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Bevezetés: Az extracellularis vezikulumok méret szerint hirom csoportba oszthaték, exoszomak, mikrovezikulumok és
apoptotikus testek. Az utobbi években keriiltek az exoszémak a kutatasok kézéppontjaba, mivel fontos szerepet jatszanak
a sejtek kozotti informacio dramldsaban, a tumorok kialakulésaban is lényeges szereptik lehet. A neminvaziv diagnosztika-
ban, a folyadékbiopszia madszer bevezetésével biomarkerek lehetnek.

Cél: Az exoszomak mennyiségi meghatéarozasa egészséges és petefészekrakos nék csoportjaban.

Anyagok és médszerek: A vizsgalatokba 18 f6 egészséges és 19 f6 petefészekrakos beteget vontunk be, téluk vért vettlink
le etilén-diamin-tetraecetsavat (EDTA) tartalmazd csovekbe. Az exoszéma koncentracidjat ELISA-teszttel hataroztuk meg.
Az adatokat statisztikailag kiértékeltiik.

Eredmények: Az exoszomak mennyisége lényegesen kiilonbozott a petefészekrakos és a kontrollcsoport k&zott
(1344,78+1830,3 vs. 608,05+498,82 p=0,0353). Az |-es, lll-as és [V-es stadiumu betegeknél a koncentraciékban lényeges
eltérések mutatkoztak.

Kovetkeztetések: Az exoszémak mennyiségi meghatérozasara alkalmas az 0j ELISA-kit. A petefészekrakos betegek plaz-
maéjaban lényegesen magasabb exoszéma-mennyiségek mutathatok ki, st a FIGO-besoroldssal is dsszefliggés mutatkozik.
Az exoszémak biomarkerként valé alkalmazhatosaganak vizsgalata igéretesnek tanik.
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Determine the exosome concentration in the plasma of ovarian cancer patients

Objective: The extracellular vesicles could be classified according to their size to exosomes, microvesicles and apoptotic
bodies. Exosomes became a very popular target in the research programs lately as they play pivotial role in the cell to cell
communication, they take part in the development of tumors. They could be introduced as non-invasive biomarkers in the
application of liquid biopsy in the clinical practice.

Aim: Our study aimed to determine the exosome concentration in the plasma of healthy controls and ovarian cancer
patients.

Materials and methods: We included 18 healthy control and 19 ovarian cancer patients in the study. Blood samples were
collected into EDTA tubes and plasma was separated. The concentration of the exosomes were determined by ELISA
method.

Results: There was a significant difference in the exosome concentration in the ovarian cancer and control group
(1344.78+1830.3 pg vs. 608.05+498.82 ug, p=0.0353). However, it showed correlation with the established grading (I, lll and
IV) too.

Conclusions: The recently introduced exosome ELISA kit is suitable for quantitative measurements. Plasma samples of
ovarian cancer patients contained higher exosome concentrations it seems there is a correlation with the FIGO ranking.
Further studies of exosomes as biomarkers seem to be promising.
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Bevezetés

Az exoszomik az utobbi néhdny évben keriiltek a tudomd-
nyos érdeklédés kozéppontjaba [1]. Az él6 szervezetek mii-
kodésében fontos szerepet jatszanak a sejtek és szovetek k-
zOtti  informacio dramlasaban. Az extracellularis
vezikulumokat méret szerint harom csoportba sorolhatjuk,
a legkisebbek az exoszémak (30-100 nm), a mikro-
vezikulumok kicsit nagyobbak (100 nm-1pm) és a legna-
gyobbak az apoptotikus testek (1 um-5 pm) [2]. Keletkezési
mechanizmusulk, dsszetételiik és tartalmuk is ktilénbozo. A
folyadékbiopszia elterjedésével Gj biomarkerek bevezetése
valik lehetdvé. Ezek lehetnek a sejteken, széveteken kiviil, a
kiilénbozé testfolyadékokban kimutathat6 szabad nuklein-
savak (DNS, mtDNS, mRNS, mikroRNS stb), valamint az
exoszomak [3].

