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Bevezetés 

PhD-hallgatói munkám során elsődleges célom az volt, hogy az extracelluláris vezikulák (EV-k) 

szerepét a tumorbiológiában elmélyítsem. Az EV-k nanométeres nagyságrendű, kettős 

membránnal határolt struktúrák, amelyek különböző makromolekulákat – többek között 

fehérjéket, lipideket, nukleinsavakat és egyéb jelátviteli molekulákat – szállítanak [1]. Az EV-kat 

egyre szélesebb körben ismerik el, mint az intercelluláris kommunikáció kulcsfontosságú 

közvetítőit, mivel képesek bioaktív molekulákat stabil formában célsejtekhez juttatni [2]. Tekintve, 

hogy az EV-kutatás viszonylag fiatal és gyorsan fejlődő tudományterület, jelentős potenciállal bír 

a daganatprogresszió mélyebb megértésében. 

 

1. ábra. Az extracelluláris vezikulák sematikus ábrázolása. Az EV-k minden sejt által termelt, 
nanoszkopikus méretű, membránnal határolt részecskék, amelyek jelen vannak minden 
testfolyadékban. Számos molekulát szállíthatnak: lipideket, fehérjéket, különböző típusú RNS-
eket, DNS-töredékeket és egyéb jelátviteli molekulákat. Készítve: Biorender.com. 

Az EV-k korábbi kutatások alapján a daganatprogresszió szinte minden fázisában 

közreműködhetnek [3]. A daganatsejtek által kibocsátott EV-k onkogén fehérjéket és nukleinsavak 

hordozhatnak, amelyek befolyásolhatják a sejtek morfológiáját, serkenthetik a sejtek 

proliferációját, migrációs képességét, invazív potenciálját [4] - [6]. Az EV-k nemcsak a tumorsejtek 

autonóm tulajdonságait erősíthetik, hanem aktívan formálhatják a tumormikrokörnyezetet is: 

aktiválhatják a fibroblasztokat [7], modulálhatják az immunválaszt [8], átstrukturálhatják az 

extracelluláris mátrixot [9], valamint elősegíthetik a véredényképzést is [10]. Emellett integrinek 

által irányított szervpreferenciájuk révén távoli szövetekre is képesek hatni, elősegítve a 

premetasztatikus niche kialakulását [11]. 
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Ugyanakkor még nem teljesen ismert, hogy a daganatfejlődés mely szakaszaiban bírnak az EV-k a 

legkritikusabb szereppel. Elsősorban a daganat korai növekedését támogatják, vagy inkább a 

szisztémás terjedésben és a áttét képződésben töltenek be kulcsszerepet? Ez a kérdés kiemelt 

motivációként szolgált PhD-kutatásom számára. 

A kérdés megválaszolásához melanóma szolgált modellként – ami egy rendkívül agresszív 

daganat, magas áttétképző potenciállal és specifikus onkogén mutációkkal [12]. A melanóma 

előrehaladott stádiumaihoz társuló rossz prognózis egyik fő oka, hogy a célzott terápiákkal 

szemben szinte kivétel nélkül kialakul rezisztencia [13]. Mivel a melanómás betegek 

többségében aktiváló BRAF-mutációk vannak jelen [14], a terápiás megközelítések 

középpontjában elsősorban a BRAF-gátlók (BRAFi) (pl. vemurafenib, dabrafenib, encorafenib) 

állnak [15] - [17]. Bár MEK-inhibitorokat (MEKi) is alkalmaznak a klinikumban, a megjelenő 

rezisztencia továbbra is gyakori és jelentős kihívás [18]. Újabb kutatások szerint az EV-k 

hozzájárulhatnak a terápiás rezisztencia kialakulásához rezisztenciával összefüggő molekulák 

terjesztésével [19], [20], a gyógyszerek megkötésével [21], vagy a tumormikrokörnyezet 

befolyásolása révén [21]. E folyamatok EV-közvetített aspektusainak feltárása új terápiás 

célpontokat és beavatkozási lehetőségeket azonosíthat. 

