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Kivonat

A ciklodextrinek (CD) a természetben is el6fordulo ciklikus oligoszaharidok. A CD-k toro-
idalis szerkezetiik lehet6vé teszi a lipidek és az apolaris gyégyszermolekulak kapszulazésara.
A természetben el6fordulé gydgyszerhatoanyagok fellendiilésével a CD-ket gyodgyszeripari al-
kalmazasokban is hasznaljak. Kiemelten az apolaris hatéanyagok oldédasanak fokozasara.
Az extracellularis vezikulak (EV-k) jelent&s hatast gyakorolnak a tumor attétképzédésre és
a gyogyszerrezisztencia mechanizmusaira, igy a sejtek kozotti kommunikacié 1étfontossagu
alkotoelemét képezik.

A CD-k képesek kolcsonhatasba 1épni a membranlipidekkel, potencidlisan befolyasolhatjak
az EV-k transzportjat is, igy kozvetetten modosithatjak a tumorsejtek kozotti intercellularis
kommunikaciot. Ennek kovetkeztében szerepet jatszhatnak a tumorok fejlédésének, néve-
kedésének és disszeminacidjanak kiilénbozd fazisaiban.

Ezzel 6sszhangban kutatasom célja a ciklodextrinek hatasainak vizsgalata az EV-k felsza-
baduléséra és dokkoldsidra humén tumor- és nem tumoros sejtekben in vitro koriilmények
kozott. Megfigyeléseinket négy melanoma sejtvonalon végeztiik. Tovabba kutatasainkat két
nem tumoros sejtvonalra is kiterjeztettiik a CD-kezelés atfogdbb tanulményozasanak érde-
kében.

A CD kezelés szenzitivitdsat SRB assay-vel hataroztuk meg. Az altalunk vizsgalt CD-
k jellemz&en jol tolerdlhatonak bizonyultak a vizsgalt sejtvonalakon (HaCaT, HEK293,
WMO83A, WMI83B és A2058). Az EV karakterizalas soran osszfehérje mennyiséget, 0ssz-
lipid mennyiséget, median részecske méretet és részecske mennyiséget vizsgaltunk. A CD-
kezelések nem befolyasoltak jelentGsen az EV-k méretét és mennyiségét, de az EV frakcio
fehérjetartalma CD-enként eltérGen valtozott, mig a CD kezelt EV-k lipid-részecske méret-
aranya a kontrollhoz képest csokkent. Témegspektrometriaval vizsgaltuk a CD-k eloszlasat
a WM9I83A és WMI83B sejtvonalak altal termelt EV-kben. A molekulék jelenléte hasonlo
eloszlast mutatott a sejtvonalakban, de eltéré mintazatot adott a kiilonb6zé ciklodextrinek
(DIMEBY95, RAMEB és aCD) esetében. Videomikroszkopos kisérlettel elemeztiik a tumo-
ros kornyezetbdl szarmazo, kezeletlen és CD (RAMEB és CRYSMEB) jelenlétében termelt
EV-k migraciora gyakorolt hatésat Mel Pt4 és HaCaT sejtvonalakon. Az EV-k nem befolya-
soltak a sejtek életképességét, és csak csekély hatassal voltak a migraciora. Osszességében
eredményeink arra engednek kovetkeztetni, hogy a CD-k jotékony szerepet jatszhatnak az

EV-kozvetitett sejtkozi kommunikaciot célzé onkoldgiai terapidkban.
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1. Bevezetés

1.1. Irodalmi hattér

A ciklodextrinek (CD) torroidalis szerkezet(i oligoszaharidok, melyekrsl kimutattak, hogy
kolesonhatéasba 1épnek a koleszterinnel és mas szterolokkal, olyan zarvanykomplexeket alkot-
va, amelyek megvéltoztathatjak a koleszterin oldhatosagét, felszivodasat és metabolizmu-
sat[1]. A CD-k tovabba képesek foszfolipideket, koleszterint és fehérjéket kivonni a biologiai
membranokbol. Ez ahatés fiigg a membran szerkezetétdl és Osszetételétsl, valamint a CD
tipusatol és koncentracidjatol. Meghatarozott koriilmények kozott, a CD-k befolyasolhatjak
a liposzomék és sejtek membranfolyékonysagat, permeabilitasat és stabilitasat [2].

Az extracellularis vezikulak (EV) lipid-kett&sréteggel hatéarolt szerkezetek, melyek részt vesz-
nek a szervezet sejtjei kozott zajlo intercellularis kommunikacioban. A koleszterinben gazdag
EV-k hozzajarulhatnak a rékos sejtek disszeminécidjahoz és az j tumorok kialakuldsédhoz
tavoli helyeken. Az EV-k altal hordozott koleszterin és egyéb lipidek elGsegithetik a tumor
mikrokornyezetének atalakulasat, amely kedvez a metasztatikus sejtek tilélésének és nove-
kedésének.

Mivel a CD-k képesek kolcsonhatasba 1épni a membranlipidekkel, hatassal lehetnek az EV
transzportra is, ezaltal befolyasolhatjak a tumorsejtek intercellularis kommunikaciéjat. Ez

1 perspektiviakat nyithat a rak kezelésében és diagnosztikajaban.

1.2. Ciklodextrinek

A CD-k a poliszacharidok egy csaladja, melynek tagjai a-1,4 glikozidos kétésekkel 6sszekap-
csolt gliikdzegységekbdl allnak, amivel egy toroid, azaz fank alaku szerkezetet vesznek fel.
Ezek a gytirts oligoszacharidok, jol ismertek biologiai lebonthatoséagukrol [3], biokompatibi-
litasukrol, csekély toxicitasukrol, valamint kiilonleges bels6 hidrofob tireg és kiils6 hidrofil ko-
peny szerkezeti jellemz6ikrsl. Tehat a CD-k altalaban biztonsédgosnak és biokompatibilisnek
tekinthetsk és széles korben hasznaljak Sket a gybgyszeriparban segédanyagként, gydgyszer
és egyéb funkcionalis Gsszetevék hordozoé rendszereként. Mivel zarvanykomplexeket képez-
nek, javithatjak a vendégmolekulék stabilitasat, oldhatoségét, biologiai hozzaférhetGségét
és egyéb fizikai-kémiai tulajdonsagaikat. Potenciilis hatéanyagok a hidroféb gydgyszerek
oldhatosaganak novelésére. Azonban arrél még keveset tudunk, hogy a hatéanyagot nem
tartalmazo CD-k hogyan gyakorolnak hatést a sejtekre, vagy milyen hatast gyakorolnak a

szervezetre.



Nativ és modositott ciklodextrinek

A leggyakrabban hasznalt ciklodextrinek kozé tartoznak a 6, 7 vagy 8 gliikkopirandz egy-
séghdl allo a-, f— és y—ciklodextrinek. Ezek a molekulak a gliikozegységek szaman tul
konforméciojukban is kiilonboznek egyméstol. A méret szerinti 6sszehasonlitédson kiviil, két
f6tipust kiilonitiink el a nativ ciklodextrinek és a ligandummal ellatott ciklodextrin szér-
mazékokat. Ezen feliil semleges, ionos vagy random szubsztitualt csoportositésaik 1éteznek.
A szubsztituensek toltése alapjan megkiilonboztetiink pozitiv, negativ és semleges CD-ket.
Ilyen tekinteben beszélhetiink semleges CD szarmazékokrol (hidroxipropil, acetil, metil) il-
letve ionizalhato CD szarmazékokrol (CM, amino, szulfat) [4]. A CD-k szubsztituenseiken

alapuld csoportositasat az 2.1 tablazat foglalja Gssze.

Ciklodextrin toltése | Elvalaszthato enantiomer | Ciklodextrin szarmazékok

semleges ionos a—, f—, v— CD,
acetilezett, DIMEB, HP

negativ ionos és semleges karboxi-alkil,

szulfatalt, foszfatalt

potitiv ionos és semleges amino: primer, szekunder,

tercier és kvaterner

1.1. tablazat. A ciklodextrin modosulatok toltés szerinti csoportositéisa.

A CD-ket meghatarozza, hogy milyen ligandokat és hova kapcsolnak az alap-molekuléra.
A szubsztituensek lehetséges helyzetét, mintazatat az 1.1 dbra mutatja be. A nativ CD
molekula médositasanak célja lehet a stabilitasi allandd megvéltoztatasa, valamint a ,bels§”
szelektivitas novelése. Ezen kiviil fontos lehet a mozgékonysag-kiilonbség fokozésa a szabad
és a komplexalt formak kozott is.

A modositott CD-k egyik 6 jellemzGje a szubsztitucios fok (SD), amely a ciklodext-
rin gylrin atlagosan jelen 1év6 szubsztituensek szamat jeloli. Kutatasaink soran ennek a
szerepét a HPBCD-k (CD; és C'D9) hataséanak Osszehasonlitasaval vizsgaltuk, melyeknek
szerkezeti képlete megegyezik, csak az SD szamukban kiilonboznek. Erdekes megjegyezni,
hogy Varga Erzsébet vizsgélata soran az SD érték novekedésével csokkent a §—CD-k altal
oldhatova tett kiilonbozd gyogyszermolekulak mennyisége vizes HPBCD oldatban [4].

A projekt soran vizsgalt ciklodextrinek

A Cyclolab Kft.-vel egyiitmiikodésben megvalosulé kutatés soran Osszesen 10 nativ és
modositott ciklodextrint vizsgéltunk, melyek f6bb tulajdonsigait az 1.2 tablézat és az 1.2
abra mutatja be. A projekt sordn mind a— és S—, mind pozitiv, semleges és negativ, mind

pedig 2-O és 6-O szubsztitualt CD szarmazékokat vizsgaltunk.



Random/statistical substitution

Monosubstitution

Persubstitution

Disubstitution

. position 2-O
O position 3-O
O position 6-O

pseudoenantiomers

1.1. abra. Ciklodextrinek lehetséges szubsztiticios mintazata és elnevezése. [4]

sorszam | név rovidités ’SD csoport’ | szubsztituensek
helyzete

CD, (2-Hydroxypropyl)-/-cyclodextrin(DS-6.3) [HPBCD] [6-6,3] 2-0

CDy (2-Hydroxypropyl)-3-cyclodextrin(DS-4.5) [HPBCD)] [0-4,5] 2-0

CDs3 Carboxymethyl-a-cyclodextrin sodium salt(DS-3.5) | [CMACD| [0-4,5] random

CD, Heptakis(2,6-di-O-methyl)-3-cyclodextrin (DS-14) | [DIMEB-50] | [12-14] 2-0 és 6-0

CDs Methylated S-cyclodextrin(DS-3) [CRYSMEB] | [0-4,5] random

CDg a-cyclodextrin [0-4,5] nincs

CD7 Hexakis(6-deoxy-6-amino)-a-cyclodextrin [HAACD| [6-6,3] 6-0O

CDg Sulfobutylated-S-cyclodextrin sodium salt(DS-6) [SBECD] [6-6,3] random

CDy Random Methyl-S-cyclodextrin(DS-12) [RAMEB]| [12-14] random

CDiy Heptakis(2,6-di-O-methyl)-8-cyclodextrin (DS-14) | [DIMEB-95] | [12-14] 2-0 és 6-O

1.2. tablazat.
elhejezkedéseik.

