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2. Bevezetés

A rosszindulati daganatok a vezetd haldlokok kozé tartoznak vilagszerte. A Globocan 2022
felmérés eredményei alapjan évente mintegy 20 millié 0j esetet diagnosztizalnak és majdnem 10

millidan halnak meg valamilyen tumoros megbetegedés miatt.'

Bar az elmult évtizedekben a molekuléris biologia és a genetika vivmanyainak koszonhetéen
robbanésszerien nétt a tudasunk a tumorok biologiai hatterér6l, mind a mai napig vannak
feltaratlan kérdések, amelyeknek a megvalaszolasaval 1épéseket tehetiink a tumorok megelézése

és sikeres kezelése érdekében.

Az egyik ilyen, nem teljesen tisztazott kérdés a tumorral ,,egylittmiikod6” sztroémasejtek tulélése a
tumoros mikrokdrnyezetben (TMK), illetve a tumorsejtek és sztromasejtek kozotti parakrin
kommunikéci6. Kutatdsunkban ezt a kapcsolatot szeretnénk jobban feltarni, az endoplazmatikus

retikulum (ER) stresszre fokuszalva.

2.1. Tumoros mikrokornyezet

A tumoros mikrokornyezet (TMK) nem idedlis a sejtek életben maraddsahoz és szaporodasahoz:
altalaban alacsonyabb pH-ju, oxigénben és tdpanyagokban szegényebb, mint a normalis szoveti
kornyezet, ezaltal szamos, a sejtekre karos hatdsa mellett, endoplazmatikus retikulum (ER) stresszt
general.” A tumorsejtek alapveté tulajdonsagai kdzé tartozik, hogy képesek elviselni a jorészt sajat
populdcidjuk altal teremtett zord kériilményeket.® A rosszindulati daganatok azonban nem csak
tumorsejtekbdl, hanem tumor tdmogatd sztromasejtekbdl - tumor-asszocidlt fibroblasztokbdl,
pericytakbol, endothel sejtekbdl, és immunsejtekbdl, pl. tumor asszocidlt makrofagokbol -
allnak.*> Ezek a tumoros mikrokdrnyezetben jelenlévé sztromasejtek, a tumorsejtekkel ellentétben,
jellemzden nem halmoznak fel nagy szdml mutaciot, azaz genetikailag nem, sokkal inkabb
epigenetikailag véltoznak.® Az igy kialakulé tumor-asszociélt sztromasejt populacio képes talélni
a TMK igen zord, ER stresszt general6 koriilményei kozott és szdmos modon segiteni a tumor
fejlodéseét.

A sztromasejtek koziil legnagyobb szamban a fibroblasztok vannak jelen a TMK-ben.” A tumor-
asszocialt fibroblasztok hozzajarulnak a tumorsejtek epithelialis-mesenchymalis atalakulasdhoz, a
tumor szdveti invazidjahoz, metasztazis képzéséhez és a tumorok angiogeneziséhez.®!! Ez alapjan

kijelenthetd, hogy nem csak a szamuk, de a jelentdségiik is igen nagy a tumorokban. A



fibroblasztokon kiviil a tumor-asszocialt makrofagok is fontos szerepléi a TMK-nek: ezek a sejtek
. oy . < s . .- RSy r s ’ r s 12—
is hozzéjarulnak a tumorok angiogeneziséhez, szdveti invaziojahoz és metasztazis képzéséhez

14 emellett a tumorban bekdvetkezd alternativ aktivacidjuknak koszonhetéen Th2 tipusu

immunvalaszt aktivalva gatoljak a tumorellenes immunhatasokat.!'
A fentiek alapjan kijelenthetjiik, hogy ennek a két sejtpopulacionak a TMK-ben valo tulélése

kulcsfontossagt a tumor fejlodése/progresszidja szempontjabol.

2.2. Extracellularis vezikulumok a TMK sejtek kommunikacidjaban

Az intercellularis kommunikécié minden tobbsejtli szervezetre jellemzd, két f6 formaja a direkt
sejt-sejt kontaktus és a szekretalt anyagok altali kommunikacid. A tumor- és a sztromasejtek
kommunikacioja alapvetd jelentdségel bir a TMK formaldsaban és a sejtek életben maradasaban.
Az elmult évtizedben szamos publikacio jelent meg, melyek ennek a kapcsolatnak kiilonbozo
aspektusait taglaljak, hangsulyozzak, és ezek egyre nagyobb hanyada emeli ki az extracellularis
vezikulumok (EV-k) szerepét a kétirany kommunikacioban. Bar a ndémenklatira kézel sem
egységes, de az EV egy gyijtéfogalomnak tekinthetd, mely magaban foglalja egyrészt az
a mikrovezikulumokat, melyek a plazmamembran egy részének lefiizddésével jonnek létre.'s
Mivel a mérettartomanyukban lehetnek atfedések (exoszoma: 40-100 nm; mikrovezikulum: 100-
1000 nm), ezért a mai eljarasokkal elvalasztasuk nem tekinthetd megoldottnak, rdadasul azonos

17,18

sejtek képesek mindkét EV tipus kibocsatasara' '°, igy a tovabbiakban az EV megnevezést fogom

alkalmazni a dolgozatban. .

A tumorsejt eredetli EV-k szerepét kimutattdk mar tobbek kozt a gyodgyszerrezisztencia, az
angiogenezis, az endothel-transzmigracid, a metasztazisképzés, és a makrofag M2-polarizacid
tekintetében.!*22. Forditott irdnyban, a fibroblaszt eredetii EV-k a tumorsejtek epithelialis-
mesenchymalis atmenetéhez €és metasztazis képzéséhez, mig a makrofag eredeti EV-k a

gybgyszerrezisztencidhoz és metasztazishoz jarulhatnak hozza.!%*-2°

2.3. ER stressz

Az endoplazmas retikulum (ER) szdmos funkcidja koziil az egyik, ha nem a legfontosabb, a
szekréciora keriild fehérjék, az integrans membranfehérjék ¢és a lizoszomalis fehérjék
poszttranszlacids modositasa. Ezen poszttranszlaciés moédositasok kozé tartozik a fehérjék N-
glikozilacidja, a diszulfid hidak 1étrehozésa, a fehérjék megfeleld térszerkezetének kialakitdsa, azaz

foldingja, végiil a fehérjék mindségellendrzése a célzott transzfer elétt.?



Ha azonban a sejtet kiilonboz6 aspecifikus - mas sejtfunkciokat is zavar6 -, vagy specifikus - csak
az ER fehérje modifikacidjara és/vagy foldingjara karos - hatasok érik, az ER funkcidja zavart
szenvedhet, ilyenkor ER stresszrél beszEliink. A legalapvetobb ER stresszt kivaltd aspecifikus
hatasok kozé tartozik a sejteket €réd hipoxia, a tapanyaghidny, illetve kiilonbozd extra- €s
intracellularis forrasbol szarmazo6 stressz szignalok, mint amilyenek pl. gyulladdsos kornyezet vagy
infekciok hatasara keletkeznek. A specifikus stresszorok kozé sorolhatjuk a fehérjekodold gének
mutécioit, melyek a hibas fehérjék feltekeredésének zavarahoz, ER-ben valo felhalmozddasukhoz
vezetnek.?” Tovabbi ER specifikus kéros hatést valtanak ki bizonyos toxikus szerves molekulék,
melyek lehetnek természetes toxinok vagy mesterségesen eldallitottak. Eredettdl fiiggetleniil
felhasznalhatjuk ezeket az anyagokat az ER stressz indukciojara, igy modellezhetjiik a sejtet a
szervezetben ér6 aspecifikus stresszorok hatasat.