Az EV-k másik jelentős tulajdonsága, hogy jelen vannak a különböző testfolyadékokban, és 

tükrözhetik a szülői sejtek molekuláris sajátosságait, íly módon jellemezhetik a tumorok 

heterogén szerkezetét. Ezek a tulajdonságok rendkívül ígéretes biomarkerekké tehetik őket, 

segítségükkel akár kevésbé invazív diagnosztikai eljárások fejleszthetők [22]. Ennek vizsgálatára 

egy korábban kevésbé alkalmazott testfolyadékot, a mellhártyák közötti térben felgyülemlő és az 

itt megtalálható daganatok mikrokörnyezetét képviselő pleurális eƯúziót elemeztem [23]. Az 

akkumulálódott pleurális folyadékot gyakran a betegséget kísérő tünetek enyhítése céljából 

leszívják, így ez egy nagy mennyiségben rendelkezésre álló diagnosztikai célú testfolyadék lehet. 

Nem-kissejtes tüdőrákban (NSCLC) és pleurális mezoteliómában (PM) szenvedő betegek 

esetében e folyadék felgyülemlése igen gyakori. Továbbá, jóindulatú, pleuritiszes betegek esetén 

is előforduló tünet [24]. Ugyanakkor, e három megbetegedés elkülönítése és diagnosztikája 

továbbra is kihívást jelent. Az EV-k pedig képviselhetik a mellhártyaűrben fellelhető daganatokat, 

illetve a mikrokörnyezet válaszát ezekre a folyamatokra, így ezen partikulumok felszíni 

markereinek vizsgálata diagnosztikai potenciállal bírhat [25]. Továbbá, az EV-khoz társuló 

molekuláris mintázatok gyakran komplexek és nehezen felismerhetők, a gépi tanuláson alapuló 

módszerek hatékony eszközöket nyújthatnak az ilyen mintázatok feltárásához, melyeket 

hagyományos elemzésekkel nem lehetne kimutatni.  
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Célkitűzések: 

A disszertáció átfogó célja az EV-k szerepének vizsgálata a daganatok progressziójában, a célzott 

terápiákkal szembeni rezisztencia kialakulásában, valamint a pleurális folyadék eredetű EV-k 

diagnosztikai alkalmazhatóságában. A kutatás konkrét célkitűzései az alábbiak: 

 Az EV-k szerepének feltárása a tumorprogresszióban, különös tekintettel a primer tumor 

növekedésére és a metasztatikus potenciálra. Ezek proliferáción, szferoid növekedésen és 

migráción keresztüli vizsgálata, olyan sejtvonalakat alkalmazva, amelyek különböző 

progrediáltságot modelleznek, de azonos genetikai háttérrel rendelkeznek. 

 Az EV-k funkciójának mélyebb megértése a BRAF- és MEK-inhibitorokkal szembeni 

rezisztencia kialakulásában, elsősorban egysejt követésen alapuló migrációs analízisek 

révén, olyan EV-k felhasználásával, amelyek eltérő gyógyszerérzékenységű sejtvonalakból 

származnak: 

o  Az EV-k hatásának vizsgálata vemurafenibbel szemben kialakuló rezisztenciában – egy 

első generációs BRAF-inhibitor, amelyet azon betegek kezelésére alkalmaztak, akiktől az 

egyes sejtvonalak származnak. 

o A kombinációs kezeléssel (dabrafenib – BRAFi, és trametinib – MEKi) szemben kialakult 

rezisztenciában az EV-k jelentőségének vizsgálata olyan sejtvonalakon, amelyek korábban 

BRAF-gátlónak voltak kitéve. 

o Rezisztens sejtvonal-klónok előállítása, hosszútávú alacsony koncentrációjú kombinált 

encorafenib (BRAFi) és binimetinib (MEKi) kezeléssel. A kialakuló fenotípusos eltérések 

jellemzése, valamint annak vizsgálata, hogy az ezen klónokból származó EV-k milyen 

mértékben képesek támogatni a kombinációs kezelés után fellépő rezisztenciát – vizsgálva 

az EV előkezelés hatásait is. 

