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|. Bevezetés

1. Extracellularis vezikulak

Az extracellularis vezikuldk (EV) kettds foszfolipid réteggel hatarolt, dontéen gomb
alaku partikulumok [1]. Az EV-k szintézise prokariotaknal és az eukariotaknal egyarant
megfigyelhetd, evoluciosan konzervalt folyamat. Komplex molekularis dsszetételiik, a
membranjuk és a lumeniikben hordozott ,,rakomanyuk” (fehérjék, nukleinsavak, lipidek
¢és szénhidratok) révén fontos szerepiik van a sejt-sejt kozotti kommunikacioban. A donor
sejt tipusa, allapota befolyasolhatja az EV-k Osszetételét [1]. 1946-ban figyeltek fel
el6szor rajuk, és ugy hitték, hogy ezen partikulumok vérlemezke eredetii szubcellularis
részecskék [2]. Ezt kovetéen, 1983-ban két kutatocsoport egymastol fiiggetleniil
megfigyelte a retikulocitakbol szarmazé transzferrin receptort hordozd vezikulak
jelenlétét az extracellularis térben. Harding és Stahl multivezikularis test (MVB) eredetii
plazmamembran lefiiz6désével kialakul6 membran partikulumokkal (kés6bb
mikrovezikula, MV) magyarazta a jelenséget [3,4]. 1996-ban, t6bb mint egy évtizeddel
kés6bb, Raposo és kollégai bizonyitottak a B limfoblaszt eredeti, MHCII faktort hordozo
EV-k antigén specifikus T sejt aktivald képességét [5]. Ez a kozlemény fordulatot hozott
az EV kutatasban. Megjelenésétol kezdve exponencialisan nétt az EV-kkel foglalkozo
publikaciok szdma. Egyre tobb funkcidjukra deriilt fény fizioldgids és patologias
folyamatokban egyarant [6].

Klasszifikaciojuk terén nincsen egyértelmiien hasznalt, konvencionalis besorolas,
terminologidjukat heterogenitas jellemzi az irodalomban [7]. Csoportositasuk
klasszikusan a biogenezisiik, intracellularis eredetiik alapjan torténik: eszerint
elkiilonithetjiik a sejt felszinérol lefiizodo ektoszomakat (apoptotikus testek (APO), MV-
K) és az endoszomalis eredetii EXO-kat [1,8]. Az EXO-k intraluminalis vezikulaként
jutnak az extracellularis térbe. Méretiik az intraluminalis vezikuldkkal megegyezden a
100 nm alatti tartomanyba esik [9]. Az MV-k a plazmamembranr6l t6rténd bimbodzassal
keletkeznek. Kevésbé mutatnak korlatozott méreteloszlast (150 nm—1 pm) [10]. A

legnagyobb méretli (>1 pm) APO-k szintén a plazmamembran lefliz6désével jonnek 1étre



apoptozis soran. A biogenezis alapjan torténd szeparalas a jelenleg rendelkezésre allo
modszerekkel nem lehetséges [7].

Az EV-k nevezéktana sem tekinthetd egységesnek. A MISEV2018 (Alapvet6
tudnivalok az extracellularis vezikulak vizsgalatahoz 2018) javasol egy nomenklatirat,
amely az EV-k képzddését nem veszi figyelembe, a méreteloszlason alapszik, azonban a
jelenleg alkalmazott szeparalasi modszerekkel elkiilonitheté populaciokat egyértelmiien
behatarolja. Ez alapjan elkiilonithetiink nagy (IEV — large EV), kézepes (mEV — medium
EV) és kis EV-ket (SEV — small EV). A képzbédés és a méreteloszlas alapjan definialt
alcsoportok atfednek: az APO-k dontéen IEV-K, az MV-k mEV-k és az EXO-k sEV-k (1.
abra).

b

IEV (APO) @
O Q>®_.,
[o] 0O
o ©

1. dabra: Az extracellularis vezikulak klasszikus csoportositisa. Az EV-ket méretiik
alapjan harom csoportra oszthatjuk: nagy EV-k (IEV, >1 um), kézepes EV-k (mEV, 150
nm—1 um) és kis EV-k (sEV, <100 nm). Az elso ket alpopulacio a plazmamembranrol
torténd lefiizodéssel, mig a kis EV-k az endocitotikus utvonalon keletkeznek. a) egészséges
Sejt, b) apoptotikus SEjt (Bence Gydrgy és mtsai., 2011 munkdja alapjan készitett abra [1])

Az elmult években szamos EV alcsoportot azonositottak a biofizikai, biokémiai
tulajdonsagok ¢és a funkcionalitas alapjan. [8] (2. abra). Csoportos EV szekrécié jellemzi
a tumor és a vandorld sejteket egyarant (migraszoma). Ezen kiviil az 1EV-khez
sorolhatjuk a tumor sejtek altal kibocsatott onkoszomakat, a szekretélt autofagoszémakat,
a sejtosztodas soran tavozod kozéptest maradvanyokat, az elhalt sejtorganellumok és
fehérje aggregatumok eltavolitasara szolgald exofereket. Kiilonbozo sejtek nyulvanyairol
torténd lefliz6déssel vagy annak feldarabolddéasaval is 1étrejohetnek EV-k, példaul:

cilidris ektoszomak, gyongyds apoptopddidk, megnyult neutrofil eredetli struktirak



(END), follikularis dendritikus sejt eredetli ikkoszomak és T sejt eredetli mikrovillus
partikulumok (TMP) [8] (2. abra). Az EV-khez hasonldan a virus partikulumok 6nalldéan
a plazmamembranroél leflizodve, endoszomalis Gton exocitozissal vagy csoportosan (,,en-
bloc”’) membran hatarolt modon tavozhatnak a sejtbol. A felsorolt példak is mutatjak,
hogy a klasszikus EV csoportoknal bemutatott IEV-k (1. abra) nem csupan apoptétikus

sejtekbdl szarmazhatnak, €16 sejtek is képesek szekréciojukra.

Ektoszoma Exoszoma
Apoptotikus test
En bloc” szekretalt
virus partikulumok Mikrovezikula
ﬁ Apoptotikus
Onkoszoma {é{f} holyag KisEV
(tumor sejtek) > Kis EV
L.
En bloc” szekretalt .
MVB-szerii EV-k | )3 )
(tumor sejtek) Amfiszoma
%
Virus
bimbozas
Migraszoma
(vandorlo sejtek) t
MVB
Ciliaris
ektoszoma Y ol
Szekretalt kozéptest
maradvany
(0sztodo sejtek) /
Autofagoszéma
Gyongyds apoptopodia B
(apoptotikus sejtek) END Ikkoszoma Exofer
(neutrofilek) (follikularis Szekretalt
dendritikus sejtek)  \vp autofagoszéma
(T sejtek)

2. abra: Az extracellularis vezikulak heterogenitdsa.
(Az dbra forrasa: EI Buzas, The roles of extracellular vesicles in the immune system, Nat Rev Immunol, 2022, [8])

2. Extracelluléris vezikuldk vizsgalata

Az EV-Kkkel torténé munka soran szamos modszertani nehézségbe iitkozhetiink: kis
méretiik és az alacsony EV/egyéb részecske arany miatt nagy kihivast jelent megfeleld

tisztasagl EV-ket szeparalni és karakterizalni. Ennek okan a nemzetk6zi EV tarsasag
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(International Society for Extracellular Vesicles, ISEV) az EV alapt vizsgalatok

attekinthet6sége, megfeleld interpretalasa érdekében rendszeren frissitett iranyelveket

ajanl. Vizsgalataink soran az aktualis, MISEV2018 kovetelményrendszerét kovettiik [7].

e Az EV szeparalas:

Az EV szeparaldas modszerének megvalasztasat a kisérleti kérdéseink, célunk

hatdrozza meg. A kiilonb6z6 eljarasok eltérd tisztasdgi és hozami EV mintat

eredményeznek. A tisztasdg fokozasa érdekében ajanlott a szepardlasi modszereket

kombindlni.

Példaul a

korabban

aranystandardnak

tartott

differencial

ultracentrifugaléssal koncentralt EV-ket méretkizardsos kromatografiaval tovabb

tisztithatjuk. A leggyakrabban hasznalt EV szeparalasi modszereket a 1. tablazat foglalja

Ossze [11,12], az altalunk hasznalt technikak vastagabb szegéllyel kiemelve lathatok.

1. tablazat: A leggyakrabban hasznalt EV szepardlasi modszerek jellemzoi.

partikulumoktol iilepedési
sebesség ¢s a slirliség

strtiséggradiens
ultracentrifugalas

alapjan

Modszer Alapelv Elényei Hatranyai
alacsony tisztasag,
differencial o 1d01genyes," 1o s
ultracentrifugalas EV-k szekvencialis magas EV hozam, magas eszkoz koltség,
(aranystandard) szétvalasztasa egyéb kdzepes és nagy mintatérfogat korlatozott parhuzamos

mintafeldolgozas,
EV karosodas

magas tisztasag

alacsony EV hozam,
id6- és munkaigényes,
alacsony ateresztéképesség

tangencialis
aramlasu szlrés,
TFF-Easy

Az EV-k szeparalasa méret
szerint, tangencialis arami
sziirérendszerrel.

nagy mintatérfogat,

magas EV hozam, gyors,

EV-k membranhoz tapadasa kevésbé
valészinli

draga
alacsony ateresztéképességil

precipitacios
modszerek

Az EV-k felszini toltését
kihasznalva vagy viz
kivono polimerekkel
torténik a szeparacio.

magas EV hozam,

gyors, olcso €s egyszertl,
parhuzamos mintafeldolgozas,
kicsi, kozepes és nagy mintatérfogat

specificitasa alacsony,
alacsony tisztasag,

egyéb partikulumok ko-
precipitacidja nagymértéki,
preciptacids reagens
eltavolitasa sziikséges

méretkizarasos
kromatografia

ultrafiltracio

Az EV-k szeparalasa méret,
alak és molekulatomeg
alapjan torténik.

