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1. Roviditésjegyzék

28S
Arg-1
Cdknla
cDNS
Col2A1
DL-11
DNS
Dox
EV
EVM
FBS
FosL1

Fra-1
GAPDH

GDF-15
GFP

HL-1

INOS
ISEV

IEV
linc-p21

Inc-MHRT

LPM
Map3k5

28S riboszomalis RNS gén; 28S ribosomal RNA gene

arginaz 1; arginase 1

ciklin-dependens kinaz inhibitor 1A; cyclin dependent kinase inhibitor 1A
komplementer DNS; complementary DNA

II. tipust alfa-1 kollagén; collagen type 11 alpha 1 chain
doxorubicin-szarmazék; doxorubicin derivative

dezoxiribonukleinsav; deoxyribonucleic acid

doxorubicin; doxorubicin

extracellularis vezikula; extracellular vesicle

Extracellularis Vezikula Munkacsoport; Extracellular Vesicle Research Group
foetalis borju szérum; fetal bovine serum

FOS-szeri 1, AP-1 transzkripcios faktor alegység; FOS-like 1, AP-1
transcription factor subunit

Fos-rokon antigén 1; Fos-related antigen 1
gliceraldehid-3-foszfat-dehidrogenaz; glyceraldehyde 3-phosphate
dehydrogenase

novekedési és differencialodas faktor-15; growth/differentiation factor 15

z0ld fluoreszcens fehérje; green fluorescent protein

AT-1 egérbdl szarmazo szivizom sejtvonal; cardiac muscle cell line from AT-1
mouse

indukalhato nitrogén-monoxid-szintaz; inducible nitric oxide synthase
Nemzetkozi Extracellularis Vezikula Tarsasag; Internatial Society for
Extravellular Vesicles

nagyméretli extracellularis vezikula; large extracellular vesicle

hosszu intergenikus nem-kodold RNS-p21; long intergenic non-coding
RNA-p21

hossz nem-kodold, miozin nehézlanchoz kapcsolodd RNS transzkriptum; long
non-coding, myosin heavy chain associated RNA transcript

nagy peritonealis makrofag; large peritoneal macrophage

mitogén-aktivalt protein kinaz kinaz kinaz 5; mitogen-activated protein kinase

kinase kinase 5



mEV
MRNS
MVB
Mo
NTA
p53

PBS
P/S
Rab3b

RNS
RPMI
RT-gPCR

SDF-1
SEV
SPM
Thx5
Wnt2

Wnt2b

kozepes-méretii extracellularis vezikula; medium-sized extracellular vesicles
messenger RNS; messenger RNA

multivezikularis test; multivesicular body

makrofag; macrophage

nanorészecske kovetd elemzés; Nanoparticle Tracking Analysis

gén, a kodolt fehérje sejtciklus szabalyozo és tumorszupresszor; cellular tumor
antigen p53 (Uniprot)

foszfat-pufferelt s6oldat; phosphate-buffered saline

penicillin/sztreptomicin; penicillin/streptomycin

Ras-rokon Rab-3B fehérjét kodold gén; Ras-Related Protein Rab-3B coding
gene

ribonukleinsav; ribonucleic acid

Roswell Park Memorial Institute (médium)

kvantitativ valds-idejli polimeraz lancreakcio; quantitative real time polimerase
chain reaction

sztorma-eredett faktor-1; stromal cell-derived factor-1

kisméretii extracellularis vezikula; small extracellular vesicle

kis peritonealis makrofagok; small peritoneal macrophage

T-box transzkripcids faktor 5; T-box transcription factor

Wingless-tipust MMTYV integracios, 2. tag; Wingless-type MMTV integration
site family, member 2

Wingless-tipusit MMTYV integracios, 2. tag B; Wingless-type MMTYV integration

site family, member 2B



2. Bevezetés

Napjainkban a kardioonkologia Uj interdiszciplinaris tudomanyteriilet, mely az
onkoldgidban hasznalt készitmények kardioldgiai mellékhatasaira Osszpontosit. A rak elleni
kiizdelemben ¢letmentd kezelések fejlodésének koszonhetden megndtt a betegek tulélési
esélye. Ezzel egyidejiileg nagyobb figyelmet kapnak a kemoterdpia szovédményei,
kiilonosképpen az antraciklinek (pl. doxorubicin) kardiotoxikus €¢s immunmodulator hatasa. A
doxorubicinnel torténd kezelés irreverzibilis karokat okozhat a kardiovaszkularis rendszerben,
melyek akar évekkel vagy évtizedekkel a kezeléseket kovetden jelentkeznek. Az érintettek egy
novekvo létszamban 1évé betegcsoport, akik a daganatos betegségiiket tulélték, de a
kemoterapia karos mellékhatésait elszenvedik. A sziv- és érrendszer szdmos része valhat a

szovédmények tdmadéaspontjava, a komplikaciok hatterében sejtszintii folyamatok allnak.

A sejtek aktualis allapotuknak megfeleléen extracellularis vezikuldkba (tovabbiakban EV)
csomagolt nukleinsavak és fehérjék altal képesek befolyasolni mas sejtek mikodését. Az EV-
k az intercellularis kommunikacio alapvetd résztvevoi fiziologias és patologias folyamatokban.
Jelentds immunszabalyozd szereppel birnak, részt vesznek a gyulladdsos vélaszok
kialakitasaban, mindezzel befolyasolva a sejtek, szovetek regeneracios képességét. Az EV-k

jelenleg az orvosbioldgiai kutatasok kdzéppontjaban allnak.

Munkdm soran kondicionalt, dupla transzgénikus egértérzsnél bizonyitottam, hogy a
szivizomsejtekb6l szarmazo EV-k a makrofagok altal felvételre keriilnek. In vitro kisérletben
doxorubicin és alternativ doxorubicin (DL-11) kezelésnek kitett HL-1 sejtvonalon, valamint
egér peritonealis makrofagokon vizsgéltam a génexpresszidos mintazat eltérd valtozasat. A
makrofagoknal kiilon megfigyeltem a kozvetlen kezelés és kiilon a kardiomiocita eredetii EV-
k hatasara kialakuld valtozasokat. Az expresszios vizsgalatokat hagyomanyos, valos idejii
PCR-rel és Nanostring expresszids panelen végeztiik, emellett szamos hagyomanyos €s modern

technologiat hasznaltunk kutatdsunk soran.

Az eredmények segithetik a terapias szerek citotoxikus és immunmodulator hatasanak
jobb megértését, ezaltal szerepiik lehet a szovodmények kivédésében. Az altalunk vizsgalt

molekularis markerek a késén manifesztalodd mellékhatasok predikcidjat vetithetik elére.



2.1 Kardioonkolégia

A rosszindulati daganatos megbetegedéseket az elmult évtizedekben a vezetd halalokok
kozott tartjuk szamon. 2020-ban 19,3 millio 0j esetet és 10 millio haldlesetet regisztraltak
vilagszerte. A globalis népességndvekedéssel és az atlagéletkor emelkedésével a szdmok
novekvd tendenciat mutatnak, azonban az elmult két évtizedben — jellemzden a fejlett
orszagokban — a betegség tulélési mutatodi javultak (Sung és mtsai, 2021; Herrmann, 2020). Ez
tobbek kozott a korszerti kemoterapias és egyéb daganatellenes kezelések alkalmazasanak, €s
sikeres kombinalasuknak koszonhet6. A tuléldk aranyanak emelkedésével egyre inkabb
elétérbe keriiltek a daganatterapia direkt mellékhatisai. Napjainkban a gyogyult rakbetegek
morbiditasanak és mortalitdsanak vezetd oka a rosszindulatu daganatos betegség kiujulasa,
kozvetlentil a masodik helyen a sziv- és érrendszeri megbetegedések allnak (Lenneman és
Sawyer, 2016). Az onkologiai kezelések leggyakoribb kardiovaszkularis szovodményeit az

1.4bra mutatja.

Al

Szivritmuszavar

-

Szivbillentyii-betegség

Kardiomiopatia

Pulmonalis hiperténia

Vénas tromboembdlia Periférias artérias érbetegség

1. dbra: Az onkoterdpia leggyakoribb kardiovaszkularis szovédményei. Megjegyzendd, hogy szdmos
kezelés a sziv- és érrendszer egészére karos hatasokkal bir. (sajat abra;, Herrmann, 2020 nyomdan)

Ezt felismerve jott 1étre a kardioonkologia tudomanyteriilete, mely az onkoldgiai terapia
soran hasznalt készitmények kardioldgiai mellékhatdsait vizsgalja. Cél az onkologiai

kezelésekkel jard kardiotoxikus szovOdmények megeldzése, diagnosztikdja és gyogyitasa.
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Mivel a kiilonb6zé készitmények hatasmechanizmusa, igy karos kardiovaszkularis hatasa
eltérd, ezért elengedhetetlen a daganatellenes szerek altal okozott kardiotoxikus komplikaciok

molekularis szintli megértése.

2.2 A doxorubicin okozta kardiotoxicitas

A myocardium szamos sejttipusa koziil a szivizomsejtek a kontraktilis rendszer elemei
¢s a szivszovet strukturajat adjak. A kemoterapia mellékhatasaként jelentkezé gyulladédsos
valasz miatt apoptozis €s nekrozis alakul ki, ennek kdvetkezményeként a szivizomsejtek szdma
csokken, ami a kardialis funkcié romlasahoz, végiil a szivelégtelenség kialakulasahoz vezet

(Foldes, 2018).

A daganatellenes készitmények kozott

Topoizomeraz Il: a sejtciklus fontos
tobbféle citotoxikus gyodgyszer megtalalhatd, az | enzime, a DNS kettds hélix torzidjat
akaddlyozza meg fel-, és

antraciklinek a topoizomeraz II gatlok kozé
p & letekeredéskor. A doxorubicin képes

tartoznak. A vegyliletcsalad egyik tagja, a | stabilizélni a komplexet a DNS kettds
szal torése utan, ezzel aktivalva a p53
fehérjét. A folyamat féként a gyors
(Gyires ¢és Fiirst, 2011). A Streptomyces peucetius | sejtosztoédasu sejtekben okoz
problémat.

klinikumban széles korben alkalmazott doxorubicin

baktériumbol szarmazo vOros szinlu

kemoterapeutikum kardiotoxikus hatasanak pontos mechanizmusa jelenleg még felderitetlen.