Az exoszomak el6fordulnak minden testfolyadékban.
Régebben azt gondoltak, hogy a sejtek kiilonbozé bomlds-
termekeit tavolitjak el magukbdl az exoszomék. Azonban
kiderdlt, hogy ennél sokkal fontosabb szerepiitk van. A
tumorsejtekbdl szarmazé extracellullaris vezikulaknak
(mikrovezikuldk és exoszomdk) prognosztikus jelentGsége
van a tumor lokdlis terjedésében és a metasztazisok kifejlo-
désében, st a terdpia irdnti rezisztencia kialakulasaban is.
Az extracelluldris vezikulumok jelenléte az ovariumtumorok
mikrokdrnyezetében és az ascitesben egyarant kimutathatd.
Az exoszédmak sejtek kozotti informdcid dramldsaban vesz-
nek részt, a benniik taldlhaté kiillonboz6é DNS, RNS, prote-
in- és lipidmolekuldk segitségével [4].

Az exoszédmak kiilénbozd szigndlmolekuldk segitségével
keletkeznek. Tartalmukat az endoszémalis fehérjeosztalyo-
26 molekulakomplex (ESCRT) hatdrozza meg. Kiviilr6l az
exoszomakat kettésrétegli lipidmembran hatarolja.
Osszetételik az éket termel sejtek ujjlenyomatai, ennek
alapjan meghatarozhatd, hogy hol keletkeztek. A fehérjék
koztil megtaldlhato bennik az annexin, flotillin, Rab-
fehérjék, CD9, CD63, CD 81, HSP 70, HSP 90 stb. A nukle-
insavak koziil a DNS, a mtDNS, a mikroRNS, a hosszi nem-
kédold RNS, piwiRNS, a siRNS és kiilonbozé lipidek kertl-
tek eddig kimutatasra [5, 6, 7].

A petefészekrak a 8. leggyakrabban el6fordulé tumoros
megbetegedés a ndk kozott. A diagndzis felallitdsa a nem
specifikus tiinetek miatt nem egyszerti. Az alkalmazott
tumormarkerek nem elég specifikusak, érzékenyek. Sziikség
van uj biomarkerekre, erre alkalmas lehet a szabadon kerin-
g6 nukleinsavak mellett az exoszdma is. Az exoszomak izo-
ldldsa és mennyiségének a meghatdrozasa nem kénnyt fel-
adat, sok buktatdja van [8]. Ezért hatdroztuk el, hogy lemeér-
jik a petefészekrikos és kontrollszemélyek vérében egy
ujonnan forgalomba hozott ELISA-mddszerrel a keringd
exoszomak mennyiségét.

Anyagok és modszerek

Vizsgalati mintak

A vizsgélatba bevont személyeket két csoportba soroltuk,
egészséges kontroll (n=18; atlagos életkor 59,0+11,4 év) és
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petefészekrakos (n=19; atlagos életkor: 64,52+8,3 év). Tolik
6 ml EDTA-s vér keriilt levételre. A mintékat lecentrifugal-
tuk elészér 2500 g-vel 10 percig 4 °C-on, majd a leszivott
plazmat tovabb centrifugaltuk 10 perciglé 000 g-vel 4 °C-
on. A végén leszivott plazmat —-80 °C-on tdroltuk a felhasz-
ndlasig. A betegek FIGO-besoroldsa a kdvetkezd volt, 4 £6
I-es, 6 16 III-es és 9 f6 IV-es stadiumil. A tumoros esetek
sporadikus megjelenéstiek voltak. BRCA1- és BRCA2-gének
mutdci6éjanak meghatdrozdsai nem torténtek meg. Az ETT
TUKEB engedélyezte a tanulmanyt, a vizsgalatok lényegérdl
tajékoztattuk az érintetteket, akik beleegyez6 nyilatkozatot
irtak ala.

Exoszoma mennyiségi meghatarozasa ELISA-
maodszerrel

Az exoszomdék mennyiségét a kereskedelmi forgalomba
Gjonnan keriilt kettésellenanyag-szendvics ExoTEST ELISA
Kittel (HansaBioMed Life Sciences, Lonza, Tallin,
Esztorszag) hatdroztuk meg. A gyértd protokolljat kovettiik
a meghatarozasok soran. A mintdkat duplikdtumokban
mértiik le és 0,2 ml plazmat hasznaltunk fel a mérések so-
ran. Az ELISA lemezek pan-exoszoma ellenanyagokkal let-
tek bevonva, amelyek alkalmasak tobb fajta biologiai mintd-
bdl szarmazd exoszéma megkotésére. Majd specialis
exoszoma specifikus elleni ellenanyaggal tértént az inkuba-
cié, ezt kdvetden a méasodlagos ellenanyag keril bemérésre,
amely HRP-vel konjugdlt. A szubsztrat hozzdaddsa utan 450
nm-en tortént a leolvasds ELISA-leolvaséval. Liofilizdlt
standardokat is tartalmaz a kit [9]. Az elsGdleges ellenanyag
monoklonalis antihuman CD9.