A természetes ,,ER toxinok” kozé tartozik a tunicamycin, egy nukleozid antibiotikum, amit
bizonyos Streptomyces fajok termelnek. Eukariétakban a fehérjék N-glikozilaciéjat gatolva®®, a
hibas fehérjék felhalmozodasa révén valt ki ER stresszt és emiatt széles korben alkalmazzék az ER
stressz farmakoldgiai induktoraként. Kutatdsunkban mi is a tunicamycint valasztottuk ER stressz
indukaloszernek.

Az ER stressz lekiizdésére a sejtek adaptiv valaszt hoznak létre, hogy helyreallitsdk az ER folding
kapacitasat. Ez az un. ,,Unfolded Protein Response” (UPR). Ha azonban a sejtet érd stresszhatas
elnyujtott vagy thlzottan nagymértékli, az UPR az apoptotikus jelut aktivacidjanak révén
programozott sejthalalhoz vezet.?* Az UPR-hez tartozo jelutak, illetve az ehhez kapcsolédé pro-,
vagy antiapoptotikus hatas pontos koriilményeinek €s szabalyozasanak feltarasa még varat magara,
de alapvetdéen harom f6 molekularis titvonalat ismeriink az UPR-ben: a PERK-, az IREla ¢és az
ATF6 tutvonalat. Mindharom utvonalat a BiP nevii chaperon gatolja, mely fiziologias allapotban a
harom ER stressz receptor (PERK, IRE1a, ATF6) luminalis felszinéhez asszocidlva helyezkedik
el. Ha az ER lumenben megnd a hibas térszerkezetii fehérjék mennyisége, a BiP a fehérjék
foldingjat segitendd, disszocial a receptorokrol, igy azok aktivaciojat idézi eld, ennek révén
elinditva az adaptiv UPR-t.>* Ha az adaptiv mechanizmusok kudarcot vallanak, a proapoptotikus
UPR szignalizaci6 tulsulya elinditja a sejteket az intrinsic apoptozis Gtvonalon az n. terminalis
UPR program révén. Ebben a proapoptotikus folyamatban szintén mindharom receptor részt vesz,

ugyanakkor az ATF6 szerepe sokkal kevésbé jelentés, mint a PERK és IREla szerepe.’! Hetz és



Papa 0Osszefoglald6 munkajukban az aldbbi tUtvonalak szerepét emelték ki a downstream
jelutakban:?’

2.3.1. PERK utvonal
Az egyik utvonal kulcsmolekuldja a PERK receptor, mely a BiP disszociaciot kovetden
dimerizalodik vagy oligomerizalodik, majd autofoszforilacidé utan citoszolikus fehérjéket

foszforilal. Legfontosabb ezek koziil az elF2a, melynek foszforilalt formdja géatolja az mRNS

......

crer

faktorok. Ezek koziil a legfontosabb az ATF4, ami ER chaperonok, apoptdzis indukald fehérjék
(pl. CHOP), illetve negativ visszacsatolasként a GADD34 foszfataz transzkripciojat aktivalja.

2.3.2. IREla utvonal

------

aktivalodik az RNaz doménje a citoszolikus felszinen, aminek két hatésa lesz:
1. Az XBP1t mRNS-bdl kivagddik egy intron, igy stabil formaja transzlalodik, ezaltal egy
transzkripcios faktort hoz 1étre. Ez az XBP1s, ami alapvetden fehérje folding-ban, szekrécidban,
ER-asszocialt degradacioban (ERAD), ER transzlokacidoban és lipid szintézisben szabalyozd
szerepet betoltd fehérjék génjeit aktivalja. Ezen feliil heterodimereket képez mas transzkripcios
faktorokkal, még feltaratlan hatdsokat kivaltva.
2. Tovabbi RNS-eket hasit, bizonyos szekvencidkra és masodlagos szerkezetekre specifikusan. Ez
a folyamat a ,,Regulated IRE1 Dependent Decay” (RIDD), melynek mind transzlaciot gatlo, mind
szabalyozo szerepe van az UPR soran.
A két RN4az aktivitas szabalyozasa nem ismert, feltételezik, hogy a kiilonb6z6 oligomer éallapottol
¢s/vagy az RNS szubsztratok IRE1-hez szallitasatol fiigg az egyes folyamatok thlstlya.
Az RNaz aktivitason kiviil az aktivalt IREla aktivacios platformot képez a TRAF-ASK1-JNK
szignaltranszdukci6 szdmara is.

2.3.3. ATF6 utvonal
Az ATF6 ttvonal kiilonbozik a masik kettdtdl, itt nem foszforilacié inditja el a jelutat. A BiP
disszociacio utan COP-II kotShely valik szabaddd az ATF6 luminalis felszinén, ami igy
vezikulumot formalva transzlokalodik a Golgi-késziilékbe, ahol SI1P és S2P protedzok hasitdsa
révén a citoszolikus domén (ATF6f) szabadda valik, és a fehérje igy aktiv transzkripcios faktorként

UPR géneket képes aktivalni.



2.3.4. ATMK és az ER stressz
Tumorsejtekben az ER funkcidk a korabban emlitett krnyezeti stressz, illetve a folyamatos nagy
intenzitast fehérjeszintézis miatt allandé nyomas alatt vannak, mely permanens, nagy mértékiit ER
stresszt generdl. Ennek kovetkeztében az UPR szignalizacié folyamatosan aktiv, mégsem
aktivalodnak a proapoptotikus folyamatok.>> A TMK-ben a sztromasejtekre szintén komoly ER
stressz nyomas nehezedik a kdrnyezeti stressz €s a szintugy megndvekedett fehérjeszintézis igény
miatt, rdadasul a tumorsejtekkel ellentétben genetikailag nem, vagy csak sokkal kevésbé képesek
adaptéalodni. Feltételezhetd, hogy az ER stressz tiir6képesség részben atadodik a tumorsejtektdl a
sztromasejteknek, azaz a tumorsejtek modulalhatjdk a sztrémasejtek UPR szignalizaciéjat.>®
Mindezzel 6sszefliggésben lehet az a megfigyelés, hogy ER stressz hatdsara a tumorsejtekbdl az
UPR szignalizdcioban résztvevé RNS-eket tartalmazd EV-k keriilnek kibocsatasra a

tumorsejtekbol.>*

A bevezetében részletezettek alapjan azt a hipotézist szeretnénk gorcsé ald venni, hogy a
tumorsejtek képesek-e ,,atadni” az ER stressz tlirdképességet a sztromasejteknek, és ha igen, akkor
ezt EV-kben transzportalt anyagok, fehérjék, kodolo és elsdsorban nem kddold RNS-ek éltal teszik-

.