Feltételezik, hogy a doxorubicin okozta kardiotoxikus hatas hatterében a doxorubicin
DNS szalak kozé €kelddése, a topoizomeraz 11 gatlasa, a szabad oxigén gyokok felszabadulasa,
a mitokondrialis diszfunkcié all, mely végiil apoptézishoz vezet (2.abra). A tumorsejtek
topoizomeraz Ilo-t, a kardiomiocitdk topoizomerdz IIp-t expresszalnak, azonban az
antraciklinek mindkettét képesek megcélozni. (Sawyer, 2013; Zhang és mtsai, 2012) A
doxorubicin kardiotoxikus hatasanak hatterében tobb Utvonal is allhat, tovabbi kutatasok

sziikségesek a molekularis szintli mechanizmusok jobb megértéséhez.

A tumorellenes kezelések kardidlis funkcidkra gyakorolt karos hatasa sziikségessé teszi

hatékony, de enyhébb mellékhatast szerek fejlesztését az onkologiai terapiaban.
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2. dbra: A doxorubicin dltal kivaltott mechanizmusok kdrositjdk a szivizomsejteket és kardiotoxicitast

okoznak. A doxorubicin a TOP2-re hat, torést okozva a genomidlis ¢s mitokondrialis DNS-en, ami a

ROS szintjéenek emelkedéséhez vezet. A vas komplexet képez a doxorubicinnel, ami a NADPH-oxidaz és

a lipidperoxiddcio révén még tobb szabad gyokot termel. A doxorubicin a kardiomiocitakban

megzavarja az autofdgia fluxust azdltal, hogy2 rontja a lizoszemadk savassdgat és mikodését. (TOP2:
+

topoizomeraz 11; ROS: reaktiv oxigén gyok; Fe :vas-anion; NADPH: nikotinamid-adenin-dinukleotid-
foszfat, O2-: szuperoxid anion (sajat abra; Gabani és mtsai, 2021 nyomdn)

2.3 DL-11, az alternativ doxorubicin

A DL-11 kutatas-fejlesztési fazisban 1évé doxorubicin szarmazék. A fejlesztés célja,
hogy a peptiddel konjugalt hatéanyag specifikusan a tumorsejtek altal keriiljon felvételre.
Ennek értelmében a tumorellenes hatas megtartasa mellett a kardiotoxikus hatas csokkenhet.
Az innovacid6 nagy kollaboracios csapatmunka eredménye, mely jelenleg is folyik.
Részfeladatom az 1) vegyiilet és a hagyoményos kemoterapids szerként széles korben
alkalmazott doxorubicin hatdsanak megfigyelése és sszehasonlitasa a kardiomiocita makrofag

kommunikaciéban.
2.4 A makrofagok szerepe

A szivizomsejtek mellett a fibroblasztok, az endotélsejtek, a vaszkuldris simaizomsejtek
¢s az immunsejtek a sziv fontos sejttipusai. A makrofdgoknak dontd szerepe van a

szivbetegségek kialakulasaban, a kardiovaszkularis ¢és kronikus gyulladasos folyamatokban
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valo részvétellel. A szivelégtelenségre adott adaptiv sejtvalaszként megnd a citokinek,
kemokinek ¢és novekedési faktorok szintje. Az aktivalt szivizomsejtek emelkedett citokin
termelésiik révén immunsejteket toboroznak és akut gyulladasos folyamatokat indukalnak. A
granulocitak, az aktivalt monocitdk/makrofagok megjelenése, az erek megnovekedett
tartos emelkedésének hatdsara kronikus gyulladas 1ép fel, amely fokozza a kardiomiopatia

stlyossagat és klinikai kimenetelét (Zhang és mtsai, 2020).

Zhang ¢és munkatarsai kisérleteikben a makrofagok dinamikus valtozéasait vizsgaltak
doxorubicinnel kezelt egereknél. Megallapitottak, hogy a doxorubicin-indukalt kardiomiopatia
soran a monocita eredetli makrofagok proinflammatorikus fenotipust mutattak, ezzel karositva
a szivmikodést. A szivben rezidens makrofagok ezzel szemben érzékenyek voltak a
doxorubicin kezelésre. A talél6, rezidens makrofagokat fokozott proliferacio jellemezte, és
reparativ szereppel birtak. Megallapitottak, hogy a gyulladas idében torténd megsziintetésével

a szivelégtelenség kialakulasa megel6zhetd (Zhang és mtsai, 2020).

pontosan hogyan befolyasoljak sejtszinten a doxorubicin altal kivaltott kardiomiopatia
kialakuldsat. Kutatasom soran az extracellularis vezikuldk szerepének tisztdzasat tliztem ki

célul.

2.5 Az extracellularis vezikulak szerepe

A sejtek  aktualis  allapotuknak — megfeleléen  ilizenetet kozvetitenek  a
mikrokornyezetiikben 1évé €s a tavoli sejtekhez egyarant. Az EV-k a sejtek kozotti
kommunikacioé résztvevoi. Ezek a lipid kettés membrannal korilhatarolt partikulumok
folyamatosan fiizédnek le sejtjeinkbdl, lehetnek endoszomalis vagy plazmamembran
eredetiick. Az EV-k képzddése altalanos sejtbioldgiai jelenség, fiziologias és patologias
folyamatokban egyarant részt vesznek. Az altaluk szallitott cargo Osszetétele rendkiviil
valtozatos, hiszen lipideket, fehérjéket, metabolitokat, kodold és nem kodoléo RNS-eket

tartalmaz (Teng és Fussenegger, 2020; Huszar, 2020) (3.4abra).

A Nemzetkozi Extracelluldris Vezikula Téarsasag (ISEV) jelenlegi ajanlasa szerint az
EV-k szubpopulacioit biofizikai paramétereik alapjan (pl. méret, tilepedési fordulatszam) kell

csoportokba osztani. Ennek értelmében beszélhetiink kisméretii (smallEV, sEV) és nagyméretii



(largeEV, 1EV) vezikulakrol. Emellett javasoljadk még a biokémiai 0Osszetétel (pl.
CD63+/CD81+ sth.) vagy az allapot/szarmazasi sejt (pl. apoptotikus testek, hipoxias EV-k stb.)
alapjan torténd csoportositast (MISEV 2018).

P s ez
' \ mm tetraspanin (pl. CD9, CD63, cD81) 0  ESCRT fehérjék (pl. ALIX)
? @ citoszolikus fehérjék

adhézidés molekulak (pl. integrinek,
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exoszoma

3. dbra: Az EV-K szubcelluldris képletek heterogén csoportia. Populdacioit Kisméretii (SEV) és
nagyméretii (IEV) vezikuldkra osztjiuk. Az exoszémdk, azon kisméretii vezikuldik, amelyek bizonyitottan
az endoszomalis utvonalon keletkeznek. Egyes csomagkent szallitott molekulak bizonyos sorting
mechanizmusok révén feldusulhatnak a vezikuldkban (IEV: largeEV; sEV: smallEV; ILV: intralumindlis
vezikula; MVB: multivezikularis test) (sajat abra; MISEV 2018; Linxweiler és Junker, 2020 nyomdn)
Jelen kutatds szempontjabol fontos kitérni az EV-k biogenezisére. Az EV-K
létrejohetnek a sejtmembran kitiremkedésével, kifelé iranyuld bimbdzassal vagy hasadassal.
Ilyenkor a plazmamembran kettds rétegének lipidkomponensei atrendezédnek, ezaltal a
membran merevsége és gorbiilete megvaltozik. A kiilsé rétegben foszfatidil-szerin csoportok
€s a gorbiilet kialakuldsat segitd fehérjék lokalizdlodnak. A citoszkeletdlis komponensek
kozremiikodésével a vezikulak levalnak az extracellularis térbe (Gudbergsson és Duroux, 2017,
Tricario és mtsai, 2017). A masik utvonalon az SEV-k csoportjaba tartozé exoszomak
keletkeznek, melyek a multivezikularis testek (MVB) exocitozisaval iiriilnek a sejtekbdl.
Elészor a plazmamembran invaginacidjaval korai endoszomak jonnek létre, ezek
Osszeolvadhatnak a transz-Golgi-halozatbol szarmazé vezikuldkkal. A korai endoszomak
egyesiilésével késoi endoszomak alakulnak ki, melyben intraluminalis vezikulak (ILV) jonnek

l1étre és kialakul a MVB. A MVB végiil a plazmamembrannal fazional és a vezikulak
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exoszomak formajaban az extracellularis térbe friilnek. Egyes esetekben a MVB-ek

lizoszomakkal is egyesiilhetnek (3.abra) (Teng és Fussenegger, 2020).

Az EV-ket a recipiens sejtek membranfuzid, receptor medialt endocitozis, kaveolaris
endocitdzis, makropinocitozis vagy fagocitdzis révén abszorbealjak. Az EV-k kétféle modon
fejthetik ki intercellularis jelatviteli funkciojukat. Kdzvetlen érintkezéssel, feliileti ligandumaik
révén informaciot tudnak tovabbitani a recipiens sejteknek, masrészt képesek fehérjéket és

nukleinsavakat (RNS-eket, DNS-eket) a célsejtekbe juttatni (Teng és Fussenegger, 2020).

Koros koriilmények kozott a szivizomsejtek olyan EV-ket szekretalnak, amelyek
képesek megvaltoztatni mas sejtek — pl. a makrofagok — mikodését a csomagként szallitott

nukleinsavak és fehérjék altal. Az EV-k aktivalo vagy gatlo hatasukkal szerepet jatszanak az

\ g

-%

- @)

088 —=A - ] —> mitokondrialis légzési lanc mlkodése csdkken
—>

o gyulladaskeltd citokin expresszid fokozodik

gyulladascsokkentd citokin expresszid fokozodik

glikolizis fokozédik

immunvalaszok modulalasaban (4.abra).