kozepes, magas tisztasag,
alacsony nyirofesziiltség

kicsi mintatérfogat,
mintafliggd frakciok

gyors, olcsé €s egyszerti,
parhuzamos mintafeldolgozas,
kicsi, kozepes €s nagy mintatérfogat

EV hozam csokkenése az
EV-k membranhoz tapadasa
miatt,

magas nyirofesziiltség

affinitas alapt
szeparalasi
modszerek

A szeparalas az EV
asszocialt markerek és
specifikus antitestek kozotti

kapcsolodason alapul.

magas tisztasag,
EV altipusok szeparalasa,
parhuzamos mintafeldolgozas

csak bizonyos
alpopulaciokra korlatozott,
EV elicio nem hatékony,
kis mintatérfogat
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e Az EV frakcidk kvantifikalasa

Az EV-k mennyiségét normalizalhatjuk a kiindulasi folyadék, sejtszam és a szdvet
tomege alapjan. Emellett minimum két fliggetlen modszerrel kell jellemezniink az EV
mintdkat: pl. koncentracié vagy abszolut EV szam a mintaban, fehérje, lipid, nukleinsav
vagy egy¢b biomolekula tartalom alapjan. A mennyiségi jelz6szamokat kombinalva, azok

aranyai (pl. fehérje/EV szadm, fehérje/lipid) tisztasagi mutatoként hasznalhatok.

e Az EV frakcidk karakterizdlasa

Az EV-k jelenlétét igazolnunk kell EV asszocidlt markerek kimutatdsaval. A
kovetkezé harom kategoriabol minimum egy-egy fehérje jelenlétét bizonyitanunk kell: 1)
plazmamembran, endoszoma eredetli transzmembran, vagy GPI-kapcsolt (glikozil-
foszfatidil-inozitol) fehérjék (pl. CD81, CD63, CD9, CD41), 2) membranhoz asszocialt
citoplazmatikus fehérjék (pl. TSG101, ALIX), 3) ko-izolalt, szennyez6 partikulumok
fehérjéi (pl. ApoB, albumin). Az EV-kben felhalmoz6do lipidek kimutatasa is alkalmas
lehet az EV jelenlétének validalasara. Az AnnexinV kalcium fiiggd, mig a laktadherin
kalcium fiiggetlen modon képes az externalizalodott foszfatidil-szerinhez (PS-hez)
kapcsolodni [13].

e Az eqgvyedi EV-k jellemzése

A teljes EV tartalom mellett az egyedi EV-k jellemzése tobblet informaciot adhat.
Képalkoté technikéaval, példaul elektronmikroszkoppal, atomeré mikroszkoppal,
szuperrezoliciés mikroszkoppal kozeli és atnézeti képet készithetiink. A kisérleti
kérdéstdl fliggden sziikség lehet nagy ateresztoképességli modszerek alkalmazésara is. A
részecskék Brown mozgasat kdvetve a nanopartikulum kovetd analizis (Nanopartikulum
Tracking Analyses, NTA) egyedi EV detektalast tesz lehetévé, bar a mért paramétereket
populécids szinten mutatja be. Tovabba a nanorészecskék mérésére optimalizalt, magas
érzékenységli aramlasi citométerrel (pl. Apogee Flow Systems) lehetdségiink adodik az

egyedi részecskék jellemzésére méret és EV marker expresszio alapjan.

3. Az extracellularis vezikuldk disztribiicioja

Mivel a molekulak az EV-kben membrannal vannak koériilvéve, viszonylag védve

vannak a kiils6 behatasokkal szemben. Az alacsony immunogenitasuk és toxicitasuk
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révén felmeriilt annak lehetdsége, hogy mint biokompatibilis, nanoméretli gyogyszer
hordozé rendszereknek hasznaljuk 6ket [14]. Az EV alapu terapia fejlesztéséhez
kulcsfontossagh az EV-k farmakokinetikai paramétereit megismerni intravénas
injektalast kovetden. Ebben az esetben az EV-k biohasznosulasat kétlépéses modellel
irhatjuk le, melyek: 1) disztribici6 és 2) eliminacio. Az EV-k kezdetben gyorsan
eloszlanak a szervezetben. A vérplazma EV tartalma percek alatt harmadara, fél oran
beliil az eredeti EV mennyiség 1,8-3,3 %-ra, majd egy ora utan a detektalhatdsagi szint
ala csokken [15,16]. Az EV-k degradaciojanak mértéke a vérkeringésben, valamint a
veséken keresztiil torténd kivalasztasuk elhanyagolhato, igy ezen mechanizmusok nem
okozhatjak a keringé EV koncentracio gyors csokkenését [15].

Az EV disztriblcids vizsgéalatok modszertana rendkiviil szertedgazd. A vélasztott
modell organizmusok, az EV-k mérete és forrasa, az EV injektalds utja, az injektalas utan
a detektalasig eltelt 1d6, a vizsgalt szervek és a detektdlas modja eltérd lehet.
Leggyakrabban egér és patkany torzseken, 1-24 6raval az intravénas injektalast kovetoen
vizsgaljak az sEV-k (ritkdbban mEV-k) disztribuciojat in situ, vagy a szervek eltavolitasat
kovetben ex vivo [16]. Az SEV-k f6képp a majban és a tiidében halmozodnak fel, de
kisebb mértékben a 1épben és a vesékben is torténik sEV akkumulaci6. Bar az mEV-kre
vonatkozo6 adatok szama csekély, hasonld eloszlasi mintazatot mutatnak [16].

A masodik 1épés az EV-k eliminacioja, ami lassabb, és felezési ideje hosszabb. A maj,
atido, a lép és a vesék jo vérellatottsagu, fejlett fagocita rendszerrel rendelkez6 szervek.
A vérkeringésbdl a szdveti rezidens €s a monocita eredetli makrofagok hatékonyan
tavolitjak el az EV-ket. Altalanossagban elmondhaté, hogy a nanopartikulumok
viselkedését in vivo befolyasolhatja a méretiik, felszini t6ltésiik, membranjuk és a fehérje
korondjuk osszetétele. Az sEV-k opszonizacidja antitestek, komplement fehérjék révén
kevésbé hatékony [17] és méretiikb6l adodoan konnyebben penetralnak az egyes
szovetekbe [18,19]. Az EV-k kiils6 felszine polianionos, nagy mennyiségben tartalmaz
negativ toltést hordozo PS-t, amely eldsegiti a scavenger receptor medialt EV fagocitozist
[20]. Amennyiben negativ toltésli, PS-ben gazdag liposzoma kezelés elézte meg az EV
injekcidt, az EV-k elimindcidja, majban torténd akkumulacidja jelentésen lecsdkkent.
Ezzel szemben a negativ toltést nem hordozé foszfatidil-kolin gazdag liposzoma nem
befolyasolta az EV disztribuciot [20]. A membran lipid 6sszetétele mellett az integrans

¢s a felszinhez asszocialt fehérjék egyarant meghatarozhatjak az EV-k tropizmusat. A
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membranban jelen 1év6 avPs integrin a majba, a Kupffer sejtekhez mig az oeP4 és az aeP1
felszini kifejezddése a tiido fel¢ iranyitja az EV-ket [21]. A veszettség virus glikoprotein
az acetilkolin receporhoz valdé magas affinitasa miatt az agyba juttatja ¢l az EV-ket [22].
A komplementszabalyozé molekulat (pl. CD55 és CD59) vagy ,,ne egyél meg” szignalt
hordoz6 (pl. CD47) EV-knek magasabb a felezési ideje [23,24]. Az EV-k felszinéhez
kotodo, szekretalt fehérjék, példaul a WNT és TGF-B1 az igy 1étrehozott fehérje korona
részeként képes befolyasolni az EV-k viselkedését [25,26].

Az EV-k in vivo nyomon kovetésére szamos megkozelitést alkalmazhatunk. A
legfontosabbakat emlitve: az izolalt EV-ket megjelolhetjiik direkt modon fluoreszcens,
lipofil festékkel (pl. PKH26/67, DiD és DiR) vagy radioaktiv izotoppal (pl. *™Tc-
HMPAO és [*Hindium]). Egy masik lehetdség, hogy sejtmérndkség révén modositott
sejtekkel eléallithatunk lumineszcens/ fluoreszcens fehérjét expresszaléo EV-ket [15]. A
fent emlitett jelolésekkel ellatott EV-ket optikai vagy nuklearis képalkotd eljarasokkal
tudjuk in vivo nyomon kovetni. Az optikai képalkotas felhasznalhatésaga limitalt, az
emlds szovetek magas hattér fluoreszcencidja csokkenti a detektdlds szenzitivitasat.
Tovabba a szovetek fényelnyelése és szordsa is jelentds, melynek kovetkeztében a
fluoreszcens/ lumineszcens festékek szoveti penetraciés mélysége alacsony. Ezzel
szemben a nuklearis képalkotas pontosabb EV kovetést tesz lehetéve, jobb penetracioval
és kvantitativ elemzéssel rendelkezik [15]. A nuklearis képalkotashoz hasznalt egyfoton-
emisszidés tomografidaval (SPECT) vagy pozitronemisszids tomografiaval (PET)
kombindlt komputertomografia (CT) lehetévé teszi, hogy egy idOben anatomiai és
funkcionalis informaciokat gytjtsiink. Varga és munkatarsai javasoltak elsdként a %™ Tc-
trikarbonil hasznélatat az EV-k radioizotopos direkt jeldlésére [27]. A %™ Tc-trikarbonil
komplex szdmos aminosavhoz képes hozzakapcsolddni pl. hisztidin, metionin és cisztein
[28]. igy az EV membranfehérjéihez kapcsolodva valik lehetévé az EV-k direkt jelolése.
A vorosvértest eredetli EV-k esetén 38,8+6,2 % jeldlési hatékonysagot sikeriilt elérni
ezzel a modszerrel [27]. A vordsvértest eredetii EV mintakra magas EV szam (10*-
10%/ml), emellett a szabad fehérjék alacsony koncentracidja jellemzd. A szabad fehérje
mennyiség novekedésével a jelolési hatékonysag drasztikusan lecsdkken, hiszen a ™ Tc-
trikarbonil komplex a membranfehérjéken kiviil a szabad fehérjéket is megkoti. Ennek
kikiiszobolésére duramicin vegyiiletet hasznalhatunk. A duramicin egy 19 aminosavbol

allo peptid, amely magas affinitassal és specificitassal képes a foszfatidil-etanolaminhoz
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(PE) kotédni [29]. A PE a masodik leggyakoribb foszfolipid, 6sszességében az emlds
sejtek lipid tartalmanak 20 %-at teszi ki. Az EV-k gazdagok PE-ben, igy a duramicin az
EV-k jelolésére is alkalmas. ®™Tc-HYNIC-duramicin elénye a %™Tc-trikarbonil
komplexhez képest, hogy a szabad fehérjékhez nem kapcsolodik. Tovabba a
membranfehérjék szerkezete valtozatlan marad, igy nem befolyasolja jelentdsen az EV-k

szerkezetét és eloszlasat.

