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1. Osszefoglald

Az extracellularis vezikuldk (EV-k) membrannal hatarolt, tébbnyire gomb alaku, sejten kiviili
részecskék. Szerepet jatszanak tobbek kozott a sejtek kozotti informdacidaramlasban. A
tudomany jelenlegi allasa szerint a legfontosabbnak tartott kis EV-k (40-150 nm) elsdsorban
multivezikularis testek (MVB) exocitdzisa révén jutnak a kiilvilagba.

Célunk egy nemrégiben megfigyelt EV szekrécids utvonal vizsgalata, a keletkez6 EV-k
kvalitativ és kvantitativ jellemzése.

Kisérleteink soran 2D sejtvonalakat, 3D bio-nyomtatott tenyészeteket és egérbdl szarmazo
szovetmintakat alkalmaztunk. Az EV szekréci6 folyamatdt konfokalis mikroszkopia
(immuncitokémiai jelolés, palmGFP és fluoreszcens laktadherin alkalmazasaval) és
transzmisszios elektronmikroszkdpia segitségével vizsgaltuk.

A fluoreszcens membranjeldlés lehetdve tette az EV-k megfigyelését keletkezési helytikon.
Minden vizsgalt tenyészetben €s szdveti extracellularis térben is azonositottuk a nagy (500-
5000 nm atmér6ji), MVB-szeri EV-k leflizodését. Ezek gyakorisagat és dinamikajat
vizsgaltuk, probaltuk befolyasolni tobbek kozott citokalazin-B és kolhicin segitségével.

Az MVB-szeri struktirdk kibocsatasat minden altalunk hasznalt kisérleti rendszerben sikertiilt
megfigyelniink, keletkezésiik dinamikdjat befolyasolnunk. Feltételezziik, hogy egy eddig
kevéssé ismert EV kibocsatasi utvonal altalanosan jelenlévd formajat ismertiik fel. A sejtek
mikrokdrnyezetének megfigyelhetdsége jelentdsen kibdviilt 3D bio-nyomtatott sejttenyészetek

alkalmazasakor.



2. Roviditések
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3. Bevezetés

3.1. Extracellularis vezikuldk

Az extracellularis vezikuldk (EV-k) sejtek altal kibocsatott, kettds foszfolipid membrannal
hatarolt, tobbnyire gdmb alakd, dnmaguk megsokszorozasara képtelen részecskék. Kozponti
szerepet jatszanak a sejt-sejt kozotti kommunikacidban, fiziologias ¢€s patoldgids
folyamatokban [1], [2]. A sejt allapota befolyasolja az EV-k altal hordozott bioldgiailag aktiv
molekulakat, melyek koziil kiemelkednek a nukleinsavak, a fehérjék és lipidek [3]. Az EV-k
hatékonysaga kettés foszfolipid membranjukbol fakad: a belsejiikben szallitott molekulak
védve maradnak a kiils6 hatasokkal szemben. Sértetlentil juthatnak el a célsejtekig [4]. Az EV-
k szekrécidja evoluciésan konzervalt folyamat. Ugy gondoljuk, minden él6 (eukariéta és
prokariota) sejt kibocsatja ket [5].

Az EV-k csoportositasa tobbféle szempont szerint torténhet, mint a méret és a keletkezés
modja alapjan. Méret alapjan megkiilonboztetjiik a kis (40-150 nm, small EV, sEV), a kdzepes
(150-800 nm) és a nagy (0,8-5 pm) méretti EV-ket. Az EV-k keletkezés szerinti csoportositasa
jelenleg is atalakuloban van. Az utdbbi néhany évben szdmos Uj EV kibocsatasi utvonalakat
fedeztek fel [1]. Ezen EV populaciok koziil kiemelném az exoszoémakat, melyek az sEV-k kozé
tartoznak, és multivezikularis testek (MVB-K) vagy amfiszomak lumenébdl exocitdzis Gtjan
szabadulnak ki. A plazmamembranrél leftiz6d6 EV-k az ektoszomak [6] (1. abra).

Az EV-k sokoldali szerepét bizonyitja, hogy betegségekben (pl.: tumorokban) markerként
hasznalhatok [7]. Terapias céllal torténé felhasznalasuk jelenleg az egyik legintenzivebben

kutatott élettudomanyi teriilet [8].

3.2. Az EV-k keletkezése endoszomalis utvonalon

Az EV-k keletkezésében az endoszomalis kompartment kiemelt fontossagu, ugyanis elemei
az EV-k el6formait tartalmazzdk. Endocitézis sordn a plazmamembran a sejt belsejébe
betiiremkedik és lefiiz6dik, majd a korai endoszoma részévé valik. Az érési folyamat soran
egyéb vezikulakkal fuzionalnak, méretben novekednek [9]. Membranjuk és rakomanyuk
Osszetétele megvaltozik. A korai endoszoma jellemzé membranalkotdja a PI(3)P (foszfatidil-
inozitol-3-foszfat) és Rab5, melyek a késdi endoszomava torténd atalakulas soran tobbnyire
Rab7 és Rab9 fehérjékre cseréldédnek [10], [11]. A késbi endoszoma lumenében intraluminaris
vezikulak (ILV-k) halmozodnak fel, igy keletkeznek az MVB-k. Utdbbiak membranjaban
P1(3,5)P2 és Rab7 fehérje talalhato [10], [12]. Az endoszomalis rendszer elemei, ha ubikvitinnel