4. abra: A kardiomiocita eredetii EV-k a makrofigok dltal felvételre keriilnek, ezaltal szerepiik lehet az
immunszabdlyozasban (sajat abra; Yarana és mtsai, 2019 nyomdn)

Yarana és mtsai beszamoltak arrol, hogy az EV-k oxidalt molekuldkat tartalmaznak, és
a makrofagok gyulladasos reakcioit valtjadk ki. A doxorubicinnel kezelt egérmodellnél
megfigyelték a kardiomiocitdkbol szarmazo EV-k hatasat a makrofagok aktivalasara. A szivbol
szarmazd EV-k mind proinflammatorikus, mind gyulladasgatldo makrofag-aktivaciot
indukaltak, az NFkB és Nrf-2 utvonalak altal. A doxorubicin fokozta a kardiomiocitakbol
szarmazo EV-k hatdsat, elnyomtak a mitokondrialis 1égzést, emelték a makrofagok glikolizisét

(Yarana és mtsai, 2019).

Az EV-K sejtek kozotti kommunikacioban betoltott szerepének megismerése 0j 1épést
jelent az orvostudomany szamara a kiilonféle emberi betegségek és rendellenességek
betegségek és a rakos megbetegedések kezelése (Robbins és mtsai, 2016). Az EV-k potencialis
biomarkerek, terapias célpontok és terapias eszkozok is lehetnek a jovében. Dolgozatomban a
kemoterapias szerekkel kezelt kardiomiocita eredetli EV-k hatdsat vizsgdlom a peritonealis
makrofagok aktivacidjara.
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3. Célkitiuzések

X/
°e

Szivizomsejt eredetii EV-transzfer bizonyitasa a szivizomsejt-makrofag interakcioban,
bitranszgénikus egérmodellen.

HL-1 egér sejtvonalon végzett in vitro Kkisérletekben a kozvetlen doxorubicin
(tovabbiakban Dox) és DL-11 kezelés hatasanak vizsgalata 10 gén (és két haztartasi
gén) expresszids mintazatan.

A Dox ¢és a DL-11 kezelés kozvetlen hatasanak vizsgalata in vitro peritonalis
makrofagokon, harom gén (és egy haztartasi gén) expresszidjanak valtozasan.

A Dox és DL-11-kezelt HL-1 sejt eredeti extracellularis vezikulak hatasanak vizsgalata
a peritonedalis makrofagok génexpresszids mintdzatara.

A Dox és a DL-11 hatasanak 6sszehasonlitasa a fenti vizsgalatok alapjan.
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4. Anyagok és modszerek

4.1 Az EV-transzfer bizonyitasa: Kondicionalt

bitranszgénikus egérmodell

Az EV-k altal kozvetitett hatas vizsgalatanak elsé lépéseként fontosnak tartottam
bizonyitani, hogy a kardiomiocita eredetii EV-k a makrofagok altal felvételre keriilnek. Ehhez
kondicionalt bitranszgénikus egérmodell volt a segitségemre, melyet az Extracellularis
Vezikula Munkacsoportunk (tovabbiakban EVM) a vilagon egyediilalléan két transzgénikus
egértorzs keresztezésével hozott létre. Az ) modell vizsgalatakor jol elkiilonithetok a
szivizomsejt eredetli vezikulak minden mas sejt altal termelt EV-t6l. A két transzgénikus
egértorzs a Jackson Laboratory (Bar Harbor, Maine, Egyesiilt Allamok) cégtol keriilt

beszerzésre.

Az egyik az mT/mG, a sejtmembranon
' ' Cre/LoxP a P1 faghdl izolalt integracids
IOkahZélt, kett6sen ﬂuoreszcens rlpOI’teI' egérm()dell rendszer. Hasznalataval a genom

(Stock No: 007576). A Cre-rekombindz altal | Meghatarozott pontjan hozhatunk létre
DNS-moddositast. A rekombindcids

kozvetitett kivagas nelkiil a sejtmembranra lokalizalt | folyamat a két LoxP inszerciés helyek
kozott jon létre, az irdanyultsagatol
flggben inverzié vagy delécid alakul ki.
minden sejtjében és szovetében megjelenik. | A Cre enzim aktivitdsa szabalyozhatd,
hogy a DNS-mddositds egy adott
sejttipusban fejezédjon ki.

tandem dimer Tomato (mT) fluoreszcencia az allat

Homozigobta tenyészet létrehozasaval, a

crer

hogy a sejtek expresszaljak a Tomato jelet (5.abra) (Muzumdar és mtsai, 2007).

5. dbra: Sziv keresztmetszet. Az mT/mG egér sejtjei piros szinti Tomato-t expresszdlnak a
sejtmembranban. (fluoreszcens mikroszkdp (Leica M205 FC/A), EVM felvétele)
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A masik transzgénikus egértérzs az aMHC-MerCreMer (Stock No: 005657). A
transzgénikus dallatok tamoxifén altal indukalhaté Cre-rekombindz fehérjét expresszalnak,
melyek az egér szivspecifikus a-miozin nehézlanc promoter (aMHC) irdnyitdsaval mutans
Osztrogén-receptor  ligandumko6té ~— doménekhez ~ (MerCreMer) — kapcsolodnak — a
szivizomsejtekben. Megvizsgaltak a Cre-rekombindz aktivitdsat embrionalis, 0jsziilott és
felnott szivben. Indukacié nélkiil nem volt Cre-aktivacid, de négy tamoxifén injekcié utan
>80%-0s aktivitast tapasztaltak (Sohal és mtsai, 2001). A Cre-rekombinazt expresszalo sejtek
- és a beldliik szarmazo jovobeni sejtvonalak - a kivagas utan a sejtmembranon lokalizalt EGFP

(mG) fluoreszcencia-expresszidval helyettesitik a piros fluoreszcenciat (Muzumdar és mitsai,

2007).

A aMHC-MerCreMer mT/mG
y \
Cre EGFP (mG)
. tdTomato(mT) ®
AMHC mER - .
prométer g LoxP “Loxp
F1 generacié
/ + tamoxifén
_- ] - @ tdTomato (mT)

MerCreMer

tdTomato (mT) 'd_l__L"'

EGFP (mG)

B C

6. dbra: A két transzgénikus egértorzs keresztezési semdja (A). F1 generdcioban a combizom
harantcsikolt izomsejtjei pirosan (B), a szivszovetben a szivizomsejtek zolden, a nem-szivizomsejtek
pirosan vilagitanak (C). (fluoreszcens mikroszkop (Leica M205 FC/A), sajat dabra)
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hatarolt Tomato jel kivagodik a Cre-rekombindz altal. Minden szivizomsejtben zolden

fluoreszkald6 EGFP termel6dik, minden mas szOvetben a piros fluoreszcens Tomato

expresszalodik. A fluoreszcens markerek a sejtmembranban lokalizalédnak (6.4bra).

4.2 Kisérleti terv: doxorubicin és DL-11 kezelés

A kutatas soran haromféle kisérlet-sorozatot végeztem el, mindegyiket tobb technikai

parhuzamossal megerdsitve. A kisérleti 0sszedllitast a 7.4bra mutatja.

1. A HL-1 (egér kardiomiocita sejtvonal, Sigma SCC065) sejtek Dox és DL-11 kezelést

kaptak (HL-1 kisérlet). Megfigyeltem a kemoterapias szerek hatasat a sejtosztodasra,
emellett 10 génen (és két haztartasi génen) mértem a génexpresszio valtozasat. A kezelt
HL-1 sejtek tapkozegét — az EV-kal — az M/ILkisérletben hasznaltam fel. A HL-1
kisérletet harom fliggetlen alkalommal két-két technikai parhuzamossal végeztem.

Az M/LKkisérletben megfigyeltem a Dox ¢és DL-11 direkt hatasat a peritonealis
makrofagokra, harom gén (és egy héztartasi gén) expresszios mintazatanak valtozasat
vizsgaltam. Harom kiilonb6z6 alkalommal izolaltam makrofagokat, a génexpresszio-
valtozasat két technikai parhuzamossal mértem.

Az M/ILKkisérletben a Dox-kezelt kardiomiocita eredetii EV-k immunszabalyozo
hatasat vizsgaltam a makrofagok aktivacidjara. Az aktivaciés RNS profil mintézatot
Nanostring panelen mértiikk. Kontrollként a kezeletlen HL-1 sejtek kondicionalt
médiumat parhuzamosan, a peritonealis makrofagok kezeletlen tenyészetére helyeztem

at. A kisérlet-sorozatban négy biologiai parhuzamost vizsgéltam.

A sejtek tenyésztése, fenntartasa, a kisérletek inkubacioja 37 °C-on, 5% COg tartalm,

95%-o0s paratartalmt termosztatban tortént. A letapadd sejtek tenyésztéséhez T25-s és T75-S

(Eppendorf) sejttenyésztd flaskakat hasznaltam. A kezeléseket a letapado sejtekhez hasznalt,

hatlyuku platen (Eppendorf) végeztem (7.abra).

A plate-kre az adott sejttipusnak megfelelé médium (I1d. késobb) keriilt, az alabbi kezelésekkel

(500 nM) kiegészitve:
e Al: K/1 (kontroll) A2: Dox/1 kezelés A3: DL-11/1 kezelés
e B1: K/2 (kontroll) B2: Dox/2 kezelés B3: DL-11/2 kezelés
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A kezeléseket minden esetben 24 o6ras inkubalas kovette. Ezt kovetden a sejtekbdl RNS-t
izolaltam, melyet cDNS szintézis és RT-qPCR kovetett. Az M/ILkisérlet RNS mintait

Nanostring elemzésre is elkiildtem, a kapott adatokat kiértékeltem.