4. A maj felépitése és funkcioi

A maj a legnagyobb szerviink, kdzponti szerepet jatszik a metabolikus egyensuly
fenntartasaban. A szervezet 0sszfehérje termelésének 15 %-aért felelds, ennek nagy részét
az albumin és egy¢b transzport, koagulacios és fibrinolitikus fehérjék teszik ki. A fehérjék
¢s glikoproteinek lebontédsa soran keletkezd toxikus ammoniat ureava alakitja, amely a
veséken keresztiil a vizelettel iriil ki a szervezetbdl. Hozzajarul az optimalis
vércukorszint fenntartdsdhoz. Taplalkozast kovetden a felesleges gliikozt glikogén
szintézisre hasznalja fel. Rovidtavu éhezési periodusban a glikogénbdl glikogenolizissel,
hosszatava éhezés soran az aminosavakbol vagy egyéb prekurzurokbol (pl. tejsav)

glilkoneogenezis révén gliikozt allit eld. A m4;j altal termelt epe eldsegiti a gydgyszerek,

crer

cres

lipoprotein metabolizmusaban, amelyet a ,Lipidanyagcsere” cimii fejezetben
részletesebben ismertetek [30].

A m3j parenchima tobbféle sejttipust tartalmaz. Kortilbeliil 80 %-at a hepatocitak, 10
%-at a maj szinuszoidalis endotél sejtek (LSEC-k), 5 %-at a limfocitak, 4 %-at a Kupffer
sejtek (makrofagok) és 1-3 %-at a biliaris epitél sejtek alkotjak. A hepatocitak egysejt
vastagsagu elagazo és anasztomizald rétegekbe rendezddnek. A bazélis membranjuk a
szinusz felé néz (3. abra). A szinuszokban kevert vér aramlik. A maj egyediilallo6 moédon
kettds vérellatassal rendelkezik: 25 %-a a maj artériabol ered, 75 %-a részben
oxigénszegény, tdpanyagban gazdag vért szallit a portalis véna feldl a majszovetbe. A
szinuszok falat specialis fenesztralt endotélium alkotja, amely eldsegiti a hepatocitak és

a vér kozotti anyagtranszportot. A hepatocitdk és az LSEC-k kozott fekszik a Disse-tér
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(3. abra). A Disse-térben talalhatjuk meg a maj csillagsejteket, amelyek részt vesznek
extracellularis matrix komponensek (pl. 4-es tipust kollagén, laminin stb.) termelésében.
A maj fagocitotikus rendszerének kozponti szerepl6i a Kupffer sejtek, amelyek dontéen

a szinuszok lumenében helyezkednek el (3. abra) [30].

S R P T T P T

Disse-tér
———r ) SN Y— SE— > SE—
SZIMMUSZ
s L. eeeeeemmee e cammntt D )

R i P R T

e maj szinuszoidalis endotél sejt Kupffer sejt hepatocita ~ “—— kollagén rost

3. dbra: A maj szoveti szerkezete.
(sajat abra)

Habar a maj elsddleges funkcioi kozott altalaban nem emlitjiik, a szinuszokban szamos
immunfolyamat zajlik. A maj nagyszamu rezidens immunsejtet tartalmaz és a hepatocitak
termelik a velesziiletett immunrendszer kering6 fehérjéinek 80-90 %-at. A maj scavenger
receptor expresszioja kiemelkedden magas a szervezetben, ezért konnyen kiszliri az
idegen molekulakat, patogéneket a vérkeringésbol. Ezen receptorok Kifejezédése
meglepé modon nem csak a Kupffer sejtekre korlatozodik, hanem az LSEC-kre is, ezért
ez utobbit scavenger endotéliumként is hivjak [31]. A scavenger receptor csaladban
szdmos szerkezetileg €s biologiai funkciot tekintve diverz fehérjét taldlunk. Ligandjaik
dontéen polianionos jellegiiek: lehetnek endogén (pl. LDL), modositott endogén (pl.
acetilalt-LDL) és exogén korokozo (pl. LPS) eredetiick is. Polianionos jellegiikbol
addédoan az EV-k is potencidlis ligandjai a scavenger receptoroknak. Kdrnyezetiikbol
pinocitdzissal hatékonyan felveszik az oldott, kisméretli partikulumokat (<0,23 um) is,

amelyet a citoplazmajukban megtalalhaté nagyszamu endoszéma bizonyit. A hepatikus
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crer

(és a hepatocitak is) képesek lehetnek a nagyobb (>0,23 pm) partikulumok fagocitozisara
[32].

5. Lipidanyagcsere

5.1 Lipoproteinek

A szervezetben a rossz vizoldhatosdguk miatt az apolaris lipidek: szabad zsirsavak
(FFA), trigliceridek (TG), koleszterin €s koleszterin-észterek lipoproteinek forméjaban
szallitddnak. A koleszterin-észtert ¢s TG-t tartalmazd kozponti hidrofob régiot
amfipatikus, egyrétegli membran veszi koriil, amely foszfolipidekbdl, szabad
koleszterinbdl és apolipoproteinekbdl all. Az apolipoproteinek szerepet jatszanak a
lipoproteinek szerkezetének stabilizalasaban, javitjak vizoldhatosagat és meghatarozzak
az eloszlasukat és felvételiiket a vérkeringésb6l [33]. A lipoproteineket hét csoportra
oszthatjuk lipid és fehérje Osszetételik alapjan (2. tablazat). A lipoproteinek

anyagcseréjét a 4. abra foglalja 6ssze.

2. tablazat: Lipoproteinek csoportositasa és jellemzoi.
(Kenneth RF, 2021 munkdja alapjan készitett tablazat)

Lipoprotein Siirtség (g/ml) | Méret (nm) | F6 lipid alkoté | Fé6 apolipoprotein
ApoB-48, Apo-C,
kilomikron <0,930 75-1200 trigiceridek Apo-E, Apo-Al, A-
H, A-IV
kilomikron maradvény | 0,930—1,006 | 30-80 rigliceridek | xpop.a8, Apo-E
koleszterin
VLDL 0,930-1,006 | 30-80 trigliceridek ApoB-100, Apo-E,
Apo-C
DL 1,006 — 1,019 95.35 tnghcer@ek ApoB-100, Apo-E,
koleszterin Apo-C
LDL 1,019 - 1,063 18-25 koleszterin ApoB-100
koleszterin ApoA-1, ApoA-Il,
HDL 1,063 -1,210 512 foszfolipidek Apo-C, Apo-E
Lp(a) 1,055 - 1,085 ~30 koleszterin ApoB-100, Apo(a)
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A taplalékbol szarmazo lipidek 95 %-at a TG-ek, 5 %-at a koleszterin, FFA-k ¢és
foszfolipidek alkotjak [34]. A TG-ket a vékonybélben, epesavak jelenlétében a
pankreasz-lipdz enzim FFA-ra €és glicerinre bontja. Az igy keletkezett molekuldkat az
enterocitak veszik fel, majd beldliik az endoplazmas retikulumban jra TG-t hoznak 1étre,
amelyet a koleszterinnel egyiitt kilomikronba csomagolnak. A kilomikronok a nyirokba,
majd a melllri nyirokvezetéken keresztiil a vérkeringésbe jutnak. A felszinlikhoz
asszocialt ApoC aktivalja az izom- és zsirsejtek lipoprotein lipaz (LPL) enzimeit. A
felszabadult FFA-kat a sejtek B-oxidacion keresztiil energia sziikségletiik fedezésére
hasznaljak, vagy TG formajaban zsircseppekben raktdrozzak. Az emlitett folyamatok
hatasara a kilomikron TG tartalma csokken és a kialakulé kilomikron maradékokat a
vérkeringésbdl a maj tavolitja el, ApoE-receptor medialt endocitdzissal [33]. A majban a
TG-ek és koleszterin-észterek az ApoB-100", nagyon alacsony slirtiségii lipoproteinekbe
(VLDL) épiilnek be, majd szekréciora keriilnek. A VLDL partikulumok extrahepatikus
szovetekhez jutnak, ahol a membranban 1évé LPL-K révén FFA tartalmuk felszabadul és
bejut a sejtbe. A VLDL TG koncentracidja folyamatosan csokken, melynek
eredményeként 1étrejonnek az atmeneti stiriségii lipoproteinek (IDL) [33]. A TG-ket
tovabb hidrolizaljdk a hepatocitdk membranjdban elhelyezkedd hepatikus lipazok,
aminek kovetkeztében alacsony striségli lipoproteinek (LDL) jonnek Iétre. Az
extrahepatikus szovetek vagy a mdj felveszi az LDL partikulumokat az LDL receptor
(LDLR) segitségével, a lipoproteinekben fennmaradt koleszterint pedig a HDL eljuttatja

a majba vagy a periférias szovetekbe (pl. szteroid szintetizal6 szovetek) [33].
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4, abra: A lipoproteinek anyagcseréje.
(sajat abra)