 Az EV-k diagnosztikai potenciáljának vizsgálata a mellűri régió megbetegedéséiben 

(NSCLC, PM, pleuritis), egy több felszíni fehérjét együttesen detektáló kereskedelmi kit 

(MACSPlex) segítségével.  

o Az egyes felszíni markerek diagnosztikai potenciáljának meghatározása a betegcsoportok 

között. 

o Gépi tanulási algoritmusok alkalmazása annak érdekében, hogy az EV-felszíni markerek 

mintázata alapján a betegek besorolásának pontosságát növeljük. 

o Alternatív betegosztályozási stratégiák értékelése, a diagnosztikai teljesítmény 

összehasonlítása: (i) minden beteg bevonása a klinikai daganatos előzmények alapján, 

ezek alapján többféle osztályozás készítése illetve (ii) azok kizárása, akiknél a klinikai háttér 

összetett vagy másodlagos tumorokkal rendelkeznek. Ezáltal annak megítélése, hogy a 

szigorúbb beteg osztályozás javítja-e az EV-alapú diagnosztikai klasszifikáció pontosságát. 
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Módszerek 

A vizsgálatokat olyan sejtvonalpárokon végeztem, melyek ugyanabból a betegből származtak vagy 

egymás klónjai voltak. Ultracentrifugálással izoláltam az EV-kat, majd a részecske koncentráció 

és méreteloszlás elemzését NTA-val (Nanoparticles Tracking Analyses-el), a fehérje mennyiség 

mérését Qubit fehérje assay-el, a lipid koncentráció vizsgálatát SPV assay-el és a jellemző felszíni 

markereket gyöngyhöz kötött áramlási citometriával mutattam ki. Ezt követően, minden esetben 

a szülői sejtet és ennek párját is mindkét sejtvonaltól származó EV-kkal kezeltem, és a vezikulák 

szerepét vizsgáltam a sejtek proliferációjában, szferoid képzésében és migrációjában. A sejtek 

relatív életképességét a kezelést követő 72. órában SRB assay-el határoztam meg, míg a szferoid 

képződést 7 napon keresztül figyeltem meg. A sejtek mozgását 24 órán keresztül a félautomata 

módon működő CellTracker-rel [26] követtem, majd az xy koordinátákból teljes megtett utat (TTD) 

és átlagos négyzetes elmozdulást (MSD) határoztam meg, illetve az időfüggő görbékből 

statisztikai összehasonlíthatóság érdekében görbe alatti területet számítottam. A sejtek BRAFi és 

MEKi valamint ezek kombinációjának érzékenységét szintén SRB assay-el határoztam meg, 

továbbá kombinációs indexeket számítottam, hogy megállapítsam, hogy a kombinációs kezelés 

esetében a két anyag erősíti-e egymás hatását. Az EV-k gyógyszerrezisztenciában betöltött 

szerepét a sejtmigráció viszgálata során elemeztem. Emellett, alacsony koncentrációjú hosszú 

távú kezeléssel (8 hónap) BRAFi (encorafenib) és MEKi (binimetinib) rezisztens sejtvonal 

klónokat hoztam létre. Ezen klónok megváltozott fenotípusát jellemeztem (proliferációs és 

migrációs képesség valamint, morfológia elemzése). Ezen felül, a klónok által termelt vezikulák 

mennyiségét is összehasonlítottam a korábban leírtakhoz hasonlóan. Végül az EV-k rezisztencia 

átvitelét két megközelítésben vizsgáltam: (i) EV-k és BRAFi-MEKi együttes alkalmazása, illetve (ii) 

előkezelés EV-kal és 24 óra letelte után BRAFi-MEKi alkalmazása.  