» T
HL-1 kisérlet B | y
N :
————) | - =\
B p
‘;‘:Wﬁ'_
HL-1
M/I.kisérlet I
ﬂ
Mé
M/Ilkisérlet
—
HL-1
¥
— —

Mo

7. abra: A Dox és DL-11 kezelések kisérleti osszeallitasa. A HL-1 kisérletben a kardiomiocitdk, az M/I.
kisérletben a makrofagok kozvetlen kezelést kaptak. Az M/II. kisérlet esetén a makrofigokra a kezelt HL-
1 sejtek kondicionadlt médiumat helyeztem (sajat dbra)

4.2.1 A szivizomsejtek kezelése: HL-1 kisérlet

A HL-1 szivizom sejtvonal sejtjei in vitro kontrakciora képesek és mutatjak a felnott,
differencialt kardiomiocita fenotipusat, adhézids jellemzobit, génexpressziés mintazatat,
elektrofiziologiai ¢és biokémiai tulajdonsagait (8.abra). A HL-1 sejtvonal az AT-1,

transzgénikus egér proliferald pitvari kardiomiocita vonalabol szarmazik. Alkalmas sejt- és
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molekularis szinten a kardiomiocitak tanulmanyozasara fiziologias és patologias allapotokban

(Claycomb és mtsai 1998).

HL-1

8. dbra: A HL-1 sejtek (balra) és a konfluens sejtkultira (jobbra). A HL-1 sejtek gyorsan névekednek és
osztodnak, passzalast kovetéen is megtartiak a szivizomra jellemzé fenotipust (EVM felvétele,
faziskontraszt-mikroszkdp)

A HL-1 tenyészeteket -80°C-on tarolt allomanybdl hoztam Iétre, a sejtvonal
mikoplazma fert6zést nem mutatott, ezt PCR-rel ellendriztem. A sejtvonalat a protokoll szerint
(Sigma SCCO065) — a kisérleti modell 1étrehozojardl elnevezett — 87%-0s Claycomb médiumban
novesztettem (Sigma 51800C-500ML), 10% foetalis borji szérum (FBS) (Sigma TMS-016),
1% 2 mM L-glutamin (Sigma G7513), 1% 1 mM norepinephrint (Sigma A0937, 30 mM
aszkorbinsavban (Sigma A7506) készitve), 1 % 100 mg/ml penicillin/sztreptomicin (P/S)
(Sigma PQ781) jelenlétében (tovabbiakban HL-1 médium). A T25-s sejttenyésztd flaskahoz 5
ml, majd a passzalast kovetéen a T75-s flaskdhoz 15 ml tapkozeget adtam. A sejteket a
tenyészet novekedésének megfeleléen 1-2 naponta etettem. A konfluens tenyészetet hatlyuku

plate-be osztottam szét (kb. 1 millid sejt/well). 24 6ras inkubalast kovetéen a HL-1 sejtek

crc

4.2.2 Egér peritoneilis makrofagok kezelése: M/I. és M/IL
kisérlet

A szoveti makrofagok feladata a homeosztizis fenntartasa, fert6zések és szoveti
sériilések soran hozzdjarulnak az immunvalaszok kialakuldsdhoz. A hashartydn beliil a
peritonedlis  makrofdgok  taldlhatéak, melyek kulcsfontossdgt  moduldtorai az
immunfolyamatoknak. Alkalmasak a szoveti makrofagok akut és kronikus gyulladasos-,
valamint regenerativ folyamatokban betoltott szerepének vizsgalatahoz. Az egér peritonealis
makrofagokon beliil megkiilonboztetiink két szubpopulacidt, a nagy peritonealis (LPM) és kis
peritonealis (SPM) makrofagokat. Mindketté magas fagocita aktivitasu, de eltérd eredettel,
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fenotipussal, funkcionalis tulajdonsdgokkal, feliileti markerekkel rendelkeznek. A
peritoneumban nagy szamban az LPM-ek vannak jelen, melyek a peritonedlis {ireg
homeosztazisaért felelnek. Fertdzés vagy gyulladds esetén a peritoneum sejtosszetétele
drdmaian megvaltozik, ahol az LPM-ek eltlinnek, és a gyulladdsos monocitédkkal a gyulladast

elosegité SPM-ek valnak a jelentdsebb sejtpopulaciova (Dos Anjos Cassado és mtsai, 2015).

A Kkisérletekhez a peritonealis makrofagokat felndtt C57/Bl egerek hasiiregébdl,
foszfattal pufferolt sooldattal (PBS) mostuk Ki (9.abra). Az allatokat CO2-eutanaziaval altattuk
el, figyelve arra, hogy a kivalasztott egyed semmilyen sériiléssel ne rendelkezzen, ami

befolyasolhatna a makrofagok aktivitasat.

MO

9. dbra: A peritonealis makrofagokrol a felvétel roviddel az izolalast kovetéen késziilt. Jol latszik a
populdcio heterogenitdsa, illetve, hogy a sejtek a letapadas eldtt gomb alakot vesznek fel (M@) (EVM
felvétele, faziskontraszt-mikroszkop)

A makrofagok elsédleges tenyészetét 10%FBS-t (Sigma TMS-016) és 1% P/S-t (Sigma P0781)
tartalmaz6 Roswell Park Memorial Institute tapkozegben (Sigma RO0883) neveltem
(tovabbiakban RPMI médium) 24 o6ran at, T25-s flaskakban. Ezt kovetden hatos sejttenyésztd
plate-re iiltettem ki a sejteket (kb. 500.000 sejt/well). Egy napos inkubalas utan 500 nM
kisérletnél az RPMI tapkozeget HL-1 kondicionalt kozegre cseréltem a parhuzamos lyukakbol
(7.abra). A makrofagokat tovabbi 24 oran at inkubaltam. A sejtekb6l RNS-t izolaltam, a

mintakat Nanostring vizsgalatra kiildtiik el.
4.3 XCELLigence — impedimetriai mérések

A sejtek ¢letképességét valos ideju sejtanalizissel, XCELLigence (ACEA Biosciences,
San Diego, Kalifornia, Egyesiilt Allamok) rendszerben mértik. Az impedancia-alapu

miszerben specialis mikrotiter lemezeket (E-plate) hasznalunk, az adhézids feliiletet 80%-ban
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egy arany elektroda-array képezi. A letapado €16 sejtek szigeteloként viselkednek, befedik a
mérOkamrak aljan talalhato elektrodakat, ezaltal emelik az elektromos impedancia értékét, mely
aranyos a letapadt sejtek szamaval és az adhézio mértékével (10.abra). Informaciot kapunk a
sejtek fiziologias allapotarol, tobbek kozott a sejtek morfologiai valtozasait, csokkent
dinamikusan, valés idében kovethetjiik nyomon (Ke és mtsai, 2011).

arany letapadé adhézié
bioszenzorok sejtek !
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10. dbra: A sejtek életképességének, azaz a citotoxicitas mértékének vizsgalata xCELLigence
technologiaval. A letapado sejtek szama és az adhézio mértéke alapjan kapjuk meg a viabilitasi értéket
(sajat abra, OLS alapjan, 2021.11.23.)

A valés idejli monitorozas soran a Dox és a DL-11 citotoxikus hatasat vizsgaltam a sejtek
életképességére. A sejtek kiiiltetését (2 x 10° sejt/well) 24 oras inkubalas kdvette, majd
kezeltem a sejteket (500 nM Dox, 500 nM DL-11). A mérést 24 oraval a kezeléseket kdvet6en
végeztem el, mert a makrofagok kezelése is 24 oras kezelt, kondicionalt médiummal tortént

(M/I1kisérlet).
4.4 Az EV-k izolalasanak lépései

Az EV-transzfer tisztazasahoz elengedhetetlen az EV-frakcié elkiilonitése és a
kiilonboz6 szubpopulaciok izolalasa. Jelenleg nincs egységes protokoll, az izolalasi médszert
az adott kisérlethez igazitva kell megvalasztani. A kardiomiocita eredetli EV-K izolalasakor

figyelembe vettiik az ISEV jelenlegi ajanlasat (MISEV 2018). Az izolalas 1épései (11.abra):

Alacsony fordulatszamu, rovid idejl centrifugalassal (300 g, 10 perc) eltavolitottam az elhalt
sejteket és a sejttormeléket a kondicionalt médiumbol (1.1épés), a kdvetkezd 1épésben csak a
feliilaszot hasznaltam fel. Az 2. 1épést (2000 g, 5 perc) kovetden ismét a feliiluszoval dolgoztam
tovabb. A 3. 1épés (12500 g, 20 perc) eredményeként kapott IEV frakciot PBS-sel atmostam
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(12500 g, 10 perc). A feliiltszot 0,2 szlir6n csepegtettem le és a 4. 1épésben (100.000 g, 70 perc)
ultracentrifugaltam (Beckman Coulter, Optima MAX-XP; Brea, Kalifornia, Egyesiilt
Allamok). A pelletet ezutin PBS-sel atmostam (100.000 g, 35 perc). Az EV-transzfer

bizonyitasahoz izolaltam 1EV és sEV frakciokat.

1. lépés 2. lépés 3. lépés 4. |épés
300xg 2000xg 12500xg 100000 x g
’ 10 perc 5 perc 20 perc 70 perc
_— —_— —_— e
~ IEV . IEV sEV

— mosas: 12 500 x g mosas: 100 000 x g
@ 10 perc 35 perc

11.abra: Az EV-K differencial centrifugalasi protokollja. Az egymast kovetd lépésekben egyre Kisebb
részecskeket pelletdlunk, ehhez egyre nagyobb RCF (Q) értékkel és egyre hosszabb ideig centrifugdlunk
(sajat abra)

(Megjegyzés: A kisérletek elvégzésekor a 3. 1épés (12500 g, 20 perc) utan kapott EV-populaciot
még kozepes méretli, mediumEV-nek (MEV) neveztiik. Az 0j nomenklatira szerint az mEV-

ket az IEV-khez soroljuk.)
45 NTA, nanorészecske koveto analizis

A Nanoparticle Tracking Analysis (NTA, nanorészecske kovetd analizis) folyékony
szuszpenzidban, a fényszords és a Brown-mozgds alapjan meghatdrozza ¢és elkiiloniti a
mintdban 1év6 részecskéket méreteloszlasuk, koncentraciojuk, felileti toltésiik és
fluoreszcenciajuk szerint. Az NTA két {6 része: egy 1ézeres mikroszkopos rendszer (Particle
Metrix, PMX-120) és egy fényérzékeny kamera. A 1ézersugar atvilagitja a mintakamrat és a
szuszpenzidban 1évo részecskéket a 20X-0s nagyitasu fénymikroszkop segitségével, a 10-1000
nm tartomanyba es6 partikulakat fényszorassal tessziik lathatova (12.4bra) (Dragovic és mtsai,
2011). A kamera nyomon koveti és videot készit a részecskék mozgasarol. A kiilonbozo

nanorészecskék azonositasat az NTA szoftver végzi (Particle-Metrix, 2021.11.15.).