5.2 PCSKO szerepe a szervezet lipidanyagcseréjében

A proprotein-konvertaz szubtilizin/kexin 9 (PCSK9) fehérje kulcsszerepet jatszik a
vérplazma koleszterin tartalmanak szabalyozasaban. A PCSK9 a hepatocitak altal nagy
mennyiségben termelt, szolubilis fehérje, melynek elséként felfedezett célpontja az
LDLR [35]. A PCSK9 az LDLR extracellularis, recirkulaciojaért felelés doménjéhez
kotédik. A PCSK9-LDLR komplex internalizaciojat kdvetden az endoszoma savas pH
értékének kovetkezményeként a PCSK9 LDLR kot6 affinitasa megnd, ami az LDLR-t a
lizoszomakba iranyitja [36,37]. A PCSK9 funkcionyeréses mutacidja esetén lecsokken az
LDLR szintje, ezzel parhuzamosan né a vérplazma LDL koncentracidja és a
kardiovaszkularis betegségek kialakulasanak valdsziniisége (familiéris
hiperkoleszterinémia) [38]. Funkcidvesztéses mutacio esetén az LDLR fehérje szintje nd,
a vérplazma LDL szintje csokken, ami kardioprotektiv hatassal bir [39]. Ugyanakkor a

majsejtekben felhalmozddd zsirmennyiség nd, ami lipotoxikus lehet a hepatocitdk
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szamara. Az LdIr és a Pcsk9 génexpresszioja is a SREBP2 (szterol szabalyozd elemeket
megkotd fehérje 2) transzkripcids faktor szabdlyozasa alatt 4ll. Amennyiben csokken a
sejt koleszterin tartalma, a SREBP2 aktivalodik és ez fokozza a két gén aktivitasat,
emellett noveli a VLDL szekréciot. Ennek fiziologias szerepe valosziniileg az, hogy a
PCSKO9 ideiglenesen gatolja a VLDL partikulumok felvételét az LDLR-on keresztiil, igy
azok eljuthatnak a periférias szovetekhez [40].

A PCSKO9 fehérje hianya ugy tiinik nem jar semmilyen karos mellékhatassal [41]. Ezért
a PCSK9 1;j terapias célpontot jelenthet a koleszterincsokkenté gyogyszerek esetén.
Jelenleg kis molekula nem, csak két antitest alapt készitmény érhetd el: név szerint az
evolocumab ¢és az alirocumab. Mindkét készitmény 60 %-al lecsokkentette a vér LDL
szintjét [42].

Az elmult években az LDLR-on kiviil egyéb receptorokat is felfedeztek, amelyhez a
PCSK9 fehérje képes kapcsolodni, példaul VLDLR, ApoER2, LRP1, CD81 és CD36
[43]. A CD36 kodzponti szerepet jatszik a maj FFA felvételében és a TG-ek tarolasaban.
Magas szintje hozzdjarul a zsirméj és a hepatikus inzulin rezisztencia kialakul4dsahoz.
Tovabba a CD36-medidlta FFA felvétel endoplazmds retikulum stresszhez ¢és
lipotoxicitashoz vezethet adipocitdkban, kardiomiocitdkban, hepatocitdkban, endotél
sejtekben, makrofagokban, pankreasz 3 sejtekben, podocitakban és idegsejtekben [44]. A
CD36 nem mutat szerkezeti homoldgiat az LDLR-ral, hianyzik az EGFA régi6
domén. Ennek ellenére, a PCSK9 kotési affinitdsa a CD36 fehérjéhez neutralis pH-n
(Kg=1,2 pmol/l) megkozeliti az LDLR fehérjénél mért értékeket (Kg=0,09-0,9 umol/l)
[45]. Ezek alapjan a PCSK9-nek protektiv szerepe lehet a nem-alkoholos zsirma;

(NAFLD) és a nem-alkoholos szteatohepatitisz kialakulasaval szemben is.

5.3 Lipoproteinek és az EV-k kapcsolata az izolalas szempontjabol

A lipoproteinek és az EV-k szamos biofizikai tulajdonsaga atfed (5. abra). Az EV-k
¢és a HDL stirtisége kozel azonos (1,08-1,21 g/ml), ezzel szemben a kilomikron, a VLDL,
az LDL és az IDL partikulumok siirtisége alacsonyabb (<1,06 g/ml). Egy egészséges
ember plazmajaban a lipoproteinek koncentracioja (10'%/ml) jelentdsen meghaladja az

EV-k mennyiségét (107-10°/ml). Ez azért is Iényeges, mert a nagysagrendekkel magasabb
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plazma lipoprotein tartalom miatt az izolalt EV frakci6 lipoprotein szennyezettsége akkor
is jelentds marad, ha az EV szeparalas soran ardnyaiban sok lipoprotein partikulumot el
tudunk tavolitani. Amennyiben siirliség alapjan szeparaljuk az EV-ket, a tiszta frakcio
nem lesz HDL és LDL mentes, mert a ma hasznalt gradiens centrifugalasi mdodszerekkel
az emlitett harom komponens nem valaszthatdo szét egymastol [46]. Méret alapu
elvalasztas esetén a VLDL ko-izolacidja jelenthet problémat. Az emlitett metodikai
nehézség akkor is tapasztalhato, amikor differencial ultracentrifugalast kombinalunk gEV
méretkizarasos kromatografids (SEC) tisztitassal [47]. A VLDL ko-izolacidja
csOkkenthetd, ha éhomi vérvétel utan végezziik méréseinket, hiszen az étkezést kdvetden
a VLDL koncentracioja jelentésen megnovekszik a plazmaban [48]. Kutatocsoportunk
eredményei alapjan a lipoproteinek nem csupéan szennyezd részecskékként lehetnek jelen
az EV frakciokban. Kimutattuk, hogy az LDL kapcsolodik az EV-k felszinéhez, melynek
funkcionalis jelentdsége lehet [47]. Tovabba sikeriilt bizonyitanunk, hogy a plazmaban
az EV-k felszinén fehérje korona alakul ki, amely szintén tartalmazza az ApoB fehérjét,

igy valoszintileg természetes alkotoja az EV-k fehérje koronajanak [49].

Fehérje aggregatum
1,401

mEV/sEV
1,201
HDL
1,15 ——
g 1,10 1
3
20 1,05 LDL
5 ¢ VLDL
21,001 Kilomikron
0,95
0,90
T T ™
5 10 100 1000

Méret (nm)

5. dbra: A lipoproteinek és EV-k dsszehasonlitasa siiriiség és méret alapjan.
(Simonsen JB, 2017 munkdja alapjan keészitett abra)
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5.4 Hiperlipidémia

Az Egyesiilt Allamokban és az Eurdpai Unidban hiperlipidémiaval diagnosztizalt
felndttek szama meghaladja a 3 milliot. A hiperlipidémia megvaltozott vér lipid szinttel
(atlagnal magasabb LDL-K, 6sszkoleszterin, TG, alacsonyabb HDL-K koncentracio)
jellemezhet6 [50]. Oka lehet genetikai (primer hiperlipidémia), vagy szerzett tényezokre
visszavezethetd  (szekunder hiperlipidémia). A  legtobb  paciensnél kevert
egyértelmiien befolyasoljak kiils¢ faktorok, mint az elhizds, fokozott telitett zsirsav
bevitel, magas koleszterin tartalmu taplalkozas, stb [50]. Az elhizassal kapcsolatos
vizsgalatokban a zsirok mellett egyéb makrotdpanyagok, a fehérjék és a szénhidratok
szerepét is figyelembe kell venni. Hu és munkatérsai 29 kiilonb6z6 dsszetételii tap hizlalo
hatasat vizsgaltak egerekben. Megfigyelésiik szerint a tap zsirtartalma befolyasolja a test
zsirtomegét, viszont a fehérjék és szénhidratok szerepe elhanyagolhaté. A magas
zsirtartalmu tapokbol torténd fokozott energia bevitel a hipotalamuszban 1évé dopamin,
opoid és az S5-HT (5-hidroxi-triptamin) receptorrendszer stimulacidjaval volt
Osszefliggésben. Ezen adatok szerint a tulzott taplalékbevitel oka taplalékzsir hatasara
kialakul6 hipotalamusz stimulacio, amely feliilirja a homeosztatikus kontrollt [51].

A nyugati tipust taplalkozas szimulélasara szamos magas zsirtartalmu diéta (high fat
diet, HFD) elérhetd kisérleti célokra. Egy tipikus huméan amerikai és eurdpai diéta
energiatartalmanak 36-40 %-a zsirokbol szarmazik, de ez az érték 50-60 %-ra ndvelhetd
magas zsirtartalmu taplalkozas esetén. A 60 %-os HFD a ragcsaldoknal joval nagyobb,
zsirokbol szarmazd energia bevitelt jelent a normal ragesalo taphoz viszonyitva (10 %).
Ha a human, nyugati tipusu téplalkozashoz hasonlo, ragcsalé modellt szeretnénk
létrehozni, altalaban 45 %-os HFD tapot valasztunk [52].

Normolipémias koriilmények kozott a maj nem raktdroz nagyobb mennyiségii TG-t
(<5 %). A zsirsavak nagy része a TG gazdag VLDL formajaban, vagy zsirsav oxidacio
révén tavozik a majbol. Amennyiben a hepatocitdk altal felvett FFA-k mennyisége
meghaladja ezen folyamatok kapacitasat, fokozodik a maj lipid akkumulacidja [53]. A
taplalékbol szarmazo telitett €s telitetlen zsirsavak mennyisége €s egymashoz viszonyitott
aranya egyarant befolyéasolja a hiperlipidémiaval asszocialt szovodmények kialakulasat.

A téaplalékkal bevitt zsirsavak mennyisége €és mindsége meghatarozza a vérplazma FFA
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tartalmat. A vérplazmaban leggyakrabban el6fordul6 zsirsavak az olajsav (OA, 31 %) és
a palmitinsav (PA, 27%) [54]. Tovabba human vizsgalatok alapjan a nem-alkoholos
zsirmaj korképben a maj nagy mennyiségben halmozza fel a fent emlitett zsirsavakat [55].
Az egyszeresen telitetlen OA hatékonyan beépiil a TG-kbe, mig a telitett PA lipotoxikus,
nem vezet TG akkumulacidhoz, a sejtekben apoptozist indukal. Kettds kezelés esetében
az OA protektiv hatassal bir: segiti a PA integralodasat a lipidcseppekbe. A TG-k PA
tartalmanak novekedésével csokken annak toxicitasa, a sejtek ¢€letképessége nd. Az
alacsony OA/PA arany rosszabb progndzist jelent, mig a magasabb hanyados nem
progressziv maj szteatozist eredményezhet. Amennyiben a TG szintézis gatolt vagy az
FFA koncentracié meghaladja a sejt TG szintetizald kapacitasat, az OA is toxikus hatast
mutat. Ez direkt bizonyitékként szolgal, hogy a TG akkumuléci6 protektiv hatassal bir
[56].