jelolédnek, akkor lizoszomaval torténd egyesiilés utan lebontasra keriilnek [13]. Az érési



folyamat egyes pontjain a vezikuldk ujra kapcsolddhatnak a plazmamembrannal.
Ektoszomaként leflizddhetnek vagy exocitdzissal tartalmukat az extracelluldris térbe tirithetik
[6]. A membran formaldodasat elésegité fehérjék (pl.: ESCRT (szallitashoz sziikséges
endoszomalis valogatdo komplex) fehérjék, klatrin) és a vezikuldk membranalkotoi (pl.: Rab

fehérjék) vagy a hozzajuk kapcsolodo szubsztratok meghatarozzak a vezikulék identitasat.
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1. abra: Az EV-k keletkezési itvonalai

Az EV-k membran altal hatarolt gomb alakt partikulumok. Keletkezésiik alapjan két csoportba oszthatjuk 6ket,
melyek az exoszomak és ektoszomak. Az SEV-k a sejt felszinérdl lefliz6dve vagy exoszomaként MVB-k és
amfiszomak exocitozisaval jutnak a kiilvilagba. Az ektoszomak a plazmamembran kitliremkedésével és
leflizédésével keletkeznek, méretben és a sejtrél vald lefliz6désben valtozatos csoportokat alkotnak. Az
ektoszomak kozé tartoznak a bimbozassal keletkezd SEV-k, mikrovezikulak, és apoptotikus testek, de virus
tartalma EV-k is felszabadulhatnak a membran bimbdzasaval. Szekretilodnak ,,en bloc” virus tartalmua és MVB-
szerli struktirak. Vandorld sejtek migraszomakat, mig tumor sejtek onkoszomakat termelhetnek. Csillok
membranjardl ciliaris ektoszomak fiizddhetnek le. A sejtek osztodasakor a citokinézis befejeztével szekretalt
kozéptest maradvanyok keletkeznek. Apoptdzis sordn gyongyods apoptopodia termelddhet. Neutrofil sejtek
megnyult, feltekeredd strukturakat (END) hagynak maguk utdn. Gyongyfiizérszerti lefliz6déssel keletkeznek
follikularis dendritikus sejtek esetén az ikkoszomak, T sejtek esetén megfigyeltek mikrovillusaikbdl formalodo
partikulumokat (TMP). A sejtrél lefiizOdhetnek még sériilt sejtorganellumokat tartalmazd exoferek, de
felszabadulhatnak szekretalt autofagoszomak is. Buzas Edit (2022) alapjan [6].



3.3. Az EV-k jellemzése a MISEV kévetelményei alapjan

Az EV-k tudomanyteriilete rendkiviil intenziven fejlédik. Az élettudomanyokon beliil talan a
legdinamikusabban boviilé kutatési teriilet, ugyanakkor az EV-kel val6 munka meglehetésen
koriilményes. Kicsik, nehéz, ha egyaltalan lehetséges Oket tiszta formaban eldallitani,
gyakoriak a szennyezd részecskék. A Nemzetkozi Extracellularis Vezikula Téarsasadg (ISEV) és
a témaban jartas kutatok az eredmények O0sszehasonlithatosaga és megbizhatdsaga érdekében
hatalmas eréfeszitéseket tesznek. Az ISEV ajanlasait, melyeket a tudomanyteriilet miiveldinek
érdemes kovetni a MISEV2018 (Minimalis informécié az EV-k tanulmanyozasahoz) és a
hamarosan megjelené MISEV2023 foglalja 0ssze. Az iranyelvek alapjan az EV-ket tobbféle
modszerrel is javasolt karakterizalni. Az EV-k vizsgalata akkor teljes, ha i) végziink kvantitativ
méréseket (pl.: szekretdld sejtek szama, szovet mennyisége, testfolyadékok térfogata), ii)
meghatarozzuk az EV-k mennyiségét (pl.: teljes partikulum szam, fehérje, lipid tartalom), iii)
bizonyitjuk az EV-kre jellemzé markerek jelenlétét, iv) teszteljik a nem EV eredetl

Altaldban a leggyakrabban elfogadott EV specifikus markereket két f6 csoportba soroljuk.
Ezek a i) membranalkot6 fehérjék: a transzmembran vagy GPI (glikozil-foszfatidil-inozitol)-
horgonyzott fehérjék (pl.: bizonyos tetraspaninok, CD63, CD81, integrinek); ii) citoszolban
elhelyezkedd fehérjék, melyek lipidekhez vagy egyéb, a membranban elhelyezkedd fehérjékhez
kapcsolodnak (pl.: ALIX, TSG101) [1], [14]. Az EV frakciok tisztasagara a fehérje/lipid arany
meghatarozasaval, a plazmaban vagy szérumban (pl.: FBS (fotalis marha szérum))
megtalalhato, az EV frakciok szeparalasaval egyiitt izolalodo lipoproteinek és apolipoproteinek

(pl.: apolipoproteinB, albumin) jelenlétének kimutatasaval lehet kdvetkeztetni [1], [15].