3. Célkitiizés

A bevezetOben targyaltak alapjan kijelenthetjiik, hogy a tumorsejtek és a tumoros sztromasejtek
kolcsondsen segitik egymas tulélését, még ha ez a hatas a tumor novekedése ¢és attétképzése révén
gyakran végzetes kimenetelll is. Kutatocsoportunk célja a tumorsejtek és a sztromasejtek kozotti
kolesonds informacidcsere jobb megértése, specifikusan az ER stressz tlirdképesség potencialis
atadasanak vizsgélata a tumorsejtektdl a sztromasejtek felé. A szakirodalom és csoportunk korabbi
eredményei alapjan az a hipotézisiink, hogy a tumorsejtek elsdsorban EV-okban atjuttatott nem
kodold RNS-ek révén befolyasoljak az UPR-ben résztvevd faktorokat. A hipotézist in vitro, emld
adenokarcindma (MCF-7, MDA-MB-231), eml6 epithel (MCF10-A2), fibroblaszt (MRC-5), és
makrofag (THP-1) sejtek felhasznélasaval vizsgaljuk.

A munka ezen fazisaban az alabbi kérdésekre kerestiink valaszt:

1. Mi az optimadlis tunicamycin kezelési koncentracio az altalunk vizsgalt sejtvonalak esetében,
ami még nem befolyasolja tilzott mértékben a sejtek életképességét, de képes megfeleld
meértékii ER stresszt indukalni?

2. Hogyan valtozik az ER-stressz markergénekrdl képz6dé RNS-ek relativ mennyisége a
sztromasejtekben tunicamycin kezelés hatasara?

3. A tumorsejtekbdl szarmazo EV-k milyen ttvonalon keresztiil gatoljak az ER stressz kivaltotta

sejthalalt a THP-1 sejtek esetében?



4. Anyagok és modszerek

4.1. Sejtvonalak

Kutatasunkban eltérd genetikai hatteri emlé adenocarcinoma sejtvonalakat, MCF-7-et és MDA-
MB231-et-hasznaltunk, mig nem-tumoros kontroll sejtvonalként MCF-10A2 eml6 epithel sejteket,
sztromasejtekként pedig THP-1 monocytakbol differencialtatott makrofagokat é¢s MRC-5
fibroblaszt sejtvonalat alkalmaztunk. A sejteket 37 °C-on, 5% CO»-ot tartalmazé atmoszféraban

95%-o0s paratartalom mellett ndvesztettiik.

4.1.1. MDA-MB-231
Az MDA-MB-231 egy un. tripla negativ eml6 adenocarcinoma sejtvonal. A tripla negativitas azt
jelenti, hogy a tumorsejtek nem expresszalnak human epidermalis novekedési faktor receptor 2
HER-2, 6sztrogén és progeszteron receptort sem, ami az emlédaganatoknal altaldban meglehetésen
rossz prognosztikai jelnek szamit. A sejtvonalat 10% fotélis borji szérumot (FBS), 4 mM glutamint
¢és 1% penicillin-streptomicint tartalmazé RPMI-1640 médiumban tartottuk fent.

4.1.2. MCF-7
Az MCF-7 egy hormon-szenzitiv - Osztrogén és progeszteron receptort expresszald - emld
adenocarcinoma sejtvonal, melyet 10% fotalis borju szérumot (FBS), 4 mM glutamint és 1%
penicillin-streptomicint tartalmazé RPMI-1640 médiumban tartottunk fent.

4.1.3. MCF10-A2
Az MCF10-A2 egy immortalizalt eml6 epithelialis sejtvonal, melyet nem-tumoros kontrollként
hasznalunk kisérleteinkben. A sejtvonalat DMEM/F12 médiumban tartottuk fent, melyet az alabbi
anyagokkal egészitettiink ki: 5% 10 szérum, 100ng/ml cholera toxin, 20 ng/ml humén epidermalis
novekedési faktor (EGF), 0,5 pg/ml hidrokortizon, 10 pg/ml humén inzulin, 4 mM glutamin, 1%
penicillin-streptomicin.

4.14. MRC-5
Az MRC-5 egy human fibroblaszt sejtvonal, melyet kisérleteinkben sztromasejtként hasznalunk.
A sejtvonalat 10% fotalis borju szérumot (FBS), 4 mM glutamint és 1% penicillin-streptomicint
tartalmaz6 EMEM médiumban tartottuk fent.

4.1.5. THP-1
A THP-1 egy human monocyta sejtvonal, melyet indukciét és polarizaciot kovetdéen - mint M1

makrofagot — sztromasejt modellként hasznidlunk. A monocyta sejtvonalat 10% fotalis borju



szérumot (FBS), 4 mM glutamint és 1% penicillin-streptomicint tartalmaz6 RPMI-1640
médiumban tartottuk fent. Az MO makrofaggd valé indukcidhoz a fenntarté médiumot 20 nM
forbol-mirisztil-acetattal (PMA) egészitettiik ki. 48 oOra inkubacidé utan az MO makrofagokat
polarizaltattuk, ehhez a médiumot lecseréltiik 5 ng/ml interferon gammat (IFNy) és 2 ng/ml

lipopoliszacharidot (LPS) tartalmaz6 médiumra.

4.2. ER stressz tiiroképesség vizsgalata

A tunicamycin toxikus hatasat, melybdl kovetkeztethetiink az altalunk hasznalt tumor-, sztroéma-,
¢s epithel kontroll sejtek ER stressz tlir6képességére, MTT esszével vizsgaltuk. Az esszé azon
alapul, hogy az €16 sejtek mitokondridlis redox enzimei az MTT reagenst (tetrazolium so6) szines
formazankristallya alakitjadk. A keletkezett kristalyokat DMSO-ban feloldottuk, majd a szines
oldatot 570 nm-en fotometralva meghatdroztuk az oldat abszorbanciéjat, ami aranyos az €16 sejtek
szamaval.

Az MTT esszékhez 96-lyuka mikrotiter lemezekbe cellanként 10* db sejtet osztottunk mindegyik
sejtvonalbol, melyre 100 pl a sejteknek megfeleld, kordbban részletezett fenntarté médiumot
mértlink. 24 6ra inkubdaciot kdvetden a sejtek médiumat leszivtuk és cellanként 100 pl kiilonb6z6
ez a tunicamycin olddszere) tartalmazé tapfolyadékra cseréltiik. Ujabb 24 ora inkubéciot kovetden
a médiumot eltavolitottuk, majd PBS-es mosas utan 100 pl 0,5 mg/ml MTT reagenst tartalmazé
médiumot mértiink a sejtekre. 1 dora inkubacid utdn a médiumot eltavolitottuk, és a keletkezett
formazan kristalyokat 100 pl DMSO-ban feloldottuk. Amikor a formazan kristalyok teljesen
feloldodtak, 570 nm-es hullamhosszon mértiik a mintak abszorbanciajat Synergy HTX multimode
plate reader segitségével. A 630 nm-es hullamhosszon mért abszorbancia értékeket tekintettiik
hattérnek. A sejtek életképességének jellemzésére a két hullamhosszon mért abszorbancia
kiilonbségét hasznaltuk, a kontroll sejteken mért abszorbancia kiilonbséget tekintettiik 100 %-os

¢életképességnek.