A TG az FFA-k neutralis raktarozé formaja, 6nmagaban nem lipotoxikus. Azonban
az FFA-k bioaktiv DG-kbe és szfingolipidekbe (pl. ceramidok) is beépiilhetnek. A DG-k
intermedierként szolgalnak komplex lipidek szintéziséhez (pl. TG és PS). Hirvivo
molekulaként szerepiik a jelatviteli folyamatokban is kiemelkedd. A membran kotott
foszfatidilinozitol-4,5-biszfoszfat hidrolizis révén DG-dé alakulhat, amely képes
aktivalni a protein kindaz C izoformakat. Ennek eredményeként tobbek kozott
hozzajarulhat a lipid indukalt hepatikus inzulin rezisztencidhoz [57]. A szfingolipidek,
amellett, hogy fontos membranalkotok szintén részt vesznek a sejtek jelatviteli
folyamataiban. A szfingolipidek k6zé tartoz6 ceramidok  altalanossagban
befolyasolhatjdk a sejthalal, sejtdifferencidcio, proliferacid és gyulladas folyamatait.
Tovabba hozzajarulhatnak az inzulin-asszocialt betegségek kialakulasahoz, gy mint a

nem-alkoholos zsirmaj, inzulin rezisztencia és a II-es tipusu diabétesz [58—60].

5.5 Hiperlipidémia hatasa a mé4j EV termelésére

A m3aj 80 %-at a parenchimalis sejtek alkotjak. Jelentds tomegiik miatt a hepatocita

eredeti EV-k kozponti szerepet jatszanak a mdj anyagcseréjének szabalyozasaban.

crer

Hiperlipidémias koriilmények kozott a szekretalt EV-k Osszetétele és mennyisége

megvaltozik, amellyel hozzajarulhatnak a lipotoxicitds asszocialt korképek
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progresszidjahoz. Nem-alkoholos zsirmaj egér modellben és human pacienseknél is
bizonyitottak, hogy a megnovekedett keringd EV-k dont6 tobbségben a hepatocitakbol
szarmaznak [61].

A lipotoxikus koriilmények tobb ismert utvonalon is fokozhatjak az EV szekréciot.
Ilyen példaul az endoszomalis, ESCRT (szallitashoz sziikséges endoszomalis valogatod
komplex) medidlt utvonal. A TSG101 fehérje az ESCRT-I komplex részeként eldsegiti
az intraluminaris vezikulak kialakulasat. A vezikuldk Iumenében a TSG101
felhalmozodik, igy felhasznalhatjuk az endoszomalis eredetti SEV-K azonositasara. A
nem-alkoholos zsirmaj egér modellben a majbol izolalt primer hepatocitak TSG101" SEV
termelése jelentésen megnétt a kontroll mintdkhoz viszonyitva [62]. Human
vizsgalatokban, NASH pécienseknél is sikertilt kimutatni a TSG101* SEV-k mennyiségi
novekedését [63]. A DR5-ROCKL1 (halal receptor 5 — Rho-asszocialt fehérje kinaz 1)
jelatviteli titvonal kdzponti szerepet jatszik a lipid indukalt apoptdzisban. A DRS fehérje
mennyisége normolipémias koriilmények kozott alacsony, expresszidja lipid
akkumulacié hatasara nem csupan megemelkedik, hanem a toxikus lipidek jelenléte miatt
ligand fiiggetlen modon aktivalodhat [64]. A fentiek mellett, a talzott FFA felvétel
hatasara kialakuld endoplazmatikus retikulum (ER) stressz is szabalyozza az EV-k
felszabadulasat. Az ER stresszre adott sejtvalaszban az IREla (Szerin/treonin-fehérje
kinaz/endoribonukledz 1a) transzkripcios faktor aktivitasa fokozodik, amely EV
szekréciohoz vezet. Az IREla deficiens sejtekben csokken az FFA indukalt EV
felszabadulas [65]. Ezt a jelenséget in vivo is sikeriilt bizonyitani. Magas zsir, frukt6z és
koleszterin tartalmu diéta fokozza az IREla jelatviteli utvonal miikodését, és a keringd,
hepatocita eredetii EV-k mennyiségét. A majra specifikus IRE1a knockout egereknél ez
a jelenség nem volt tapasztalhato [66]. A lizofoszfatidilkolin aktivalt INK-MLKS3 (c-Jun
N-terminalis kinaz-vegyes vonalll kindz 3) utvonal is részt vesz az EV termelés
fokozasaban. In vivo és in vitro egyarant sikeriilt igazolni a jelenséget a JNK
blokkolasaval [67].
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1. Célkituzés

Munkénk soran a mdj lipid metabolizmusat, EV termelését és felvételét vizsgaltuk

normolipémias €s hiperlipidémias koriilmények kozott.

1. Krénikus (20 hét) HFD segitségével hiperlipidémids egér modellt hoztunk létre. Az
egerek plazmajabol szarmazod mintakbol megvizsgaltuk az apolipoproteinek, lipid
homeosztazissal kapcsolatos gének, sEV-k, mMEV-k mennyiségét, az egerek majabol
pedig a hiperlipidémias egerekre jellemz6 lipidprofilt. A kdvetkezd kérdésekre kerestiink

valaszt:

e Hogyan valtozik az egerek testtomege, glilkoz tolerancidja és a plazma
LDL/VLDL ¢és HDL koleszterinszintje?

e Hogyan befolyasolja a kronikus HFD a m4j lipid Osszetételét?

e Hogyan valtozik a maj Pcsk9, Anxa2, Cd36 és Ldlr mRNS és fehérje
expresszidja?

e Hogyan valtozik a plazma mEV és sEV szintje kronikus HFD hatasara?

e Van-e 0sszefiiggés a plazma EV ¢€s a m4j lipid tartalma k6zott?

2. Az EV-k disztribuciojanak vizsgalatdhoz optimalizaltuk az EV-k ®MTc-HYNIC-

duramicinnel torténd jelolését, majd a kovetkezo kérdésre kerestiik a valaszt:

e Milyen in vivo eloszlist mutat a *°™Tc-HYNIC-duramicin jelolt HEK293T-
palmGFP eredetli mEV és sEV egérben?

3. Kovetkezo 1épésben az FFA kezelés hatasat vizsgaltuk a majsejtek EV termelésére és

felvételére.

e Primer mijsejt kultraban megvizsgaltuk, hogy FFA kezelés hatdsara hogyan
valtozik az mEV-k és az SEV-k termelése?

e Hepatocita mono- és hepatocita-NPC ko-kultiraban megvizsgaltuk, hogy milyen
majsejtek veszik fel az mEV-ket és az SEV-ket és erre milyen hatdsa van az FFA

kezelésnek?

25



I11. Modszerek

1. Allatkisérletek

Allatkisérleteinket az Europai Unié 86/609/EEC iranyelvei alapjan terveztiik, amelyet
a Semmelweis Egyetem, Munkahelyi Allatj6léti Bizottsaga is jovahagyott (PE/EA/1655-
7/2018). A him, C57BL/6 egereket szabalyozott koriilmények kozott, allando
hémérsékleten (25 °C), normal fény ciklus mellett (12-12 ora) tartottuk. A taplalékhoz és
vizhez korlatlan, igény szerinti hozzaférést biztositottunk. Az egereket hat hetes korukban
két csoportra osztottuk, majd 20 hétig magas zsirtartalma (HFD, 45 kcal% zsir, D12451,
Research Diets, USA) vagy normal ragcsalé tapon tartottuk. A 3. tablazatban lathato, az
altalunk hasznalt kontroll és 45 kcal% HFD ragcsalo tapok osszetétele. A HFD tapban a
6 zsirforrds a disznozsir, amelyben a telitett zsirsavak koziil a palmitinsav (PA, C16:0)
¢és sztearinsav (C18:0), telitetlen zsirsavak koziil az olajsav (OA, C18:1) és linolsav

(C18:2) dominanciaja jellemz6 [68].

3. tablazat: A kontroll és 45 kcal% HFD tap dsszetétele.

kontroll tap HFD tap

(10 kcal% zsir) (45 kcal% zsir)
fehérje 19,20% 23,70%
szénhidrat | 66,70% 40,70%
rost 4,70% 5,80%
Zsir 4,30% 23,6%

(87,7% disznozsir)
egyéb 5,00% 6,20%
disznozsir f6 zsirsav alkotoi
zsirsav jelolés FFA tartalom

palmitinsav | C16:0 27,9 % m/m
sztearinsav | C18:0 16,1 % m/m
olajsav Ci18:1 34,2 % m/m
linolsav C18:2 14,4 % m/m

A kisérleti idészakban az egerek testtomegét rendszeresen, két hetente megmértiik. A
HFD/normal diétat kovetden az egereket 5 oOran keresztiil éheztettiik, majd gliikoz
tolerancia tesztet végeztiink. Az intraperitonedalis gliikkoz injekciot megeldzden, illetve azt

kovetéen a 30. és 90. percben megmértiik Dcont Ideal késziilékkel (Dcont,
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Magyarorszag) a vér gliikkdz szintjét. Masnap, jabb taplalékmegvonast kdvetden az
egereket CO»-vel terminaltuk. A hasiireget felnyitottuk és a vena cava inferior-bdl a teljes
test vérmennyiségét fecskendOvel Osszegyujtottik, &és savas  citrat-dextroz
véralvadasgatld oldatot tartalmazd csébe tettiik. A vér alakos elemeinek iilepitésével
vérplazmat izolaltunk (1500 g, 15 perc), melynek LDL/VLDL és HDL szintjét HDL és
LDL/VLDL Quantification Kit (Sigma, USA) segitségével hataroztuk meg. A majbol
0,5-1 cm® méretli szovetmintakat vettiink, melyeket folyékony nitrogénben hirtelen

lefagyasztottunk, majd felhasznalasig -80 °C-on taroltunk.