3.4. Az EV-k membranjanak fluoreszcens jelolése

Az EV-k kettds foszfolipid membrannal rendelkezd reszecskék, igy vizsgalatukhoz gyakran
membranjuk lipid komponenseihez kotddd fluoroforokat (LAF) alkalmaznak. A fluoreszcens
jeleket tobbek kozott aramlasi citometridval és fluoreszcens mikroszkopidval tudjuk detektalni.
A LAF-ok hatranya, hogy egymassal 0Osszekapcsolodva az EV-kkel konnyedén
Osszetéveszthetd nanopartikulumokat, micelldkat képezhetnek, illetve mas lipid tartalmt
részecskékhez is kapcsolodhatnak (pl.: lipoproteinek, exomerek). Ha az EV-k membranjahoz
tul sok LAF kapcsolodik, akkor az EV-k szerkezete és miikodése is megvaltozhat. Amennyiben
az EV-ket a képzddés helyén szeretnénk vizsgalni, problémat jelenthet, hogy a LAF-0k az
endomembran rendszert is jel6lik, ami neheziti a sejten kiviili és sejten beliili tér elkiilonitését

[16].



Az EV-k membranjanak fluoreszcens festékkel torténd jeldlése helyett alkalmasabb
modszernek bizonyulhat a sejtek géntechnologiai modositasaval (pl.: CRISPR-Cas9 rendszer,
lentivirussal torténd transzfekcid) egy sejtalkotd-specifikus fluoreszcens fuzids fehérje
kifejeztetése [17]. Ennek hatranya, hogy a genetikai modositasok a sejtek fiziologiai allapotat
megvaltoztathatjak, ami befolyasolhatja az EV-k biogenezisét, keletkezési gyakorisagat és az
altaluk hordozott bioldgiai informaciot.

Munkacsoportunk nemrégiben kifejlesztett egy (ij membran jel6lési rendszert, mellyel a fent
emlitett problémak nagy része elkeriilhet6vé valt. A modszer alapjaul a laktadherin fehérje
foszfatidil-szerinhez torténd specifikus kotddése szolgal [18]. A sejtek fixalasa soran a
plazmamembran foszfatidil-szerin aszimmetriaja megsziinik, nagyobb mennyiségben atkeriil a
plazmamembran belsé rétegébdl a kiilsé rétegébe, igy a fluoreszcensen jelolt laktadherin
szamara elérhetévé valik. A fluoreszcensen jelolt laktadherin a fixalt sejtek
plazmamembranjanak permeabilizalasa nélkiil nem jut be a sejtbe, igy csak a plazmamembran

jelol6dik, az endomembran rendszer nem.



4. Célkitlizések
Kisérleteink célja a nemrégiben megfigyelt [19] nagyméretii (500-5000 nm), MVB-szerti

partikulumok vizsgalata volt. Kutatasaink kozéppontjaban a keletkezés és felszabadulas

pontosabb megismerése, a partikulumok alkotéelemeinek meghatarozasa allt. Tobbek kozott az

alabbi kérdésekre kerestik a valaszokat:

Hogyan, milyen modszerekkel vizsgalhatok ezek a nagyméretli, MVB-szera
partikulumok a keletkezésiik helyén?

Mennyire  4ltaldnos az  MVB-szerli  vezikulumok  képzddése?  Kiilonbozd
sejttenyészetekben (migral6d, tumor és nem tumor eredetli, 2D tenyészet és 3D bio-
nyomtatott tenyészetek) és szovetek esetén is megtalalhato-e ez a fajta EV kibocsatas?
Aktiv szekrécios folyamat-e ezen MVB-szerli strukturdk kibocsatasa? Modosithato-e a
szekrécid intenzitasa?

Miben kiilonboznek a vizsgalt MVB-szerii EV-K a korabban leirt migraszomaktol?



5. Anyagok ¢és modszerek

5.1. Sejttenyésztés
Kisérleteinkben HEK293, HEK293T-palmGFP, HepG2, HT29, HL1 sejtvonalakat, BMMC

eredetli primer hizosejteket, 3D bio-nyomtatott HT29 sejttenyészeteket és egér vesébdl és
majbol szarmazod szovetmintakat hasznaltunk. A HEK293, HEK293T-palmGFP és a HepG2
sejteket alacsony gliikoz tartalma (1 g/l) DMEM (Gibco, USA) tapoldatban, a HT29 sejteket
RPMI 1640 (Gibco, USA) médiumban, a HL1 sejteket Claycomb (Sigma, USA) médiumban,
a hizosejteket IMDM (Gibco, USA) tapoldatban tenyésztettiik. A sejteket 3-4 naponta uj, 1000
U/l penicillint és 1000 pg/l streptomicint és 2 mmol/l L-glutamint (Sigma, USA), valamint 10
%-FBS-t (BioSera, USA) tartalmazo tapoldatban vettiik fel.