4.3. Az ER stressz markergénekrol képzodo mRNS szintek mérése tunicamycin
kezelést kovetoen

Az ER stressz markergénekrél atirodo mRNS szintek valtozasanak vizsgalatihoz 10° darab sejtet

osztottunk ki a sztroma ¢€s kontroll sejtvonalainkbol, 6 cm-es Petri-csészékbe, a sejtnek megfeleld

fenntart6 médiumban. 24 O6ra inkubéciot kovetéen a médiumot cseréltiik, DMSO-val (a



c e

médiumra. 24 6ra inkubaciot kovetden a médiumot eltavolitottuk, a csészéket PBS-sel mostuk.

A sejtekbdl RNS-t izolaltunk RNeasy ® Mini Kit-tel (Qiagen) a gyartoi ajanlasainak megfelelden.
Az izoléléas utan NanoDrop ND-1000 (Thermo Scientific) spektrofotométerrel vizsgaltuk a mintak
koncentracigjat és tisztasagat. Az OD260/0OD280 és OD260/0OD230 ardnyok alapjan mintaink

megfeleld tisztasaguak voltak.

Az RNS mintakbol 1-1 pg RNS-t irtunk at (20 pL-es reakcioban) Revertaid kit (Thermo Scientific)
segitségével a gyartd utasitasai szerint. A reverz transzkripcids reakcidk PCR késziilékben
(Veriti™, Applied Biosystems) torténtek az 1. tAblazat programja alapjan. A kapott cDNS-t 100 pl
végtérfogatra higitottuk.

Hémérséklet [°C] 1dé [perc]
25 10

42 60

70 5

4 5

1. tablazat Reverz transzkripcid programja

A gPCR reakciokat 10 pL végtérfogatban végeztiik el, amely 5 uL SYBR Green qPCR Master
Mixet (Thermo Scientific), 1 pL cDNS-t, 1 puL primer mixet, 3 pL nukledz-mentes vizet
tartalmazott. A vizsgalatot Pico Real-Time qPCR gépben (Thermo Scientific) végeztiik az alabbi
protokoll alapjan: kezdd denaturacié 95°C 7 perc, majd 2 1épés: 95°C 10 mp, 60°C 60 mp, 40
cikluson keresztiil, végiil 60°C 1 perc. Az eredményeket a -AACt moédszerrel értékeltiik ki. A

primerek szekvencidit €s az alkalmazott végkoncentraciodikat a 2. tablazat tartalmazza.

Forward primer Végkoncentracio
Gén
Reverse primer [nM]
5'-TGCACCACCAACTGCTTAGC-3'
GAPDH 200
5'-GGCATGGACTGTGGTCATGAG-3'




5'-GGAGCATCAGTCCCCCACTT-3'

CHOP 200

5'-TGTGGGATTGAGGGTCACATC-3'

5-TGTTCAACCAATTATCAGCAAACTC-3'

BIP 200

5-TTCTGCTGTATCCTCTTCACCAGT-3'

5'-AACCAGGAGTTAAGACAGCGCTT-3'

XBP1ls 200

5-CTGCACCCTCTGCGGACT-3'

5'-CTGAATCTGAAGAGTCAATACCGCCAGAAT-3'

XBP1t 200

5'-AGGAGTTAAGACAGCGCTTGGGGATGGAT-3'

5'-GGCCACCATGGCGTATTA-3'

ATF4 200

5-TGCTGAATGCCGTGAGAA-3'

5-CTTTTAGCCCGGGACTCTTT-3'

ATF6 200

5'-TCAGCAAAGAGAGCAGAATCC-3'

2. tablazat ER stressz marker gének expresszios vizsgalatdhoz alkalmazott primerek

szekvenciai és koncentracioik.

4.4. EV izolalas

A tumorsejtekbdl (MCF-7, MDA-MB-231) val6d EV izoldlashoz azonos protokollt hasznaltunk: a
sejtekb6l 20 db 10 cm-es Petri-csészébe osztottunk ki csészénként 10 ml fenntarté médiumban 109
db sejtet. Amikor elérték a kb. 70-80 %-os konfluenciat (kb. 72 orat kdvetden), 2X mostuk a
sejteket PBS-sel. Ezt kovetéen 10 ml 2,5 % exoszoma-depletalt {6talis borju szérumot, 4 mM
glutamint €s 1% penicillin-streptomycint tartalmazé6 médiumot mértiink a sejtekre. 48 ora
inkubéciot kovetden az igy kondicionalt médiumot dsszegylijtottiik, a sejttormeléket kiiilepitettiik
10 perc centrifugalassal 4000 rcf-en. A feliilisz6t 6vatosan leszivva atszirtiik 0,2 pm-es szlirén,
majd a filtrdtumot 2 ml-re toményitettiik 3 kDa-os centrifugafiltert hasznalva (Amicon). A 2 ml
koncentralt kondicionalt médiumbol az EV-okat méret-kizarasos kromatografiaval izolaltuk Izon

qEV2 35 nm oszlopokat haszndlva, a gyartd ajanlasainak megfelelden, PBS-es elualds mellett. Az




igy tisztitott EV-okat 200ul-re toményitettiik 3 kDa-os centrifugafiltert hasznalva (Amicon), majd
-80°C-on taroltuk a késobbi felhasznalasig.

4.5. EV Kkarakterizalas

méreteloszlasanak meghatarozasa NanoSight©-tal tortént. A Nanosight© felvételeket a HUN-
REN Szegedi Bioldgiai Kutatokdzpontjaban Dr. Buzas Krisztina kutatocsoportjanak munkatarsa
Pintér Lilla készitette. A mérések soran az izolalt vezikuldkat részecske mentes DPBS-ben
(Dulbecco’s phosphate-buffered saline) higitotta, majd minden mintarol 6 db 60 masodperces
felvételt készitett a miiszerrel (Nanosight NS300, Malvern Panalytical). Minden mérés azonos

beallitasokkal tortént (532 nm-es lézer, 25 °C, 16-0s kameraszint, 4-es kiiszobérték).

4.6. Immunogén sejthalal vizsgalata

Az EV-k immunogén sejthalalt gatlo hatdsat High Mobility Group Box 1 HMGB-1
immunoesszével vizsgaltuk. A HMGB-1 immunoesszé a sejtekbdl tortén6 HMGBI1 fehérje
kibocsatasat méré modszer. A HMGB-1 a sejtek immunogén sejthalala kovetkeztében aktiv modon
is felszabadul, ezéltal veszély asszocialt molekularis mintazatként (DAMP-ként)aktivalva az
immunrendszert.

Az esszéhez THP-1 sejteket osztottunk 96-lyukd mikrotiter lemezre, cellanként 2x10* db sejtet 100
ul fenntart6 médiumban. 24 oraval késébb az MO makrofaggd vald indukciohoz a fenntartd
médiumot 20 nM PMA-val egészitettik ki. 48 ora inkubacid utan az MO makrofagokat
polarizaltattuk, ehhez a médiumot lecseréltiik 5 ng/ml IFNy-t és 2 ng/ml LPS-t tartalmazo
médiumra. Mésnap a polarizal6 médiumot a fenntartdé médiumra cseréltiik. Két nappal késobb,
PBS-es mosast kovetden 2,5 % exoszoma-depletalt fotalis borji szérumot tartalmaz6é médiumot
mértlink a sejtekre. Ezzel a sejteket 24 o6ran 4t inkubaltuk, majd PBS-es mosas utan a sejtekre 2,5
% exoszOma-depletalt fotalis borji szérumot tartalmazé médiumot mértiink, melyet a kontroll
sejtek kivételével MCF-7 mintdkbol vagy MDA-MB-231 mintdkbdl szdrmazé EV-kal
egészitettiink ki 4x107 db/well (2x10° db EV/sejt) koncentracioban. 24 éraval késdbb egyes
sejtekre 100 pl 2,5 % exoszoéma-depletalt fotalis borjii szérumot tartalmazé médiumot mértiink,
melyet 500 ng/ml tunicamycinnel egészitettiink ki. A kontroll sejteket tunicamycin helyett azonos
térfogati DMSO-val kezeltiik (a DMSO a tunicamycin olddszere).