Az EV izolalas soran kapott EV pelleteket 50 ul PBS-ben vettiik fel. A mintakat 0,1 pm-
es filterrel sziirt PBS-sel higitottuk a megfeleld részecske-koncentracio eléréséhez, 1:10
aranyban. Az NTA mérést a ZetaView BASIC NTA (Nanopartticle Tracking Video)

segitségével, az elemzést a ZetaView 8.05.10 szoftverrel végeztiik.
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El mikroszkop

részecskeszoras

részecse szuszpenzio
fémezett feliilet

lézersugar
livegkamra

12.abra: NTA miikodési elve. A fényszoras és a Brown-mozgas alapjan a szoftver kiszamitia a mintaban

crer

4.6 RNS izolalas

Az el6késziiletek soran a kontroll és kezelt sejteket a hatlyukt platen, lyukanként 3 ml
1x PBS-sel atmostam, majd 1 ml tripszin-EDTA-val (BioTech XCT1717/100) vettem fel. A
mintakhoz egyesével 4 ml HL-1/RPMI médium keriilt. A plate-kb6l a mintakat Eppendorf-
csovekbe pipettaztam. Kovetkezd 1épésben 300 g-n, 5 percig centrifugaltam (Eppendorf,
5804R) a sejteket. Ezt ijabb PBS mosas (3 ml) és centrifugalas (300 g, 5 perc) kovette. Minden
cs6hoz 500 ul QlAzol Lysis Reagent (Qiagen 79306) puffert adtam.

Az RNS izolélas 1épései (13.abra):
1. 150 pl kloroformot (Reanal, 03547-01-65) adtam a csévekhez.
2. A csovek tartalmat vortexeltem.
3. Centrifugalas: 12000 g 15 perc 4°C
A keletkez6 harom fazis legfelsd rétegét dvatosan felszivtam €s a mintdkat
egyesével ujabb Eppendorf-csdvekbe pipettaztam.
. 500 pl izopropanolt (Molar Chemicals, DQ77715747) adtam a csovekhez.

. A csOvek tartalmat alaposan dsszekevertem.

. Centrifugalas: 1200 g 10 perc 4°C

4
5
6. Inkubaltam 10 percig szobahémérsékleten.
7
8. A feliiliszot ledntottem.

9

1 ml 75%-os etanolt (Lach-Ner, UN 1170) adtam a csdvekhez.
10. Centrifugalés: 7500 g 5 perc 4 °C
11. A feliilaszot ovatosan leszivtam.

12. 5-10 percig szaritottam a csdveket szobahdmérsékleten.
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13. 10 ul 60 °C-0s sziirt (0,2 um) desztillalt viz (VWR Chemicals, 7732-18-5) kertilt
a csovekbe, melyeket azonnal jégre tettem.

14. Az RNS koncentraciot NanoDrop ND-100 (Thermo Fisher Scientific; Waltham,
Massachusetts, Egyesiilt Allamok) spektrofotométerrel mértem. (1 pl)

homogenizalas/ fazisok extrakcié/ mosas reszuszpenzélas
lizis elkiilonitése precipitacié
b j . - — = b . -] . =1
’Q{Erﬁi il ‘ ‘
Ny "m}“', +kloroform +izopropanol + etanol +60°C-os |
=~ Vs ] desztillalt viz
!/
DNS RNS pellet
RNS
fehérje

13. dbra: Az RNS izoldlds fontosabb lépései. A sejtek feltdrasa lizispufferrel torténik, kloroformmal
az RNS-tartalom elkiilonitheto a sejt tobbi komponensétdl, a kicsapdst izopropanollal, a mosast
etanollal végezziik (sajdt dbra,; Addgene alapjan, 2021.11.15.)

4.7 ¢cDNS szintézis és RT-qPCR

Az adott sejttipusban kifejez6d6 fehérjék érett mRNS-szekvenciaibol reverz
transzkripcioval cDNSt (komplementer DNS) szintetizaltunk. A NanoDrop ND-100
a gyartd utasitasai szerint (Bioline SensiFAST™ cDNA Synthesis Kit, Cat. Numbers: BIO-
65054; Meridian Bioscience, Cincinnati, Ohio, Egyesiilt Allamok) végeztem el a szintézist. A
cDNS mintékat a valos idejii PCR vizsgalatok soran hasznaltam fel.

A RT-gPCR sordan a DNS amplifikdcija kvantitativan nyomon kovethetd. A
vizsgalatokat a BIO-RAD CFX96 RT-PCR Detection System rendszerrel végeztem (Hercules,
Kalifornia, Egyesiilt Allamok) a gyarto utasitasai szerint (Bioline SensiFAST™ SYBR Hi-
ROX Kit, Cat. Numbers: BIO-92005; Meridian Bioscience, Ohio, Egyesiilt Allamok).

A HL-1 sejteknél azokat a géneket vizsgaltam, amelyek expresszidja a EVM korabbi
kisérletei alapjan, kardiotoxikus hatdsra jelentésen emelkedik: GAPDH (haztartasi gén), 28S
(haztartasi gén), GDF-15, Inc-MHRT, linc-p21, Wnt2, Wnt2b, Rab3b, Tbx5, SDF-1, Fra-1
(FosL1), Col2A1. A peritonealis makrofagoknal az alabbi gének expresszidos mintazatat
vizsgaltam: 28S (hdztartasi gén), Arg-1, Fra-1, INOS. Nem teljeskor(i expresszids valtozast
néztiink, hanem ismert aktivacidos markereket valasztottunk a rendelkezésre alldé irodalom

alapjan (Martinez és mtsai, 2008; Medvedeva ¢és mtsai, 2021).
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4.8 Nanostring mRNS panel vizsgalat

A NanoString nCounter (Seattle, Washington, Egyesiilt Allamok) technologidval
nukleinsavak (DNS, RNS) mennyiségi meghatarozasat végezhetjiik el. A technoldgia robusztus
és reprodukalhato, kis mennyiségli RNS mintat igényel. 100 bp-0s célpontokat képes detektalni.
Minden vizsgalat két, a célpontokkal komplementer 50 bp-os probabol all: egy biotinhoz
kapcsolt befogd szondabol és az egyedi fluoreszcens vonalkddot tartalmazé riporter probabol.
Miutan a proba-célpont komplexek hibridizacioja megtortént, a komplexek streptavidinnel
bevont felilletre rogziilnek a biotinhoz kapcsolt befogd szonda segitségével. A digitalis
képalkotas soran egy szkenner megszamol kiilon-kiilon minden RNS- vagy DNS-molekuldhoz
hibridizalt fluoreszcens vonalkodot (Bioxpedia, 2021.11.10.).

Kisérletiinkben Nanostring PanCancer Immune Profiling Panelen végeztiik a multiplex
génexpresszios elemzést. A panel alkalmas az egér makrofagokbol szarmazod gének
vizsgalatara, az immunvalasz profilozasara. Foként ellenérzépont-inhibitorokat, CT-
antigéneket, gyulladasi folyamatokban szerepet jatszd géneket, altalanos immunvalasz géneket,

valamint az adaptiv és a velesziiletett immunvalaszt egyarant lefedd géneket vizsgal (14.4bra).

minden vonalkéd egy leolvasas PanCancer Immune Profiling Panel

“F Immunvilasz kategériak:
- B-sejt funkcidk
- T-sejt funkciok
- NK sejt funkciék
- antigén feldolgozas
- adhézio
| - sejtciklus
immunvalasz - kemokinek
gének - citokinek
~ -interleukinek
- leukocita funkciok
- makrofag funkcidk
- mikroglia funkcidk
- kérokozoék elleni védekezés
- szeneszcencia

24 immunsejt populacié

14. abra: Nanostring PanCancer Immune Profiling Panel-en végeztiik a makrofigok génexpresszios
elemzését. Az abran lathato mechanizmusokban szerepet jatszo gének a vizsgalat célpontjai (sajat abra,
Cesano, 2015 nyomdn)

Kozponti kérdésiink, hogy a kezelt kardiomiocita eredeti EV-k milyen hatassal vannak a
makrofagok aktivacidjara. Ennek értelmében a vizsgalatra az M/ILkisérlet sejtjeibdl izolalt
RNS mintakat kiildtem el. Az expresszids valtozasokat Volcano plot-on abrazoltam, a nyers

adatokat Rosalind programmal értékeltem (Rosalind, 2021.11.22.)
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5. Eredmények