A konfokalis mikroszkopia soran vizsgalt mintakhoz a sejteket zselatin-fibronektin
keverékkel bevont 12 mm atmérdjii iiveg fedélemezeken (VWR, USA) tenyésztettiik. Az oldat
0,02 % zselatint (Sigma, USA) és 5 mg/ml fibronektint (Invitrogen, USA) tartalmazott. A
fedélemezeket az oldattal 1 6rdn 4t 37 °C-on inkubaltuk, ezutan feliiletaranyosan helyeztiik ra
a sejteket. Miutan a sejtek elérték az 50 %-os konfluenciat kiilonb6z6 kezeléseket alkalmaztunk
(lasd 5.2 fejezet), majd egy ¢éjszaka utan 4 %-0s paraformaldehiddel (PFA, Reanal,
Magyarorszag) fixaltuk a tenyészeteket.

Transzmisszios elektronmikroszkopos (TEM) vizsgalatra a sejteket zselatin-fibronektin
keverékkel bevont 8 lyuku sejttenyészté lemezen (Flux Cell Culture Slides, SPL, Dél-Korea)
tenyésztettilk. Fixalasukra a 70 %-0s konfluencia elérése utan keriilt sor 4 % glutaraldehid

segitségével (Serva, Németorszag).

5.2. Az MVB-szerii EV szekrécio mechanizmusanak vizsgalata

Az MVB-szerli EV szekrécid megértésének érdekében kiilonboz6 kezeléseket alkalmaztunk,
amelyek befolyasoltak a sejt fiziologias allapotat, az intracellularis vezikulak érési folyamatait,
illetve a sejt kiillonbozo citoszkeletélis elemeinek mitkddését. Elséként a sejteket ,,éhezésnek™
tettiik ki, mely soran 3-4 napig tapoldat csere nélkiil tenyésztettiik a sejteket, ezzel novelve a
sejten beliili lebontd folyamatokat kiilsé behatasok nélkiil. Klorokin kezeléssel az endoszomak
¢és lizoszomak érését, Osszeolvadasat gatoltuk, ugyanis az a lizoszomakban felhalmozodva
noveli azok pH-jat, igy a sejtekben felhalmozodnak a lebontasra kijelolt és a mar lebontott
anyagok a nem megfeleld lizoszomalis miikodés kdvetkezményeképpen [20]. Mivel a klorokin

megemeli a sejtalkotokban talalhatd protonkoncentracidt, igy elOsegiti az endoszémak

crer
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aktin polimerizaciot citokalazin-B-vel [24], mig a tubulinok polimerizacidjat és megfeleld
mikodését kolhicin segitségével [25] gatoltuk.

A kivant hatés eléréséhez sziikséges koncentraciot és inkubacios iddt szakirodalmi adatok és
elokisérletek alapjan hataroztuk meg. Figyelembe vettilk a sejtek ¢letképességét és az
immuncitokémiai jelolések eredményét. A kontroll tenyészetek, a sejtek passzalasat kovetden
3-4 napig novekedtek, a fixaladsuk el6tti napon friss sejttenyésztd médiumot helyeztiink a
sejtekre. Eheztetés soran a sejtek a megfeleld konfluencia eléréséig tapoldat csere nélkiil 3-4
napig novekedtek, igy kertlt sor a fixalasukra. A kolhicinnel (0,25 ng/ml) torténd kezelés 1
Oran at tortént, a klorokin 15,5 mg/ml) és citokalazin-B (125 ng/ml) kezelések soran egy
¢jszakan at inkubaltuk a sejteket 37 °C-on. A reagensek higitasat sejttenyészté médiumban
végeztiik, a sejtek minden kezelésnél friss tapoldatot kaptak.

Az MVB-szerii struktirak gyakorisaganak megallapitasahoz Leica TCS SP8 Lightning
konfokalis mikroszkoppal (Leica, Németorszag) néhany szaz pum? alapteriiletdi, 15-20 pm
magas teriileteket szkenneltiink, melyeken legfeljebb néhany szdz sejt helyezkedett el. A
konfokalis mikroszkopos felvételek kiértékelése, az MVB-szerli struktirak gyakorisaganak
meghatarozasa Leica Application Suite X ¢és Fiji Imagel] szoftverek segitségével tortént. A
meghatarozott EV szamot a sejtmagok szamdra vonatkoztattuk, az eltérések szignifikancia

szintjét parositatlan t-teszttel allapitottuk meg.