Statisztikai kiértékelés

Az adatok statisztikai kiértékelése soran Mann-Whitney-
tesztet alkalmaztuk, a szignifikancia szintjét p<0,05-ben ha-
taroztuk meg.

Eredmények

Alacsony mintaszammal végzett elétanulmanyunkban [é-
nyeges kiilonbséget talaltunk a petefészekrikos és a kont-
rollcsoportba sorolt csoportok exoszomaszintje kozott
(608,05 + 498,82 pg vs. 1344,78 + 1830,3 pg, p=0,0353). A
FIGO-besaroléssal is dsszetiggés mutatkozott a kettésellen-
anyag-szendvics ELISA-mddszerrel. Az 1. dbra grafikusan,
az 1. tabldzat szamszerdien mutatja a kapott eredményeket.
Az exoszoma-koncentriacio a FIGO-besorolassal is dssze-
fiiggést mutatott, legmagasabb a I'V-es stadiumu csoportban
volt.

Az exoszémak szdma a kontrollcsoportban 1,22x10" +
9,98x10'* db/ml, a petefészekriakos csoportban 2,69x10" +
3,66x10" db/ml volt.

Megbeszélés

A petefészekrakos és egészséges egyének exoszoma szérum-
szintjét elsékent hatdroztuk meg ELISA-teszttel. Alacsony
mintaszdmmal végzett elétanulményunkban Iényeges kii-
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Kontroll
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lonbséget talaltunk a két csoport exoszomaszintje kozott
(608,05 + 498,82 pg vs. 1344,78 + 1830,3 pg, p=0,0353). A
FIGO-besorolassal is dsszefiiggés mutatkozott, azonban a
mintaszam jelenleg nem teszi lehetdvé a részletesebb statisz-
tikai elemzést, de nagyon biztatdak az eredmények és tovab-
bi munkara dszténoznek benniinket.

Természetesen ahhoz, hogy valoban biomarkerként le-
hessen alkalmazni a kitet tobb vizsgalatot kell elvégezni na-
gyobb létszama populacidban. Meg kell vizsgdlni, hogy az
életkor, a testtomeg, a fizikai allapot, és egyéb betegségek
hogyan hatnak a keringésben kimutathaté exoszémdk
mennyiségére. Nagy a kihivas, hogy az exoszémak teljes sza-
bad nukleinsav, protein- ¢s lipidtartalmat meghatérozzuk,
és Osszefuggést taldljunk a kiilonboz betegségek kialakula-
saval. Valamint a kezelések hatékonysdgdnak a monitori-
zéldsdra, vagy esetleg kezelésként is alkalmazzuk Gket. Egy
2012-es tanulmany 11 271 fehérjét, 2375 mRNS-t és 764
miRNS-t irt le belélik [10].

A petefészekrik egyike azoknak a megbetegedéseknek,
amelynek kezelése még mindig kihivést jelent az onkologu-
sok szdmdra. A korai kimutatas elGsegitené a megfeleld te-
répia idoben torténd elkezdését. A klinikai gyakorlatban al-
kalmazott CA-125 tumormarker nem elég érzékeny és spe-
cifikus. A CA-125 egy magas molekulasulyu glikoprotein,
amely azoknak a sejteknek a felszinén mutathatd ki, ame-
lyek Miiller-tipust epitheliumbdl differencidlédnak. A CA-
125 érték mas négyogydszati folyamatok sordn falspozitiv
eredményt mutathat, igy az ovuldcio, a menstrudcid és a va-
randdssag, de holyag- és majrdkban is [11]. Az alkalmazott
kit a CD9 molekulat mutatja ki, amely egy sejtfelszini prote-
in, a tetraspanin csaladba tartozik. A sejtek vandorlasat, ad-
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hézidjat befolyasolja, segiti a vérlemezkék aktivaciojat és
aggregaciojat [12].