Az esszét ezt kovetéen a gyartd (Promega Lumit™ HMGB1 Human/Mouse Immunoassay)

ajanlasainak megfelelden hajtottuk végre.



4.7. Statisztikai feldolgozas

A statisztikai analizist GraphPad Prism 8 programmal végeztiik. Az egyes kiilonbségeket akkor
tekintettiik statisztikailag szignifikdnsnak, ha a meghatarozott p érték kisebb volt, mint 0,05. A
kiilonbozo roviditések a kovetkezdket jelolik: *p < 0,05; **p < 0,01; ***p < 0,001; ****p <

0,0001. A nem szignifikans értékeket nem jeldltiik.

5. Eredmények és értékelésiik

5.1. Sejtvonalak ER stressz tiiroképessége

tunicamycin kezelés hatasara 24 6ra inkubécios id6t kdvetden. Minden sejtvonal esetében legalabb
haromszor ismételtik meg a kisérletet, a kezelési koncentraciokat ennek megfeleléen
optimalizaltuk. Az 1-5. Abrakon reprezentativ életképesség-koncentracio grafikonokat lathatunk

melyek ezeknek a kisérleteknek az eredményeit mutatjak be.
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1. Abra: Az MCF10-A2 eml epithél sejtek életképesség valtozasa tunicamycin kezelés

hatasara
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2. Abra: Az MDA-MB-231 emlé adenocarcinoma sejtek életképességének valtozasa

tunicamycin kezelés hatdsara
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. Abra: Az MCF-7 emlé adenocarcinoma sejtek életképességének valtozasa tunicamycin

kezelés hatasara
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4. Abra: Az MRC-5 fibroblaszt sejtek életképességének valtozasa tunicamycin kezelés hatasara
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5. Abra: A THP-1 M1 makrofag sejtek életképesség-valtozasa tunicamycin kezelés hatasara

Az MCF10-A2 bizonyult a leginkabb érzékenynek a tunicamycin kezelésre, igy ott a 0-200 ng/ml
koncentracidtartomanyban 50 ng/ml-es koncentracid felbontds mellett is megvizsgaltuk az
¢letképesség valtozédsat (1.abra). Az MCF-7 sejtek esetében a 0-1000 ng/ml tunicamycin
koncentracidtartomanyban nem tapasztaltunk szamottevd ¢€letképesség csokkenést, ezért ott O-
4500 ng/ml-es koncentracio tartomanyban is végeztiink méréseket (3.abra), am ez a sejtvonal

meglehetdsen rezisztensnek bizonyult a tunicamycin kezelésekre.



Az eredmények alapjan megallapithatjuk, hogy a tumoros sejtvonalaink koziil az MDA-MB-231
mérsékelten érzékeny a tunicamycin altal kivaltott viabilitdscsokkenésre, azaz feltehetéen az ER
stresszre, mig az MCF-7 rezisztensebbnek tekinthetd. A tumoros sejtvonalakkal szemben az
MCF10-A2 immortalizalt eml6 epithelsejtek kifejezetten érzékenynek bizonyultak a tunicamycin
kezelésre. A sztromasejtek koziil mind a THP-1 makrofagok, mind az MRC-5 fibroblasztok

mérsékelten érzékenynek tekinthetdk a tunicamycin expoziciora.

5.2. ER stressz marker mRNS szintek valtozasa tunicamycin kezelés hatasara

Mivel a tunicamycin ER stressz indukalé hatdsa mar ismert volt, szerettiink volna meggy6z0dni
arrol, hogy a kivalasztott tunicamycin koncentracioknak kitett kiilonféle sejtekben valoban ER
stressz indukalodik. Ennek érdekében tanulmanyoztuk szdmos ER stressz markergén kifejezodését
a tunicamycin kezelés hatdsara. A qPCR eredmények alapjan mindegyik kezelt sejtvonalon a
vizsgalt ER stressz markerek (CHOP, BIP, XBPls, XBPIt, ATF4, ATF6) koziil tobb
génexpresszios valtozasa is statisztikailag szignifikans volt, mint azt a 6-8. abran lathatjuk. Fontos
figyelembe venni, hogy qPCR mérések soran kapott relativ génexpresszids valtozas akkor
tekinthetd biologiailag is szignifikdnsnak, ha nagyobb, mint a relativ 2-es érték, vagy kisebb, mint

arelativ 0,5-0s érték.
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6. Abra: MCF10-A2 sejtekben egyes ER stressz marker gének relativ expresszios szintjei
(logaritmikus skalan abrazolva) tunicamycin kezelés hatasara. Kétszempontos
varianciaanalizis: *p < 0,05; **p <0,01; ***p <0,001; ****p <0,0001; nem szignifikans:

jelolés nélkiil
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7. Abra: ER stressz marker gének relativ expresszios szintjei (logaritmikus skaldn abrazolva)
tunicamycin kezelésnek kitett MRC-5 sejtekben. Kétszempontos varianciaanalizis: *p < 0,05;

**p < 0,01; ***p <0,001; ****p <0,0001; nem szignifikans: jelolés nélkiil
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8. Abra: THP-1 sejtek ER stressz marker génjeinek relativ expresszios szintjei (logaritmikus
skalan abrazolva) tunicamycin kezelés hatasara. Kétszempontos varianciaanalizis: *p < 0,05;
**p <0,01; ***p <0,001; ****p <0,0001; nem szignifikans: jelolés nélkiil

Az MCF10-A2 sejtek esetén, mar az alkalmazott legkisebb, 50 ng/ml-es tunicamycin koncentracio

hatdsara is szamos ER stressz marker gén, mint a CHOP, BIP, XBP1S és XBP1T, statisztikailag

¢és biologiailag is szignifikdns valtozast mutatott, mig az ATF4 kifejez0désében szignifikdns

valtozast csak a legnagyobb 1000 ng/ml-es tunicamycin koncentracional értiink el.

Az MRC-5 sejteknél nem volt statisztikailag szignifikdns valtozas az ER stressz markergének

relativ expresszidjaban a legkisebb tunicamycin koncentraci6é mellett, viszont emelve a stresszor

koncentracigjat, 250 ng/ml-t6l a CHOP, BIP, XBP1S, 500 ng/ml-t6l az ATF4 is statisztikailag és

biologiailag szignifikans génexpresszids ndvekedést mutatott.