A kutatédsunkba bevont ciklodextrinek SD csoportjaik és szubsztitutenseik
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1.2. abra. Hat a [5] forasban és kisérleteinkben is szerepld ciklodextrin C'Dy/CDs, CDs,
CDg és CDyy/CDy szerkezeti képlete ligandumjaik alapjan. A zoldel dbrazolt molekulak

metilezett szarmazékok.



1.3. Extracelluralis vezikulak

Az extracellularis vezikulak (EV) egy gytjt6fogalom, a sejttenyésztési folyadékokban és
a testvaladékokban talalhato kiillonbo6zd tipusi vezikuldkat foglalja magaba, amelyek atmé-
r6je nanométertsl 5 mikronig terjedhet. Ez a heterogenitis olyan tényezdktsl fligg, mint
az EV-ket termeld sejtek tipusa, a fiziologiai allapot és az elvalasztasi modszer. A méret
befolyasolja a felszini rakomanyt és az intravezikularis tartalmat is. A nagyobb EV-k na-
gyobb mennyiségt és tobbféle fehérjét valamint lipidet hordozhatnak (1.3 abra) [6]. Fontos
megjegyezni, hogy az EV-k a fehérjéken és a lipideken kiviil mas biomolekulékat is tartal-

mazhatnak, mint példéul nukleinsavakat, kismolekulakat peptideket.

Large EV small EV

~ peripheral proteins
H:Q integral proteins
»' 4« soluble proteins
‘ globular proteins
»»» carbohydrate

Surface curvature: high
Protein/lipid ratio: low
Particle density: high

1.3. abra. A részecskeméretnek az EV-k Gsszetételére és fiziokémiai tulajdonsagaira gyakorolt

hatésa[6].

Az EV-k izolalhatoak kiilonboz§ biologiai folyadékokbol, és tartalmuk értékes biomarkerek-
ként szolgél a rak diagnézisaban, progndzisaban, a rék progressziéjanak nyomon koévetésé-
ben és a kezelési vélaszok értékelésében. A tumorok altal szekretalt EV-k dontd szerepet
jatszanak a sejtek kozotti kommunikicidban, megkonnyitve a fehérjék, lipidek és metaboli-
tok cseréjét kiillonbozd fiziologids és patologids allapotokban. Ezek az EV-k a tumorokbol
szarmazo specifikus molekulédkat hordoznak, amelyek tiikrézik a kiindulésejtek intracellu-
laris allapotat. A tumorsejtekbdl szérmazd EV-k hozzajarulnak a rakos attétképzédés-
hez azaltal, hogy befolyasoljak a tumor mikrokornyezetét, elnyomjék az immunrendszert,
elGsegitik a premetasztatikus niche kialakulasat. A célzott terapids gyogyszerek fejlédése
ellenére a tumorok kezelésének jelenlegi klinikai értékelése elsGsorban a tumor volumetri-
kus képalkotasara tamaszkodik, amely késleltetett és érzéketlen a gyogyszerek molekuléris
kolcstnhatésaival szemben. Sziikség lenne egy olyan véralapt megkdzelités kifejlesztésére,
amely a személyre szabott kezelés nyomon koévetése érdekében jellemzi a gyogyszercélpont

kélesonhatésokat. Az EV-k az utébbi id6ben igéretes kering biomarkerré véltak. Ezek a



nanoméretd membranhélyagok szdmos emlGssejt altal, kiilondsen a gyorsan oszt6do rakos
sejtek altal aktivan kivalasztodnak. Az EV-k bdségesen megtalalhatéak a vérben, és fon-
tos szerepet jatszanak a sejtek kozotti kommunikacié kozvetitésében. Az EV-ekhez kotott
hogy az EV-k tartalmazhatnak gyogyszerekhez kotott fehérjéket és tiikrozhetik a sejtekben
1évE gyogyszerhatasokat is.

Az EV-k gybgyaszati jelentGségét emeli ki az is, hogy tumoros megbetegedésekben az EV-k
részt vesznek a bioaktiv molekulak széllitdsdban a stroma és a tumoros transzformécion
atesett sejtek kozott. Tovabba segitenek megfeleld kornyezetet teremteni a tumor noéve-
kedéséhez, progresszidjahoz és metasztazis kialakuldsahoz Az EV-k kulcsfontossagat akkor
értjiikk meg igazan, ha figyelembe vessziik, hogy az attétes tumoros betegek 79,2%-a, a di-
agnosztizalt daganatos betegség miatt hal meg és a daganatos betegek median tulélési ideje
minddssze 10 hénap, valamint tudatositjuk, hogy a tumoros megbetegedésekhez kéthetd
elhaldlozasok soran a f6 haldlok nem az els6dleges daganat, hanem az az altala okozott
terjedés kovetkezménye [7]. Hanna Dillekas és tarsai adatai alatamasztjak azt az elképze-
lést, hogy a szolid tumorok okozta haldlozasok tobbségét, legalabb 2/3-at attétek okozzak.
Ezért az attétek biologiajanak jobb megértése és az attétes novekedésben szerepet jatszo
gyogyszeres célpontok azonositésa igéretes stratégia a rakos haldlozas cstkkentésére A rakos
betegeknél az agressziv kezelésbdl eredd kardiotoxicitasabdél magas kockézat varhaté maéas
halazasi tényezdkre is. National Comprehensive Cancer Network nemrégiben elismerte a
rakkezelésnek a sziv- és érrendszeri egészségre gyakorolt negativ hatésat, kiilonos tekintettel
a kardioonkol6giara, és hangstlyozta a rak tilélGinek sz6l6 multimodalis kardiolégiai reha-
bilitaciés programok sziikségességét. Az attétes daganatos betegek a diagnozist kivetd elsd
évben t6bb mint tizszer nagyobb valoszintséggel halnak meg sziv- (a nem rakos halélese-
tek 32.4%-a) vagy agyi érrendszeri betegségben (a nem rékos haldlesetek 6.1%-a), mint az
atlagnépesség [7].

1.4. A lipidek szerepe a rak progressziéjaban és metasztizisa-

ban

A lipidek alapvets biologiai funkcidkat latnak el a szervezetben, példaul energiatarolast
biztositanak, jelz&molekulaként mikddnek, és a membranok szerkezeti alkot6elemei. Ugyan-
akkor a tulzott feleslegben elérhetd lipidek elGsegithetik a tumorok kialakulésat, kolonizaci-
0jat és a tumorsejtek attétképzését. Az attétképzéshez a tumorsejt kiillonbozé szakaszokon
megy keresztiil, amelyekhez lipidekkel kapcsolatos metabolikus és strukturalis alkalmazko-
dasra van sziikség. A rakos sejtek a lipidanyagcserét arra is felhasznaljak, hogy a sajat
elénytlikre médositsédk a stroma- és immunsejtek aktivitédsat, és hogy ellenalljanak a terapi-
anak.

Nem meglepé médon a rakos sejtek, valamint a tumor mikrokérnyezetében 16vS més sejtti-
pusok kiilonb6z6 modokat alkalmaznak a lipidek felvételére és anyagcseréjiik atfogd atprog-

ramozasara. A sejtek lipidhaztartasdban és dsszetételében bekovetkezs valtozasok segithetik



a rakos sejteket abban, hogy a valtozé mikrokornyezetben boldoguljanak.

A réakos sejtek tenyésztése soran gyakran tamaszkodnak a magzati szarvasmarha szérumra,
mint a sejtek tulélését és proliferacidjat tamogatd fehérje- és lipidfaktorok forraséra; a szé-
rumtartalmu koézegek azonban nem toékéletesen utdnozzak az in vivo tumoros kornyezetet.
Ujabb tanulmanyok azt sugalljak, hogy a tipikus szérumtartalmu sejttenyésztési koriilme-
nyek elfedhetik a rakos sejtek fliggéségét, példaul a koleszterin bioszintézis enzimektsl, amely
fliggség in vivo létezik, és akkor véilik modellezhet6vé, ha a sejteket olyan kézegben tenyész-
tik, amely realisabb lipidszintet biztosit [8].

A lipidek maguk is felhasznalhatok membranbonto agensekként vagy kiilonbozd terdapiak
nanohordozéinak kulcsfontossagi Gsszetevsiként [9]. Igy a rakos sejtek membranjaik lipid
koncentracié csokkenésére iranyulé beavatkozasok igéretes terapias lehetGségeket kinalnak
a rak progresszidjanak gatlasara és az attétképzddés kezelésére [10]. A koleszterinben gaz-
dag membrandomének (pl. lipidraftok) gyakran részt vesznek az exoszomak képzsdésében
és kibocsatasaban. A koleszterin az EV-k membranjaban 16v6 lipidkompozicié egyik meg-
hatarozo eleme, amely befolyésolja az EV-k célsejtekhez vald kotGdését és felvételét. A
koleszterin befolyasolja az EV-k membréanjanak fluiditasat és stabilitasat [11]. Ez a hattere
a CD-k egyik potencidlis tumor-ellenes hatasdnak, mely azon alapul, hogy a CD-k a memb-
ranlipideket zarvanykomplexbe vihetik. Ezen feliil a CD-k zarvanykomplexeket képezhetnek
a hatoannyagokkal, ezaltal fokozva hatékonysagukat [12].



2. Mobdszerek

2.1. Vizsgalt sejtvonalak bemutatasa

A kisérleteink soran a tumor kornyezet modellezésére harom rakos sejtvonalat alkalmaz-
tunk. Az A2058 (ATCC CRL-11147) sejtvonal metasztatikus nyirokcsomobol szarmazik, és
jelent@s invazivitassal rendelkezik [13]. A BRAF V600E mutans WM983A (RRID: CVCL-
6808) és WMO983B (RRID: CVCL-6809) [14] sejtvonalakat ugyanazon beteg primer, illetve
attéti tumorabol izolaltak és inditottak.

A migrécios vizsgalatokhoz a Mel Pt 4 pre sejtvonalat hasznaltuk, egy kezelés el6tt elta-
volitott huméan melanoma sejtvonalat, amelyet Peter Hersey professzor hozott létre. Azért
valasztottuk ezt a sejtvonalat, mert az altala termelt EV-k nagyobb elmozdulast mutatnak,
mint a WM983A és WM9IS3B sejtvonalak EV-jei.[15]

A CD-K hatasat nem tumoros koérnyezetben is vizsgaltuk, két human sejtvonalon: HaCaT
és HEK293 [16]. A HaCaT sejtvonal egy 62 éves felndtt bérébdl szarmazo, in vitro spontén
transzformalodott keratinocitakbol all. A HEK293 (ATCC CRL-1573) egy humén embri-
onélis vese sejtvonal, amely immortalizalt sejtekbdl szarmazik. Ez a sejtvonal az 1970-es

években egy néi magzatbdl izolalt HEK sejtekbdl lett 1étrehozva.