Jelentds kutatasok folynak 6j megbizhato biomarkerek
megtalalasara. Igéretesnek tiinnek a keringésben megtaldl-
hato szabad nukleinsavak, amelyek a folyadékbiopsziabol
gyorsan kimutathatok. Kozilik foleg a mikroRNS moleku-
lak kutatdsa szolgal kifejezetten biztatd eredményekkel.

A masik ilyen bizalomra okot adé teriilet az exoszémak
kimutatasa. A tumoros megbetegedések eldorejelzésében, a
kezelések monitorizdlasdban az extracellularis vezikulumok
szintén értékes biomarkerek lehetnek. A daganatbol szdr-
maz6 exoszomdk nagy mennyiségben mutathatok ki a ke-
ringésben. Ezek szerepet jatszanak az attétképzésben, hiszen
méretitknél fogva konnyen bekertilhetnek a keringésbe, a
sejtek nagyobb méretiiek, nehezebben jutnak be [13].

Az extracellularis vezikulumok szerepe a tumor terjedése
szempontjabol kettds:

1. Immunszuppressziv fehérjetartalmuk révén, a cito-
toxikus T-sejtek és NK-sejtek aktivitisanak gatlasdval
fékezik a tumorellenes immunvalaszt.

2. Résztvesznek a tumorsejtek szdmdra kedvezd mikro-
kérnyezet kialakitdsdban. In vitro igazoltdk, hogy az
extracellularis vezikulak a T-sejt jelatviteli utvonalak
reverzibilis gatlasaval akadalyozzak a T-sejt aktivaciot,
ezzel kedveznek a tumor terjedésének [14, 15].

Az ovariumbdl szarmazd exoszomak jellemzése arra mu-
tat rd, hogy specidlis glikolizacidos mintdzatuk, ezért alkal-
masak lehetnek biomarkernek. A daganatos betegségek
patomechanizmusaban a tumoreredetii extracelluldris vezi-
kulumok fontos szerepet toltenek be. Az exoszomak szere-
pet jitszanak a tumor terjedésében, a nyirokcsomo- és
hematogén attétek kifejlédésében. Gyengitik az immunva-
laszt és a tumorral kapcsolatos véralvadasi zavarok kialaku-
ldsdban is szerepiik van. Adjuvans terdpiaként szolgalhat a
vérarambol valo eltdvolitdsuk a daganatos megbetegedések-
ben [16, 17].

Az immunszuppresszor hatds kialakulasinak pontos
megismerése segitheti a kezelések hatékonysaganak a no-
velését [13]. Az exoszomak szerepet jatszanak az angio-
genezisben is. A magasabb stadiumi betegekbdl izolalt
exoszomak fehérjetartalmat vizsgilva ATF2 (activating
transcription factor 2) és MTA1 (metastasis associated
protein 1) proteineket mutattak ki, amelyek segitik az
angiogenezist [16]. Az anti-angiogenezis szintén egyik te-
rapids eszkoz lehet. Az Emblica officinalis (indiai egres,
vagy Amla) kivonatat alkalmazva petefészekrakos betegek-
ben csokkent az IGFR1-szint, ami a miR-375 sejten belilli
és exoszomalis koncentracio emelkedésének a kovetkez-
ménye volt [18].
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Crow és mtsai a platinarezisztencia kialakuldsdban kifejtett
hatdsat vizsgaltdk az exoszomaknak. Platinarezisztens petefé-
szek-daganatbol izoldlt exoszomdkkal képesek voltak érzékeny
sejteket ellendlléva alakitani. Ebben az epithelidlis-mesen-
chimalis dtalakulds, valamint a SMAD4-mutécié kialakuldsa
jatszott szerepet. Ebben a folyamatban az SMAD4/SMAD?3 ut-
vonalban résztvevd gének vesznek részt. Az epithelidlis-
mesenchimdlis atalakulds szerepe jol ismert a kemoterdpiaval
szembeni rezisztencia kialakuldsdban [19, 20, 21].

Kovetkeztetések

Az itt bemutatott eredményekkel az exoszéma-koncentracio
meghatérozdsdnak egy viszonylag egyszer(i formdjat mutat-
juk be. El6zetes eredményeink biztatdak és tovabbi vizsga-
latok sziikségességét indokoljak. A folyadékbiopszia felhasz-
naldsa az exoszomdk mennyiségének meghatarozdsaval egy
lehetséges biomarker lehet a petefészekrdk kimutatdsaban.

A szerzéknek nincsenek érdekeltségeik.
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