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ISOLATION AND CHARACTERISATION OF EXTRACELLULAR
VESICLES (EVS) FROM LYMPH NODES
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Extracellular vesicles (EVs) are a general term used to des-
cribe lipid bilayered particles that are released by cells into
the extracellular space. EVs can be isolated in a variety of
ways such as from cell culture supernatants, biofluids or pri-
mary tissue interstitial space. Despite their well describe
roles in immunological process, until now there is a deep lack
of information about EVs found in lymph nodes. Here we
describe EV isolation and characterisation from mouse inqu-
inal lymph nodes. First we assessed the number of animals
needed to obtain enough EV samples for downstream stu-
dies. We used 6-10 weeks old (57BL/6 female mice and
found that approximately 0.02g of inguinal lymph node tis-
sue could be extracted from per mouse. Lymph node cells
were immunophenotyped after treatment with enzymes
using a CytoFlex S cytometer revealing positicity for markers
of DC cells, B cells, T cells and granulocyte markers. EVs were
isolated from the lymph node tissue and further character-
ised with standard EV methodologies. The average concent-
ration was found to be 1.9e10£2.1e10 particles/mL and
5.9e10+1.4e10 particles/mL for medium- and small-sized
EVs respectively. EV markers were analysed with an Apogee
A60 high resolution flow cytometer. Within the all three
sized-based populations, the (D81 marker was found to be
the most abundant on EVs. Taken together, the isolation and
characterization of EVs from lymph nodes shown in this work
will enable further studies to understand immune processes
and will be applied in immunisation models.

Keywords: extracellular vesicles, exosomes, lymph nodes,
flow cytometry
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A CITOKINEK, KEMOKINEK, PROTEAZOK ES PROTEAZ-
INHIBITOROK PIKKELYSOMOR SULYOSSAGAVAL OSSZEFUGGO
KIFEJEZODESE A TUNETMENTES BORBEN
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Pikkelysomorben a betegek teljes epidermisze, tehat a tii-
netmentes (TM) és tiinetes teriiletek is 6roklétten rendelkez-
nek a betegségre jellemzd Iézidk kialakitasdnak képességé-
vel. A TM bér pedig potencidlisan biztositja a széveti kor-
nyezetet, ahol az elvdltozasok kialakulhatnak. Mivel a citoki-
nek, kemokinek, protedzok és inhibitoraik fontos szerepet jat-
szanak a szdveti szervezddés szabalyozasaban, célunk volt
osszehasonlitani ezen fehérjéket az enyhe (atlagos PASI:
9,06) és sulyos (atlagos PASI: 28,93) pikkelysomaros betegek
TM és egészséges (EG) donorok teljes punch biopszidi kozott
protein array modszerrel. Kigydjtottik a legaldbb kétszeres
vdltozdst mutatd (csokkend vagy emelkedd) fehérjéket, me-
lyekkel a Reactome over-reprezentdcios tesztet végeztiink,
hogy feltarjuk a kétszeres véltozast mutatd fehérjék &ltal
érintett legrelevansabb folyamatokat. Az EG-b6rhoz képest
mindketté TM-csoportban csokkenést mutato fehérjék funk-
cioi féként a hemosztazishoz kapcsolddtak. Az enyhe TM-b6r-
ben az EG-bérhéz viszonyitva csokkenést mutatd fehérjék a
p53-fiigg6 sejthaldlhoz kapcsolddo és az extracellularis mat-
rix (ECM) degraddciojaval 6sszefiigg folyamatokat befolya-
soltak. Osszehasonlitva a stlyos TM- és az EG-bért, a csokke-
nést mutatd fehérjék leginkabb az immunrequléciohoz kap-
csolddtak, mig a megnévekedett fehérjék a RUNX1-hez kap-
csolédo 1-es transzkripcios faktor funkcidihoz tartoztak. A su-
lyos TM-bérben az enyhe TM-hez képest megnovekedett fe-
hérjék leginkabb az ECM degradacidjat befolyasolték, mig a
csokkenést mutatok leginkdbb a metil-CpG-k6td protein 2-vel
kapcsolatos folyamatokat érintették. Eredményeink alapjan a
citokinek, kemokinek, proteazok és protedz inhibitorok kife-
jez6dése madr az enyheTM-bérben is egyértelmlen kilon-
bozik az EG-bértél, és az enyhe és sulyos TM-bér is eqyér-
telmden kilonbozik egymastdl, ami a betegség sulyossaga-
val dsszefiiggé megvaltozott szoveti organizaciora utal. To-
vabbi vizsgalatok feltarhatjdk, hogy a TM-bér valtozésai elére
jelezhetik-e az enyhe vagy sulyos pikkelysémérben szenvedé
egyének betegségének kimenetelét.
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A NYAJIMMUNITAS DINAMIKUS JELLEMZOI: HASONLOSAGOK
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Hattér. A kanyaro elleni védelemben tapasztalt immunizacios
hidnyossagok - kilongsen a SarsCoV-2 jarvany, valamint a
kézelinkben folyo fegyveres konfliktusok okdn potencidlisan
akadoz6 oltasok miatt - aggodalomra adhatnak okot. Hor-
vatorszdg és Magyarorszag egyarant kanyaréendémids or-
szagok szomszédsdgdban fekszik.