2.2. Sejtek fenntartasa és életképességi vizsgalatok

A kutatasban felhasznalt sejteket az eredeti helyiikrdl eltavolitva in vitro, ugynevezett
sejtkulturakban tartjuk. Ez lehetGséget ad egy genetikailag homogén sejtpopulécié vizsga-
latara, jelentGsen megkonnyitve a kisérletek kontrollaldsat, megismételhetSségét.

Igy egy leredukalt modellben figyelhetjilk meg a potencialis hatéanyagok sejt-migraciora,
életképességre gyakorolt hatasat valamint molekularis szinten vett hatdsmechanizmusat az
egyes onkogén kaszkadokban.

Az életképességi kisérleteket az 2.1. szakaszban emlitett HEK293, HaCaT, A2085, WMO983A
és WM983B sejtvonalakon végeztiik. Kontrolcsoportként két human nem tumoros sejtvona-
lat, illetve két szingenetikus sejtvonalat, melyeket ugyan azon beteg primer tumorjabdl és

nyirokcsomo6 attétjébdl inditottak. A sejteket a protokollnak megfelel§ tapoldatban T25-6s



tenyésztG flask-ban taroltuk. A tapoldat (médium) oGsszetétele: Dulbeccos Modified Eag-
le Medium [DMEM]| (4,5 g/1 gliikkoz, L-glutamin és natrium-piruvat, Capricorn- Scientic),
1% P/S/A-t (penicillin, streptomicin és amfotericin keverék), 10% magzati borjiszérummal
[FBS]. A sejtkulttrakat 37 °C-on, 5%-os CO2 koncentracion, telitett paratartalom mellett
inkubaltuk. A sejtkultura, megfelel6 koriilmények kozott, 3-4 napon beliil konfluens lesz.
A ciklodextrinek sejt-életképességre gyakorolt hatédsat SRB-assayk soran vizsgaltuk. Eh-
hez elsé 1épésben a kiszamolt térfogatot pipettazunk a sejtszuszpenzioboél a 96 well-es plate
bels§ 60 well-jébe, well-enként 150 ul tapot és benne 3000 sejtet. A kiilsé well-ekbe nagy
feleslegben PBS-t pipettazunk. Az elkésziilt platet 24 6ran keresztiil 37 °C-on inkubéaljuk.
Ez az el6készités biztositja, hogy a sejtek megfelelGen letapadjanak a lemezhez, miel6tt a
kezelést elkezdenénk. A 96-os plateken 8 kiilonboz6 higitassal (2.1 abra) kezeltiik a sejteket,
a C'Dy és CDqg kivételével, ahol 10x higabb oldatokat hasznaltunk a sejtek jelentss érzé-
kenysége miatt [17]. Minden platen egyszerre csak egy CD-vel kezeltiink egy sejtkulturabol
szarmazo sejteket. A vizsgéilatokat CD-énként kétféle FBS-t tartalamzé tappal végeztiik
azonos koncentracioban harom-harom ismétléssel[18|[8]; (DMEM+PSA) 10% FBS, illet-
ve (DMEM+PSA) 1% EV mentes FBS. Majd az eredményeket kiilon-kiilon atlagoltuk és
elemeztiik. Meghataroztuk a CD-k GI50 értékeit, melyek fontos informéciét nytjtanak a
kezelés hatékonysaganak értékeléséhez. Ez az érték jelzi azt a koncentraciot, amely mellett
a kezelt sejtpopulacioban 50%-kal kevesebb sejtek vagy az SRB-assay esetében a letapadt
sejtek fehérjéi mérhetSk a kontrollhoz képest az adott idintervallum alatt.

A kezelésekhez a por alakban kapott CD-ket el6szor feloldottuk 300 mg/ml toménységben.
A hipotonia elkeriilése érdekében a CDg kivételével minden CD-t PBS-ben oldottuk be.
A CDg ciklodextint az rosszul oldédott PBS-ben, ezért csokkentettiik a koncentracidjat és
150 ug/ml-es torzsoldatot készitettiink vele. Az els§ mérésekhez 4 °C-os hiitében taroljuk
a torzsoldatokat. Mivel a tarolas sorédn tobb ciklodextrin kicsapddott hiités hatasara az

oldatbdl, ezért 0j torzsoldatokat készitettiink, majd szobahdmérsékleten taroltuk Sket.
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2.1. abra. A CD mintdk SRB analiziséhez hasnalt plate elrendezése.



2.3. Extracellularis vezikulak termeltetése

Az EV-k vizsgélata soran sziikségszertien elGszor az EV termelés és izoldlas lépéseit kellet
beéallitani, kidolgozni. A CD-k jelenlétében és kontroll kériillmények kozott torténd EV ter-
meltetéshez elsére lépésként két paraméter beallitasra volt sziikség: a CD-k koncentrécidja,
és az FBS tartalmara/koncentréacidjara.

A nativ FBS hasznalata EV-vizsgalatokban exogén EV-k és nanorészecskék (pl. fehérje/-
novekedési faktor aggregatumok) bevitelét eredményezi, amelyek szennyezik az izolalt EV-
frakciokat. Ez a kevert EV-populacié zavarhatja az in vitro és in vivo elemzéseket, mivel
az izolalt EV-k a tenyésztett sejtekbdl és az FBS-bdl szarmazoé EV-k keverékét tartalmaz-
zék. Tovabbé, az FBS-ben 1év6 sejtmentes DNS-fragmentumok szorosan kapcsolédhatnak
az FBS EV-inek a felszinéhez, ami tovabbi szennyezédést okoz. Igy a nativ FBS hasznala-
ta jelentds kovetkezményekkel jar és torzithatja az EV-elemzések eredményeit [18]. Ennek
elkeriilése érdekében sziikséges volt EV-mentes FBS hasznalnunk az EV karakterizalas so-
ran. Amig az EV-mentes FBS egyértelmtien el6nyds, mivel az exogén EV-kbdl szarmazd
szennyez&dések elkeriilhetGek, hasznéalata szamos potencidlis hatranyt rejt magaban, bele-
értve a kisebb mennyiségii novekedeési faktort, a magasabb koltségeket, a tételek /batch-ek
kozotti valtozékonysagot, a sejtek adott esetben eltérd valasz-reakcioit [8].

Ezzel 6sszhangban az EV-k termeltetése soran a sejteket EV-mentes FBS tartalmi tapban
tartottuk. Azért, hogy konzisztensek legyenek a kisérleteink az életképességi vizsgélatokkal,
az EV termeltetés soran a kezelGoldat térfogatat és a sejtek szamat tgy allitottuk be, hogy
az egy sejtre jutd CD molekulédk szdma ne kiilonb6zzon. A kezelés el6tt a sejteket lepasszal-
tuk, majd a kezeléshez 1,6 millié konfluens sejtet, 7 ml-es (DMEM+PSA) 10% FBS tartalmu
tapban 24 6raig inkubaltunk. Az inkubécids id6 letelte utan a T75-6s flaska eredeti tapjat
elontve, kétszeri PBS-es mosas utan a kezeléshez hasznalt tappal toltottiik fel. A kezeléshez
hasznélt tap 7 ml 1% EV-mentes FBS tartalmt DMEM volt, ami 1 mg/ml koncentracio-
ju CD-t tartalmazott, kiveve a C' Dy és C'Djg esetében, ahol 0,1mg/ml CD koncentraciot
alkalmaztunk. A 72 6ras inkubaciot kovetGen, EV-termeltetés, az EV-k izolalasat és karak-
terizalast a kovetkezsk szerint végeztiik (2.2 abra.): A sejttenyésztd edénybdl atontottiik a
feliiluszot egy 15 ml-es Falcon-csébe. A csovet 500 g-vel 5 percig centrifugaltuk szobah&mér-
sékleten, hogy eltavolitsuk a sejttormeléket. A centrifugélas utan atpipettaztuk a feliiliiszot
egy steril 15 ml-es Falcon-csGbe, amit - 80 °C-on taroltunk tovabbi felhasznalasig. Kézben
egy ’'cell counter’ (Luna II) segitségével megszamoltuk a sejttenyészté lombikban maradt,

tripszinnel felusztatott sejteket és kiszamoltuk a sejtek teljes szamat.
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2.2. abra. Az EV frakcié gytjtése, és EV karakterizdlasanak sematikus édbraja.
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Az extracellularis vezikulak izolalasa soran, elészor lassan kiolvasztottuk a sejt-feliiltiszo
oldatot, majd 3000 g-vel centrifugaltuk 15 percig. A centrifugalas utan a folyadékot 0,2 pym
fecskend@sziirG segitségével atszirtiikk. Az atszirt folyadékot ultracentrifugaltuk (BECK-
MAN. L7-55 Ultracentrifuge) 100.000 x g 1,5 éran keresztiil, 4 °C-on 70.1 Ti rotort hasz-
nalva. A kapott pelletet 100 ul PBS-be felszuszpendaltuk.

Az EV gytjtésének és jellemzésének folyamatat az 2.2 abra mutatja, sematikus forméaban.
Az extracellularis vezikulak termelését az életképességi assayk sordn meghatérozott GI50

érték figyelembevételével hataroztuk meg.

2.4. A termelt extracellularis vezikuldk karakterizalasa

Lipid koncentracié meghatarozasa

A lipid koncentracié meghatarozasara SPV (sulfo-phospho-vanillin) assay-t alkalmaztunk.
Az SPV teszt egy kvantitativ modszer a lipidtartalom meghatérozasédra. A modszer alkal-
mazasaval meghatarozhaté a vizsgalt mintaban a nagyobb lipid-csoportok mennyisége, mint
példaul a viaszok, a koleszteril-észterek, valamint a koleszterin mennyisége. A mérés soran
a mintaban talalhato lipidek szulfatokké alakulnak az elére meghatarozott reakcios koriil-
mények kozott. Ezutédn a szulfatok reagalnak a foszfo-vanillin reagenssel. A reakci6é utén a
spektrofotometrias adatok alapjan kiszamithato a minta lipid-tartalma [19].