2. A maj génexpresszidjanak vizsgalata kvantitativ PCR-rel

A m4) génexpresszidjanak vizsgalatdhoz 40-50 mg majszovetbdl teljes RNS-t
izolaltunk. Micropestle palcaval (Geneaid, Taiwan) QIAzol lizis pufferben (QIAGEN,
Németorszag) homogenizaltuk a szovetet, majd az RNS-t Blood/Cell Total RNA Mini
Kit-tel (Geneaid, Taiwan) izolaltuk, a gyartoi utasitas szerint. A mintdk RNS tartalmat
NanoDrop spektrométerrel (ThermoFisher, USA) hataroztuk meg. A cDNS-t 1 ng RNS-
bdél SensiFAST cDNA Synthesis Kittel allitottuk el6 (Bioline, UK). A valos idejli
kvantitativ PCR-t SensiFAST Probe Hi-ROX Kittel (Bioline, UK), 7900 HT Fast Real-
Time PCR késziilék (Applied Biosystems, USA) segitségével végeztik el a gyartoi
utasitasok szerint. Osszesen 50 ng cDNS mintat amplifikaltunk 10 pl végtérfogatban 0,5
ul Tagman assay és 5 pl SensiFAST Probe Hi-ROX mix jelenléte mellett. A kovetkezd
Tagman probakat hasznaltuk: Gapdh (Mm9999915 g1), Cd36 (Mm00432403_m1), LdIr
(MmO01177349_m1), Pcsk9 (Mm01263609 _gl) és Anxa2 (Mm00500307_ml). A

Z-AACt

génexpresszio valtozasanak mértékét modszer segitségével, Gapdh belsé kontroll

hasznalataval allapitottuk meg.

3. A m4aj PCSKO9 fehérje tartalmanak meghatarozasa

A maj szolubilis PCSK9 fehérje szintjét ELISA modszerrel hataroztuk meg. A fehérje
lizaitumot a LEGEND MAX™ Mouse PCSK9 ELISA Kit (BioLegend, USA) gyartoi

javaslata alapjan készitettiink el. Folyékony nitrogénban lefagyasztott majszovetet

proteaz inhibitorral (Complete Protease Inhibitor with EDTA, Sigma, USA) kiegészitett,
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hideg PBS-ben homogenizaltunk micropestle palca és fecskendd segitségével. A
visszamarad6 nagyobb szdveti darabokat centrifugalassal tavolitottuk el (10.000 g, 15
perc, 4 °C). A mintak fehérje tartalmat Micro BCA modszerrel (ThermoFisher, USA)

hataroztuk meg.

4. A maj CD36, LDLR ¢s ANXA2 fehérje tartalmanak meghatarozasa

A maj LDLR, CD36 és ANXA?2 szintjét Western blottal hataroztuk meg. A majlizatum
elkészitésénél 15-25 mg szovetbdl indultunk ki. A proteaz inhibitorokkal (Complete
Protease Inhibitor, EDTA-free, Sigma, USA) kiegészitett lizis pufferben (Cell Lysis
Buffer, CellSignaling, USA) micropestle palcaval és fecskenddvel homogenizéltuk a
szovet darabkéakat. A mintakat fél 6ran keresztiil inkubaltuk jégen, melyeket rendszeresen
maximum fordulatszdmon vortexeltiik (30 rpm). Lehiitott szonikatorban 10 percig
szonikaltuk a lizatumokat, majd a 14.500 g-n 10 percig 4 °C-on eltavolitottuk a nem
lizalodott szoveti darabokat. A feliiliszot a lebegd zsirréteget elkeriilve leszivtuk, és a
mintak fehérje tartalmat Micro BCA modszerrel (ThermoFisher, USA) meghataroztuk.

A fehérjéket 10 %-os poliakrilamid gélen (akrilamid/biszakrilamid arany 37,5:1)
méretiilk alapjan elvalasztottuk MiniProtean (BioRad, USA) gélfuttatdé rendszer
segitségével. A membranfehérjék konnyebb szolubilizacidjanak érdekében a fehérje
mintakat azonos térfogat1 0,1 %-os TritonX®-100 és Leammli pufferral kevertiink ossze.
A gél zsebeibe mintankként 30 pg fehérjét toltottiink. Az elektroforetikus szeparaciot
kovetden a fehérjéket polivinilidén fluorid membranra (Serva, Németorszag) juttattuk. A
membrant 5 %-0s zsirszegény tejporral blokkoltuk 1 6ran keresztiil, szobahémérsékleten,
folyamatos forgatas mellett. Az elsddleges antitesteket 5 %-os zsirszegény tejporban
oldva, egy éjszakan at inkubaltuk a membrannal, 4 °C-on, folyamatos forgatas mellett. A
kovetkezé antitesteket hasznaltuk: monoklonalis egér anti-CD36 (1:500, D-2712)
(ThermoFisher, USA), monoklonalis nyul anti-LDLR (1:1.000, SJ0197) (ThermoFisher,
USA), monoklonalis nyul anti-ANXA2 (1:1000, JA42-30) (ThermoFisher, USA) és
poliklonalis nyul anti-aktin (1:2.000) (Sigma, USA). A szabad els6dleges antitest
eltavolitasat kovetden 1 %-os zsirszegény tejporban oldott torma-peroxidazzal jeldlt
poliklonalis anti-nyul vagy anti-egér masodlagos antitestekkel (Abcam, UK, 1:20.000)

inkubaltuk a membranokat 40 percen keresztiil, szobahdmérsékleten. A torma-peroxidaz
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szubsztratként ECL Western Blotting Substrate (ThermoFisher, USA) oldatot
hasznaltunk. A kemilumineszcens szignalt Imager CHEMI Premium (VWR, USA)
képanalizald rendszer segitségével detektaltuk. A kapott csikok optikai denzitasat Imagel
programmal értékeltik. Az egyes értékeket az aktin bels6 kontroll fehérjére

normalizaltuk.

5. A m4j lipidomikai vizsgéalata HPLC-MS/MS segitségével

A lipidomikai vizsgalatokhoz 1-2 mg tomegii szOvetmintat hasznaltunk, melyekbol
fehérje koncentraciot, ceramid, DG és TG koncentraciot mértiink.

A fehérje koncentracid6 meghatarozasahoz a szovetmintat lizis pufferben vettiik fel,
amely 0,1 % SDS-t, 5 mM EDTA-t, 150 mM NaCl-t, 50 mM Tris-t, 1 % Tween 20-at, 1
mM NasVOs-t, 1 mM PMSF-t, 10 mM benzamidint, 20 mM NaF-t, 1 mM pNPP-t és
protedz gatlo koktélt tartalmazott. A lizatumokat lecentrifugaltuk (10 perc, 10.000 rpm, 4
hataroztuk meg.

A HPLC-MS/MS analizishez a szovetmintat ceramid 17:0, belsd standardot (50 ng/ml)
tartalmazd metanol oldatban reszuszpendaltuk. A mintdk lizisét ultrahangos
homogenizaloval segitettiik eld. Centrifugalast kovetéen a HPLC-MS/MS analizishez a
feliiluszot hasznaltuk fel.

Tiz pl oldatot injektaltunk Series200 Autosampler HPLC késziilékbe (Perkin Elmer,
Olaszorszag). A vizsgalat soran az egyes lipid frakcidkat gradiens mentén metanollal (A
mozgo fazis) és ammonium-acetattal (10 mM, B mozg6 fazis) elualtuk Kinetex 5 pm, C8
100A, LC (100x3 mm) oszlopon: 0 perc 90 % A, 1 perc 90 % A, 9 perc 95 % A, 10,5
perc 98 % A, 11,5 perc 98 % A, 12 perc 90 % A, 14 perc 90 % A. A ceramidok, DG-k és
Biosystems MDS SCIEX 4000 QTRAP, Sciex, USA). A miszert pozitiv tobbcsatornas
reakciokovetés modban hasznaltuk. A mérést 400 °C-os ionpermet és 5500V fesziiltség

értek mellett végeztiik el.
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6. Plazma eredetii EV-k szeparalasa

A kontroll és HFD egerek plazmajabol EV-t szeparaltunk. Az egereket 5 ora
taplalékmegvonast kovetéen CO, kamraban terminaltuk. A hasiireget felnyitottuk, majd
vena cava inferior-bol fecskendd segitségével 0sszegyiijtottiik a teljes vérmennyiséget.
Véralvadasgatloként savas citrat-dextr6z oldatot hasznaltunk, amely korabbi
eredményeink alapjan gatolja az in vitro vezikulaciot [69]. A vér alakos elemeinek
tilepitésével plazmat izolaltunk (1.500 g, 15 perc) [70]. A plazma mintakat folyékony
nitrogénben hirtelen lefagyasztottuk és felhasznalasig —80 °C-on taroltuk.

Az EV-ket SEC-kel kombinalt differencial ultracentrifugalassal szeparaltuk. A
viszkozitas csokkentése érdekében a felolvasztott plazma mintakat kétszeresére higitottuk
0,2 um sztirt PBS-sel. Elsé 1épésben a centrifugalis eré novelésével elkiilonitettiik a
sejttormelékeket, IEV-ket (2.000 g, 30 perc, 4 °C), mEV-ket (12.500 g, 40 perc, 4 °C) és
SEV-ket (100.000 g, 70 perc, 4 °C). Az mEV ¢és sEV pelletet 500 pl 0,2 um sziirt PBS-
ben vettiik fel. Az EV-ket SEC oszloppal tisztitottuk tovabb. Az oszlopot atmostuk PBS-
sel, majd 500 pl-ben felvittilk a mintakat. A gyart6 utasitasai szerint 1,5 ml poolozott EV
frakciot gyujtottink. Az EV frakcidkat aliquotokra osztottuk, majd folyékony
nitrogénben hirtelen lefagyasztottuk és felhasznalasig —80 °C-on taroltuk. Fagyasztast
kovetéen az EV-k jelenlétét aramlasi citometriaval és NTA-val igazoltuk. A valasztott
EV szepardlasi modszer hatékonysdgat transzmisszios elektron mikroszkoppal is

igazoltuk kontroll mintak felhasznalasaval (6. abra).
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6. abra: Kontroll plazma eredetii mEV (a) és sEV (b) elektronmikroszkopos képe.