5.1 A szivizomsejt eredetii EV-transzfer bizonyitasa

5.1.1 A szivizomsejtek GFP+ EV-ket termelnek

A dupla transzgénikus egérmodellnek koszonhetden a kardiomiocita eredetii, z6lden
fluoreszcens vezikulak konnyen megkiilonboztetheték minden mas sejt altal termelt, pirosan
fluoreszcens vezikulaktol. A bitranszgénikus egérbdl nyert primer szivizomsejtek egysejtes
szuszpenzidjat 24 6ran 4t tenyésztettem (15.4bra/A). Aramlési citométerrel (Beckman Coulter
Cytoflex S; Brea, Kalifornia, Egyesiilt Allamok) ellenériztem, hogy az izolalt EV-k mutatjak-
e a GFP jelet (15.abra/C-D). Az IEV frakcié 27%-a GFP+ volt (15.abra/B).
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15.dbra: A bitranszgénikus egérbél (A) szdarmazo kardiomiocitak kimutathaté mennyiségii GFP+
vezikuldt termelnek (27%, B). Az EV-populacio (C) Triton kezelés hatasdra eltiint, de nem tiint el teljesen
a festodes. Feltétellezziik, hogy a vezikula kapun beliil fehérje aggregatum és lipoprotein komplexek
maradtak (D) (Beckman Coulter Cytoflex S; Brea, Kalifornia, Egyesiilt Allamok)
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512 A makrofagok EV-felvételének megfigyelése

mikroszkopban

Az EGFP fluoreszcencia-expresszid a sejtmembranon lokalizalédik a dupla
transzgénikus egér szivizomsejtjeiben (16.abra/C-D), igy a kettés membrannal boritott EV-K is
GFP+-ak lesznek. Kimutattuk, hogy a kardiomiocitak GFP+ vezikulakat termelnek (16.4abra).
A makrofagok azonositasat az F4/80 és a CD11b sejtfelszini markerek egyiittes hasznélataval,
aramlasi citométerrel végeztem (dbra nem mutatja). A naiv makrofagokat a kondicionalt

médiumbdl centrifugalassal nyert EV frakcioval kezeltem. A kardiomiocita eredetii EV-k a

makrofagok altal felvételre kertiltek (16.abra/E).

16. abra: A kardiomiocita (A-D) membranja zélden vilagit (C, D). A DAPI-val festett sejtmag kék szini
(B). Atlagosan a makrofiagok felénél lathatok a fagocitozissal felvett zélden vilagito EV-k (E).
(Celldisoverer 7, Zeiss, Oberkochen, Németorszag)

5.1.3 A makrofagok EV-felvételének megfigyelése aramlasi

citométerrel

A vizsgalathoz a kardiomiocita sejtek kondicionalt médiumabol 1EV-ket (125009
frakcio) és SEV-ket (100.000g frakcid) izolaltam. Az EV-k koncentracidjat NTA-val hataroztuk
meg. Dox kezelés hatasara a SEV kibocsajtas megndétt, mig a DL-11 esetében ez nem bizonyult
szignifikansnak. A nagyobb méretii IEV frakcioban (12500g) az EV-k szama inkabb csokkent.
A vezikulak méreteloszlasa nem valtozott a kezelésektdl, az SEV-kK mérete 75-185 +15 nm

kozott, az IEV-k mérete 128-650 £78 nm kdzott mozgott.

Az aramlési citométeres vizsgalat el6készitésénél az izolalt EV-ket friss médiumban

higitottam (IEV: 1x107/ml, SEV: 1x10%ml) 6sszesen 5 ml tapoldathoz. Az akceptor sejteket 24
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Oraig inkubaltam CO; termosztatban. A makrofagokat Tripszin-EDTA (BioTech
XCT1717/100) oldattal felszuszpendaltuk, és PBS mosas utan F4/80-PE jelolés mellett
PE/GFP-csatornan mértiik a piros és zold fluoreszcencia szignalt. A GFP jel alapjan az LPM-k
nagyobb mértékben vették fel az IEV-ket és az SEV-ket. (Terjedelmi korlatok miatt 4bra nem

mutatja.) A 17. abran a mérési adatok kiértékelése lathato.

100 - ) ko . .

80+

60

40+

20+

Fluoreszcencia intenzitas (GFP)

é\s:‘ & @,\e‘ £
Ve
A N &

17. dbra: GFP+ EV-k felvétele a makrofiagokban. A mérési adatok kiértékelésekor is jol latszik, hogy a
LMP-k vették fel az IEV és sEV populacio nagy részét (LMP: nagy peritonedlis makrofag, SMP: kis
peritonedlis makrofag, [EV: nagyméretii extracellularis vezikula;, sEV: kisméretii extracellularis
vezikula) (GraphPad 8.0)

5.2 Doxorubicin és DL-11 hatasa a sejtosztodasra

A sejtek kozvetlen kezelésénél a toxicitds mértékét x CELLigence rendszerben mértiik.
DL-11 kezelésnek vetettem ala, amit 24 oras inkubalast kovetett. A viabilitasi értékek
0sszehasonlitasaval lathato, hogy azonos koriilmények kozott - a HL-1 sejtek és a makrofagok
esetén IS - a Dox szignifikansan tobb sejtet pusztit el, mint a DL-11 (18.4bra). A DL-11

konjugatumnal is megfigyelhet a citotoxikus hatas, de kisebb mértékben, mint a szabad

hatéanyagnal.
**
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18. dbra: A HL-1 sejtek (balra) és a makrofagok (jobbra) viabilitasi értékei a kezeléseket kévetden
(atlag%/szoras%). A Dox jelentésebb mértékben csikkentette a sejtek életképességet. (GraphPad 8.0)
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5.3 RT-gPCR eredmények

53.1 Doxorubicin és DL-11 hatasa a génexpressziora HL-1

kardiomiocitakban

A munkacsoport korabbi eredményei alapjan kivalasztottunk azokat a géneket,
melyekrol feltételeztiik, hogy kardiotoxikus kezelés hatdsara expressziojuk valtozik. A HL-1
kisérlet esetén a RT-qPCR eredményeit boxplottal vizualizaltam (19.abra). A diagram mutatja
a mérések atlagat és szorasat. Csillaggal jeloltem azokat a géneket, amelyek szignifikdnsan

valtoztak. (GraphPad 8.0, egyutas ANOVA, *= p<0.005, **= p<0.01, ***= p<0.005)
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19. dbra: HL-1 sejteknél megfigyelt génexpresszios-valtozas a kezelések hatdsdara. A DOX kezelés esetén
a linc-p21, mindkét kezelés esetén a kardioprotektiv Inc-MHRT expresszidja valtozott szignifikansan,
n=3 (GraphPad 8.0)

Mindkét kezelésnél a hosszi, nem kodolo (Inc) RNS-ek expresszidja valtozott, melyek
a transzkripcidt és a poszttranszkripciot szabalyozzak. Hatassal vannak a sziv- és érrendszeri

betegségek kialakulasara, valamint a sejtek szeneszcencidjara (Xie és mtsa, 2018).

A szivizom-specifikus Inc-RNS MHRT expresszio mindkét kezelésnél szignifikansan
véltozott, nagyobb mértékben a DL-11 hatdsara. Expresszidja szivinfarktust kdvetden
szignifikansan emelkedik a betegek vérében. Egerek esetén az MHRT Kkiiitése tobb apoptotikus
sejthez vezetett. Az MHRT védéfaktornak tekintheté a kardiomiocitak szamara (Zhang és
mtsai, 2016). Ez alapjan feltételezhetd, hogy a mi rendszeriinkben a DL-11 kezelés, ezen

génindukcion keresztiil szerepet jatszik a kardiomiocita regeneracidban.

A lincRNS-p21 expresszidja csak a Dox-kezelés hatasara novekedett szamottevéen.

Részt vehet a szivizomsejtek dregedésében a Dox-indukalt kardiotoxicitas soran. Xie és mtsai
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leirtak, hogy a linc-p21 elnémitasaval enyhiilt a kardiotoxikus hatas. A Wnt/B-katenin jelatviteli

utvonal szabalyozasaban jatszik szerepet (Xie és mtsa, 2018). A linc-p21 modulalasa

crer

A tobbi vizsgalt gén nem mutatott eltérést a kontrollhoz képest. Az altalam mért
expresszios valtozads kapcsolatba hozhaté a kardiotoxikus hatds kivédésére irdnyuld
molekuléris valaszhoz. Arra is kerestiik a valaszt, hogy a kardiomiocitakban a kezelésre
emelkedd expresssziot mutatd gének a vezikulakba is becsomagoldodnak-e? A HL-1 sejteket
Dox és DL-11-gyel kezeltem 24 6raig, majd a kondicionalt médiumbol IEV-ket és sEV-ket
izolaltam. Az izolalt EV-b6l RNS-t izolaltam ¢és a két hosszi nemkodold RNS expresszidjat
valds idejii PCR-rel mértem. A vezikulakban haztartasi génnek a 28S riboszomalis RNS-t

hasznaltam. lgazoltam, hogy a hosszi nemkdodoldo RNS-ek a vezikulakban is kimutathatok.
5.3.2 Doxorubicin és DL-11 kozvetlen hatasa a makrofagokra

Megvizsgaltuk, hogy a két doxorubicin milyen kozvetlen hatéast valt ki a makrofagokon.
A valos idejii PCR vizsgalat hasonlé méddon tortént, mint a HL-1 vizsgalatoknal. Az inducible
nitric oxide synthase (iNOS) indukcidja a proinflammatorikus irdnyba differencialédo
makrofagokra jellemz6, az arginaz-1 (Arg-1) az anti-inflammatorikusokra, ezért kivancsiak
voltunk ezek valtozasara a kisérleti elrendezésben. A Fra-1-nek az immuntolerancia
kivaltasaban van szerepe, ezért szintén megvizsgaltuk a kisérletek soran (Medvedeva és mtsai,
2021). Az eredményeket a 20.abran mutatom be. A kiértékelést GraphPad 8.0 programmal
végeztem, a kontrolltol vald eltérést egyutas ANOVA-val szamoltam. A két kezelés

ugyanazokat a géneket célozta, de a DL-11 joval kisebb mértékben hatott az expressziokra.

Doxorubicin DL-11
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20. dbra: Direkt kezelésnek kitett makrofigok génexpresszios mintdzatinak valtozdasa az M/
kisérletben, a kemoterdpids szerek kozvetlen hatdasdra. A vizsgadlt géneket irodalmi adatok alapjan
valasztottuk ki (Medvedeva és mtsai, 2021), n=3 (Maestro)
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A Fra-1 (FosL-1) gén altal kodolt fehérje az AP-1 (aktivator fehérje 1) transzkripcios
faktor komplex tagja. Az AP-1 szabalyozza a génexpressziot kiilonféle ingerek pl. citokinek,
novekedési faktorok, stressz stb. hatasara. Szamos sejtszintii folyamatot reguldl, beleértve a
differencialodast, a proliferaciot és a sejthalalt (Genecards Fra-1, 2021.11.20.). Kisérletiinkben

ennek a génnek az expresszioja emelkedett szignifikansan.