Az SPV assay elvégzése soran a mintak el6készitése a kovetkezs 1épésekbdl all. ElGszor a
mintakat készitjiik el 40 pl minta és 40 ul PBS Gsszekeverésével. Majd elkészitjiik a 16
elemi standard sort, melynek soran a 16-os szamu standardhoz 96 ul PBS-t keveriink 64
ul DOPC oldattal (1 mg/ml). Az egyre higabb standardokat az elézdleg elkészitett oldat
tovabbi higitasaval allitjuk eld; a 8-as standardhoz 80 ul PBS-t keveriink 80 ul 16-os stan-
darddal, majd ugyanigy folytatjuk a 4-es, 2-es, 1-es, 0.5-0s, 0.25-0s és végiil a 0-s standard
elkészitéséig, amelyhez 80 ul PBS-t hasznalunk. A mintdkhoz és a standardokhoz 400 ul
kénsavat adunk, majd alaposan Osszevortexeljiik Gket. Ezt kovetGen az oldatokat 20 percig
90°C-on inkubéaljuk nyitott tetével. Az inkubécié utan az oldatokat 5 percig 4°C-on hiitjiik.
Ezutan hozzdadunk 240 pl foszfo-vanillin oldatot (50 mg vanillin és 50 ml 17% foszforsav
keveréke), majd ismét alaposan elkeverjiik (vortex). Minden mintabol 280 ul-t pipettazunk
egy 96-well plate két parhuzamos well-jébe, tehét Gsszesen 560 pl-t két well-be. Az igy
elkészitett plate-et 1 6ran &t 37°C-on inkubéaljuk. Végiil 540 nm-es hullaimhosszon mérve

az abszorbanciat, a lipid tartalommal aranyos jelet kapunk.
Dinamikus fényszoéras [DLS; dinamic light scattering]

A dinamikus fényszoras (DLS) lehet6vé teszi az oldatokban 1év6 részecskék méretének
meghatarozasat. Ez a modszer az oldatban lebegd részecskék Brown-mozgésan alapul. Az
oldoszer-molekulak folyamatosan litkbznek a részecskékkel, ami olyan energiadtadast ered-

ményez, amely mozgast indukal a részecskékben. Ennek koévetkeztében a kisebb részecskék
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gyorsabb mozgést mutatnak, mig a nagyobb részecskék lassabban mozognak. A DLS sorén
a mintainkat fénysugarral vilagitjuk meg, igy mérhetjiik az oldatban diffundalé makromole-
kulak altal szort fény intenzitasanak ingadozésait. Ezaltal megkapjuk a részecskék diffazios

egyiitthatojat, amelybdl kovetkeztethetiink a méretiikre [20].
Nanoparticle Tracking Analysis [NTA]

A Nanoparticle Tracking Analysis (NTA) egy optikai részecske-kovetési modszer, amely
hasonlo elven mtikodik, mint a DLS. Ezt a technikét részecskék koncentracidjanak és méret-
eloszlasdnak meghatarozasara fejlesztették ki. A mintaban 1évs részecskéket megvilagitjak,
majd egy kamera rogziti az egyes részecskék utjat és mozgasat, ami alapjan meghatéarozzak
az atlagsebességet és a diffuzios képességet. Az NTA kiilonbozik a DLS-t6l abban, hogy
nem tOmegszoérasos, hanem egyes részecskék sodrodésat koveti. Ez a moédszer idedlis a pol-
idiszperz rendszerben 1év6 extracellularis vezikuldk méreteloszlasanak és koncentraciéjanak
meghatarozasara [20].

Az NTA mérés nulladik 1épéseként desztillalt vizet és PBS-t sziiriink 0,2 pm-es fecskendd-
szlrd segitségével. Ezutan bekapcsoljuk a késziiléket és csatlakoztatjuk az atfolyo folyadék
tarolot. A kalibralashoz sziikséges gyongyok higitasat két 1épésben végezziik. ElGszor 10 pl
kalibralé gyongyot higitunk 10 ml vizben, ezt az oldatot 2-3 napig hiit6ben térolhatjuk 4
°C-on. Ezt kiovetGen 80 ul-t vesziink az el6z6 1épésben ezerszeresére higitott gydngyokbdl,
és 20 ml vizben ujra higitjuk, amit 4j kalibralas esetén par 6ran beliil el kell késziteniink.
Az oldatok elkészitése utan a rendszert desztillalt vizzel mossuk 4t egy 20 ml-es fecskendd
segitségével, majd a kalibral6é gyongyoket 1 ml-es fecskenddvel toltjiik be, és a gép automati-
kusan elvégzi a kalibralast. A sikeres kalibralas utédn ismét desztillalt vizes mosast végziink,
egészen addig amig részecskék jelenlétét tudjuk detektalni (a kijelzdrdl elttinik az Osszes
részecske).

A kovetkezs 1épésben a PBS tisztasiagat ellendrizziik, ami akkor sikeres, ha a képernyén
maximum néhany részecske lathat6. Ebben a tiszta PBS-ben higitjuk a mintdkat a készii-
léknek megfelel koncentracio tartomanyba, aminek az elérését a késziilék jelezi. A mintékat
szézszorosara (10 ul minta + 990 pl PBS) vagy ezerszeresére (100 pul szazszorosan higitott
minta + 900 pl PBS) higitjuk a méréshez.

A mérés kezdetén beirjuk a minta higitasat a szoftverbe, amely automatikusan szamolja a
koncentraciot. A kisérlet soran 11 poziciét vizsgalunk 3 cikluson keresztiil. Ha a részecskék
tul gyorsan mozognak vagy aggregatumot érzékel a miszer, Gjra kell mérniink a minta-
kat. Minden minta kozott alaposan atmossuk a cellat desztillalt vizzel, amig nem latunk
részecskéket. A gép .txt fajlban adja ki a mért koncentracié és méreteloszlas eredményeit.
A vizsgélat végeztével alapos mosast végziink, és 10 ml leveg6t nyomunk at a cellan, hogy
minden folyadékot és sot eltavolitsunk a miiszerbsl. Végiil kitiritjiik az atfolyd folyadékot

tartalmazo6 edényt.

Fehérje koncentracié meghatarozasa - Qubit@®) Protein Assay Kit
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A fehérje koncentraciojanak meghatarozéasa a Qubit Protein Assay Kit segitségével a
kovetkezs 1épések szerint tortént: Elkészitettiik a munkaoldatot a puffer és a reagens 200:1
aranyban valo keverékével. Majd eppendorfonkba 190 ul munkaoldatot és 10 ul standardot
vagy mintat adtunk.

Alaposan elkevertiik a mintat vagy standardot a munkaoldattal. Ez utan a mintékat illetve
a 3 kalibral6 oldatot egyenként lemértiik a Qubit fluorométerrel a késziilék utasitasainak
megfelelGen, és az eredményt a késziilék kijelz6jén olvastuk le. A kalibral6 oldatot kalibralo
egyenest készitettiink a DeNovix QFX Fluoromter [21] segitségével, majd a mintékat a
egyesével lemérve réillesztiik a kalibral6 egyenesre, a kapott eredményeket a 3.3-as és a 3.4-
es fejezethez hasznaltuk fel. A fenti négy vizsgélati modszer segitségével karakterizéltuk a

termelt EV-ket.

2.5. A ciklodextrinek felhalmozddasa a CD kezelés soran

Megvizsgaltuk, hogy a CD-ek a sejtes modelliinkben a sejteken az EV kornyezetében
vagy ezektdl tavol helyezkednek el a kezelést kivetGen. Ennek megfelelGen az EV izolalas
soran a két melanoma sejtvonalrol (WM983A, WM983B) harom-harom frakciot gytjtot-
tiink: a sejtes, a feliiliszo tartomanyt és az EV frakciot. A folyamat egyes 1épéseit a 2.3
adbra szemlélteti. Az egyes frakci6kban tomegspektrometridval vizsgaltuk a ciklodextrinek

mennyiségét.

Nagynyomasu folyadékkromatografia - tomegspektrometria [HPLC-MS]

A HPLC-MS (nagynyomaésu folyadékkromatografia - tomegspektrometria) egy analitikai
modszer, amely a kémiai vegyliletek azonositaséra és mennyiségi meghatarozéisara szolgal.
A HPLC az 0Osszetevik elvilasztasara hasznalhaté, mig az MS a molekulédk tomeg/toltés
aranyat méri. A modszert a mintak ciklodextrin-tartalméanak mérésére alkalmaztuk, mivel
a tomegspektrometriai mérések sorén a lipidek nem azonosithatéak, igy csak a kezelés soran
alkalmazott anyagot, a ciklodextrint mértiikk. A mintat elGszor egy folyadékkromatografiai
oszlopon vezetik at, ahol az elvalasztas az OsszetevSk fizikai-kémiai tulajdonsagai alapjén
torténik, majd az elvalasztott vegyiileteket ionizalva, tomegspektrum formajaban jelenitik
meg az MS-ben. Az MS méréseket a Cyclolab Kft laborjaban végeztiik.

A HPLC-MS vizsgalatokhoz a sejtek 1% EV-mentes magzati borjiszérum [FBS|, és az 2.1

c s

kovetSen a feliiliszot elontottiik és a sejteket egy un. cell scraper-rel felkapartuk.

Az EV-k izolalasaig mind két frakciot (hasznalt taplodat + lekapart sejtek) lefagyasztva
taroltuk -80 °C-on (2.3 abra)
Az EV izolédlas soran a feliiluszokat kiolvasztottuk, majd 3000 g erével centrifugéaltuk 15
percig 4°C-on. Ezutan az oldatot 0.2 pm-es sziirén sziirtilk meg. A sziirés utan ultracent-
rifugalast (BECKMAN. L7-55 Ultracentrifuge) végeztiink 100.000 g (40.000 rpm) erdvel
(sebességgel), 1,5 oran keresztiil, 4°C-on, 50.2 Ti rotort hasznalva. Az igy nyert pelletet 100
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Ciklodextrin mg

ml
CDg 1
CDy 0,25

CDyWM983A | 0,1
CD10WM983B | 0,025

2.1. tablazat. Kezelési koncentraciok

»
... EV frakci6 T

Sejtes frakci6 EV mentes frakcid

2.3. abra. Az egyes ciklodextrin kezelések és a harom osszegy(jtott frakciod (a sejtes frakeio

(’cells’), az EV-frakcio ("EV’), végiil az EV-mentes feliiltszo (*feliilaszo’)) sematikus abraja

ul PBS-ben szuszpendaltuk.

2.6. Videdtmikroszképos mérések

Az extracellularis vezikulak sejtek viselkedésére gyakorolt hatasanak feltarasa érdekében
a sejtek mozgasat videémikroszkopos mérések soran vizsgaltuk. Ehhez a sejteket 96 well-
es plateben tenyésztettiik, és ezt kovetSen 72 oran at 10% EV-mentes FBS-sel kiegészitett
DMEM-ben EV-kkel (10 pg/ml fehérjekoncentracio) kezeltiik. Well-enként 1000 sejtet kezel-
tiink 200 pl térfogatu kezels oldattal. A vizsgalatot parhuzamosan mértiik két sejtvonalon
tumoros Mel Pt4 pre és nem-tumoros HaCaT, megosztva kozottiik a plate-et (2.4 &bra).
A mérést a Nikon ECLIPSE Ti2 videdémikroszképpal végeztiik. A vizsgalat soran az in-
kubatorral megegyez kornyezeti paramétereket allitottunk be az eszkozon: 5%-os COq
koncentracio és 37 °C hémérséklet. A mérés soran a platen 120 latoteret vizsgalunk ugy,
hogy a 60 well mindegyikében 2 latoteret allitottunk be. A videémikroszkop 10 percenként
készit felvételt a kezelt sejtekrdl. A latotereknek két paraméterét hataroztuk meg manuali-
san: a well-en beliili poziciojat (x és y tengely) és fokuszat (z tengely).

