleteinkhez tobb Iépéses centrifugalast alkalmazva sikeresen izolaltunk
emlékarcindma sejtek altal kibocsatott exoszomakat. Az exoszomakat western blot analizissel
jellemeztiik endoszomalis markereik (CD81, ALIX) alapjan, méretilket atomi erd

mikroszkoppal és zeta-potencial mérés altal hataroztuk meg.
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Ezeket az exoszomakat fluoreszcensen megjel6ltik és in vitro Kisérletben primér agyi
endotélsejtekre helyeztilk, majd konfokalis mikroszkoppal vizsgaltuk az exoszomak
lokalizaciojat az agyi endotélsejteken belll, tovabba vizsgaltuk az agyi endotélsejteket
0sszekapcsold szoros kapcsolatokra kifejtett hatasukat. Megfigyeltik, hogy az endotélsejtek
felvették a tumor eredetii exoszomakat, ugyanakkor a szoros kapcsolatokra nem voltak jelent6s
hatassal, tehat nem nyitottak meg a paracellularis barriert.

Az endotélsejtek RNS tartalménak vizsgalatdra NanoString miRNS assay modszert,
gPCR-t és bioinformatikai elemzést végeztlink. Eredmenyeink alapjan elmondhato, hogy a
tumor eredetli exoszémakkal kezelt endotélsejtekben jelentésen nétt az mmu-miR-146a-5p
expresszids szintje. Az mmu-miR-146a-5p az exoszoOméakban is magas szinten volt jelen. Az
mmu-miR-146a-5p mMRNS célpontjait online elérhet6 célpont-elérejelzé algoritmusok
segitségevel valasztottuk ki. Négy adatbazis 0sszevetése, valamint irodalmi attekintést és
egysejt transzkriptomikai adatbazisban vald elemzést kdvetéen a kovetkezé cél-mRNSeket
valasztottuk ki tovabbi vizsgalatokra: Traf6, Irakl, Medl, Numb és Paqgr5. Kvantitativ PCR
modszerrel megvizsgaltuk kifejez6désiiket az exoszomakkal kezelt endotélsejtekben. Az
exoszoma kezelés hatasara szignifikansan csokkent a cél-mRNS-ek expresszios szintje az agyi
endotélsejtekben, ami valdsziniileg a MiR-146a-5p szabalyozd hatasanak kovetkeztében
alakult ki. Az ok-okozati 6sszefuggeést jelenleg is vizsgaljuk laboratériumunkban. Ezen mRNS
szintekben bekovetkez6 csokkenés agyi attétképzésben jatszott lehetséges hatésairdl irodalmi
kutatast végeztiink, és megallapitottuk, hogy mind az 6t gén szerepet jatszhat a tumor- és
metasztazisképzddésben.

Mivel a cél-mRNSek kdzil a Paqgrb szinte kizardlag endotélsejtekben expresszalodik az
agyban, jelenleg azt vizsgaljuk részletesen, hogy a Paqr5 csokkenése az agyi endotélsejtekben
segiti vagy gatolja a tumorsejtek agyi metasztazisképzesét.
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A 36. OTDK
BIOLOGIA SZEKCIO FELHIVASANAK
2. SZAMU MELLEKLETE

TETELES SZERZOI HOZZAJARULAS

Alulirott (Arki Virag) nyilatkozom, hogy a 36. OTDK-ra benyujtott (Az emlékarcinéma
exoszomak altal okozott miRNS és mMRNS valtozdsok a vér-agy géatat alkotd
endotélsejtekben) cimli palyamunkamban leirtak esetében az alabbi munkafolyamatok

elvégzésében vettem reszt:

Részfeladat A részvétel mértéke
(6tfokozatu skalan” jellemezve)
sejtek izolalasa és tenyésztése 2

exoszomak izolalasa és validalasa

PCR kisérletek kivitelezése és kiértékelése

immunfluoreszcens vizsgalatok kivitelezése, mikroszkdpia

AWl Wl o1

adatok statisztikai feldolgozasa

Kelt:

(Kérjiik a ddlttel jelolt részeket értelemszeriien adjak meg. A tablazat szilkség szerint
ertelemszeriien modosithato).

Az e

(_/ ]
Palyamunkat benyujté hallgatd (Arki Virag)

alairasa

A nyilatkozatban foglaltak helyességét megerdsitem:

()
L,\,\ AL A LA ey F \/—@‘Z/ﬁ é/p L) //4\/

Témavezetd (Dr. Wilhelm Imola, Dr. Fazakas Csilla,
Szegedi Biologiai Kutatokdzpont)

alairasa
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#Magyardzat:

A munkafolyamatokban vald részvétel mértékét dtfokozatu skaldan kérjiik értékelni. A skdla egyes

értékeinek jelentése:

5 — Felkészités utdn a feladat teljes egészét 6ndlléan végeztem a pdlyamunkdhoz sziikséges

mennyiségben.

4 — Felkészités utdn a feladat tébb mint felét éndlldan végeztem a pdlyamunkdhoz sziikséges

mennyiségben.

3 — Felkészités utdn a részfeladat felét éndlléan végeztem a pdlyamunkdhoz sziikséges

mennyiségben.

2 — Felkészités utdn a részfeladat kevesebb mint felét 6ndlléan végeztem a pdlyamunkdhoz sziikséges

mennyiségben.

1 - A részfeladatot folyamatos segitséggel végeztem a pdlyamunkdhoz sziikséges mennyiségben.

1A szerz6 hallgaté a 3 éves terepi munkdbdl egy évben vett részt. Ebben az évben tdrsdval egyiitt
végezte a terepi munkdt, melynek sordn a palyamunka alapjdt képezé fajokra vonatkozo anyagok
begyiijtését a teriilet/vizsgdlati id6szak egyik felében teljes mértékben & végezte 6ndlléan. A

fennmarado részében az anyaggydijtést mds végezte.
2A felhaszndlt 5 primer kéziil a szerz8 hallgaté hdrmat maga tervezett, a tébbit készen kapta.

3A western-blot reakcidk tervezését (pl.: mintasorrend+mennyiség), elvi 6sszedllitdsat a szerzé
. . PN . .
hallgaté maga végezte, ugyanakkor a munka ,,wet” részét jorészt a laborhoz tartozo asszisztens

végezte. A kiértékelést a szerz6 hallgato végezte.

YAz adatok statisztikai feldolgozdsdt a szerzé hallgaté témavezetdjének folyamatos segitségével

végezte.

39/39



