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Összefoglalás 
Az NM23 (tumor szupressor, Non-Metastatic gene) homológjainak expresszió és funkcionális vizsgálata munkánk központi eleme. A fehérjecsalád tagjainak legjobban ismert funkciója a sejtmigrációra gyakorolt negatív hatása, de 
számos egyéb regulációs szerepe is lehet (endoszómaképzés, apoptotikus bekebelezés, vezikula-transzport, celluláris energia, citoszkeletális átrendeződések).  Az MDA-MB-231 humán emlőcarcinoma sejtvonalban korábban 
igazoltuk a H1/H2 és NDK-1 hasonló, a migrációs képességet negatívan szabályozó funkcióit. Ezekben a genetikailag módosított sejtekben a túlexpresszáltatott NM23 homológokkal összefüggésben a potenciális adhéziós, 
metasztatikus és anyagcsereváltozásokat kívánjuk vizsgálni in vitro és in vivo. Célunk a H1/H2 homológok daganatos környezetet is érintő hatásainak feltérképezése, különös tekintettel a daganatsejtek extracelluláris, a 
mikrokörnyezetet érintő hatásaira, terápiás érzékenységgel kapcsolatos metabolikus változásaira és a háttérben zajló metabolikus szabályzók (TORC1, C2) fehérjeszintű aktivitás vizsgálatára. Tisztázni kívánjuk, hogy a 
szérumban megjelenő NM23 valóban a daganatsejtekből származik-e, milyen mechanizmussal kerül a sejtekből az extracelluláris térbe (exocitózis, exosomális, nekrotikus törmelék, apoptotikus testek) és mi a szerepe. 
A szérumból, tenyészetekből az NM23 H1/H2 vizsgálatát újonnan fejlesztett ELISA-val különbőzö sejtmintákból, sejtek felülúszójából, illetve az előbbiből frakcionált exosoma preparátumokból is tervezzük. 
In vitro kezelésekkel (exosomaképzés farmakológiai gátlása vagy Rab27 silencing, Dynasore-exocitózis gátlása, medroxiprogeszteron-NM23 expresszió fokozása, NM23 tartalmú felülúszó preparátumok) vizsgálnánk: a sejtekből 
ürülő NM23 mennyiségét, lokalizációs változását, felderítve a kijutás módját, bioenergetikai hátterét, a sejtek metabolikus profiljának és mTOR aktivitásának változását.  Az extracelluláris NM23 homológok más sejteket érintő 
hatásakor relokalizációs vizsgálatainkat a fúziós-MYC/FLAG TAG fehérjék segítenék ko-kulturákban (monocyta/makrofág sejtvonalban, monocyta-leukémia sejtvonalakban, fibroblasztokban) és in vivo xenograft modellben. 
Párhuzamosan paraffinos, esetleg fagyasztott primer és áttéti human emlőtumor mintapárokban, emlődaganatos betegek szérumában (új gyűjtés) vizsgálnánk az NM23 H1/H2 expresszióját, elemeznénk a szérum és szöveti 
NM23 expresszió és a klinikai adatok összefüggéseit.   
 

Fő kérdések: 
NM23 H1-H2 izoformáinak funkcionális vizsgálata 
- Lokalizációja (EC-IC-exosoma?) 
- Extracelluláris térbe jutásának vizsgálata 
- Metasztatikus képességre gyakorolt hatás 
- Metabolikus hatás (glikolízis/TCA; PKM1/2; 
             Akt/mTOR aktivitás  
Modell: 
MDA-MB231 (ER-, PR-, HER2-; Tripla negatív) emlő carcinoma 
 Nm23 H1, H2, NDK1 izoforma transzfektánsok 
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Vezikula Munkacsoport 
 
Felülúszó vezikula frakcióinak 
jellemzése, izolálása, exosoma 
vizsgálatok  

NDPK Munkacsoport 
 
NM23 H1/H2-t 
overexpresszáló sejtvonalak, 
H1/H2 ELISA mérések, 
NDPK-Dynamin vizsgálatok, 
Apoptotikus clearence  
 
 

Tumorbiológia - mTOR Munkacsoport 
             
Sejtvonalak metabolikus jellemzése, 
mTOR aktivitás vizsgálatok, 
Ko-kulturák,  
in vivo xenograft modellek 

A Szinergia lényege From ATCC 

Exosoma izolálás (korábbi vizsgálatokban) 
Ultracentrifugálás (UC) időtartamának hatása az kinyerhető exosomák 
minőségére .(A) Elektronmikroszkópos felvételek az exosomákról 1, 3, 6 or 14h UC 
után period; (B) Az Izolált exosomák méreteloszlása image analízis 
meghatározással; (C) Méretoszlása dynamic light scattering alapján. (D) Az 
exosoma homogenizátumok fehérje koncentráció tartalma. 
Baranyai T.,…, Buzás EI et al. PLoS One 2015 

(A,B,C) MDA-MB231 H1, H2 és NDK-1 transzfektált 
sejtvonalakban az overexpresszált fehérjék 
kimutatása  
(A) Loading kontroll;  
(B) FLAG::NM23 H1 és FLAG::NDK1 kimutatása;  
(C) MYC::NM23 H2 kimutatása (Western blot) 
Fancsalszky L. ,…Takács-Vellai K. PLoS One 2014. 

(D) MDA-MB231 H1, H2 és NDK-1 transzfektált 
sejtvonalak migrációs képessége a kontrollhoz 
képest csökken (Boyden kamrában migrált sejtek 
száma) 
K1, K2 kontrol vektor transzfektált 
HA1, HA2: NM23 H1, HB1, HB2 NM23 H2,  
CE1, CE2 NDK1 transzfektánsok 

A modell sejtvonal, az MDA-MB231 metabolikus karakterisztikája: extrém emelkedett glikolitikus aktivitás 
                              és csökkent, minimális citrát kör kapacitás 
                              2-hydroxi-glutarát (2-HG) onkometabolitot termeléssel  

HT-1080 tumorsejtvonal  
exosomáinak méreteloszlása  
rapamycin kezelés előtt és után  

És, ami még jön… 

Extracelluláris vezikulá k (apoptotikus testek (APO), mikrovezikulák (MV) és 
exoszómák (exo) méreteloszlása és elektron mikroszkópos képe. Osteikoetxea 
X et al. PLoS One. 2015 Mar 23;10(3):e0121184. 
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