A THP-1 sejteknél, hasonléan, mint ahogy az MCF10-A2 sejteknél lathattuk, mar a legkisebb, 50

ng/ml-es tunicamycin koncentracié mellett is a CHOP, BIP, XBP1S statisztikailag és biologiailag

is szignifikdns valtozast mutatott, az XBP1T esetében pedig a legnagyobb 1000 ng/ml-es

koncentracional valt szignifikanssé a valtozas.

Osszesitésben elmondhatd, hogy a CHOP, BIP, XBP1S voltak a legszenzitivebb ER stressz

markerek tunicamycinnel kivaltott indukcidt kdvetden, hiszen statisztikailag és biologiailag is

szignifikdns génexpresszid valtozast mutattak minden sejtvonal esetében, méar 250 ng/ml



tunicamycin koncentracié mellett is. Igy ezeket a markereket tervezziik a tovabbiakban is
alkalmazni a tunicamycin altal kivaltott ER stressz kdvetésére. A masik 3 marker génkifejezddése
tobb esetben is bioldgiailag jelentdés novekedést mutatott, ugyanakkor ezek a valtozasok nem

minden esetben voltak statisztikailag szignifikansak.

5.3. EVizolalas

EV izolélast az eml6 adenokarcinoma sejtvonalakbol (MCF-7, MDA-MB-231) és az emld epithel
sejtvonalbol (MCF-10A2) végeztiink. Mindharom esetben sikeres volt az izolalas, ahogy a 9-
11.Abrikon lathatjuk, hiszen a mintdkban detektalt részecskék mérete és méreteloszlasa is jorészt

a vart tartomanyba esett (50-150 nm).
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9. Abra: Az altalunk izolalt MCF-7 eredetii EV-k méreteloszlasa
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10. Abra: Az altalunk izolalt MDA-MB-231 eredetii EV-k 4tlagos méreteloszlasa
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11. Abra: Az altalunk izolalt MCF10-A2 eredetii EV-k 4tlagos méreteloszlasa



5.4. Immunogén sejthalal vizsgalata EV kezelt sejteken

Csoportunk kordbban mar tanulmanyozta tumorsejt eredetli EV-k hatasat THP-1 makrofagokon
tunicamycin-indukalt ER stresszt kdvetden. Munkatarsunk, Mohana Krishna Gopisetty jelenleg
még nem publikalt eredményei alapjan feltételezhetd volt, hogy az EV-k 4ltal kivaltott ER stressz
csokkentd hatds nem gatolja a sejtek apoptotikus sejthaldlat, viszont az immunogén sejthalal
gatlasan keresztiil mégis novelik a sejtek életképességét (Mohana Krishna Gopisetty eredményeit
lasd: Fiiggelék). Ennek tovabbi alatamasztasira HMGB1 immunoesszét végeztiink az EV-kal ¢és
tunicamycinnel kezelt THP-1 sejteken (12.Abra). Az immunoesszéket kettd, illetve ot bioldgiai
parhuzamossal kétszer végeztiik el, de egyik esetben sem sikeriilt statisztikailag szignifikans

kiilonbséget detektalni a csak tunicamycinnel és a tunicamycint+EV-vel kezelt sejtek kozott.
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12. Abra: THP-1 makrofig sejteken végzett HMGB1 immunoesszé eredménye (reprezentativ
abra) K: kontroll; T: tunicamycin kezelt sejtek; MCF: MCF-7 EV kezelt sejtek; MCF+T: MCF-
7 EV-+tunicamycin kezelt sejtek; MDA: MDA-MB-231 EV kezelt sejtek; MDA+T: MDA-MB-
231 EV-+tunicamycin kezelt sejtek. Az egyszempontos varianciaanalizis alapjan nem volt

szignifikans kiilonbség a tunicamycin és az EV+tunicamycin kezelt sejtek kozott.



6. Osszefoglalas

Jelen munkankban targyalt kérdésfelvetések és a kérdések megvalaszolasara szolgald kisérletek
egy nagyobb projekt részét képezik, melynek célja, hogy jobban megértsiik a tumorsejtek és a
sztromasejtek kozotti kolecsonds informaciocserét az ER stressz tlir6képesség tumorsejtektdl
sztromasejteknek torténd atadasanak vizsgalata révén.

Ehhez megvizsgaltuk az altalunk hasznalt kiilonb6zé genetikai hatteri emld adenokarcindbma
(MCF-7, MDA-MB-231), eml6 epithél (MCF10-A2), fibroblaszt (MRC-5), és makrofag (THP-1)
sejtek tunicamycin indukalta ER stressz tlir6képességét. Az elvégzett MTT esszék eredményei
alapjan kijelenthetd, hogy az MCF-7 tumorsejtek voltak leginkébb ellenalléak az ER stressz
induktor hatasanak. Erdekes modon a tripla negativ MDA-MB-231 tumorsejtek érzékenyebbnek
bizonyultak a tunicamycin kezelésre, mint az MCF-7 sejtek. A nem-tumoros kontroll sejtvonalként
valasztott MCF10-A2 epithélsejtek voltak a legszenzitivebbek az ER stresszre. Ezek a kisérletek
tehat nem csupan arra szolgaltak, hogy megtalaljuk a megfeleld, a késébbiekben alkalmazando
tunicamycin koncentraciot, hanem arra is, hogy felmérjiik, melyik sejt milyen intenzitassal reagal
¢s milyen mértékben tolerdlja a kornyezetében megjelend tunicamycint. A kdvetkezd 1épés a
tunicamycin altal a sejtekben indukalt ER stressz validalasa volt és annak a feltérképezése, hogy
mely ER stressz markerek lehetnek a legmegfelelébbek a kivaltott hatds detektalasara és
kovetésére. Vizsgaltuk ezért szamos ER stressz markergén expressziojanak valtozasat az epithél,
fibroblaszt ¢s makrofag sejtekben RT-qPCR modszerrel. Olyan géneket valasztottunk, melyek az
ER stressz hatasara beindulé UPR jelutak, illetve a pro-, vagy antiapoptotikus hatas megitélésére
alkalmasak és mindharom f6 molekularis utvonal (a PERK-, az IRE1a és az ATF6) indukci6janak
tanulméanyozéasara alkalmasak. Eredményeink alapjan kijelenthetjiik, hogy a tunicamycin a
kivalasztott koncentracioban alkalmas ezen sejtvonalakban ER stressz indukciora, valamint azt is,
hogy az RT-qPCR modszer jol hasznéalhaté az ER stressz szintjének nyomonkovetésére. Miutan
feltételezésiink szerint a tumor mikrokdrnyezetben a sejtek kozotti kommunikacioban, igy az ER
stressz tlirés képességének kialakitdsdban is szerepet jatszhatnak az EV-k, ezért kovetkezd
1épésként megprobaltunk ilyen vezikuldkat nyerni. Az alkalmazott protokoll megfelelének
bizonyult, hiszen sikeresen izolaltunk EV-ket tumor és epithél sejtekbdl, és a kapott EV mintakban
az EV-k mérete és méreteloszlasa is a vartnak megfelelden alakult. Majd a tumorsejt eredetii EV-
k felhasznalasaval probaltunk tovabbi bizonyitékot szolgaltatni azok immunogén sejthalalt gatld

hatdsara THP-1 makrofag sejtekben, HMGB1 immunoessz¢ alkalmazéasaval. A modszer beéllitasa



sikeresnek mondhatd, tobb parhuzamos kisérletben is elvégeztiik az esszét, de sajnos nem sikertilt
alatdmasztani az EV-k immunogén sejthalalt gatld képességét a THP-1 sejtek esetén. Ugyanakkor
szeretnénk a késdbbiekben megvizsgalni az EV-k potencialis immunogén sejthalélt gatlé hatasat

MRC-5 fibroblaszt sejteken is.

