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Prof. Huzella Tivadar

Orvos, hisztolégus, bioléogus, egyetemi tanar.




Prof. Huzella Tivadar

A hazai mikroszk6pos anatémia, a szovettan, a fejlodéstan és az altalanos
biolégia kiemelkedd, nemzetkozi szinten elismert alakja

Szovettenyészeteket hozott Iétre, "mikrochirurgias"” miitéteket végzett, és a
sejtosztodast mozgoéfilmre véve a hazai mikrokinematografia megalapitoja lett.

Nagy jelentéségiiek a sejtkozotti allomany (biomatrix) biolégiajara és a
rostképzédésre vonatkozé kutatasai

Az 1933-0s cambridgei és az 1936-os koppenhagai nemzetkozi kisérletes
sejttani kongresszusok elnoke, 1939 Anatomische Gesellschaft kongresszus
féoszervezébje (Budapest)




Prof. Huzella Tivadar

,,Ki javithatna meg az emberek erkolcsét, ki tehetné azt életrevalébba,
boldogitéova, ha nem az orvos, akinek orvosi gondolkozasat,
orvosi mikodését nem mardl holnapra valtozé erkolcsi felfogas
szabalyozza, hanem a jonak és rossznak megitélésében
az élet orok principiuma az allandé mérték-egyseége”

http://www.hrb.hu/2011/mbsz/1/VERTES Laszlo
Huzella Tivadar az etikaert a bekeert.pdf
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Anatomiai, Szovet- és Fejlodéstani Intézet

Az intézet elnevezése:

1921-tdl Anatdmiai Intézet

1927-t61 Anatdmiai és Bioldgiai Intézet

1969-t6] Anatdmiai, Szdvet- és Fejlddéstani Intézet

Az intézet igazgatoi:
1921-1933 ~ HUZELA TIVADAR ny.r .tanar
1933-1934 ORSOS FERENC ny.r. tanar
1934-1944  JANKOWICH LASZLO ny.r. tanar
1944-1945  SANTHA KALMAN ny.r. tanar

DOCZY EMIL tanarsegéd, mb. vezetd
1945-1950  TORO IMRE ny,r. tanar
1950 KATONA ISTVAN intézeti tanar, mb. igazgatd
1950-1975  KROMPECHER ISTWVAN egyetemi tanar
1975-1994  SZEKELY GYORGY egyetemi tanar
1994- ANTAL MIKLOS egyetemi tanar

Az Anatdmiai Intézet torténete 1921-ben kezdddik Huzella Tivadar ny.r. tanar, igazgatd kinevezeésével. JA korabel
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fejlddestan es az altalanos biologiai elméleti eldadasat, demonstraciokat, boncolasi és szovettani gyakorlatokat dlel
fel Az intézet oaptikai hisztotechnikal és anatdmiai miiszer- és vegvszetfelszerelése maodot nvdit dnalle




Extracellularis matrix

Az extracellularis matrix proteoglikanjaival
(aggrekannal) szembeni T sejt valasz és autoimmunitas
vizsgalata




Extracellularis matrix

aggrekan T sejt epitop arthritogén T seijt aggrekan epitop-specifikus T
szerkezet, aggrekan hibridoma izolalasa sejt epitop hierarchia leirasa
arthritis jellemzése

— : — i . matrix bonté
9|U'§023m|n09"k§n glikozidazoknak mint az
oldallancok szerepének . RA Gj prediktorainak
igazolasa arthritisben azonositasa

Az extracellularis matrix proteoglikanjaival
(aggrekannal) szembeni T sejt valasz és autoimmunitas
vizsgalata




Extracellularis vezikulak vizsgalata (2005-)




Az extracellularis vezikularis kompartment

50- 100 nm o apoptotikus testek

aktivalt és tumor sejt

Gvoray et al. Cell Mol Life Sci. 2011. 68:2667-88.



A vezikulakeéepzeés evoluciosan konzervalt

« Gram-negativ baktériumok

« Gram-pozitiv Bacillus anthracis

» Eukaryota parazitak (Trypanosoma, Leishmania)

« Gombak (Ascomycetes és Basidiomycetes)

v




Adaptiv sejtvalasz tipusok
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Gyorgy et al. Cell Mol Life Sci. 2011, 68:2667-88.