NSCLC, PM és pleuritis betegek pleurális folyadékából méret kizárásos kromatográfiával és 

ultrafiltrálással izoláltam EV-kat, annak érdekében, hogy azok diagnosztikai potenciálját 

vizsgáljam. Majd a részecskeméret-eloszlást Nanoparticle Tracking Analyses-el, a 

fehérjetartalmat Qubit-assay segítségével határoztam meg, míg a tetraspanin markerek (CD9, 

CD63, CD81) expresszióját nFCM-el vizsgáltam egyedi EV-szinten. A felszíni markerek 

mintázatának elemzését MACSPlex-kittel (gyöngyhöz kötésen alapuló immunológiai eljárás) 

végeztem a gyártói protokoll szerint. Ezzel 37 fehérje illetve 2 izotípus kontroll szintjét határoztam 

meg a mintákban. Majd, a felszíni markerek expressziós mintázatát gépi tanulási algoritmus 

segítségével elemeztem. Továbbá a betegeket négy különböző klasszifikációs séma alapján 

soroltam csoportokba a klinikai kórtörténetük figyelembevételével és ezekben a csoportokban a 

felszíni markerek eloszlását ismét az alkalmazott algoritmussal elemeztem.  
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Új Tudományos Eredmények 

I. A melanóma eredetű EV-k elsősorban a sejtmigrációt serkentik, kevésbé hatnak a 
proliferációra és a szferoidképződésre. 

A vizsgálathoz melanóma sejtvonalpárokat használtam, melyek ugyanazon betegből 

származtak vagy egymás klónjai voltak és különböző progrediáltságú tumorokat képviseltek. 

Az EV-k izolálása minden sejtvonal esetén sikeresen megtörtént, Az EV-k fehérje- és 

lipidtartalma nem mutatott jelentős eltérést a különböző malignitási fokú sejtvonalak között. 

Az EV-kezelés néhány esetben befolyásolta a proliferációt, míg a szferoid növekedési 

képesség megegyezett kontroll sejtekével. Ezzel szemben a migrációra gyakorolt hatásuk 

markánsabb volt: általánosan fokozott sejtmozgékonyságot figyeltem meg. Továbbá, a munka 

kiemelkedő erőssége, hogy az EV-mediált migrációt egyedi sejtszinten elemeztem – ilyen 

mélységű vizsgálatokat leíró irodalmat nem találtam. 

II. A gyógyszerrezisztens melanóma sejtvonalakból származó EV-k hozzájárulnak a 
rezisztencia kialakulásához. 

a. Az EV-k által kiváltott migrációs képesség növekedés a BRAF-gátló kezelés mellett is 
fennáll. 

A sejtvonalak vemurafenibbel és dabrafenibbel szembeni alapérzékenységét meghatároztam, 

és a GI50 értékekhez közeli dózisokat választottam a további kísérletekhez. A rezisztensebb 

sejtvonalakból származó EV-k képesek voltak ellensúlyozni a BRAF-inhibitorok migrációgátló 

hatását, ami arra utal, hogy az EV-k hozzájárulnak a rezisztencia kialakulásához. Továbbá, hogy 

a rezisztens sejtek EV-i különböző molekulákat hordoznak, mint a szenzitív sejtek által termelt 

vezikulák. 

b. A kombinált BRAF–MEK gátlás hatékonyságát az EV-k csak korlátozottan befolyásolják 