Jovobeli terveink kozott szerepel még a tumorsejtek (MCF-7, MDA-MB231) és a kontroll epithél
sejtvonal (MCF10-A2) sztromasejtekkel torténd tarskulturainak kialakitdsa. Ehhez az EV-k
szamara permedbilis poérusméretii, eltavolithatd6 membraninszerteket fogunk hasznalni. A
tarskulturd 1étrehozasat kovetden az inszerteket eltavolitva a sztromasejteket tunicamycinnel
fogjuk kezelni, majd a sejtekbél RNS-t és fehérjét izolalunk. Az izolalt RNS-bdl a palyamunkaban
leirt médon meghatarozzuk az ER stressz markerek génexpresszid valtozasat a kezelések hatasara.
A fehérje preparatumbol ER stressz marker fehérjék mennyiségének valtozasat fogjuk vizsgalni

western blottal.

Tervezziik tovabba, hogy a tumor- és kontroll sejteket EV-mentes médiumban tenyésztve az igy
"kondicionalt” médiumnak egy részébdl EV-t izolalunk, egy masik részébdl ultracentrifugalassal
eltavolitjuk az EV-kat. Ezt kovetéen EV-kal, illetve az EV-mentessé tett médiummal kezeljiik a
sztromasejteket, majd tunicamycin kezelést kovetden vizsgaljuk a sztroémasejtekben az ER stressz
markerek RNS és fehérje szintjeinek valtozasat. Amennyiben ezek a korabbi eredményekkel
Osszhangban valtoznak, az EV-kbdl és az EV-depletalt médiumbol RNS-t izolalunk és Gijgeneracios
szekvenaldssal (NGS) azonositjuk a szekretalt RNS-eket. Az EV-kal vagy EV-mentes médiummal
kezelt sztromasejtekbdl izolalt RNS-bdl pedig a kezelés hatasara bekovetkezo ,,valasz” RNS szint
valtozast mérjiik. Végiil az NGS adatokat felhasznalva bioinformatikai 6sszehasonlitast végziink a
tumoros ¢€s a kontroll sejtek altal szekretalt RNS-ek és a kivaltott valaszok kozott.
Eredményeinket a célkitlizéseknek megfeleléen 6sszefoglalva kijelenthetjiik:

1. Az MTT esszék alapjan az ER stresszt kivalto tunicamycin kezelések optimalis
koncentracidja 500 ng/ml a 24 6ras inkubacional, bar az MCF-10A esetében
megfontolandd alacsonyabb koncentracié alkalmazasa.

2. A 24 6rés, 500 ng/ml-es tunicamycin kezelések hatasara a sztromasejtek €s az emld
epithelsejtek is biologiailag és statisztikailag egyarant szignifikans génexpresszid
novekedést mutattak 3 ER stressz marker gén, a CHOP, BiP ¢és XBP1s tekintetében. A
masik 3 marker gén (ATF6, ATF4, XBP1t) kifejezdédésének valtozdsa nem minden

esetben bizonyult szignifikansnak.



3. A makrofdgok immunogén sejthalalanak tumorsejt eredetii EV-k altali gatlasat nem

sikeriilt statisztikailag szignifikdnsan alatdmasztanunk a HMGB1 immunoesszével.



7. Koszonetnyilvanitas
Szeretném megkdszonni mindazoknak akik hozzajarultak ezen tudomdnyos didkkdri munka
1étrejottéhez. Témavezetdimnek: Dr. Kiricsi Monikanak, aki lehetdséget biztosit arra, hogy a
csoportjaban dolgozzak és akihez barmikor fordulhatok irdnymutatasért; Dr. Hulidk Ildikonak aki
bevezetett a sejtes munkak rejtelmeibe €s aki mindig hasznos tandcsokkal 14t el. Dr. Mohana
Gopisettynek, akivel ugyan nem volt szerencsém egyiitt dolgozni, de munkéja megalapozta ezt a
projektet. Dr. Igaz Noranak és Adamecz Déoranak a THP-1 sejtek bemutatasaért, a HMGB esszébe
valo bevezetésért, illetve az EV izolalds megtanitasaért. Makra Ildikonak, hogy hdsiesen kiizd a
meglehetésen igényes MCF10-A2 sejtekkel és segit amiben kérjiik. Arva Hédinek, a vidam kozos
munkakért. Végiil, de nem utolsé sorban Nagy Ferencnek, akivel vallt vallnak vetve harcolunk és

aki nélkiil ez a palyamunka nem johetett volna létre.



8. Tételes szerz6i hozzajarulas

Alulirott (Kovacs Akos) nyilatkozom, hogy a 37. OTDK-ra benyujtott (ER stressz tiir6képesség

intercellularis atvitele a tumoros mikrokornyezetben.) cimli palyamunkéamban leirtak esetében

az alabbi munkafolyamatok elvégzésében vettem részt:

Részfeladat

A részvétel mértéke

(otfokozatu skalan jellemezve)

MCF-7, MDA-MB-231, MRC-5, THP-1 sejtvonalak

kezelése, HM GBI esszé végzése

fenntartdsa i
MTT esszék végzése MCF-7, MDA-MB-231,MRC-5, THP-1

sejtvonalakon i
EV  izolalas MCF-7, MDA-MB-231, MCFI10-A2

kondicionalt médiumbol i
RNS izolalas tunicamycin kezelt sejtekbol 2
THP-1 sejtek indukcioja, polarizacioja, EV és tunicamycin | 3

Kelt:2024. 04. 11. Szeged

A nyilatkozatban foglaltak helyességét megerdsitem:

Dr. Kiricsi Moénika - SZTE TTIK Biokémiai és
Koviacs Akos Molekularis Biologiai Tanszék

Palyamunkat benyujt6 hallgato

A skala egyes értékeinek jelentése:

Témavezeto

5 — Felkészités utan a feladat teljes egészét onalloan végeztem a palyamunkahoz sziikséges

mennyiségben.

4 — Felkeszités utan a feladat tobb mint felét onalloan végeztem a palyamunkdahoz sziikséges

mennyiségben.

3 — Felkészités utan a részfeladat felét onadlloan végeztem a palyamunkahoz sziikséges

mennyiségben.

2 — Felkészités utan a részfeladat kevesebb mint felét onalloan végeztem a palyamunkdhoz

sziikséges

mennyiségben.

1 — A részfeladatot folyamatos segitséggel végeztem a palyamunkahoz sziikséges mennyiségben.




9. Irodalom

1.

10.

1.

12.

Bray, F. et al. Global cancer statistics 2022: GLOBOCAN estimates of incidence
and mortality worldwide for 36 cancers in 185 countries. CA Cancer J Clin (2024)
doi:10.3322/CAAC.21834.

Urra, H., Dufey, E., Avril, T., Chevet, E. & Hetz, C. Endoplasmic Reticulum Stress
and the Hallmarks of Cancer. Trends Cancer 2, 252-262 (2016).