5.3. Immuncitokémia

A sejttenyészetekrdl dvatosan eltavolitottuk a feliiliszot, majd tovabbi mosasi 1épések nélkiil,
4 % PBS-ben oldott PFA oldattal fixaltuk a sejteket 20 percen at szobahémérsékleten. Ezt
kovetden a sejteket 3-szor 5 percig foszfat-pufferelt séoldattal (PBS) mostuk, majd a fixalas
utan visszamarado szabad aldehidcsoportokat 50 mM glicint tartalmazé PBS oldattal
eliminaltuk. A HEK293, HepG2 és HT29 sejtek plazmamembranjat sajat laktadherin alapu
membranjel6l6 modszerrel tettiikk lathatova. A fluoreszcensen jeldlt laktadherint PBS-ben,
1:100 aranyban higitva alkalmaztuk, sejttipustol és kisérleti koriilményektdl fliggden 2-16 o6ran
at, szobahdmérsékleten vagy 4 °C-on. Haromszor 5 perces PBS-es mosast kdvetden 4 %-0S
PFA-val utofixaltuk, mostuk, majd a sejteket 10 % FBS ¢és 0,1 % Triton X-100 tartalma PBS-
sel blokkoltuk és permeabilizaltuk 1 6ran at, szobahémérsékleten [26]. A sejttenyészeteket a
blokkol6 €és permeabilizald oldatban 1:200-ban higitott elsdédleges antitestekkel (1. tablazat)
jeloltiik 1 6ran at szobahén vagy €jszakan at 4 °C-on. A nem kot6datt ellenanyagokat blokkolo-
permeabilizald oldattal kimostuk (3-szor 5 perc). Ezt kdvetden a masodlagos antitesteket (1.
tablazat) 1:500-1000-ben higitottuk 1 % FBS-t tartalmazé PBS-ben, melyekkel 1 6ran at
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szobahomérsékleten inkubaltuk a sejteket. A nem ko6tédott antitesteket PBS-sel, majd desztillalt
vizzel torténd mosassal (2-szer 5 perc) tavolitottuk el. A 2D tenyésztett sejteket végiil DAPI
tartalmt ProLong Diamond (Invitrogen, USA) oldattal lefedtiik. A 3D bio-nyomtatott
sejttenyészeteket 70 %-0s glicerinnel fedve vizsgaltuk Hoechst 33342 magfestés jelenlétében
konfokalis mikroszkoppal.

1. tablazat: Az immuncitokémiai jelolések soran felhasznalt anyagok

Fluoreszcens festék
Jelolo Mit jeldl? Jelolés célja Fluorofor Gyarto
DAPI DNS sejtmag - Invitrogen
Hoechst 33342 DNS sejtmag - Invitrogen
Lactadherin-Atto488 foszfat.idil— plazmamembran Atto488 sajat
Szerin
Lactadherin-Cy3 fozzzt:ifll- plazmamembran Cy3 sajat
BioxMLYellow lipofil membran membran Cy3 Bioxol Kft.
Phalloidin-Atto488 aktin sejtvaz Atto488 Sigma
Phalloidin-Atto550 aktin sejtvaz Atto550 Sigma
Phalloidin-Atto647N aktin sejtvaz Atto647N Sigma
Elsodleges ellenanyagok
Antigén sfzi?vn:i ¢ Klonalitas Klon szam Gyarto
Aktin Nyul poliklonalis - Sigma
ALIX Nyul poliklonalis - Sigma
CD63 Egér monoklonalis sc-5275 Bii?gsl?gfgy
CD8l1 Egér monoklonalis 1.33.22 Invitrogen
CD8l1 Nyul polikonalis - Sigma
TSG101 Nyul poliklonalis - Sigma
TSPAN4 Nyul poliklonalis - Bioss
Tubulin Egér monoklonalis DMI1A Sigma
Masodlagos ellenanyag
Antigén Jemelo Klonalitis | 'Somuea Gyarto
Egér IgG Kecske poliklonalis Atto488 Sigma
Egér IgG Kecske poliklonalis CT488 Sigma
Egér IgG Kecske poliklonalis CF555 Sigma
Egér IgG Kecske poliklonalis Cy5 Invitrogen
Nyul IgG Kecske poliklonalis Atto488 Sigma
Nyul IgG Kecske poliklonalis Atto550 Sigma
Nyul IgG Kecske poliklonalis Cy5 Invitrogen
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5.4. Transzmisszios elektronmikroszkopia

TEM vizsgalatokhoz a sejttenyészetek fixalasa két l1épésben tortént: elséként 4 %-0s
gutaraldehiddel (egy éjszakan keresztiil 4°C-on, Serva, Németorszag), majd 1 %-0s ozmium-
tetroxiddal (1 ora, szobahdmérséklet, SPI, USA). Sejttenyészeteken tul C57BL6 egér vese és
maj szoveteket IS vizsgaltunk. Az allatokat nyaki diszlokacioval terminaltuk. A hasiireget
felnyitottuk, ¢és kiemeltiik a méjat és a vesét. A szerveket 4 %-os glutaraldehidbe meritettiik,
majd szikével a glutaraldehid oldat alatt kb. 1 mm3-es darabokat szeltiink beldliik. A mintékat
egy ¢jszakan at 4 °C-on 4 %-os glutaraldehidben immerziosan fixaltuk. Ezt kovetéen 1 %
ozmium-tertoxiddal utofixaltunk 1 oran keresztiil. A mintakat epoxi-miigyantaba (EPON,
EMS, USA) agyaztuk [27]. Ultramikrotommal (Reichert, Ausztria) 50-70 nm vastag
ultravékony metszeteket készitettiink, majd 4 %-os uranil-acetattal (SPI, USA) és Reynolds féle
6lom-citrat oldattal [28] utokontrasztoztuk. A mintak megfigyelése JEOL 1011 transzmisszios

elektronmikroszkdp segitségével tortént.
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6. Eredmények