Extracellularis vezikulak

Vezikulak (> 30 nm)

5nm
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Src kinase Ig domain

Nat Immunol. 7, 1139 - 1142 (2006)



Az extracellularis vezikulak funkcioi

Komplex intercellularis informacio-atvitel:
molekulak nagy koncentracioban
célbajuttatasa, degradaciétél valé védelme
(MRNS, miR)

Veszélyes molekulak eltavolitasa (pl. MAC)

A donor sejt funkcioéinak tamogatasa,
térben kiterjesztése (antigénbemutatas
(MHC és Ag transzfer, tumor terjedés)




Az extracellularis vezikulak funkcioi

Exoszomalis mMRNS- és miRNS transzfer
Nat. Cell Biol. 9: 654-9, 2007

A kering6 glioblastoma eredetii mikrovezikulak
diagnosztikus biomarkerek.
Nat Cell Biol 10: 1470-1476, 2008

Onkogén EGFRUvIlI receptorok horizontalis transzfere
Nat Cell Biol. 10: 619-624, 2008

siRNS agyba juttatasa iv. oltott exoszémakkal
Nat Biotechnol. 29. 341-347, 2011




Extracellularis vezikula alapu diagnosztika
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Sajat vizsgalataink

1. Els6ként végeztiink 6sszehasonlité vizsgalatokat a
kiilonboz6 vezikula populacidk esetében
(MS és meta-analizis)

2. A vizsgalati eredményeket befolyasolé preanalitikai
tényez6k szerepének standardizalasa

3. Mikrovezikulak vizsgalatara alkalmas médszerek
bevezetése és az analizist zavaré tényezok azonositasa

4. Az eredmények alapjan a mikrovezikula alapu
diagnosztikus eljarasokat kisérliink meg kifejleszteni.




1. Thymus sejt eredetii mikrovezikulak és apoptotikus testek vizsgalata (MS)

Apoptotic body Apoptotic microvesicle
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Enzimek (kinazok pl. Lck), transzporterek, citokinek, ion csatorna fehérjék,

G proteinnel kapcsolt receptorok, transzmembran receptorok

Turiak L — Misjak P. J Proteomics. 2011;74:2025-33.



Meta-analizis

Exoszoma

Mikrovezikula

134 studies in the ExoCarta database

Denzitas gradiens UC P
MS >5 emlés protein

6 vizsgalat

*Admyre et al. 2007
*Bard et al. 2004
*Graner et al. 2009
*Looze et al.2009
*Matthivanan et al. 2010
*Wubbolts et al. 2003

Kritériumok

~ 350 atfedd

fehérje

97 studies, PubMed

Publea

G Differencialcentrifugalas
MS > 5 emlo6s fehérje

7 vizsgalat

*Aoki et al. 2007

Banfi et al. 2005

*Dean et al. 2009

*Garcia et al. 2005
*Prokopi et al.2009
Peterson et al. 2008
*Turiak-Misjak et al. 2011

Szabo G Tamas



AKktin jelatviteli fehérjék mikrovezikulakban
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AKktin jelatviteli

fehérjék exoszomakban
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AKktin jelatviteli fehérjéek
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Integrin jelatviteli fehérjék exoszomakban

‘ Exosomal proteins

ECM
protein
RTK
Va: 4 ‘GRBZ/
ey~
S/
GRB7
CRK
7N L
l’l'gC\K)MEDDg
A\

Integrin mediated
signaling

£2000-2011 Ingenuity Systems, Inc. All ights reserved.

Transporter Enzyme
Peptidase
P Molecular
) group
Kinase A\
Trans-
Other membrane
receptor
ECM ECM ECM ECM ECM ECM

protein protein

protein protein protein

Gaveolin
L 1 FAK it
ko 720 A A\ =R =9
‘ Raxilip=TFAK (Talin)) ¥ “\Talm,«‘)MK Src” Paxillin' ‘]LK*PaMn a ‘l\, oJ J‘
GHO </ = \\ Baxillh ) - /ﬁ\ LKAP TLK <«
\
// S { A 77N FzINCH1 \ ’
|GRB2) - ; /
N
sos AND—SO AxT|  Gsk:3p PTEN

AbI1

CRKL
Growth factor
receptor signaling

MLK3 - MLK3

AND—BD.CEG

c-Raf PAK

CRKL MKK4

\\ ‘

JINK1

PI3K Signaling

Whnt Signaling
JNK/SAPK-mediated
transcription

ERK/MAPK-mediated
transcription

Cytoskeletal rearrangements

Cell motility

1.Cell a%hesion

2.Cell activation
3.Cell motility

4.Tumor invasion




Integrin jelatviteli fehérjék
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2. Preanalitikai tényezok szerepe
vérplazma mikrovezikulak vizsgalata soran

Alvadasgatlas szerepe Sejt- és vérlemezke-mentesités szerepe

Sejtek és

apoptotikus testek 1x 300g 10°

International Society of Thrombosis
and Haemostasis standardizaciés
workshopjaban valé részvétel

Gyorgy et al. , Szanto et al.
koézlemények elokésziiletben



3. A mikrovezikulak aramlasi citometrias mérésének

standardizalasa




A mikrovezikulak méretének meghatarozasa
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Synovialis folyadék mikrovezikulak

Vérplazma mikrovezikulak (50,000x)
(50,000x)

Gyorgy et al. Blood. 2011;117:e39-48.