Hanahan, D. & Weinberg, R. A. Hallmarks of Cancer: The Next Generation. Cell
144, 646674 (2011).

Qualil, D. F. & Joyce, J. A. Microenvironmental regulation of tumor progression and

metastasis. Nat Med 19, 1423—-1437 (2013).

Hanahan, D. & Coussens, L. M. Accessories to the Crime: Functions of Cells

Recruited to the Tumor Microenvironment. Cancer Cell 21, 309-322 (2012).

Garcia-Gomez, A., Rodriguez-Ubreva, J. & Ballestar, E. Epigenetic interplay
between immune, stromal and cancer cells in the tumor microenvironment. Clin

Immunol 196, 64-71 (2018).

Kalluri, R. The biology and function of fibroblasts in cancer. Nat Rev Cancer 16,
582-598 (2016).

Su, S. et al. CD10+GPR77+ Cancer-Associated Fibroblasts Promote Cancer
Formation and Chemoresistance by Sustaining Cancer Stemness. Cell 172, 841-
856.e16 (2018).

Shiga, K. ef al. Cancer-Associated Fibroblasts: Their Characteristics and Their
Roles in Tumor Growth. Cancers (Basel) 7, 2443-2458 (2015).

Donnarumma, E. et al. Cancer-associated fibroblasts release exosomal microRNAs
that dictate an aggressive phenotype in breast cancer. Oncotarget 8, 19592—-19608
(2017).

Tommelein, J. et al. Cancer-associated fibroblasts connect metastasis-promoting
communication in colorectal cancer. Front Oncol 5, (2015).

Pollard, J. W. Tumour-educated macrophages promote tumour progression and

metastasis. Nature Reviews Cancer 2004 4:1 4, 71-78 (2004).



13.

14.

15.

16.

17.

18.

19.

20.

21.

22.

23.

Ojalvo, L. S., King, W., Cox, D. & Pollard, J. W. High-density gene expression
analysis of tumor-associated macrophages from mouse mammary tumors. Am J

Pathol 174, 1048-1064 (2009).

Su, S. et al. A positive feedback loop between mesenchymal-like cancer cells and
macrophages is essential to breast cancer metastasis. Cancer Cell 25, 605-620
(2014).

Gordon, S. & Martinez, F. O. Alternative activation of macrophages: mechanism

and functions. Immunity 32, 593-604 (2010).

Raposo, G. & Stoorvogel, W. Extracellular vesicles: exosomes, microvesicles, and

friends. J Cell Biol 200, 373-383 (2013).
Heijnen, H. F. G., Schiel, A. E., Fijnheer, R., Geuze, H. J. & Sixma, J. J. Activated

Platelets Release Two Types of Membrane Vesicles: Microvesicles by Surface
Shedding and Exosomes Derived From Exocytosis of Multivesicular Bodies and a-

Granules. Blood 94, 3791-3799 (1999).
Muralidharan-Chari, V. et al. ARF6-regulated shedding of tumor-cell derived

plasma membrane microvesicles. Curr Biol 19, 1875 (2009).

Qu, L. et al. Exosome-Transmitted IncARSR Promotes Sunitinib Resistance in
Renal Cancer by Acting as a Competing Endogenous RNA. Cancer Cell 29, 653—
668 (2016).

Umezu, T. et al. Exosomal miR-135b shed from hypoxic multiple myeloma cells
enhances angiogenesis by targeting factor-inhibiting HIF-1. Blood 124, 3748-3757
(2014).

Tominaga, N. et al. Brain metastatic cancer cells release microRNA-181c-

containing extracellular vesicles capable of destructing blood-brain barrier. Nat

Commun 6, (2015).

Zhu, L. et al. Exosomal microRNAs induce tumor-associated macrophages via
PPARYy during tumor progression in SHH medulloblastoma. Cancer Lett 535,
(2022).

Luga, V. et al. Exosomes Mediate Stromal Mobilization of Autocrine Wnt-PCP
Signaling in Breast Cancer Cell Migration. Cell 151, 1542—1556 (2012).



24.

25.

26.

27.

28.

29.

30.

31.

32.

33.

34.

Zhu, X. et al. Macrophages derived exosomes deliver miR-223 to epithelial ovarian
cancer cells to elicit a chemoresistant phenotype. J Exp Clin Cancer Res 38, (2019).
Zhang, L. et al. Microenvironment-induced PTEN loss by exosomal microRNA
primes brain metastasis outgrowth. Nature 527, 100-104 (2015).

Braakman, I. & Bulleid, N. J. Protein folding and modification in the mammalian
endoplasmic reticulum. Annu Rev Biochem 80, 71-99 (2011).

Hetz, C. & Papa, F. R. The Unfolded Protein Response and Cell Fate Control. Mol
Cell 69, 169—-181 (2018).

Elbein, A. D. INHIBITORS OF THE BIOSYNTHESIS AND PROCESSING OF
N-LINKED OLIGOSACCHARIDE CHAINS. Annu Rev Biochem 56, 497-534
(1987).

Sano, R. & Reed, J. C. ER stress-induced cell death mechanisms. Biochim Biophys
Acta 1833, 3460-3470 (2013).

Bertolotti, A., Zhang, Y., Hendershot, L. M., Harding, H. P. & Ron, D. Dynamic
interaction of BiP and ER stress transducers in the unfolded-protein response. Nat
Cell Biol 2,326-332 (2000).

Pontisso, I., Ornelas-Guevara, R., Combettes, L. & Dupont, G. A journey in UPR
modelling. Biol Cell 115, (2023).

Wang, M. & Kaufman, R. J. The impact of the endoplasmic reticulum protein-
folding environment on cancer development. Nat Rev Cancer 14, 581-597 (2014).
Zanetti, M. Cell-extrinsic effects of the tumor unfolded protein response on myeloid
cells and T cells. Ann N Y Acad Sci 1284, 6-11 (2013).

Hosoi, T., Nakashima, M. & Ozawa, K. Incorporation of the Endoplasmic
Reticulum Stress-Induced Spliced Form of XBP1 mRNA in the Exosomes. Front
Physiol 9, (2018).



10. Fiiggelék
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Fiiggelék abra 1: Mohana Krishna Gopisetty korabbi eredményei alapjan a makrofagok ER stressz
valaszat a tumorsejt eredeti EV-k moddositjdk RT-qPCR-ral és western blottal vizsgalva
(Grp78=BiP).
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Fiiggelék abra 2: Mohana Krishna Gopisetty korabbi eredményei alapjan a THP-1 makrofagok
ER stressz kivaltotta sejthaldla nem apoptotikus modon kovetkezik be (AnnexinV-FITC és
propidium-jodid dramlasi citometria és RT-qPCR alapjan), igy annak tumorsejt eredetii EV-k altali
gatlasa is mas modon torténhet.
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Mean fluorescence (a.u.)
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Fiiggelék abra 3: Mohana Krishna Gopisetty korabbi eredményei alapjan a THP-1 makrofagok
ER stressz kivaltotta immunogén sejthalalanak aldtdmasztasa calreticulin immunfestéssel (kék:

sejtmag DAPI, z6ld: membran asszocialt calreticulin FITC)