Anyag és modszer. Célunk volt, hogy dsszehasonlitsuk az
életkor szerinti szeroprevalencia eredményeket a hatarokon
atnyul6 régioban. 950 anonim horvatorszagi minta anti-ka-
nyar6 antitestszintjét (1gG) hasonlitottuk 6ssze kordbbi ma-
gyarorszagi eredményekkel (n > 3500 minta) és kordbbi hor-
vétorszagi szeroprevalencia adatokkal (n = 1205). A szero-
pozitivitasi aranyokat sajat fejlesztési anti-MMR indirekt ELISA-
modszerrel hatéroztuk meg (kontrollként Euroimmun IgG ELISA-
készleteket hasznaltunk).

Eredmények. A horvat mintdkban mért szeropozitivitasi
aranyok nagymértékben atfedésben voltak a korabban pub-
likdlt magyar adatokkal; a legalacsonyabb, 78%-o0s szeropo-
zitivitasi aranyt a 34-43 éves egyének korében mértuk. Ez ér-
dekes mddon atfedést mutat a horvatorszagi, kordbban pub-
likalt adatokkal is. Bar a két orszag epidemiolégiai torténete
eltérd, a kanyard iranti életkor-specifikus fogékonysagban ana-
|6gidkat fedeztiink fel.

Kovetkeztetés. Azt feltételezziik, hogy a vakcinaldsban va-
16 esetleges egybeesések mellett a vakcindlads indukalta hu-
mordlis immunitds természetes bioldgiai dinamikdja is hoz-
zdjarulhatott a tapasztalt hasonldsdgokhoz. Eredményeink ta-
nulsagqul szolgalhatnak a jelenlegi COVID-19 elleni vakcindza-
si stratégidval kapcsolatban is.
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Bevezetés: Napjainkban mar jol ismert, hogy a daganatok ki-
alakulasa eqy Gsszetett, evolucios folyamat, melynek kime-
netele nagymértékben figg a tumorsejtek és mikrokdrnye-
zetiik kozti kommunikdciotol. Szamos tanulmany az extracel-
lularis vezikulak (EV) dltal kozvetitett molekuldris informdciok
vizsgalatat célozza meg, és kevés szakirodalmi adat 4l ren-
delkezésiinkre a kiilonbozd sejttipusok kis méretl EV (SEV)
termelésének kvantitativ 6sszehasonlitdsardl. Jelen kutatds-
ban eltérd szdveti eredetii és morfologidji emlds sejtkulturak
sEV-termelési kapacitasat és vezikularis fehérjekibocsatasat
hasonlitottuk dssze.

Anyagok és modszerek: Munkank soran feldllitottunk egy
heterogén sejtkultira panelt (n = 17), kilonboz6 eredet(
(egér, majom, human), morfoldgidjd (adherens, nem adhe-
rens) és allapott (normal tumor) sejtkultdrdk bevondsaval. A
vezikuldkat differencidlsziiréssel és ultracentrifugaldssal izo-
laltuk, majd nanorészecske-kovetd analizisnek (NTA) és BCA
fehérjevizsgalatnak vetettik ald.

Eredmények: A tumorsejtek sEV-termelése dtlagosan ma-
gasabb, mig vezikularis fehérje-kibocsatasa alacsonyabb volt,
mint a normal sejtek csoportjaban. Tehat az sEV-k fehérjetar-
talma (fg/sEV) negativan korreldlt a sejtek SEV termelésével.
Példaul a THP-1 human akut monocitds leukémia sejtek ter-
melték a legtabb sEV-t, mig a vezikuldris fehérje-kibocsatas a
primer mesenchymalis Gssejteknél (MSC) volt a legmaga-
sabb. Emellett a vezikularis fehérjetermelés korreldlt a kultu-
rak duplikacios idejével (rS = 0,729; p < 0,001) és a sejtmé-
rettel (rS = 0,578, p = 0,015).

Konkluzio: Kisérleteink bizonyitottdk, hogy a sejtek SEV-
termelési képessége szamos sejtfizioldgiai és mikrokornye-
zeti tényez6tdl fiigghet. Két SEV termelési stratégiat tudtunk
elkiloniteni egymastol; (i) alacsony sEV-termelés magas fe-
hérjetartalommal, valamint (ii) magas sEV-termelés alacsony
fehérjetartalommal. Kvantitativ adataink értékes informaci-
okkal szolgalhatnak a jovébeli in vitro vizsgélatokhoz, vala-
mint klinikai jelent6ségiik, hogy hozzéjarulhatnak (i) a kilon-
b6z6 daganatok patofiziologidjanak leirdsdhoz vagy (ii) az
SEV alapd terdpidk hatékonysdganak felméréséhez.
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