30



7. In vitro kisérletekben hasznalt sejtkulturas modellek

A m3aj funkcidk vizsgalatdhoz két Iépéses kollagendz perfuzioval izolalhatunk
majsejteket. Els6 1épésben kalcium mentes, kalcium kelatort tartalmazo oldattal mossuk
at a majat. A kalcium ionok eltavolitdsaval az intercellularis sejtkapcsold struktirak
szerkezete felbomlik, igy a sejt-sejt kapcsolatok megsziintethetok. A masodik 1épésben
kollagenaz alkalmazasaval az extracellularis matrix megemésztheto.
Végeredményképpen a sejtek konnyedén ,,kirazhatok™ a maj kotdszovetes tokjabol. Az
izolalast in situ végezziik és az allat sajat keringési rendszerét hasznaljuk fel az oldatok
aramoltatasahoz a portalis vénan keresztiil (anterograd perfuzio) [71]. A hepatocitak
izolalast kdvetden szuszpenzidban rovid ideig €letképesek és sejtkulturadban par napon
beliil de-differencidlodnak. Ez a jelenség nagy valoszinliséggel a maj specifikus
transzkripcids faktor expresszidjanak csokkenése miatt torténik meg. Kiilonbozo
sejttenyészté médium kiegészitdk (pl. novekedési faktorok, hormonok), illetve
extracellularis matrix fehérjék (pl. kollagén) jelenlétében a hepatocitdk differencialt
allapota hosszabb ideig fenntarthatd. Funkcionalis vizsgalatokkal (pl. albumin termelés)
ellendrizhetjiik a sejtkultara allapotat [72]. Bar a hepatocitak alkotjak a maj nagy részét
¢s ellatjak az elsddleges funkcidit, optimalis milkddésliikhoz sziikséges a nem
parenchimalis sejtek (NPC, pl. Kupffer sejt és LSEC) jelenléte. Ebbdl adoddan a ko-
kultarak kialakitasa jobban modellezi az in vivo allapotot. A hepatocitadk mérete és
stirisége nagyobb az NPC-khez viszonyitva, igy differencidl centrifugalassal konnyen
elvalaszthatok. Kisérleteink soran hepatocita monokultirat és hepatocita-NPC ko-

kultarat hasznaltunk modell rendszerként (7/a és 7/b abra).

a) Hepatocita monokultara b) Hepatocita-NPC ko-kultira
tapoldat tapoldat
S e —

e L W Pt e L D N P
/" maj szinuszoidalis endotél sejt Kupffer sejt hepatocita ~ “—— kollagén rost

1. abra: Kisérleteinkben haszndlt primer mdjsejttenyészetek.
(sajat abra)
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7.1 Primer majsejtek izolalasa

A C57BL/6, him egerek testtomegiikre viszonyitott mennyiségii, intraperitonealisan
injektalt ketamin-xilazin keverékkel lettek altatva. A majsejteket anterograd, két 1épéses
kollagenaz perfazioval izolaltuk F. Carbal és munkatarsai munkdja alapjan [71]. A
kisérletek soran 0,2 um poérusatmérdjii membransziirdvel szlrt oldatokkal, steril infazios
szerelék és 70 %-os alkoholban fertétlenitett miitéti eszk6zok hasznalataval biztositottuk
az aszeptikus koriilményeket. Az eldmelegitett (42 °C, Precision GP05 Wather Bath,
ThermoFisher, USA), oxigénnel dusitott (VisionAire5 oxygen concentrator, AirSep
Corporation, USA) perfuzids oldatokkal, 4 ml/perc sebességgel (EP-1 Econo pump,
BioRad, USA) atmostuk a majat. Elsd lépésben 0,5 M EGTA-val (Ca?* kelator)
kiegészitett PBS-sel felbontottuk a sejtek kozotti dezmoszomalis kapcsolatokat. Ezt
kovetden a sejtek kotoszovethez vald kapcsolodasat 1V-es tipust kollagenazt (0,3 mg/mL,
Worthington, USA) tartalmaz¢ oldattal (3,9 g/l NaCl, 0,5 g/l KCI, 0,7 g/l CaCl,, 50 mM
HEPES) megsziintettiik. A perfundalt majat kiemeltiik, a kiilsé kotészovetes tokot
felnyitottuk, a madjsejteket hideg DMEM oldatban ,kirdztuk”, végiil a szoveti

maradvanyokat 100 um-es sztirdvel eltavolitottuk (Miltenyi Biotec, Németorszag).

7.2 Hepatocita monokultira

A perfluzidval nyert majsejt szuszpenzidt alacsony centrifugalasi erdvel tilepitettiik (50
g, 4 °C, 3 perc). A centrifugalast kovetden a feliiluszot jégre félreraktuk NPC izolalashoz.
A sejt tiledéket 40 %-os Percoll (Sigma, USA) oldatban reszuszpendaltuk. Centrifugalast
(150 g, 7 perc, 4 °C) kovetden az oldat felszinén 0szo, alacsonyabb silirtiségli halott
sejteket eltavolitottuk. A parenchimalis sejtek ¢letképességét tripankék festéssel,
hemocitométer segitségével ellendriztiik. 85 %-os életképesség felett a hepatocitakat I-es
tipust kollagénnel bevont sejttenyészté lemezeken (15 pg/cm?, Sigma, USA), a majsejtek
fenntartasara optimalizalt sejttenyésztd médiumban (DMEM (magas gliikoz tartalmu, 4,5
o/l), 10 % fotalis marha szérum (FBS, Gibco), 1.000 U/l penicillin, 1.000 pg/l
streptomicin, 2 mmol/l L-glutamin, 7,5 mg/l Hidrokortizon, 0,02 mg/l epidermalis
novekedési faktor, 0,014 mg/l glukagon, 1 mM natrium-piruvat, 0,5 ml/l inzulin (Sigma,

USA)) tenyésztettiik. Az EV felvétel vizsgalatdhoz 24 lyuka- (1,5x10° sejt/lyuk), EV
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termelés analiziséhez 6 lyuku sejttenyésztd lemezeket (1x10° sejt/lyuk) hasznaltunk. A
sejtek letapadasat mikroszkoppal ellendriztiik, a le nem tapadt sejteket mosassal
eltavolitottuk. A hepatocitakat morfoldgidjuk alapjan azonositottuk: nagy méretd,
kuboidalis sejtek, egy vagy két centralisan elhelyezkedd sejtmaggal. A sejteket FBS

mentes majsejt tenyészté médiumban tenyészettiik tovabb.

7.3 Hepatocita-NPC ko-kultura

A hepatocitakat a ,,Hepatocita monokultira” cimi fejezetben leirtak szerint izolaltuk.
A hepatocitdkat egy oran keresztiil hagytuk letapadni az I-es tipust kollagénnel fedett,
24-lyukl tenyésztd lemez felszinére (1,5x10° sejt/lyuk). A letapadt sejteket egy 6ran
keresztiil PBS-ben oldott I-es tipust kollagénnel inkubaltuk (15 pg/cm?), ezzel létrehozva
egy kollagén-hepatocita-kollagén szendvics kultGrat. Mialatt a kollagént hagytuk
letilepedni, a félretett hepatocita feliiliszobol NPC sejteket izolaltunk differencial
centrifugalassal (300 g, 10 perc, 4 °C). Az ¢él6 sejteket 33 %-0s Percoll oldattal
szeparaltuk, majd a visszamarad6é él0 hepatocitdkat tovabbi centrifugalasi 1épésekkel
eltavolitottuk (1. 50 g, 3 perc, 4 °C; 2. 70 g, 3 perc, 4 °C). Az NPC-k ¢életképességét
tripankék festéssel, hemocitométerrel ellendriztiik. 90 %-os életképesség felett az NPC-
ket a kollagén-hepatocita-kollageén szendvics kultirara rétegeztik 1x10° sejt/lyuk
koncentracioban FBS mentes majsejt tenyésztd taplében. Két 6ra inkubaciot kovetden a

tapoldatot lecseréltiik és a le nem tapadt sejteket eltavolitottuk.

8. Immuncitokémia

A hepatocita-NPC ko-kultiraban a sejteket I-es tipusii kollagénnel bevont
fedélemezen (12 mm, VWR, USA) tenyésztettiik az izolalast kvetden 16 6ran keresztiil.
A sejteket 4 %-0s PBS-ben oldott paraformaldehiddel (PFA) fixaltuk. A mintakat 5 %
FBS tartalmi PBS-sel blokkoltuk, amit intracellularis jellés esetében TritonX-100-zal
(0,3 %) egészitettiink ki. A ko-kultaraban tenyésztett sejteket sejt-specifikus markerekkel,
direkt vagy indirekt jeloléssel azonositottuk: a hepatocitakat az albumin termelés, a
Kupffer sejteket az F4/80 expresszi6 és az LSEC-ket a CD146 pozitivitas alapjan. A

mintat az elsddleges antitestekkel egy éjszakan keresztiil, 4 °C-on, 5 % FBS jelenlétében
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inkubaltuk. A kovetkezd antitesteket hasznaltuk: poliklondlis nydl anti-humén szérum
albumin (1:100), monoklonalis patkany anti-F4/80-eF660 (1:100, BM8) és monoklonalis
egér anti-CD146 (1:100, P1H12) (ThermoFisher, USA). A nem kotédott antitesteket
PBS-sel torténé mosassal eltavolitottuk, majd az albumin és CDI146 esetében a
masodlagos antitestekkel (poliklonalis kecske anti-nyul IgG-AF700, 1:100; poliklonalis
kecske anti-egér IgG-eF570, 1:100; ThermoFisher, USA) két oran keresztiil inkubaltuk a
mintakat 37 °C-on, razatas mellett. A sejteket PBS-sel és desztillalt vizzel mostuk, majd
lefedtiik DAPI-val kiegészitett ProLong™ Gold antifade reagenssel (ThermoFisher,
USA). A lemezeket Leica TCS SP8 konfokalis 1ézer szkenning mikroszkoppal vizsgaltuk
(Leica, Németorszag).