A kezelést kovetGen a sejteket 10%-os triklorecetsavval fixaltuk, majd a plate mosasa és
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2.4. dbra. Vide6 mikroszkoépos plate elrendezése: nem-tumoros HaCaT és tumoros Mel Pt4

pre sejtvonalak termelt EV-k jelenlétében.

szaritasa utan szulforodamin B-vel (SRB) festettiik. Festés utan a sejteket 1%-os ecetsav
oldattal megmostuk és megszaritottuk. A festéket 10 mM Tris-HCI, pH 8-ban oldottuk fel,
és az abszorbanciat 570 nm-en hataroztuk meg [15].

A sejtek kovetésére a CellTracker szoftvert hasznaltuk [22]. A mérés soran minden
EV kezeléshez sejtvonalanként 10 - 10 latotér tartozott, a migracidhoz minden latotérben
10 sejtet kovettiink végig. A szoftvert szemiautomata modon hasznéltuk. A sejtkovetést
harom tartoményra bontottuk: kiilon vizsgaltuk a 24, 48 és 72 6ran beliili elmozdulast. A
mérések latoterenként 10 sejt elhelyezkedését adjak meg x y koordinata rendszerben. Az
adatok kiértékelését Matlabban végeztiik. A parhuzamos méréseket atlagolva kiszamoltunk
a sejtek maximalis elmozdulasat, a megtett utat, az atlagsebességet, a direkcionalitast, és

az MSD-t (Mean Squared Displacement).
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3. Eredmények

3.1. A ciklodextrinek tumorsejtek életképességére és prolifera-

cidjara gyakorolt hatasanak vizsgalata

A CD-k hatasat a sejtek életképességére 72 6ras kezelések és SRB-festések sordn vizsgal-
tuk két human melanoma sejtvonalon mind EV-ket is tartalmazé, mind EV-mentes FBS
jelenlétében. Az életképességi vizsgalatok eredményeit, a kalkulalt GI50 értékeket a 3.1 tab-
lazat tartalmazza, melyben kiilon jeloltem azon mérések eredményeit, amelyeket Magyar
Rebeka (BSc 2023/24 8szi félév) végzett (C Dy, C D, CDy és CDs kezelések EV-ket is tar-
talmazo FBS jelenlétében). Az WM983A és WM983B sejtvonalakon vizsgat 10 CD kezelésbdl
kivalasztottunk négy molekulat. A DIMEB95, RAMEB, HAACD és aCD ciklodextrinek
megvizsgaltuk HaCaT, HEK293, és A2058 sejtvonalakra gyakorolt életképeséig hatésat is.

Ezeket az eredményeket a 3.2 szakaszban targyalom.

WMO983A WM983B A2058 HEK?293 HaCaT
sima EV sima EV sima EV sima EV sima EV
FBS mentes FBS mentes FBS mentes FBS mentes FBS mentes

FBS FBS FBS FBS FBS

CD; | #* # a #
CDy | #* # a #
CDs3 | # i i 7
CDy | 0,02% | 0,19 | 0,3% | 0,059
CDs | #* | # #% | 2,08
CDg | # = # #
CD7 | # # i #
CDg | # ” 4 3,40
CDy | # 1,16 | # 0,52 | # o i # # #
CDy | 0,38 | 0,79 | 067 |080 |# 3,456 | # 3,814 | # 4

H=
=
=
H=
H=
H=

H=

# # i

H=
H=

3.1. tablazat. A kiilonféle CD-khez tartozo kalkulalt GI50 értékek [mg/ml| az egyes sejt-
vonalakra, EV-mentes vagy EV-ket is tartalmazo FBS mellett, # » 3 [mg/ml| extrapolalt

adatok. (* Magyar Rebeka méréseibdl szarmazd eredmények)

A vizsgélt kiilonféle CD-k eltéré mértékben hatottak a sejtek életképességére. Adott
sejtvonalon voltak CD-k melyek csak elhanyagolhaté mértékben gatoltik a sejtek életké-

pességét és voltak olyanok, melyek mar viszonylag kis koncentracié mellett is jol mérhets
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csokkenést eredményeztek a sejtek életképességében (3.1 abra). Ilyen eltérést mutatott a
CD7 és a CDyg CD-k a WM983A sejtvonalon, ahol a metilalt CD szarmazék CD1g foko-
zott citotoxicitast mutatott. Mig az amino-csoportokat tartalmazé C'D7 nem befolyasolta a

WMOS83A sejtek életképességét.

A B

-%’ 1.0 '}31.0-
g 1 -
£ <
g k]
‘@ 0
205 205
= =
& &

0.0 0.0

1 2 3 4 0 1 2 3 4
Log cc [mg/ml] Log cc [mg/ml]

3.1. abra. A CD7 (A) és CDqg (B) kezelés hatasa a WM9IS3A sejtek életképességére. Relativ
életképeség a kezeléshez hasznalt koncentréicié fiiggvényében, EV-ket is tartalmazé FBS-es

tapban. (Két fliggetlen kisérlet, 6sszesen 12 parhuzamos mérés atlaga + SD.)

A B
@ T 71 It o I
% 1.0¢ : * ) 1 : : : \31 0
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= =
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0.0 0.0 . : x .
1 2 3 4 0 1 2 3 4
Log cc [mg/ml] Log cc [mg/ml]

3.2. abra. A C'D; kezelés hatasa a WM983A (A) illetve a WMI83B (B) sejtek életképességé-
re. Relativ életképeség a kezeléshez hasznélt koncentrécié fiiggvényében, EV-mentes FBS-es

tapban. (Két fliggetlen kisérlet, 6sszesen 12 parhuzamos mérés atlaga + SD.)

A WM9B3A és WM983B sejtvonalak kiilonféle CD-kkel torténd kezelése soran megallapi-
tottuk, hogy vannak olyan CD-k, melyeknek hatésa eltérd a kiilonféle tumoros sejtvonalakon
(3.2 abra).

Ezeket az eltéréseket EV-mentes FBS-es tapban figyeltilk meg, a két szingeneikusak sejt-
vonal kozott. Mig a C'D; nem befolyasolta a WMOIS3A életképeségét, addig a WM9IB3B

sejtvonalon gatolta a sejtek életképességét.
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3.3. abra. A CDsg kezelés hatasa a WM9IB3B sejtek életképességére. Relativ életképeség
a kezeléshez hasznalt koncentracio fiiggvényében, EV-mentes FBS-es (B), illetve EV-ket
is tartalmazo FBS-es (A) tapban. (Két fiiggetlen kisérlet, sszesen 12 parhuzamos mérés
atlaga = SD.)

Mind EV-mentes mind EV-ket is tartalmazé FBS jelenlétében megvizsgaltuk a CD-
k hatésat a sejtek életképességére. Bizonyos CD-k fokozott mértékben gyakoroltak gétld
hatést a sejtek életképességére EV-mentes tapban (3.3 abra).

3.2. A vizsgalt ciklodextrinek életképességi vizsgalata nem-tumoros

sejteken

A CD kezelés hatasanak atfogobb tanulmanyozasa érdekében kiterjesztettiik az életké-

pességi vizsgalatokat a HaCaT és HEK293 human nem-tumoros és az A2058 melanoma
sejtvonalra. A konzisztetncia érdekében a plateket a korabbi vizsgalatoknak megfelel§ kon-
centraciokkal kezeltiik. Ezeken a sejtvonalakon négy CD kezelés hatasat vizsgaltuk: a sem-
leges C'Dg, a savas C D7, és a metilszarmazék CDg és C D1y ciklodextrineket.
A méréseket EV-ket is tartalmazé és EV mentes tap kozegben is vizsgaltuk harom-harom
fiiggetlen kisérletel, Gsszesen 18 parhuzamos mérést atlagolva (3.1 tablazat). A HEK293
sejtvonal hajlamos szferoidok képzésére, ezért az SRB assay soran — ahol a letapadt sej-
tek Ossz-fehérje mennyiségété mérjik — viszonylag nagyobb szérasa, bizonytalansiga lesz
az eredményeinknek. Ezzel szemben a mésik nem-tumoros sejtvonal (HaCaT) vizsgalata
soran ilyen nehézségekkel nem szembesiiltiink. Ezért is lett a HaCaT setjvonal a tovabbi
kisérleteink alanya.

Az SRB assay-k aldtamasztottak a WMIS3A és a WMO983B mérések alapjan vartakat.
Mig a C'Dg nem befolyésolja a sejtek életképeségét. A metilalt CD szarmazékok fokozott
citotoxikus hatast véaltanak ki a tumoros A2058 sejtekbsl. A C'Dyyp minden sejtvonalon
citotoxikusnak bizonyult 0,3 mg/ml koncentréacio f6l6tt (3.4abra). A nem tumoros sejtvo-

nalak kevésbé bizonyultak érzékenynek a kezelés FBS tartalmara. Mig az A2058 sejtvonalon
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3.4. abra. CDqy kezelés hatasa EV-ket is tartalmazo FBS-es tapban az A2058 melanoma

valamint a HaCaT és HEK293 nem-tumoros sejteken. (Harom fliggetlen kisérlet, dsszesen

18 parhuzamos mérés atlaga + SD.)
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3.5. abra. C'Dyg kezelés hatasa (A) EV mentes FBS-es ¢s (B) EV-ket is tartalmazo FBS-es

tapban az A2058 melanoma valamint a HaCaT és HEK293 nem-tumoros sejteken. (Harom

fiiggetlen kisérlet, 6sszesen 18 parhuzamos meérés atlaga + SD.)
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megfigyeltiik a WM983A és WM983B sejtvonalakhoz hasonld szenzitivitést, egyes CD je-
lenlétében pl C'Dg (3.54bra). Az életképességi vizsgalatok alapjan a tovabbi kisérletekhez
a HaCaTT sejtvonalat és a C'Dg ciklodextrint valasztottuk, mivel a CDg kiilonésen toxikus-
nak bizonyult a rakos sejtekre, mig a nem tumoros sejtekben mérsékeltebb hatast mutatott
(3.1 tablazat). Ez a kiilonbség lehetséget kinal a CD-k alkalmazaséara célzott rakterapi-
adban, mivel szelektiven lehet elérni a rakos sejteket, mikoézben a normalis sejtek kevésbé

karosodnak.

3.3. A ciklodextrinek hatasanak vizsgalata a sejtek altal ter-

melt extracellularis vezikulak mennyiségére és Osszetételére

Szinte minden sejt termel EV-ket, mivel ezek kulcsszerepet toltenek be a sejtek kozotti
kommunikéacioban és szamos biologiai folyamat iranyitasidban. Az EV-k altal kozvetitett
informaciok lehetévé teszik a sejtek szaméra, hogy alkalmazkodjanak a kornyezeti valto-
zésokhoz, és hozzdjarulnak az immunvalaszhoz, a széveti regeneracidhoz, valamint a sejt-
novekedés szabalyozasahoz. A rakos sejtek sokszor kiilondsen aktivan termelnek EV-ket,
mivel ezeken keresztiil képesek a kornyezetiiket igy modositani, hogy az kedvezzen a tumor
novekedésének és terjedésének. A kiilonbozs sejtek eltérd atmérdji és mennyiségi EV-t
termelnek. Az altalunk vizsgalt sejtvonalak CD-kezelés nélkiili EV-jeinek részecskekoncent-
racidja az atmérd fiiggvényében a 3.6 abran lathatdo. A WMO983A és a WMO983B sejtvonalak
fokozott mennyiségben termelnek EV-ket a nem-tumoros HaCaT sejtvonalhoz képest.