6.1. Laktadherin membranjeldlése

A mikroszkopos vizsgalataink soran kulcsfontossagt a sejtek plazmamembranjanak lathatova
tétele, amely segitséget nyujthat a sejt felszinérdl lefiiz6dé EV-k azonositasdban. A 2. abra
lathatd, hogy a gyakran hasznalt lipofil festékek (pl.: DiD, Dil, DiO vagy esetiinkben
BioxMLYellow) erre a célra nem alkalmasak, hiszen a plazmamembran mellett a teljes
endomembran rendszert is festik, emellett permeabilizalas soran jelentdsen csokken a
jelintenzitas. A laktadherin alapti membranjel6lési rendszerben a laktadherin fehérje foszfatidil-
szerinhez torténd specifikus kotédését (2. abra) hasznaljuk ki. A sejtek fixalasa soran a
plazmamembran belsd rétegébdl a foszfatidil-szerin kikeriil a sejtek felszinére, a membran
kiils6 rétegébe, melyhez igy a fluoreszcensen jelolt laktadherin kotédni tud (2. abra). Ezzel az
eljarassal elkeriilhetjiik az endomembranok nem kivant jelolédését (2. abra) és bizonyos
fehérjék autofluoreszcenciajabol fakado hibakat (2. abra, fehér nyillal jelolt struktarak). A
laktadherin elénye a széles korben hasznalt szintén foszfatidil-szerin koté annexinV-tel
szemben, hogy a kotés Ca?* fiiggetlen igy sokkal stabilabb és megbizhatobb, mint az annexinV

jelolés.

C2 domain
£ 40 pm

C1 domain
Lactadherin

a Kamiriska et al. Vascular Pharmacology b
101: 21-28 (2018)

/BioxMLYellow /BioxMLYellow /Laktadherin

2. abra: A laktadherin membranjelolése

A laktadherin fehérje szerkezete (a). HEK293T-palmGFP sejtvonal esetén a laktadherin jelolést (b)
Osszehasonlitottuk a sejt altal expresszalt plazmamembranban lokalizalt palmGFP mintdzattal (c). A
BioxMLYellow lipofil membranfesték (d, e) és laktadherin (f, g) membranjel6lé modszerek hatékonysagat HT29
3D bio-nyomtatott sejttenyészetben vizsgaltuk.
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6.2. Az MVB-szerii EV-K azonositdsa

Vizsgalatainkban arra voltunk kivancsiak, hogy mennyire altaldnos a kordbban HT29
sejttenyészetben megfigyelt [19] nagyméretii, MVB-szerii struktarak kibocsatasa. Az MVB-
szerli strukturdkat CD63, CDS81, ALIX ¢és TSG101 EV specifikus markerekre pozitiv
partikulumokként azonositottuk. Jelenlétiiket konfokalis mikroszkop (3. abra) és TEM (4. abra)
segitségével megfigyeltik HEK293, HEK293T-palmGFP, HepG2, HT29, HL1 és BMMC
hizosejt 2D sejttenyészetekben, HT29 3D bio-nyomtatott sejtkultarak altal kibocsatva, illetve
egér majban és vesében egyarant.

Megfigyeltiink homogén, sEV méretii (40-150 nm) vezikulakkal telt MVB-ket intra- és
extracellularisan. Az MVB-szeri strukturdk pozitivan jeldlhetdk a klasszikus EV markerekkel.
Méretiik széles tartomanyban mozgott (500-5000 nm). Hogy ezek az MVB-szer(i struktarak
egyszeres vagy kettds (esetleg tobbszords) membrannal rendelkeztek a TEM felvételeink

alapjan nem mindig hatarozhaté meg egyértelmtien.

/CD63

(I)(n

Laktadherin/ Laktadherin/

2um

MVB-szerti strukturak HT29 (a,b), HEK293T-palmGFP (c,d), HepG2 (g,h) és 3D bio-nyomtatott HT29
sejttenyészetekben (e,f). Az a) felvétel a b) felvétel nagyitott struktirajat abrazolja.

3. abra: MVB-szerii strukturak azonositasa
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4. abra: Az MVB-szeri struktirak TEM képei 16

Az MVB-szerii struktarak megfigyelése a sejtekrol valo lefliz6dés soran és a sejten kiviili térben (a), illetve egér majban és egér vesében (b).



6.3. Az MVB-szerii EV-K kibocsatdasanak dinamikdja

A kovetkez6 1épésben megvizsgaltuk, hogy az MVB-szer(i struktarak kibocsatasa mennyire
tekinthetd6 egy aktiv szekrécidos folyamatnak. Az MVB-szerli struktirdk gyakorisagat
konfokalis mikroszkop segitségével hataroztuk meg. A keresett 500-5000 nm-es MVB-szerti
EV-ket CD63 pozitiv partikulumokként azonositottuk, melyeket a HEK293T-palmGFP
sejtvonal esetén palmGFP tartalmi membran vett koriil (5. abra). Az MVB-szerii struktarak
alkalmaztuk: éheztetés (fixalas 3 nappal a tadpoldat csere utan), klorokin, citokalazin-B és
kolhicin. A kolhicinnel tortén6 kezeléséhez a megfeleld kezelési koncentracid kivalasztasa a
tubulinhalézat immuncitokémiai jeldlésével tortént (5. dbra). Eheztetés és kolhicin kezelés
hatasara a kibocsatas intenzitasa lecsokkent, mig a citokalazin-B érdemben nem befolyasolta a
kibocsatast. A klorokin megndvelte a kibocsatasi frekvencidt. Az EV-k kibocsatasanak
dinamikajaban bekovetkez6 szignifikans valtozasokat parositatlan t-teszttel teszteltiik p < 0,05

szignifikancia kiiszob mellett (5. abra).
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5. abra: HEK293T-palmGFP altal termelt MVB-szerii struktirak azonositasa

