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Az extracellularis vezikulak tortéenete
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The activators of blood clotting present in mammalian tissue, 7.e. the
agents responsible for the conversion of prothrombin to thrombin, have
been shown to be lipoproteins of a very high particle weight (1-3). These

Erwin Chargaff substances readily form sediments in a strong centrifugal field (31,000¢),
but remain in solution when subjected to weaker centrifugal forces (5000g).
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~platelet dust”



,dust” or ,particle™?

,Microvesicles between cell processes of T-40 cells (human ovarian serous cystadenocarcinoma). Some
microvesicles are closely associated with plasma membranes (arrows). X 70,000”



Az extracellularis vezikula termeles altalanos sejtbiologiai jelenség

Az .extracellularis vezikulak” (EV-k) sejtek altal termelt, kett6s
lipid réteggel hatarolt részecskéek, amelyek bnmagukban nem
képesek osztodni, mivel nincs bennuk mikoddképes sejtmag.
Az EV termelés filogenetikailag konzervalt sejtbioldgiai
jelenség.
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Salmonella typhimurium Leishmania donovani

doi: 10.1093/femsre/fuy042

DOI:10.1152/ajpcell.00536.2019



Extracellularis vezikulak a szervezetben
Minden szovetben és testfolyadékban jelen vannak — BIOMARKER?!

http://www.journalofextracellularvesicles.net/index.php/jev/article/view/27066



Az extracellularis vezikulak heterogenitasa

Ektoszomak Exoszomak

Buzas EI. Nat Rev Immunol. 2023 Apr;23(4):236-250.
doi: 10.1038/s41577-022-00763-8.



Az EV termeles heterogenitasa nem eukariota kizardlagossag
(nanotubus képzés)

Human sejtek

Shewanella oneidensis

Thermococcus
prieurii sp.

(hyperthermophilic archaeon)

doi: 10.1093/femsre/fuy042



Az extracellularis vezikulak biogenezise

Ektoszéma képzddés lépései:
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Az extracellularis vezikulak biogenezise:
apoptotikus testek

Apoptotikus test képzodés lépései:

Sejtmembran szétesés a citoszkeleton
atrendez6dése miatt
\!
Membran kitiremkedés (az aktomiozin
mozgas okozta intracellularis
nyomasfokozddas miatt)

Apoptotikus test kepzbdés
Jellemzdi:
Az elpusztulo sejtek feldarabolédasa soran a

sejtalkotd ,elemek” membranba
csomagolodva valnak le a pusztulo sejtrdl.

J. of Nanobiotechnology 21, 218 (2023)



Milyen hatasok indukaljak az EV termelest?

Nyugalmi allapot Aktivalt allapot Apoptozis

DOI: 10.1002/path.6138



Fizikal hatasok - EV termelés

Néhany példa:

1. Nagy intenzitasu edzés utan
a thrombocyta-eredetll EV
szam T a keringésben
(kOzepes / kis intenzitasu
edzés soran nem
detektalhatd)

2. Az endotél-eredetl EV-k

szama nem valtozik

https://doi.org/10.3389/fphys.2020.604274



Fiziologias allapot - EV termelés

A terhesség megvaltoztatja a plazma MV mintazatot




Virusfertdzés - EV termelés

Persistent HCV Infection Promotes Release of Extracellular Vesicles and Exosomes
Fert6zés nélkul

———

Hosszu ideig tarto fert6zés (kronikus)

-

DOI: 10.3390/cells10050984




Egyseges nevezektan?

Peter Wolf 1967.
,platelet dust”

Cancer Research Frontiers. 2015 Apr; 1(2): 208-224



Natural

Arteficial / induced

Ajanlott nevezektan

Minimal information for studies of extracellular vesicles MISEV2023

doi: 10.1002/jev2.12404




Miért hasznaljuk még a regi nevezektant is?
A meéreteloszlas az izolalas maodjatol fugg

MISEV2018

Gyorgy-Szabo et al. Cell Mol Life Sci 2011.