A mikrovezikulak méretének meghatarozasa

2. Atomer6 mikroszkoépia (AFM), shaded topography

Vérplazma mikrovezikulak Synovialis folyadék mikrovezikulak

Gyorgy et al. Blood. 2011;117:e39-48.



A mikrovezikulak méretének meghatarozasa

A mikrovezikulak mérete Dinamikus fényszéraselemzés
a TEM és AFM képek alapjan (DLS)
30 30
TEM TEM
§ 20 4 § 204
© 2
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('_U .
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Mikrovezikulak méreteloszlasa: 80 - 400 nm

Gyorgy et al. Blood. 2011;117:e39-48.



Az immunkomplexek méretének
meghatarozasa
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Mesterségesen elballitott immunkomplexek

Gyorgy et al. Blood. 2011;117:e39-48.



Az immunkomplexek meéretének meghatarozasa

Természetes immunkomplexek (DLS)

AFM LF-anti-LF RA SF IgG ICs RA SF IgM ICs
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Mesterségesen eldallitott immunkomplexek (DLS)
Gyorgy et al. Blood. 2011;117:e39-48.



Alpozitiv aramlasi citometrias jelek

Mikrovezikula kapun belul

Immunkomplexek
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Nanoparticle tracking analysis (NTA)

Particle scattering
laser beam

A metallised
surface

Laser beam Parlicles to be viewed
(Approx. 50 um wide) are suspended in liquid




Nanoparticle tracking analysis (NTA)

Vérplazma mikrovezikulak Immunkomplexek

Gyorgy et al. kézirat elokésziiletben



A synovialis folyadéek mikrovezikulak méreteloszlasa (NTA)
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Osteoarthritis

Rheumatoid arthritis

Gyorgy et al. kézirat elokésziiletben




Synovialis folyadék mikrovezikulak EM képe

Rheumatoid arthritis, 50,000x Osteoarthritis 50,000x

Amorf, nem vezikula jellegii komponensek a mikrovezikula preparatumokban

Gyorgy et al. kézirat elokésziiletben



Mikrovezikulak-fehérje aggregatumok elkulonitésére javasolt modszer:

differencial detergens lizis

Mikrovezikulak Immunkomplexek

RA SF RA SF RA SF RA SF
< /| Amiten 7 s /| iTiton o
<: i - L —_— |
SSC L. SSC
. © | +Triton X100 (Tx el6tt) — (Tx utan)
' = = MV szam

Referencia gyongy

Gyorgy et al. Blood. 2011;117:e39-48.



4. Mikrovezikula mintazat RA-ban

CD3* és CD8*
mikrovezikulak
jellemzoek RA-ra

Gyorgy et al. kézirat elokésziiletben



Osszefoglalas

« EM, AFM, DLS, NTA: mikrovezikula atméroé: 80- 400 nm

A fehérje komplexek biofizikai paraméterei atfednek a
mikrovezikulak értékeivel (méret, fényszoéras, ulepedés)

A fehérje komplexek mikrovezikula-szerii jelet adhatnak
detektalas soran

A fehérje komplexek szennyezhetik a mikrovezikula
preparatumokat

» Az altalunk bevezetett ,,differencial detergens lizis” modszer
lehetoséget teremt a mikrovezikulak fehérje aggregatumoktoél valé
elkulonitésére, és alkalmazasa a patomechanizmus uj
osszefuggéseire hivhatja fel a figyelmet.




Az eredmenyek relevanciaja

Fokozott immunkomplex termelodés:

- fertozések

« autoimmun megbetegedések
 hematologiai betegségek

e tumor

MV-t utanozo jelet ad FACS soran:

« avidin-biotin komplexek
* indirekt immunfestés
 antitestek onaggregacidja




Comment on Gyérgy et al, page e39, Blood, 27 January, Volume 117, Number 4.
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Verplazma mikrovezikulak FACS analizise

Autoimmun
megbetegedések

Cardiovascularis Haematologiai
megbetegedések megbetegedések

Daganatos Egyéb korképek

.

A mikrovezikulak szama emelkedett
~ 150 kozlemény

megbetegedések

Gyorgy et al. Cell Mol Life Sci. 2011, 68:2667-88.



Folyamatban 1évo és tervezett munkak

Thymus vezikulak szerepének vizsgalata a centralis T sejt
tolerancia kialakitasasban

Diagnosztikus fejlesztés

A vezikulak autoimmun preventiv vakcinaciora torténo
felhasznalasi lehetoségének vizsgalata

Poszttranszlaciosan modosult vezikulak biologiai szerepének
vizsgalata
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