A HEK?293T-palmGFP sejtek kolhicinnel térténé kezeléséhez a megfelel$ kezelési koncentracio kivalasztasa a
tubulinhalézat immuncitokémiai jelolésével tortént (a). Az MVB-szeri strukturakat palmGFP membrannal
koriilvett, CD63 EV markerre pozitiv, DAPI jel mentes partikulumokként azonositottuk (b). A kontroll
tenyészetekhez képest citokalazin-B kezeléssel nem értiink el szignifikans véltozast. Eheztetés és kolhicin kezelés
hatdsara csokkent a sejtek MVB-szerti strukturdinak leadési dinamikdja. Klorokin segitségével szignifikdnsan
megnoveltilk az MVB-szer(i EV-k kibocsatasat (C).

n: 3-4, a p értékeket parositatlan t-teszttel szamoltuk, p: * < 0,05; ** < 0,01; ns: nem szignifikans

6.4. Az MVB-szerii EV-K és a migraszomadk
Az altalunk vizsgalt EV-khez morfologiailag hasonld partikulumok a migraszomak. Ezek
keletkezése eltér az altalunk vizsgéalt MVB-szerli strukturaktol: szekréciojuk migracio fiiggd,
kibocsatasuk citokalazin-B-vel gatolhat6. Irodalmi adatok alapjan a migraszomak kiilsd
hatarol6 membranjaban tetraspanin-4 (TSPAN4) taldlhatd, ezt migraszoma specifikus
markernek tekintik [24]. Az MVB-szeri struktrak és a migraszomak elkiilonitése érdekében

TSPAN4 jelolést alkalmaztunk. A migraszoémak TSPAN4 jele a sejtek nyulvanyaiban erdsebb
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fluoreszcens jelet mutatott, mint a sejt tobbi részén. A migraszomak kizardlag a
membranjukban expresszaltak a TSPANA4 jelet [24], ezzel szemben az altalunk vizsgalt MVB-
szerll strukturak esetén a TSPAN4 feltehetden az ILV-k membranjaban helyezkedhet el (6.

abra). Klasszikus migraszémat a HT29 sejtvonal esetén tudtunk azonositanunk.

6.5. 3D bio-nyomtatott, HT29 eredetii EV-k vizsgalata

3D bio-nyomtatott HT29 sejtkultarakban is megfigyeltiik. A sejttenyészetek 3D bio-nyomtatasa
soran alginat vaz biztositotta a sejtek novekedéséhez sziikséges teret. Fénymikroszkdpos
vizsgalatok soran a matrix nem gatolta a sejtek megfigyelését, tovabba az altalunk hasznalt
fluoreszcens jelolési rendszerek sem kotédtek az alginat vazhoz (Hiba! A hivatkozasi forras
nem talalhaté.). Az alginat megtartotta a sejtek altal szekretalt EV-ket, igy azok
felszabadulasat és felhalmozodasat fluoreszcensen jelolve konfokalis mikroszkop segitségével
konnyen azonositani tudtuk (7. abra).

Mig a konfokalis mikroszkdépos megfigyeléseknél az alginat jelentdsen megkonnyitette a
szekretalt EV-k keletkezési helyén torténd megfigyelését, addig a TEM vizsgalatok esetében
nehezitette azok vizsgalatat. MintaelOkészités soran az alginat szerkezete jelentdsen sériilt, a
haldzatos formdjat elvesztette, tovabba a kontrasztositds soran erdsen elektrondenzzé valt (7.
abra). Igy az alginat vazban elhelyezkedd EV-k felismerése és vizsgalata nagyon nehéznek

bizonyult.
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6. abra: Az MVB- szerii struktirak dsszehasonlitisa a migraszémakkal

Az altalunk vizsgalt MV B-szerii strukturakat és a migraszémakat a TSPAN4 fluoreszcens jele alapjan azonositottuk HEK293T-
palmGFP (a-f) és HT29 (g-1) sejtek esetén. Az altalunk vizsgalt MVB-szerii partikulumok a fluoreszcens TSPAN4-et az EV-k
membranjaban és lumenében homogénen expresszaltak (a-g,i,j,I). Migraszomak esetén a TSPAN4 az EV-k membranjaban
gytriiszeriien helyezkedik el (g,h,j-I). 20




/Laktadherin / /Laktadherin

40 ym

7. abra: Az alginatban felhalmozott HT29 eredetii EV-k vizsgalata.