Extracellularis vezikulak izolalasa

se[e|ozl QualQ) ueldele 1au9N

10.1007/s00018-019-03071-y



Immunaffinitas alapu izolalas



Immunaffinitas alapu izolalas



Az EV méretbdl nem kovetkeztethetunk a biogenezisre

https://doi.org/10.3389/fimmu.2018.00738



Az EV izolalas kihivasai

Avagy miért kell fenntartasokkal viseltetnink az eredményekkel szemben?

Leggyakrabban alkalmazott modszerek

https://doi.org/10.1038/s41598-019-55477-0



MISEV 2023
Minimal information for studies of extracellular vesicles

A méretkizarasos kromatografia (SEC) az EV-ket méret szerint izolal, igy az 6sszes EV-tipus
egyutt nyerhetd ki.

A differencialis ultracentrifugalas (dUC) az EV altipusokat méretuk/tomeguk alapjan valasztja

szét, de a nagy sebességgel torténd izolalassal az NVEP-k (nem-vezikularis extracellularis
réeszecskeék) is egyutt ulepednek.

Sok ,exoszoma-tisztitd” készlet kicsapast (P) alkalmaz, igy nem tiszta exoszomakat vagy akar EV-
ket, hanem EP-keveréket izolal.

Az affinitas-precipitacio (AP) specifikusabb lehet az EV-kre, de az exoszomakra nem.

Mi a kérdés?



Az eredmények osszehasonlithatosaganak alapja az
alkalmazott modszerek pontos leirasa

A MISEV 2023 javaslata a slrlséggradiens centrifugalassal izolalt EV-k mddszertani leirasara:

Reporting recommendations: for differential (ultra)centrifugation, report the following:
® speed, rotor type, and time of centrifugation, to allow calculation of the adjusted k-factor
(to apply to other rotors) and the sedimentation coefficient of the pelleted EPs;

® tube type and sample volume in the tube;
® temperature during centrifugation;

® acceleration and deceleration (brake) settings.



Mi a kerdes?
Az EV-k vizsgalati lehetoségel

,oingle vesicle analysis (SVA)"

"Populacids" szintli vizsgalatok "Individualis" szintl vizsgalatok
fehérje tartalom / nukleinsav tartalom / fényszorason alapulo optikai fluoreszcens optikai nem optikai
Osszetétel Osszetétel modszerek modszerek modszerek
transzmisszids
elektronmikroszkdpia
western blot analizis (WB) |polimeraz lancreakcié (PCR) fénymikroszkdpia araml3si citometria (FACS) |(TEM)
atomerd mikroszkdpia
tomegspektrometria (MS) aramldsi citometria (FACS) fluoreszcens mikroszkopia (AFM)
szuperrezolucios Impedancia alapu flow
dinamikus fényszéras (DLS) fénymikroszkdpia (STED) cytometria
fluorescensz nano tracking
nano tracking analysis (NTA) analysis (F-NTA)
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Az extracellularis vezikulak altalanos hatasai

Parakrin / endokrin Juxtakrin Autokrin

https://doi.org/10.1038/cddis.2016.336



Hogyan fejtik ki hatasukat az EV-k?
1 B 3

https://www.biochempeg.com/article/257.html



Az extracellularis vezikulak hatasail

Fehérje-asszocialt funkciok:

* Immunmodulacio (pl. TGFb; IL-1b)

» Kemokin szekrécio (pl. MIF; CCL2, CCL3, CCL4, CCL5, CCL,20)
*Apoptodzis indukcié (membranhoz kotott TNFa; CD95L)
RNS-asszocialt funkciok:

« mMRNS, mRNS fragmentumok , hosszu nem-kédold RNS, miRNS, riboszomalis RNS, tRNS
fragmentumok

* Gyulladas (pl. miR155); tumor terjedés (pl. miR223); immunszuppresszio (pl. miR150), stb.
DNS-asszocialt funkciok:

» Mitokondrialis DNS (mtDNS), egyszalu DNS, kétszalu DNS (dsDNS) és onkogén amplifikatumok (pl.
c-Myc)