Az Arg-1 fehérjekddolo gén, mely a majspecifikus arginaz I-et kodolja. Az enzim az
urea ciklusban, az ammonia lebontiasdban jatszik szerepet, emellett az immunrendszer
kulcsszerepldje. Gyulladasos folyamatok kiilonb6zd aspektusaiban vesz részt. A makrofagok
altal termelt argindz-1 az extracellularis matrix atrendezddését segiti eld, igy a sebgyogyulasi
folyamatok fontos szerepléje (Munder, 2009). Az expresszié emelkedése korai makrofag

differencialodésra utal az M2 irdnyban.

Az INOS (indukalhato nitrogén-monoxid-szintaz) a tobbi NOS-sal ellentétben kalcium-
fiiggetlen, és szamos sejt termelheti citokinek vagy mas ingerek hatasara. Az iNOS képes
bioaktiv nitrogén-monoxidot (NO) szintetizalni, mely fontos gyulladést elésegité mediator,
ezaltal hatassal van az immunrendszerre. Az NO képes befolyasolni az immunsejtek
differencialodasat, a gyulladasos betegségek kialakulasat. Xue €s mtsai arrdl szamoltak be,
hogy a NO szabalyozza a velesziiletett immunitasban szerepet jatszo molekulak expresszidjat,
gatolja az M1 makrofagok polarizaciojat. Kisérleteikben az iNOS-hianyos egerek fokozott M1-

makrofag-polarizaciot mutattak (Xue és mtsai, 2018).

A DL-11 ebben a kisérletben is mérsékeltebb expresszid valtozast okozott a vizsgalt
gének esetén. Szignifikdnsan a Fra-1 szintje emelkedett a DL-11 hatasara, melynek az

immuntolerancidban van szerepe.

5.4 Kardiomiocita-eredetii EV-k hatasa a makrofagok
RNS profiljara

Az M/II. kisérletben a Dox-tartalmu HL-1 sejtek kondicionalt médiumaval kezelt
peritonedlis makrofagok génexpresszios valtozasat hasonlitottam 6ssze a DL-11-tartalmu HL-
1 sejtek kondicionalt médiumaval kezelt peritonealis makrofagok génexpresszids mintdzatanak
valtozasaval. A peritonealis makrofagok génexpresszids mintazat-valtozasanak analizisét

végeztem el, hogy a gének szignifikansan kiilonboznek-e az EV-kel kezelt sejtekben.
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A Nanostring eredményét Volcano plot-on abrazoltam. A Volcano plot egyszerre
jeleniti meg a Student-teszt p értékét és a valtozas mértékét (fold change). A vizszintes tengely
mutatja, hogy mekkora volt a log2 fold change, a fiiggbleges tengelyen a -lg(p-érték) van
feltiintetve. Azok a gének valtoznak szignifikansan, melyek < 0.05 p értékkel rendelkeznek. Az
expresszio mértékénél 1.5x nagyobb, illetve 0.5x Kisebb valtozasnal lett meghtuzva a
kiértékelési hatar. Az eredményeket a Rosalind programmal vizualizaltuk, amely a 21. illetve
22.4abran lathaté molekularis utvonalakra mutatott ra. A szines pontok az adott, relevansan
valtozo géneket jelolik, amelyek szignifikdnsak és elég nagy mértékben novekedtek (zold)

illetve csokkentek (lila).

A valtoz6 géneket a jovoben szeretnénk fiiggetlen mddszerrel, egyesével is validalni.
Az alabbiakban terjedelmi korlatok miatt, arrdl a két génrdl szeretnék irni, amelyek az M/IL.

kisérletben mindkét kezelésnél megvaltoztak.

A Cdknla (mas néven p21l) expresszio mindkét esetben megnétt. A gén altal kodolt
fehérjének szerepe van a sejtciklus G1 és S fazisdban, a replikacié megallitdsaban és a DNS-
karosodas helyreallitasdban. Sejt-stressz esetén a p53 tumorszupresszor fehérje a p2l
expresszion keresztiil a sejtciklus leallasat indukalhatja (Genecards Cdknla, 2021.11.20.). Ezek
alapjan érthetd, hogy a DNS-karosito kezelés miért hat a p21 expressziora. Az altalunk vizsgalt
két szer hatasa kozott azonban sokszoros expresszid-kiilonbség mutathaté ki. Mindkét
csoportban kiemelkedé a Cdknla (Cyclin Dependent Kinase Inhibitor 1) expresszidja (4,54-
vs. 7,8-szoros). A Dox valt ki jelentdsebb emelkedést, ami a citotoxikus hatassal is

magyarazhato.

A Map3k5 (mas néven ASK 1, apoptozis szignal-szabalyozott kinaz 1; apoptosis signal-
regulating kinase 1) fehérjekodolo gén mindkét kezelésnél downregulalodott. A kornyezeti
hatasok altal kivaltott sejtvalaszban vesz részt. Kozvetiti a differencidlodast, a talélést, a
kiilonb6z6 stresszorok (pl. az oxidativ stressz) és a gyulladésos folyamatok jelatvitelét. Donto
szerepet jatszik az apoptozis indukalasaban (Uniprot Map3k5, 2021.11.20.). Genotoxikus
kezelés hatasara tigy értelmezhet6 a valtozas, — melyet a gén alulreprezentaltsaga mutat — hogy

a sejtvalasz az apoptozis, nem pedig a tulélés iranyaba tolodott.

Dox-nel kezelt kardiomiocita EV-k hatasara az expresszios mintazat a korai dregedés
iranyaba ¢s gyulladasos génontologiai kategoridkra mutat, az expresszio valtozads a DL-11

esetében mérsékeltebb a makrofag szeneszcenciara utald géneknél.
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5.4.1 Volcano plot: Dox
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Gén fold p-értek
Cdknla |ciklin-dependens kinaz inhibitor 1A (P21) 7.80409 (0.000711
Fos FBJ oszteoszarkéma onkogén 2.43679 |0.011286
Bax BCL2-asszocialt X protein 1.9854 0.004897
Cdso CD80 antigén 1.94958 [0.028598
Zbp1 Z-DNS-k6t6 fehérje 1 1.6817 0.004568
Cd53 CD53 antigén 1.60952 (0.026347
Cd22 CD22 antigén 1.54432 [0.001002

Timd4 T-sejt immunglobulint és mucint-tartalmazé 4-es m. |-1.6604 |0.016550

Map3k5 | mitogén-aktivalt protein kinaz kinaz kinédz 5 -1.70206 |0.013611
Cxcl13 kemokin (C-X-C motivum) ligandum 13 -1.71477 10.047470
Ebi3 Epstein-Barr virus indukalt gén 3 -1.86161 |0.029720
Mmp9 matrix metallopeptidaz 9 -2.93598 |0.039085
Cd163 CD163 antigén -3.20455 [0.007693

~ NANOSTRING ANNOTACIOK

Gén elemzés

Kifejez&6dés Szignifikancia
Szeneszcencia 2.4702
Rék progresszié 2.2934
Transzporter fukciék 2.1852
B-sejt funkciék 2.0943
Sejtciklus 2.0752

21. abra: A Dox-indukalt EV-k dltal kézvetitett hatas vizsgdlata Volcano plot analizissel. A zold pontok
az upregulalodott, a lila pontok a downreguldlodott géneket jelolik. A gének ezen egyiittallasa arra utal,
hogy a makrofigok szeneszcens dllapotba keriilnek (Rosalind program)
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5.4.2 Volcano plot: DL-11
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Cdknla |ciklin-dependens kinaz inhibitor 1A (P21) 4.53974 |0.002055
Pycard PYD és CARD domént tartalmazé protein 1.49741 |0.017341
Casp8 kaszpaz 8 -1.25941 |0.000463
Siglecl szidlsav-k6td lg-szerii lektin 1, szialoadhezin -1.28032 |0.048755
li2rg interleukin 2 receptor, gamma -1.39247 |0.035323
Map3k5 | mitogén-aktivalt protein kinaz kinaz kindz 5 -1.53315 |0.026057

~ NANOSTRING ANNOTACIOK

Gén elemzés

Kifejez&dés Szignifikancia
Rék progresszié 2.075
Szeneszcencia 1.8335
Makrofag funkciok 1.8002
Sejtciklus 1.611
B-sejt funkcidk 1.5166

22. dbra: A DL-11-indukalt EV-K dltal kozvetitett hatds vizsgalata Volcano plot analizissel. A DL-11
hatasara kevesebb gén expresszioja valtozott szignifikansan. Zolddel az upregulalodott, lilaval a
downregulalodott gének vannak jelélve (Rosalind program)
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6. Az eredmények megvitatasa

A kisérletek els6 részében arra helyeztiik a hangsulyt, hogy bizonyitsuk a sejtek kozotti
EV-transzfert. Dupla transzgénikus egérmodellel sikeriilt igazolnunk, hogy a szivizomsejtek
vezikuldkat bocsatanak ki, majd a makrofagok azonositasat kovetden igazoltuk, hogy felveszik
ezeket az EV-ket. (Ennek id6 és koncentracio fiiggése nem része a dolgozatnak, de a jovében
tisztdzni kivanjuk a felvétel dinamikéjat is.) A kadiomiocitdk és a makrofagok kozotti
kommunikécié mechanizmusairol jelenleg kevés informacionk van. Els6ként Almeida Paiva és
mtsai bizonyitottak, hogy a kardiomiocita eredetii EV-k hatassal vannak a makrofagok
aktivaciojara, modulaljak azok fenotipusat és funkcidjat. Miokardidlis iszkémids modell
vizsgalatakor azt tapasztaltak, hogy a szivizomsejt eredetli EV-k rontottdk a makrofagok veédo

funkecioit, ezaltal kedvezdtlentil befolyasoltak a gyogyulést (Almeida Paiva és mtsai, 2019).