A sejtek altal termelt EV-k karakterizilasihoz a varhatéan legtébb EV-t termel§ a
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3.6. abra. A vizsgalt sejtvonalak (HaCaT, Mel Pt 4 pre, WM983A és WM983B) CD kezelés

nélkiili (kontrol) feliiluszobol izolalt EV-k méreteloszlasa, NTA mérések eredménye.
WMO83A és a WM9I83B sejtvonalakat hasznaltuk. Az EV-termeltetés soran a sejteket
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1%-0s EV-mentes FBS-es tapban tartottuk, hogy az FBS-ben talalhato EV-k ne zavarjak
mérésiinket. Az EV-k izolalasa utan 6sszfehérje mennyiséget, 6sszlipid mennyiséget, median

részecske méretet és részecske mennyiség értéket hataroztunk meg (3.7 abra).
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3.7. abra. Izolalt EV-k 6sszfehérje mennyisége, 6sszlipid mennyisége, median részecske mé-
rete és részecske mennyisége. (Két fliggetlen kisérlet, dsszesen 6 parhuzamos mérés atlaga

+SD.)

A kisérletek soran a sejtkulturdk kezeléséhez 7 ml 1% EV-mentes FBS-t tartalmazo
DMEM tapot hasznaltunk 1 mg/ml CD koncentracioval, kivéve a C'Dy és C'Dyg esetében,
ahol 0,1 mg/ml CD-t alkalmaztunk. A 72 6ras inkubéaci6é utan az EV-ket izolaltuk és karak-
terizaltuk. Az igy izolalt EV frakcié mutatja a sejek CD kezelésre adott valaszat.

A kiilonféle CD-kel torténd kezelés hatésara az izolalt EV-k mérete és mennyisége nem
valtozott szémottevGen. Ugyanakkor az EV frakcié fehérje mennyisége megvaltozott, és
a valtozas mértéke az egyes CD-ek esetén nagyon eltérének mutatkozott. Ezzel szemben
megfigyelhetjiik, hogy a C' Dy és C'Dy kivételével a tébbi CD hatésara az EV frakcio lipid
tartalma kovetkezetesen lecsokkent a kontrollhoz képest. Fontos megjegyezni, hogy itt a két
sejtvonalbdl izolalt EV-k eredményeit egyiitt elemezziik, mivel a sejtvonalak genetikailag
szinte azonosnak tekinthetGek (szingeneikusak) és az elézetes elemzések soran nem lehetett
markéns kiilonbséget kimutatni az EV-ik kézott. Tovabba szem el6tt kell tartani azt is, hogy
a 3.7 dbran bemutatott eredmények szamszeri érétke nagyban fiigg az EV-k termeltetésére
"bevetett,, sejtek szamatol, ami egy nehezen beallithato kisérleti paraméter.

Utobbi hatast probaltuk azzal kompenzélni, hogy elemzéseink soran a fenti 4 mutaté ha-

nyadosait is vizsgaltuk (3.9 abra). A CD; és C' Dy viszonylagos hatastalansaga az EV-k
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modositasara még egyértelmiibben kirajzolodik a fehérje-lipid és lipid-részecske méretara-
nyok vizsgalatakor. Mindkét esetben a konroll sejtekrdl izolalt EV-khez hasonlé értéket
kaptunk.
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3.8. abra. Az izolalt EV-frakciok fehérje-lipid és lipid-részecske méret aranyai a kezeléshez
hasznalt CD-k fiiggvényében. (Két fliggetlen kisérlet, dsszesen 6 parhuzamos mérés atlaga

+SD.)

3.4. A ciklodextrinek eloszlasanak vizsgalata tumor sejtek te-

nyészeteiben

A CD kezelések atfogobb megértése érdekében az egyes CD-ként vizsgaltuk milyen arany-

ban vannak jelen a sejtben, a feliiliszoban és az EV-kben. A vizsgalathoz a WM983A és
WMO983B sejtvonalakkal termeltettiink EV-ket CD jelenlétében. A tomegspektrometriai
(MS) méréseket harom CD-én végeztiik a Cyclolab Kft laboratériumaban. Az MS méré-
sek soran megvizsgaltuk a DIMEB95, a RAMEB és az aCD molekulék jelenlétét az egyes
frakciokban. A metilalt CD szarmazékok (DIMEB95 és RAMEB) el6zetes életképességi
vizsgalatok soran fokozott hatast mutattak a vizsgilt melanoma sejtvonalakra. Mig a nativ
aCD-kel kezelt sejtvonalakon nem figyeltiink meg életképeségre gyakorolt hatast.
Tekintettel arra, hogy a harom frakci6 koziil a feliiliszo frakcié feleltetheté meg az eredeti
rendszer meghatarozo6 részének, a kezeléskor adott és a feliiliszoban mért CD koncentraciod
aranyat a modszer detekcios hatékonysaganak tekintettiik, és ezzel az arannyal szamolva
normalizaltuk a kapott koncentracié értékeket.
A kezelések a vizsgalt sejtvonalakban hasonlo, a kiilonbozd ciklodextrinekre eltérs elosz-
last mutattak a mintdkon. A CD kezelés sejtvonal fiiggetlen vélaszt adott a két vizsgalt
melanoma sejtvonalra, ami fakadhat a WM983A és WM983B sejtvonalak szingeneitésabol
is. Az aCD koncentracioja a feliiltiszo frakcioban (78,06%) tobb mint kétszerese volt az
EV és sejtes frakcokban (35,89% és 31,03%) meért koncentracioknak. Ami alapjan kévet-
keztethetiink arra, hogy a C'Dg csak kismértékben jut be a sejtekbe és az EV-be, és magas
koncentracioban marad a feliiltiszé frakcioban.

Az elGzetes életképeségi vizsgalatok soran a nagyobb életképeségi hatast kivaltdo metilalt (5
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CD-k sejtes frakciojaban atlagosan magasabb (68,18%) koncentracioban voltak jelen CD
molekulak az aCD esetében mért koncentraciojahoz (31,03%) képest. A DIMEB95 és RA-
MEB kezelések hasonléan magas aranyban voltak kimutathatoak a vizsgalt sejtes frakcioban
a melanomasejtes frakciojaban (RAMEB 73,41%-a, DIMEBO95 75,56%-a a kezelési koncent-
racionak). A vizsgalt metilalt CD szarmazékok az EV frakcioban mért koncentraciokban
tértek el egyméastol. Mig a DIMEB95 mennyisége az EV-ben 82,91% (a sejtes frakcioban
meért koncentraciohoz viszonyitva), a RAMEB kevésbé volt kimutathato az EV frakciobol;
27,26%-a volt a sejtes frakcioban mért CD koncentraciojanak.

Az eredmények atfogobb megértése érdekében a vizsgalt mintakon SPV és Qubit@®) Protein

CD Atlag fehérje Atlag lipid Atlag fehérje
mennyiség mennyiség mennyiség
az EV-ben £+ SD az EV-ben + SD a feliilaszéban + SD
aCD 145.73 & 0.047 [pg/ml| | 113.90 + 0.031 [ug/ml] | 316.67 % 0.251 [pg/ml]
RAMEB | 117.10 £ 0.045 [ug/ml| | 85.69 4 0.024 [pug/ml] | 377.37 4 0.181 [pg/ml]
DIMEBO5 | 384.20 & 0.640 [ug/ml| | 132.10 =+ 0.136 [ug/ml] | 402.63 % 0.246 [pg/ml]

3.2. tablazat. A WMO983A és WMIK3B sejtvonalak altal termelt EV-k atlag fehérje és
lipid mennyisége, valamint a feliilaszo atlag fehérje mennyisége a vizsgalt harom CD (aCD,

RAMEB, DIMEBY5) jelenlétében. Hat fliggetlen ismétlés atlaga + SD.

Assay Kit méréseket is végeztiink. Az SPV assay reagélt tap DMEM tartalmaval, igy nem
tudtuk megmérni a feliiluszok lipid tartalmat. A RAMEB EV izolatum kevesebb lipidet
és fehérjét tartalmazott a tobbi kezeléshez képes (3.2 tablazat). Ezt eredményezheti a ke-
vesebb EV termelés is, ami kevesebb ezen a csatornan zajlé informacio-forgalmat jelenthet
a sejtek kozott. A DIMEB95 mintakban EV és feliiluszd frakcidban is fokozott termelést
mutattak a sejtek. Ezek az eredmények megfeleltek az EV karakterizacios eredményeink

alapjan vartaknak.

3.5. Tumoros kornyezetbd6l szarmazé EV-k életképesség és mig-

raciora gyakorolt hatasa

A keratinocitdk a melanoma mikrokornyezetének jelentés részét alkotjak, figyelembe véve
a melanocitak iranyaba betoltott védd szerepiiket fiziologids koriilmények kozott. Kisérlete-
ink sordn a HaCaT sejteket kezeltiik Mel Pt 4 pre tumoros EV-vel.
A kisérlet soran a megtermelt EV-ket izolaltuk majd 100 pl PBSb-ben oldottuk. A torzs-
oldatot Qubit®) Protein Assay Kit-tel megmértiik (3.3 tablazat) és a kapott fehérjekon-
centraciobol kiszamoltuk a kezeléshez valasztott 10 pg/ml fehérjekoncentraciohoz sziikséges
mennyiségeket. A kisérlethez két kontrolkezelést valasztottunk: az 10%-os EV mentes FBS-
es tapot és a legtobb (5,85%-0s) PBS-t tartalmazé EV kezeléssel megegyezé PBS tartalmu
EV mentes FBS-es tapot.
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Minta Osszfehérje koncentracio6
HaCaT EV 171.0 [pg/ml|
Mel Pt4 pre EV 172.7 [pg/ml|
C Dy jelenlétében termelt Mel Pt4 pre EV 187.2 [pg/ml]|
C Dy jelenlétében termelt Mel Pt4 pre EV 209.2 [ug/ml|

3.3. tdblazat. Az izolalt EV mintak mért dsszfehérje koncentraciojai.

Megvizsgaltuk a CD kezelt és kontrol melanoma sejtek altal termelt EV-k hatasa a sejtek
életképeségére. Az SRB assay soran a PBS tartalmi kontrolhoz viszonyitottuk az eredmé-
nyeinket. Az EV kezelés egyik sejtvonalon se befolyésolta nagymértékben a sejtek életké-
pességét (3.4 tablazat).