A sejtek érzékenységét a BRAF-MEK kombinációs kezelésre szintén vizsgáltam, illetve, 

igazoltam a köztük lévő szinergikus hatást kombinációs indexek számítása révén. Az EV-k 

egyidejű jelenléte mellett sem a MEK-gátlás, sem a kombinált kezelés hatékonysága nem 

csökkent számottevően. Ugyanakkor a migráció gátlás mérséklődött, ha a sejtek az 

inhibitorokkal történő kezelést megelőzően EV kezelésen estek át, ami időfüggő hatásra utal. 
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2. ábra. Az EV-k hatásainak összefoglalása melanómaprogresszió és célzott terápia elleni 
rezisztencia kontextusában. A) Az EV-k hatása inkább sejtmigráció fokozó, mint proliferáció vagy 
szferoid növekedés serkentő. Mely fokozott migrációs képesség BRAF-gátlás (vemurafenib, 
dabrafenib) mellett is megmarad, amennyiben a rezisztens sejtekből származó EV-kat 
alkalmazzuk, azonban BRAFi-MEKi (dabrafenib + trametinib) kombinációs kezelés esetén ez nem 
megfigyelhető.; B) A létrehozott BRAFi-MEKi-rezisztens sejtvonalak esetében csak az EV-
előkezelés volt képes részben ellensúlyozni az encorafenib-binimetinib (BRAFi-MEKi) kombináció 
migrációgátló hatását. 

 

III. NSCLC, PM és pleuritis betegek pleurális folyadékából származó EV-k eltérő felszíni 
markerprofilokat mutatnak. 

a. A betegcsoportok megkülönböztetésére a CD4, CD8, CD44, CD326 és MCSp markerek 
a legalkalmasabbak 

 Az EV-k izolálása pleurális folyadékból sikeresnek bizonyult, jelentősebb különbséget a 

részecskeméret-eloszlásban vagy fehérjetartalomban a betegcsoportok között nem 

tapasztaltam. A felszíni markerek expressziójának vizsgálata multiplex gyöngyalapú 

módszerrel történt, mely alapján a pleurális eredetű EV-profilok jelentősen eltérnek a 

plazmában található EV-ktől, és aktív vezikuláris kommunikációra utalnak a tumor 

mikrokörnyezetében. A CD44 és MCSp markerek jellemzően PM-hez társultak, míg a CD8 

pleuritisre, a CD326 pedig NSCLC-re és általános malignitásra utalt. Emellett a CD4 és CD44 

markerek különbséget tettek a PM altípusai (epitheloid vs. nem epitheloid) között is. 
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b. Az EV felszíni markerek gépi tanulásalapú elemzése képes volt azonosítani azokat a 
besorolási bizonytalanságok, amelyek elsősorban másodlagos daganatos 
megbetegedéssel rendelkező betegekhez köthetők; ezen esetek kizárása 
eredményezte a legnagyobb pontosságot. 
 

A felszíni marker expressziót gépi tanuláson alapuló algoritmusok segítségével analizálva a 

betegek többsége helyesen besorolható az adott betegcsoportba. Ezenfelül, az algoritmus 

képes rámutatni a klasszifikáció esetleges gyengeségeire. Ennek alapján többféle 

betegosztályozási stratégiát készítettem a betegek kórtörténete alapján: ’eredeti’ (citológiai 

diagnózis alapján), ’tumor-fókusz’ (a szervezetben jelenlévő bármely daganat szerint), ’pleura 

érintettség’ a malignitás pleurális jelenléte alapján), ’daganat típus’ (NSCLC, PM és egyéb 

daganatok elkülönítése), és ’szigorú kritérium’ szerint (szekunder malignitások kizárása). Ezek 

közül a szigorú kritériumokon alapuló megközelítés eredményezte a legpontosabb 

osztályozást az NSCLC és PM betegek esetében. 