A Dox kezelés novelte a sEV kibocsatast, de mindkét szer csokkentette az 1IEV
termelddést. Ez a kiilonboz6 dinamikaji EV biogenezisre utalhat, mar korabban is talalkoztunk
azzal a jelenséggel, hogy a stressz az SEV leadas fokozodasaval jar (Anselmo és mtsai, 2021).
Féként a nagyobb méretii makrofagok (LPM) fagocitaltak az EV-populaciokat. Az eredmény
Osszefiiggésben lehet azzal, hogy a peritoneais makrofagok izolalasakor a homeosztazis
fenntartasaért felelés LMP-k voltak nagyobb szamban jelen a peritoneumban (Dos Anjos
Cassado ¢és mtsai, 2015).

A kozvetlen Dox-kezelés mind a kardiomiocitdk, mind a makrofagok esetén
citotoxikusnak bizonyult. Az életképességi vizsgalatok soran a Dox joval nagyobb mértékben
karositotta a sejteket. Ez a tendencia a génexpresszios valtozasoknal is megfigyelhetd. A
kardiomiocitak vizsgalatakor a kardioprotektiv hatast hosszi-nemkodoldo RNS-ek expresszidja
emelkedett, ez a sejtek tilélése, a kardiotoxikus hatds kivédése szempontjabdl életmentd lehet
(Fa és mtsai, 2021). Makrofagok esetén a Dox hatdsara jelentdsen emelkedett az Arg-1
expresszio, mely korai makrofag differenciadlodéasra utal. A DL-11 kisebb mértékben hatott a
makrofagokra. A konjugatum mérsékeltebb citotoxikus hatasa jelentds eldrelépést jelenthet a
betegek ¢letmindségében. A DL-11 fejlesztés célja, hogy a konjugatum csak a tumorsejtek altal
keriiljon felvételre, s kizardlag ezen sejtekre fejtse ki citotoxikus hatasat. Ez magyarazza, hogy
a konjugatum kevésbé volt sejtkarositd hatasu, a szabad hatéanyaghoz képest. A kutatdcsoport

célja a DL-11 tumorspecifikus hatasanak tovabbi novelése.
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A kovetkezOkben azt vizsgaltuk, hogy milyen valtozast general a makrofagokban, ha a
donor kardiotoxikus kezelést kap, azaz a kemoterapias szerekkel kezelt kardiomiocia eredetii
EV-k altal kozvetitett hatast vizsgaltuk a makrofagokra. A gének egyiittallasa és a valtozas
mértéke arra utal, hogy az EV-K a szeneszcencia iranyaba befolyasoljak a makrofagokat, a
fagocitald képességiik csokken, gyulladasos fenotipus jon l1étre. Ez 6sszefliggésben van azzal,
hogy a karosodott kardiomiocitdk a tavoli makrofagok tulélését is csokkenthetik (Gomez és
mtsai, 2018). Ezért van nagy jelentdsége annak, hogy a DL-11 sokkal kevésbé tlinik toxikusnak

¢s az EV kozvetitett hatdsban is kevésbé befolyasolja a makrofagok miikodését.

A DL-11 ugyanabban a koncentracioban hat a tumorsejtekre és enyhébb mellékhatas
profili, ezért a Dox-nal eldnyOsebb szer lehet a jovoben. Az eredmények potencialis
szivizomkarosodasi markerekre mutattak ra, melyeket tovabbi kisérletek soran fogok vizsgalni.
A molekulédris markerek a személyre szabott orvoslas, a molekuléaris onkoldgiai kezelések

potencialis célpontjai lehetnek a jovoben.
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7. Kovetkeztetések

Kisérleteink soran igazoltuk, hogy a dupla transzgénikus egérbdl izolalt kardiomiocitak

EV-ket bocsatanak ki. A nagyméretii EV-frakcio (IEV) 27%-a volt GFP pozitiv. A
kardiomiocita eredeti EV-k felvételét mikroszkoppal figyeltiikk meg és aramlasi citometriaval
is mértiik. A donor sejtek kondicionalt médiumabol 1EV és sEV-frakcidkat izolaltunk,
méretiiket és koncentraciojukat NTA-val hataroztuk meg. Mindkét szer esetében csokkent az
IEV termelés, mig a Dox kezelés novelte a sEV leadast.
A szoveti makrofagok képesek felvenni ezeket az EV-ket. A peritoneumbol izolalt naiv
makrofadgokat kettds jeloléssel, F4/80 ¢s CD11b markerekkel azonositottuk. Elsdsorban a
nagyobb méretli makrofagok (LPM) vették fel mind a nagyobb méretli (IEV), mind a kisméretii
vezikulakat (sEV).

HL-1 egér szivizomsejt sejtvonalon ¢és C57/Bl egérbdl izoladlt peritonealis
makrofagokon igazoltuk, hogy a sejtek ¢letképessége csokken a kozvetlen kezelések hatasara.
A Dox kb. 50%-ban volt citotoxikus, a DL-11 joval kisebb mértékben karositotta a sejteket.
Génexpresszids szinten kardiomiocitdkban a hosszi-nemkodolé RNS-ek expresszidja
emelkedett meg. A DL-11 sokszorosara novelte a kardioprotektiv hatasi MHRT expresszidjat,
mely szerepet jatszik a kardiotoxicitas mérséklésében. Dox hatasara emellett aktivalodott a linc-
p21, mely a szivizomsejtek szeneszcencidjaban jatszik szerepet. A makrofagok kozvetlen
kezelésénél a DL-11 — szemben a doxorubicinnel — kevésbé fokozta a makrofagok gyulladasos

valaszat.

Kozponti kérdésiink, hogy a sejtek kozotti kommunikacid kuleslépését, az EV felvételt
kovetden milyen valtozdsok mennek végbe az akceptor sejtekben. A Nanostring eredményei
alapjan a Dox-nel és Dox-konjugatummal kezelt kardiomiocita sejtekbdl szarmazé EV-k az
RNS profil alapjan a szeneszcencia iranyaba mozditjak el a makrofagokat. Ennek mértéke is a
DL-11-gyel kezelt kardiomiocita EV-k esetén bizonyult mérsékeltebbnek. Feltételezhetjiik,
hogy a karosodott szivizomsejt eredetli EV-ken keresztiili immunszupressziv hatas kisebb
mértékli. A DL-11 minden kisérletben mérsékelten volt sejtkarositdo hatast, kisebb mértékii
génexpresszio-valtozast okozott a vizsgalt stressz géneken, €és kevésbé fokozta a makrofagok

funkci6 valtozasat.
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8. Osszefoglalas

A daganatok elleni kiizdelemben a terdpids lehetdségek fejlédésének koszonhetden
megnétt a betegek tulélési esélye. A kardiotoxicitds, mint az onkoldgidban hasznalt
gyogyszerek legsulyosabb mellékhatasa egyre tobb beteget érint €s a figyelem kézéppontjaba
keriilt. A klintkumban széles korben alkalmazott doxorubicin tobb, mint 60 éve a kemoterapia
meghatdroz6 vegyiilete, toxikus hatasanak f6 célpontjai a szivizomsejtek. Munkdm soran az
antraciklinekkel kezelt kardiomiocitak és a makrofagok kozotti kommunikaciéo molekularis
mechanizmusait vizsgaltam. Jelenleg kevés adat all rendelkezésre azzal kapcsolatban, hogy az
EV-knek — mint az intercellularis kommunikacié résztvevéinek — milyen szerepe van a
kardiovaszkularis komplikaciok kialakuldsaban.

A kutatas soran bizonyitottam a szivizomsejtek és a makrofagok kozotti EV-transzfert.

Megvizsgaltam a kemoterapias szerek kozvetlen hatasat a szivizomsejtekre €s a makrofagokra.
Kozponti kérdésiink az volt, hogy a kemoterapias kezeléseknek Kkitett szivizomsejtek
extracellularis vezikulaikban milyen iizenetet kdzvetitenek a makrofagoknak.
A kardiomiocita eredeti EV-k makrofagok altali felvételét két transzgénikus egértorzs
keresztezésével létrehozott kondicionalt bitranszgénikus egérmodellel igazoltam. A
doxorubicin (Dox) és a Dox-konjugatum (DL-11) kozvetlen hatasanak vizsgalatakor a Dox
er6sen toxikusnak bizonyult mindkét sejttipus viabilitasara, de a DL-11 sokkal enyhébb
mértékben volt sejtkarosito hatasu. Hasonld eredményeket kaptunk a valos idejii PCR
vizsgalatok soran. A DoX nagyobb mértékii génexpresszido-valtozast okozott a vizsgalt stressz
géneken. A DL-11 kezelés jelentésen novelte a kardioprotektiv gén expresszidjat, ezaltal
szerepet jatszik a kardiotoxicitas mérséklésében.

A vezikulak altal kozvetitett hatas vizsgalatakor Dox-nel kezelt EV-k hatasara az
expresszios mintazat a korai oregedés és a gyulladasos fenotipus irdnyaba mutat, ez a hatas DL-
11 esetében sokkal mérsékeltebb, kevesebb gén valtozott szignifikansan. Itt is megfigyelhetd,
hogy a makrofagok szeneszcens allapotba keriilnek, de kisebb a valtozas mértéke, enyhébb a
stressz szignalokra adott valasz. Az eredmények arra utalnak, hogy a DL-11 egy enyhébb
mellékhatas profilu szer €és a jovOben egy Uj kezelési stratégia része lehet.

Tovéabbi kutatasok sziikségesek a kardiotoxicitds és a szovetkarosodds kivédésére
iranyuld6 mechanizmusok eléréséhez. Az extracellularis vezikuldk igéretes terapias és

diagnosztikai szerepet t6lthetnek be a modern orvoslasban.
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