Vizsgalt sejtvonalak HaCaT Mel Pt4
Atlag | Szoras | Atlag | Szoéras
PBS kontrol 1 0.0592 1 0.1091
EV mentes 1.0576 | 0.1497 || 1.0072 | 0.0533
HaCaT EV 1.0887 | 0.1601 || 0.9528 | 0.0870
Mel Pt4 EV 0.8411 | 0.0706 || 0.9833 | 0.0935

CDg kezelt Mel Pt4 EV | 1.0784 | 0.1289 || 1.0263 | 0.0298
C Dy kezelt Mel Pt4 EV | 0.8809 | 0.0457 || 0.9947 | 0.0401

3.4. tablazat. HaCaT és Mel Pt4 sejtvonalakon EV kezelések hatasara életképeségi vizsga-

latok atlaga és szoras adatai a PBS kontrolhoz viszonyitva (5 parhuzamos mérés atlaga).

Az életképeségi vizsgalatok utan elemeztiik a CD kezelelt EV-k hatasa a sejtek migracio-
jara is.

Az EV kezelés lehetséges hatasat a sejtek mozgékonysagara egysejtes kévetéssel vizs-
galtuk. A kisérlethez videdmikroszkoppal vizsgaltuk az EV kezelt HaCaT és Mel Pt4 pre
sejtvonalakhoz tartozé sejtenyészeteket. A CellTracker szoftver segitségével kiszamoltuk a
sejtek maximalis elmozdulésat, atlag sebeségét, megtett tavolsagat, direkcionalitasat és at-
lagos négyzetes elmozdulasat(MSD).

A kezelés hatésanak jellemzésére Osszevetettiik a CD kezelt eredményeket a PBS kontroll
meérésekkel. Meghataroztuk az AUC (Area Under Curve), a gorbe alatti tertiletet értékeket.

Az altalunk hasznalt EV-k a kontrolhoz viszonyitva csak csekély mértékben valtoztattak
meg a vizsgalt sejtek migracios paramétereit. A Mel Pt4 pre sejtek altal termelt EV-k
nem befolyasoltdk a HaCaT sejtek mozgékonysagat. Mig a melanoma sejtek teljes megtett
tavolsagara hatottak sajat EV-i. Itt megfigyeltiik, hogy a CD-kezelés mellet termelt EV-k
nem fokozzak a sejtek altal megtett tavolsagot (3.9 abra).
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3.9. abra. EV kezelt kozegben a sejtek altal megtett tavolsag, HaCaT és Mel Pt4 pre sejt-

vonalakon PBS kontrolhoz viszonyitva (5 parhuzamos mérés érbe alatti teriiletének atlaga

+SD.)
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4. Diszkusszio

4.1. A ciklodextrinek nem-tumoros és tumoros sejtek életké-

pességére gyakorolt hatasa

A sejtek életképességére gyakorlolt hatast az anyagok a GI50 értékével kvantifikalhatjuk,
ami az a CD koncentracio, amely feleakkora mérhets sejtpopulaciot eredményez, mint amit
kontroll koriilmények kozott mérhetiink. A méréseinket 5 human sejtvonalon, hdrom tumo-
ros (WMO983A, WM983B és A2058) és két nem-tumoros (HEK293 és HaCaT) végeztitk. A
méréseink alapjan (3.1 tablazat) a nagy dézisban vizsgalt CD-k sem fejtettek ki citotoxikus
hatéast, altalaban inkabb jol toleralhatoak. Ez alol kivételt képez a C Dy és a CD10 (3.4
abra), melyek csak tisztasdgukban kiilonboznek egyméastol. A vizsgélt sejtvonalak koziil a
WM983B mutatott érzékenységet a legtobb kiilonbo6zé ciklodextrinre (lasd 3.1 tablazat).
Kutatasaink soran megfigyelt szerkezet-aktivitas Osszefliggéseket hasonldéan rogzitette Kiss
és munkatérsai in vitro, a Caco-2 humén vastagbélrdk sejteken és humén eritrocitdkon is
[17]. A metilcsoportok szamanak novelése a molekulan fokozza a toxikus hatast: mig a
harom-négy metilcsoportot tartalmazé CRYSMEB /CD vegyiiletek gyakorlatilag nem toxi-
kusak, addig a RAMEB és a DIMEB erésen mérgezé a Caco-2 sejtekre. Erdekes modon a
TRIMEB citotoxicitasa valamivel alacsonyabb, mint a RAMEB és DIMEB szarmazékoknak
a citotoxikus hatésa. Zhang és munkatarsai (2013) kutatasaban vizsgélta, hogy a tumornak
és mikrokornyezetének a pH-ja savasabb az ép szovetekhez képoest, ezért a lugos pH-ju ke-
zelGanyagok alkalmassabbak lehetnek a rakellenes gydgyszerek bejuttatasara. Ilyen anyag a
2-(dimetilamino)etil-metakrilat (DMAEMA)-t, amely savas koriilmények kozott protonalo-
dik [23]. Ez a mehanizmus magyarazhatja a metilalt CD szarmazékoknal megfigyelt fokozott
citotoxicitast. Hasonl6 tendencia figyelhet6 meg ezek hemolitikus hatasanal is. Ezenkiviil
kimutattunk némi kiilonbséget a kiillonbo6z6 izomeri tisztasagti DIMEB-ek citotoxicitasaban,
ami arra utal, hogy a metilalt CD vegyiiletek esetében a toxikus hatas nagymértékben fiigg
a metilcsoportok szamétol, és kisebb mértékben a metilcsoportok helyzetétsl.

Az eltérs toxikologiai eredmények, az eltérd sejtvonalakon mért vizsgalatokon kiviil az
alkalmazott életképességi tesztek kiilonbségeibdl is addédhatnak. Az SRB assay a sejtek
Osszfehérje-tartalmat méri, azzal a feltételezéssel, hogy a kezelt és kontroll mintdkban az
egyes sejtekben talalhato fehérjemennyiség hasonld. Ezzel szemben az MTT assay a sejtek
mitokondrialis aktivitasat értékeli: az MTT vegyiilet (3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolium
bromid) a sejtek mitokondriélis dehidrogenézai altal formazanné alakul, ami alapjan az as-

say soran azt feltételezziik, hogy a sejtek mitokondridlis aktivitdsa a kontroll és a kezelt
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mintak kozott egyenls [24].

Mind EV-mentes mind EV-ket is tartalmaz6 FBS jelenlétében megvizsgaltuk a CD-k hata-
sat a sejtek életképességére. Vizsgalataink soran megfigyelhettiik, hogy vannak olyan esetek
(adott sejtvonal kezelése, adott CD-vel), ahol meghatérozo kiillonbség mutatkozik a mért
életképességben annak fiiggvényében, hogy van-e EV az FBS-ben vagy nincs (3.3 abra).
Meéréseink alatdmasztjak a szakirodalomboél is megismerhets tapasztalatot, miszerint meg-
hatarozo lehet, hogy a sejtek médiuma tartalmaz-e exogén eredetii EV-ket vagy sem [8][9].
Négy CD életképeségre gyakorolt hatasat nem-tumoros sejtvonalakon is megvizsgaltuk.
Ezen SRB vizsgalatok soran a C'Dg kiilondsen toxikus hatast mutatott a rakos sejtekre,
mig a nem tumoros sejtek esetében enyhébb hatast fejtett ki (lasd 3.4 abra). Ez a kiilonb-
ség lehet&séget kinalhat a ciklodextrinek rakterapias alkalmazasara, mivel segitségiikkel a

rakos sejtek szelektiven elérhetsk, mikézben a normaél sejtek kevésbé sériilnek.

4.2. A ciklodextrinek hatasanak vizsgalata a sejtek altal ter-

melt extracellularis vezikulak mennyiségére és Osszetételére

Az EV-k izolalasa utan meghataroztuk az osszfehérje- és dsszlipid-mennyiséget, a median
részecskeméretet, valamint a részecskekoncentréaciot (3.4 abra). A WM983A és a WM983B
sejtvonalbdl izolalt EV-k eredményeit egyiitt elemeztiik, mivel szingeneikusak, és az elGzetes

vizsgalatokban nem mutatkozott jelentds kiilonbség EV-jeik kozott.

A kiilonb6z6 CD-kezelések nem okoztak jelentds valtozast az EV-k méretében és kon-
centraciojaban, viszont az EV frakcié fehérjetartalma CD-enként eltérGen modosult.Ezzel
szemben, az EV-k lipid koncentracioja kovetkezetesen csokkent a kontrollhoz képest, kivéve
a CD és CDy [HPBCD] esetében. Nasr és munkatarsai 24 oras kezelések soran megfigyelték,
hogy az a—CD és a RAMEB a leghatékonyabb CD-k kozé sorolhatok,. Az a—CD-k mind
a koleszterinban gazdag, mind a koleszterinben szegény membranokra hatnak a RAMEB
pedig magas membran koleszterin-tartalom esetén fejt ki fokozott hatést. Ezért a RAMEB
magas membran koleszterintartalom esetén kivonhatja a membran-koleszterint a raftdomé-
nekbsl. A t6bbi f—CD-szarmazék (HPSCD, CRYSMEB és SBESCD) kisebb hatast muta-
tott, amely f6ként alacsony membran koleszterin-tartalomnéal azonnal megfigyelhets volt, és
a membran koleszterintartalom novekedésével csokkent [25].

Az el6zetes varakozasunkkal szemben a CRYSMEB is csokkentette az EV-k lipid tartal-
mét ami adédhat abbol, hogy a koleszterinen kiviil méas lipid exocitozisdt is képes fokozni.
Osszefiiggésben allhat ez azzal, hogy a CD; és C Dy ionossag tekintetében semleges mole-
kuléak és 6k tartalmaznak csak hidroxipropil oldallancokat. Megfigyelésiink Gsszecseng azon
irodalmi adatokkal, melyek szerint a HPBCD vegyiiletek csekély hatassal birnak a sejtek
életképességére [5] (3.1 tablazat).

Ezen felil Geda (2022) tanulméanyaban hangsulyozza a ciklodextrin (CD) kezelések fon-
tossagat a kiilonboz6 lipidosztalyok specifikus szerepének tovabbi vizsgalatahoz, kiilonosen

a koleszterinre és gangliozidokra gyakorolt hatasuk kapcsan [11]. A kutatas kimutatta,
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hogy a HPBCD hatékonyabb a szelektiv koleszterin-deplécioban, mint a DIMEB, mivel a
koleszterin- és gangliozid kivoné koncentriciok kozott jelentSs kiillonbségek figyelhet6k meg,
és alacsonyabb toxicitasa is kedvezs tényezS. A gangliozidok stimulaljak a glutaméat fel-
szabadulasat az agyi szinaptoszomakbol [11]. Az altalunk vizsgalt daganatos sejtek EV-i
magas koleszterin koncentraciot mutatnak, ami miatt a HPBCD lipidcstkkents hatasa nem
érvényesiill. Ahogyan a CD-k hataséat vizsgaltdk a liposzomékon, a koleszterin hasonloan

befolyasolhatja az EV-k membranjainak permeabilitasat.