Az extracellularis vezikulak hatasail

Sejtfunkciok szabalyozasa:

« Jelatvitel szabalyozasa (pl. receptorok eltavolitasa, beta catenin, Wnt, miRNS-ek)
» Sejtre karos strukturak eltavolitasa (komplement fehérjék, antibiotikumok)
Intercellularis kommunikacio:

» Specialis szekrécios forma

« Komplex informacioé horizontalis transzfere (membran fehérjék, szénhidratok, lipidek,
cargo molekulak pl. RNS

Orvosi alkalmazhatosag
» Diagnosztikai markerek (folyékony biopszia)

 Terapias eszkozOk és/vagy célpontok, vakcina fejlesztés



Pelda: Dendritikus sejt eredetl extracellularis vezikulak

Kostimulacio

NK sejt modulacio Antigén prezentacio

Adhezio

https://doi.org/10.1016/bs.ircmb.2019.08.005



https://doi.org/10.1016/bs.ircmb.2019.08.005

Az antigénspecifikus T sejt valaszok kivaltasa DC-eredetl EV-k réven

A ,donor” DC MHC-peptid komplexet expresszald
EV-t bocsat ki, amit a ,Recipiens” DC felvesz. (1)

A recipiens DC keresztprezentacioval megjeleniti
a felszinén a kivulrél felvett MHC-peptid
komplexeket: DC — Th interakcié (2) DC- Tc
interakcio (3)

A recipiens DC mas mechanizmussal is
bemutathatja az antigént, pl. az EV-k felvétele
utan a szallitott peptidek atkerulhetnek a
befogadd sejt MHC-molekulaira, majd a
membranba kertlnek (4 és 5)

A donor sejtrél levald MHC-peptid komplexeket és
ko-stimulalé molekulakat tartalmazé EV-k
kozvetlenul aktivalhatjak a Th és a Tc sejteket (6
és7)

https://doi.org/10.1016/bs.ircmb.2019.08.005



https://doi.org/10.1016/bs.ircmb.2019.08.005

T sejt eredetl extracellularis vezikulak: EV szerep az immun-

szinapszisban
Cells 2022, 11(5), 790; https://doi.org/10.3390/cells11050790

Stimulus: MHC-p — TCR + kostimulacids szignal
IS (immun szinapszis) - MTOC polarizacié + egyidejlleg intravezikularis transzport a kozponti

szupramolekularis aktivacios klaszter (cSMAC) felé
Th: citokin tartalmu granulumok; Tc: citolitikus granuluumok; mindkét sejttipusban: MVB (exoszéma képz6dés)

TCR+/miRNS tartalmu vezikulak
felvétele DC altal
(DC aktivacio / modulacio)


https://doi.org/10.3390/cells11050790

Extracellularis vezikulak a gyogyaszatban

Biomarkerek

Terapias lehet6ségek

doi: 10.3390/biology 10050359



A tumorsejt eredetl EV-k mint biomarkerek

Extracellular Vesicle based Assays : CLIA Validated and Clinically Used

Serial Company Kit Name Function CGMP CLIA
No

Non-invasive urine test that measures three
important genomic RNA biomarkers which can
guide physicians in determining the need for a
Exosome EPI test ExoDx Prostate® _ o .
1 _ ) prostate biopsy. It is intended for use in men 50 Yes Yes
Diagnostics (IntelliScore) ] . _
years or older with a prostate-specific antigen
(PSA) 2-10ng/mL (“Grey Zone") presenting for an

initial biopsy

CLIA = Clinical Laboratory Improvement Amendments
CGMP = Current Good Manufacturing Practices

Az ExoDx Prostate (IntelliScore) az exoszomalis RNS-t elemzi harom olyan biomarkerre vonatkozoéan,
amelyekrdl ismert, hogy a high-grade prosztatarakban szenved6 férfiaknal kifejez6dnek.






Koszonom a megtisztelo figyelmuket!