 

3. ábra. A pleurális folyadékból származó EV-k felszíni markerprofilja, diagnosztikai 

potenciálja és az alternatív klasszifikációk gépi tanuláson alapuló elemzése A) CD326 

(EpCAM) magasabb expressziót mutat NSCLC-betegek esetén; B) CD44 és MCSp emelkedett 

szintje figyelhető meg PM-ben; C) CD8 egy inkább pleuritishez köthető marker; D) CD4 és CD44 

markerek magasabb szinten vannak jelen epitheloid PM-ben, mint a nem epitheloid altípusban; 

E) A különböző klasszifikációs stratégiák közül a „szigorú kritérium” szerinti csoportosítással volt 

az algoritmus teljesítőképessége a legkiemelkedőbb. 
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Társadalmi hasznosulás 

A kutatás mélyíti ismereteinket az EV-k daganatprogresszióban és terápiarezisztenciában 

betöltött szerepéről. A melanóma-sejtekből származó EV-k elsősorban a sejtmigrációt, és nem a 

proliferációt vagy a szferoidképződést serkentik, ami rávilágít a tumorinvázió és metasztatikus 

potenciál mögöttes mechanizmusaira. Az egysejt szintű migrációs vizsgálatok alkalmazása új 

dimenziót ad az EV-k funkcionális jellemzéséhez. A terápiarezisztencia kontextusában a 

rezisztens sejtvonalakból származó EV-k képesek fenntartani a migrációs aktivitást még BRAF-

inhibítor kezelés mellett is, ami arra utal, hogy az EV-k a túlélési jeleken túlmenően, specifikus 

gátló hatásokat leküzdeni segítő molekulákat is képesek szállítani. Bár a kettős BRAF-MEK gátlás 

hatékonysága nagyrészt megmarad EV-k jelenlétében is, az EV-előkezelés némi gátlást moduláló 

hatása arra enged következtetni, hogy ezek a vezikulák komplex időigényes folyamatokat 

indukálnak, nem csak a különböző gyógyszerek bekebelezésében/megkötésében vesznek részt.  

Ezek az eredmények hozzájárulnak az EV-k szerepének egyre szélesebb körű elismeréséhez a 

daganatbiológiában, és hangsúlyozzák potenciáljukat terápiás célpontként. 

A kutatás további jelentős társadalmi értéke az EV-k felszíni marker expressziójának elemzésében 

rejlik, melyet pleurális folyadékból – egy könnyen hozzáférhető, minimálisan invazív 

folyadékbiopsziás mintából – végeztem, amely közvetlenül tükrözi a tumorkörnyezet aktuális 

állapotát. Noha a pleurális folyadék klinikai szempontból releváns, az EV-k tekintetében eddig 

kevéssé feltérképezett, különösen az NSCLC és a PM, valamint a pleuritis 

diƯerenciáldiagnosztikája terén. A vizsgálat során betegségspecifikus EV-marker mintázatok 

váltak azonosíthatóvá, amelyek megerősítik a már diagnosztikai potenicállal rendelkező markerek 

– például a CD326 (EpCAM) és CD44 – relevanciáját, valamint új jelöltek felfedezését is lehetővé 

tették. A gépi tanulási algoritmusok alkalmazása tovább növelte a klasszifikációs pontosságot, és 

azt mutatta, hogy az összetett eseteket kizáró, jól definiált betegcsoportosítások eredményezik a 

legmegbízhatóbb diagnosztikai különbségeket. 

Összességében az eredmények támogatják az érzékenyebb és specifikusabb, EV-alapú folyadék 

biopsziás diagnosztikai eljárások fejlesztését, melyek kevésbé invazívak, mint a hagyományos 

szöveti biopsziák. A betegség során felgyülemlő és a betegek tünet enyhítésének jóvoltából 

rendelkezésre álló pleurális folyadékok felhasználásával ez a kutatás megalapozza az újabb,  

pontosabb betegjellemzést biztosító diagnosztikai eszközök fejlesztését. Az ilyen jellegű 

fejlesztések hozzájárulhatnak a betegellátás színvonalának emeléséhez, miközben elősegítik a 

hatékonyabb és költségtakarékosabb egészségügyi ellátást. 
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