4.3. A ciklodextrinek eloszlasanak vizsgalata tumor sejt tenyé-

szetben

Vizsgaltuk, hogy a CD-k a sejtes rendszernek a feliilaszo, a sejtes vagy az EV frakciojaban

leszenek nagyobb ardnyban megtalalhatok a kezelések soran. Az MS mérések eredményét
aranyositottuk a kiillénbézs CD kezelések kezdeti koncentraciojaval. A mért koncentraciok
eltértek a vart, kezdeti koncentraciotol, az MS modszer az alltalunk hasznalt protokollal csak
a CD-k mintegy 60%-at mutatta ki. Ez a koncentracioA bevitt és kimutatott (’visszamért’)
CD mennyiség kozotti kiillonbség fakadhat metodikai hibabol, vagy akar a sejtek metabo-
lizmusabdl is. Mu és munkatéarsai a S-ciklodextrin farmakokinetikdjat, szoveti eloszlasat,
kivalasztésat és metabolizmusat patkanyokon oralis Gtun torténd beadast kévetden tanul-
méanyoztak|[3]. Kutatasukban hasénlan a mi eredményeinkhez arrol szamoltak be hogy, az
intakt [-ciklodextrin kivalasztésa a vizeletbe és a székletbe alacsonyabb volt, mint a be-
adott dozis. Ezt azzal magyarizzék, hogy a ciklodextrin maltodextrinné metabolizalodott,
amely tovabb metabolizalodott, felszivodott és végiil széndioxid és viz forméjaban tavozott
[3]. Fontos megjegyezni, hogy a két modellnek eltérd az absztrakcios szintje, mi in vitro egy
sejtkultira metabolizmusat vizsgaljuk, mig Mu in vivo egy teljes élGszervezetet. Figyelembe
véve az in vitro - in vivo modellek korlatozott 6sszehasonlithatosagat, azt feltételezhetjiik az
alacsonyabb mért koncentracié adédhat abbdl is hogy a sejtek a kezelés soran lebontottak
a CD-k mindegy 40%-at.
Az MS mérésekhez hasznalt mintakon SPV és Qubit@®) Protein Assay Kit méréseket is vé-
geztiink. Az eredményeket atfogdan elemeztiik. A DIMEB95 mintdkban mind az EV, mind
a feliilisz6 fokozott mennyiségben lehetett CD-ket kimutatni, ami 6sszhangban all az EV
karakterizéciés eredményeink alapjan vartakkal, vagyis, hogy a kezelsé hatasara csokkent
az EV-k 6ssz lipid tartalma. A RAMEB-kezelés eredményeként az EV izolatumokban ala-
csonyabb lipid- és fehérjetartalmat mértiink a tobbi kezeléshez képest (3.2. tablazat). Ez
magyarazhato a kisebb EV-termeléssel, ami alacsonyabb sejtek kozotti informécioatvitelt
jelenthet ezen a csatornan. Ezt az elgondolast tamasztja ala, hogy az MS mérések alapjan
a RAMEB kevésbé volt kimutathato az EV frakciobol: az EV frakciéban mért CD koncent-
racio a sejtes frakcio CD koncentracidojanak mindossze 27,26%-at tette ki. Ez arra utalhat,
hogy a RAMERB a sejtekben talalhato lipidekhez kevésbé kot6dik, vagy a lipideket az EV-
kbdl a feliiluszo folyadékba oldhatja ki.
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Mindemellett a DIMEB95 és a RAMEB kezelések soran magas aranyban képeztek zarvany-
komplexet a sejtes frakciokban, mind a melanoma sejtek belsejében, mind azok felszinén
(RAMEB 73,41%-a, DIMEBO95 75,56%-a a kezelési koncentracionak). Ennek oka lehet a
metilalt CD-szarmazékok fokozott koleszterin-affinitasa és citotoxikus hatasa (3.1 tablazat)
[11] [17]. Az életképességi vizsgalatok alapjan (3.1 tablazat) a kisebb hatést kialto CDg
dontGen a kezdeti feliiliszo frakcidban maradt, és csak csekély szazalékban jutott be a sejtes

és az EV frakciokba, raadasul egyenld ardnyban.

4.4. Tumoros kornyezetbd6l szarmazé EV-k életképeségre és mig-

raciora gyakorolt hatasa

Az EV-k kulcsszerepet jatszanak a tumormikrokornyezet kommunikaci6jaban, mivel a tun-
orsejt protedzok az EV-ken keresztiil befolyasolhatjak a tumorsejtek és a tumor-asszocialt
keratinocitédk interakcidit beleértve a sejtmigraciot, a proliferaciot és a tumornévekedést
befolyasold ttvonalakat is. A tumormikrokdrnyezetbdl szarmazé EV-k befolyasolhatjak a
sejtek életképességét és migracidjat. A tumor-asszocialt keratinocitak fokozott proteoliti-
kus aktivitasa és galektin-3 kibocsatésa szintén hozzajarulhat a tumor progressziojahoz.
A metalloproteinazok (ADAM és ADAMTS) képesek lebontani az extracellularis matrix
komponenseit, megkonnyitve a tumorsejtek mozgasat és terjedését|26]. A videdmikrosz-
kopos vizsgélatainkhoz a tumoros sejtek életképességét a nem tumoros sejtekéhez képest
fokozottaban gatlo RAMEB (2.5.4bra) és a CRYSMEB CD-ket hasznaltuk. A CRYSMEB
a migraciora gyakorolt hatésaval képes modositani az immunrendszert in vitro, és poten-
cidlisan kezelni a vascularis problémakat azaltal, hogy serkenti azoknak a molekuldknak a
kifejez6dését, amelyek szerepet jatszanak az immunsejtek és més sejttipusok kozotti kol-
csonhatasokban [27].

Bar a Mel Pt4 pre sejtek altal megtett tavolsagban 72 6ra utdn meg figyeltiink szignifikdns
csokkenést a CD-kezelés mellet termelt tumoros EV-k jelenlétében (3.94bra). A kisérletiink
nem mutatott szignifikdns eltérést a tobbi vizsgalt paraméterre. Ez adédhat abbol, hogy az
altalunk hasznalt 10 pg/ml fehérjekoncentracio til alacsony volt a sejtvonalak migracioja-
nak megvaltoztatasara.

A spontédn immortalizalt HaCaT sejtvonal felnétt emberi epidermalis sejtekbdl ered, meg-
Grizve a proliferacio és differencidlodés képességét, hasonldéan az él6 szervezetek bazalis ke-
ratinocitaihoz [16]. A keratinocitédk altal kibocsatott EV-k olyan jelatviteli molekulékat
(példaul endothelin-1) hordozhatnak, amelyek a melanoma sejtek invazidjat, novekedését
vagy kezelésre adott valaszukat befolyasolhatja. A melanoma jelenléte serkentheti a HaCaT
keratinocitdk galektin-3 termelését, amely kulcsszerepet jatszik a sejtvandorlasban és a tu-
mor el6rehaladasaban [26].

Az altalunk vizsgalt HaCaT sejteket nem befolyasoltak a Mel Pt4 pre sejtek dltal termelt
EV-k. Ez fakadhat abbol hogy a két sejtvonal genetikailag nagyban kiilonbozik egymas-
tol és az EV-kenlévd jelsls fehérjék kevésbé kompatibilisek a sejtek membranjan talalhato

receptorokkal. Ezért érdemes lehet szingeneikus sejtvonalakon vizsgéalni a CD-kezelés EV-
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héztartasra gyakorolt hatasat.

31



5. Osszefoglalas

Kisérleteink soran arra akartunk valaszt adni hogy a CD-k alkalmasak lehetneke 6nmaguk-
ban is onkologiai terapias szerként. A ciklodextrineket (CD-ket) széles korben vizsgaljak
az onkologidban, mint hordozoékat, amelyek egyedi szerkezetiiknek kdszonhet&en javitjak a
rakellenes gyogyszerek oldhatosigét, stabilitasat és adagolasat. Bizonyos ciklodextrinek,
mint példaul a DIMEB, 6nmagukban is terapids hatassal birhatnak, példaul csokkentik a
koleszterin felhalmozddésat a sejtekben, ami kdzvetve tdmogathatja a sejtek egészségét. Ez
a hatéas kiilonosen a koleszterinnel kapcsolatos betegségek esetében figyelheté meg, ahol a
CD-knek ismert biologiai hatasuk van a puszta gyogyszeradagolason tul. Kutatasunkban a
CD-k féleg az EV-kre gyakorolt hatasat vizsgaltuk, mivel ezek nagy ardnyban tartalmaznak
lipideket. Igy kedvezd célpontok lehetnek az apolaris ligaindok kétésére alkalmazott CD
molekuldk szaméra. A CD kezelés egy kedvez§ alternativat nyujthat, a tumoros betegek
metasztazis kialakuldsanak gatlasara. Béar jelenleg nincsenek olyan széles korben elismert
tanulmanyok, amelyek kifejezetten dokumentaltdk volna a tumor visszafejlédését a kizardlag
CD-kkel (azaz tovabbi rékellenes gyogyszerek nélkiil) kezelt csoportokban, a kutatok meg-
figyelték, hogy a CD-k néha a rajtuk 1évs gyodgyszerektdl fliggetleniil is kifejthetik biologiai
hatasukat.

Kutatasaink soran megfigyeltiink a kiilonb6zo ciklodextrinekben szerkezet-aktivitas Ossze-
fiiggéseket. A metilcsoportok szamanak novelése a molekulan fokozza a toxikus hatast: mig
a harom-négy metilcsoportot tartalmazo CRYSMEB/CD vegyiiletek gyakorlatilag nem toxi-
kusak, addig a RAMEB és a DIMEB er&sen mérgez6 a sejtekre. Az EV termelésre gyakorolt
hatas tekintetében Gsszefoglaloan elmondhatjuk, hogy a HPBCD csoportba tartozdé CD-ket
leszamitva (CD; és C'D2) minden CD hatott az EV-k termelésére, legmarkansabban a lipid
koncentraciora. Osszevagnak ezen eredmények azzal az elképzeléssel, hogy a CD-k képesek
zérvanykomplexet alkotni a membréan-lipidekkel. Toémegspektrometridval megvizsgaltuk a
CD-k eloszlasat a WM983A és WMOI83B sejtjeiben, a sejtvonalak altal termelt EV-kben és
az EV-mentes feliiliszoban. A molekulak jelenléte hasonlé eloszlast mutatott a sejtvonalak-
ban, de eltérd mintazatot adott a kiilonbozs ciklodextrinekkel (DIMEB95, RAMEB és aCD)
torténd kezelés esetében. Videomikroszképos kisérlettel elemeztiik a tumoros kérnyezetbdl
szarmazo, kontroll kérillmények kozott és CD (RAMEB és CRYSMEB) jelenlétében termelt
EV-k migraciora gyakorolt hatasat Mel Pt4 pre és HaCaT sejtvonalakon. Az EV-k nem
befolyasoltak a sejtek életképességét, és csak cekély hatassal voltak a sejtek migracidjara.
Ezek az eredmények arra utalnak, hogy a CD-k jotékony szerepet jatszhatnak az EV-

kozvetitett sejtkozi kommunikiciot célzo onkolodgiai terapidkban.
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