Alginat vaz biztositotta a 3D bio-nyomtatott HT29 sejtek novekedéséhez sziikséges teret, ez a sejtek konfokalis
mikroszkopos vizsgalatat nem befolyasolta (a). Az alginat megtartotta a sejteket és az altaluk termelt EV-ket,
melyek fluoreszcensen jeldlhetok és azonosithatok (b). TEM mintael6készités soran az alginat szerkezete sériil,
haldzatos formajat elveszti, erdsen elektrondenzzé valik (c), ez megneheziti az EV-k vizsgalatat (piros nyilak).
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7. Konkluzid

Munkank célja Valcz Gabor és munkatarsai altal megfigyelt MVB-szerti strukturak [19]
azonositasa, keletkezési dinamikajanak megismerése volt. A kozleményben vizsgalt HT29
tumorsejtek mellett mas tumor eredetii (HepG2) és nem tumor (HEK293, HEK293T-palmGFP,
hizésejtek, HL1) természetii sejteken is megfigyeltiik képzddésiiket. A detektalt, MVB-szerti
partikulumok a klasszikus EV markerckkel azonosithatdo strukturaknak bizonyultak.
Szekrécidjukat a 2D sejttenyészetek mellett egy 11j, szoveti szerkezetet jobban modellezd, 3D
bio-nyomtatott HT29 sejtek esetén is megvizsgaltuk. A sejttenyészetek mellett szovet eredetii
metszetekben (egér majban és egér vesében) is azonositottuk az MVB-szeri EV-k
felszabadulasat. Vizsgalatainkat konfokalis mikroszkop és TEM segitségével végeztiik.

Mivel az MVB-szer( struktirakat és azok felszabadulasat mindegyik kisérleti rendszerben
(kiilonboz6 sejtvonalak, 3D bio-nyomtatott sejttenyészetek, szovetek) sikeriilt azonositanunk,
ezért azt gondoljuk, ezek kibocsatasa egy altalanosan jelenlévé mechanizmus lehet. A
fluoreszcens laktadherin alapti membranjel6lés megkonnyitette a palmGFP-t nem expresszalo

Kisérleteinkben a nagyméretii, MVB-szerii struktirdk kibocsatadsi mechanizmusat szerettiik
volna jobban megérteni, ezért a HEK293T-palmGFP sejteket kiilonb6z6 kezeléseknek vetettiik
ala. Az éheztetés csokkentette az MVB-szer(i struktirak kibocsatasi frekvenciajat. Feltehetéen
a sejtekben friss tapoldatot hidnyaban a lebont6 folyamatok dominaltak, igy az endoszoma egy
része is hasznositasra keriilhetett. A citokalazin-B nem befolyasolta az MVB-szerii
partikulumok felszabaduldsat. Azok szekrécigja elsésorban nem az aktin-halozat segitségével
torténik. Kolhicinnel torténd gatlas soran nem alakult ki megfeleléen a sejtek tubulin-haldzata,
tubulin-fiiggé folyamatnak tekinthetjiik. Irodalmi adatok alapjan a klorokin fokozza az sEV
szekréciot [22], [23]. Eredményeink alapjan a kezelés hatasara az MVB-szerli partikulumok
kibocsatasa is szignifikansan megnovekedett.

Tulajdonsagaikban az altalunk vizsgalt MVB-szeri partikulumok leginkabb Liang Ma és
munkatarsai altal 2015-ben megfigyelt migraszomakra hasonlitanak. A migraszomak sejtek
mozgasa soran keletkeznek migracitozissal, morfologiajukat tekintve nagy méretiiek (< 3 pm),
lumeniikben szamos kisebb vezikulat (50-100 nm) figyelhetiink meg [24], [29]. Ezzel szemben
az altalunk vizsgalt MVB-szerli strukturdkat minden sejtben, azok vandorlasatol fliggetleniil
megtalaltuk. Megfigyeltiink nytlvanyokrol leftiiz6dé partikulumokat és nytlvanyok nélkiili,

sejtfelszinrél formalddd nagyméretti EV-Ket is.
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A migraszomak keletkezése aktin polimerizacié fiiggé folyamat, a sejtek citokalazin-B-vel
tortént kezelésekor a migraszomak keletkezése lecsokkent [24]. Ezzel szemben az altalunk
vizsgélt EV-k felszabadulasat a citokalazin-B érdemben nem befolyésolta.

Migraszoéma specifikus markerként a TSPAN4-et javasoljak [24], [30], [31]. A TSPAN4 a
sejt tobbi részéhez képest erdteljesebben halmozodott fel a Liang Ma altal vizsgalt migrald
sejtek nyulvanyaiban. A formal6édé migraszomakban a fluoreszcens jel egyértelmiien a
plazmamembranhoz kapcsolodo, gytirhi alaku lokalizaciot mutatott [24]. Az altalunk vizsgalt
MVB-szerl strukturak esetén a TSPAN4 mintazataban is eltéréseket tapasztaltunk; a TSPAN4
molekulat az MVB-szerl partikulumok lumenében is detektaltuk.

Az MVB-szerli partikulumok minden altalunk vizsgalt sejttenyészetben és szoveti
extracellularis térben jelen vannak, egy altalanos, serkenthetd és gatolhatdé EV szekrécios
utvonalnak tlinik. Bar morfologiailag hasonldéak a migraszomdkhoz, keletkezésiikben és az
azonositdsukra haszndlt markerek lokalizaciojaban jelentds eltéréseket tapasztaltunk.
Felszabaduléasuk aktiv tubulin-fiiggé folyamat.

Tovabbi vizsgalataink soran tervezziik keletkezésiik koriilményeinek pontosabb megértését

¢s sejtfiziologiai szerepiik tisztazasat.
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