9. Kezelés szabad zsirsavakkal

A hiperlipidémias koriilményeket in vitro 16 6ras FFA kezeléssel modelleztiik. A
kezeléshez az in vivo kisérletekhez hasznalt HFD tapban dominalé OA és PA, 2:1 aranyu
elegyét valasztottuk. Az OA-t és PA-t 10 % BSA tartalmi DMEM oldatban oldottuk fel,
egy ¢éjszakan at tartdo forgatas mellett (10 rpm, FisherbrandTM MiniTube Rotator,
ThermoFisher, USA). A torzsoldatokat tovabb higitottuk FBS mentes tapoldattal, hogy a
végkoncentracio 400 uM OA ¢és 200 uM PA legyen.

10. Olajvoros festés

crer

sejteket 4 %-0s PBS-ben oldott PFA-val fixaltuk. PBS-sel torténé mosast kovetden a
lipidcseppeket 60 %-os olajvoros festékkel jeloltik. A festék felesleget PBS-sel és
desztillalt vizzel tortén6 mosassal tavolitottuk el. A sejteket Nikon Diaphot TMD Inverted
Mikroszkoppal vizsgaltuk (Nikon, Japan). Az olajvorossel festett lipidcseppek relativ

méretét Imagel programmal hataroztuk meg.
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11. Albumin és hugysav termelés vizsgalata

A hepatocitak albumin termelését a kondicionalt médiumbo6l Mouse Albumin ELISA
Kit (Abcam, UK) segitségével mértilk. A hugysav koncentraciot Amplex Red Uric
Acid/Uricase Assay Kit-tel (ThermoFisher, USA) hataroztuk meg.

12. Majsejtek citokin termelésének vizsgalata

A majsejtek citokin termelését LEGENDplex™ Mouse Macrophage/Microglia Panel
13-plex (BioLegend, USA) kittel vizsgaltuk. A CXCL1, a TGF-B1, az IL-18, az IL-23, a
CCL22, az IL-10, az IL-12, az IL-6, a TNF-a, a G-CSF, a CCL17 ¢és az IL-1B

crer

CytoFLEX S (Beckman Coulter, USA) aramlasi citométerrel végeztiik.

13. Hepatocita eredetli EV-k szeparalasa

Az EV-ket 24 6raval az FBS megvonast kdvetden 5x10° kontroll és 5x10° FFA kezelt
sejt kondiciondlt médiumbdl szeparaltuk. A plazma eredeti EV-k szeparalasanal
ismertetett modszert valasztottuk (lasd ,,Plazma eredeti EV-k szeparalasa” cimii fejezet)
kis modositasokkal. A 2000 g centrifugalast megel6zden a sejteket 300 g, 20 °C 10 perces
centrifugaldssal és sziiréssel (5 um, Millipore, USA) tavolitottuk el. Az EV frakcidkat
aliquotokra osztottuk, majd folyékony nitrogénben hirtelen lefagyasztottuk és
felhasznalasig —80 °C-on taroltuk. Fagyasztast kdvetéen az EV-k jelenlétét aramlasi
citometriaval és NTA-val igazoltuk. A valasztott EV szeparaldsi mdodszer hatékonysagat

TEM-mel is igazoltuk kontroll mintak felhasznalasaval (8. abra).
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8. dbra: Kontroll hepatocita eredetii mEV (a) és sEV (b) elektronmikroszkopos képe.

14. HEK293T-palmGFP eredetii EV-k szeparalasa

A HEK293T-palmGFP sejteket 10 % FBS, 1000 U/l penicillin, 1000 pg/l
sztreptomicin, 2 mmol/l L-glutamin és 1 g/1 glikéz tartalmi DMEM tapoldatban
tenyésztettiik. A sejteket 37 °C-on, 5 % CO> koncentracié és magas paratartalom mellett
tartottuk fenn. A sejttenyészet Mycoplasma stituszat rendszeresen ellendriztiik. A
kondicionalt médiumot 24 6raval FBS megvonast kdvetden gyljtottiik 6ssze nyolc T-175
kezelt feliiletti sejttenyészt6 edénybol. A passage szam 8 és 18 koz¢ esett, a sejttenyészet

70-80 %-os konfluenciat ért el, ami koriilbeliil 131,7x10°+4,8x10° sejtet jelentett

szepardlasonként. Tripankék festés alapjan a sejtek .
15,60

. 121
¢letképessége 90,1+2,0 % volt. Az é16, apoptotikus s

és halott sejtek aranyat aramlasi citométerrel
hataroztuk meg. A sejteket Annexin-kot6 pufferben
(10 mM HEPES, 0,14 M NaCl, 2,5 mM CaCly)
AnnexinV-PB (1:200, Sony Biotechnology, USA)

AnnexinV - PB

festék  jelenlétében  inkubaltuk 15  percig,

|||||I| l4l||||| LA BNl B

TO-PRO-3

9. dbra: A HEK293T-palmGFP
életképességének vizsgalata
USA). CytoFLEX S késziiléken 10.000 eseményt dramldasi citométerrel 24 ordaval
a szérum mentesitést kovetden

szobahdmérsékleten. Meéreést megel6zden
kozvetleniil TO-PRO-3  ¢életképességi festéket

adtunk a sejtszuszpenziohoz (1:3000, ThermoFisher,

mértiink le. Eredményeink alapjan az apoptotizald

sejtek aranya 7 % alatt volt (9. abra).

36



Az EV szeparalés soran a kondicionalt médiumot lecentrifugaltuk 300 g-n, 4 °C-on 10
percig, majd 5 um-es sztirével (Millipore, USA) eltavolitottuk a visszamarad6 sejteket.
Az IEV-ket 2.000 g-n, 4 °C-on 30 perc alatt leiilepitettiik. A feliiluszobol az mEV-ket
12.500 g-n, 4 °C-on 40 percig szeparaltuk. A feliiliszot koncentraltuk és tovabb
tisztitottuk TFF-Easy (pérusméret: 20 nm, HansaBioMed, Esztorszag) késziilékkel, majd
100.000 g-n 4 °C-on 70 percig letilepitettiik az SEV-ket. Szeparalast kdvetéen az EV
frakciokat 0,2 pm sziirt PBS-ben reszuszpendaltuk, az aliqutokat folyékony nitrogénben
hirtelen lefagyasztottuk, majd felhasznalasig -80 °C-on taroltuk. Fagyasztast kvetoen az

EV-k jelenlétét TEM-mel, aramlasi citometriaval és NTA-val igazoltuk.

15. Az EV mintak karakterizalasa MISEV2018 iranyelvei alapjan

15.1 Az EV mintak vizsgalata TEM-mel

Az EV-k morfolégiajat TEM-mel vizsgéltuk. A mintdkat aprébb modositadsokkal,
Théry és munkatarsainak munkaja alapjan készitettiik el6 [73]. 2-3 pl mintat rahelyeztiik
formvar bevont racsokra (Sigma, USA), majd 10 percig inkubaltuk szobahémérsékleten.
A maradék oldatot eltavolitottuk, majd fixaltuk 10 percig 2 %-os glutaraldehiddel. A
racsokat haromszor 5 percig mostuk, majd a kontrasztot uranil oxalattal megnoveltiik. A
mintdkat tovabb kontrasztoztuk és bedgyaztuk 4 % uranil acetat és 2 % metil celluloz
keverékében. A mintakat JEOL 1011 TEM-mel (Japan) vizsgaltuk.

A HEK293T-palmGFP eredetli mEV-k/SEV-k CD63, CD81 expresszidjat immun-
TEM modszerrel is vizsgaltuk. 2-3 pl mintat rahelyeztiik formvar bevont racsokra, majd
10 percig inkubaltuk szobahdmérsékleten. A maradék oldatot eltavolitottuk, majd 4 %
PFA-val fixaltuk a mintakat. A racsokat haromszor 5 percig mostuk 50 mM glicin-t
tartalmaz6 PBS-sel, blokkolo reagensként 2 %-os szacharoz oldatot hasznaltunk. Az
els6dleges antitesteket (poliklonalis nyul anti-CD63, 1:50, Sigma, USA; monoklonalis
egér anti-CD81, 1.3.3.22, 1:50, ThermoFisher, USA) egy ¢éjszakan keresztiil, 4 °C-on
inkubaltuk a lemezekkel. A racsokat haromszor mostuk blokkoloé oldattal, majd
masodlagos antitestekkel (poliklonalis kecske anti-nyul IgG-10 nm arany kolloid,
Abcam, UK; poliklonalis kecske anti-egér IgG-5 nm arany kolloid, Sigma, USA)

inkubaltuk a racsokat 1 oran keresztiil szobahdn. A mintakat haromszor mostuk blokkolo
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oldattal és PBS-sel, majd utofixaltunk 2 %-os glutaraldehiddel. Vizes mosast kovetden a
korabban ismertetett metil-cellulézos eljarassal bedgyaztuk és ndveltik a minta

kontrasztjat. A mintakat JEOL 1011 TEM-mel (Japan) vizsgaltuk.

15.2 Az EV-k nanopartikulum kovetési vizsgalata
Az EV-k méreteloszlasat NTA segitségével vizsgaltuk. A mérést ZetaView PMX-120

késziilékkel, ZetaVIEW szoftver segitségével hajtottuk végre. A mérés bedllitott

paramétereit a 4. tablazat mutatja.

4, tablazat: Az NTA mérés paraméterei.

mEV | sEV
szenzitivitas 60 85
zar 100 100
képvaltasi frekvencia | 7,5 30
poziciok szama 11 11
ciklusok szama 2 2
min. fényesség 20 20
min. méret (nm) 5 5
max. méret (nm) 1000 | 1000
homérséklet (°C) 25 25

15.3 Az EV-k fehérje és lipid tartalmanak meghatdrozasa

A fehérje koncentraciot Micro BCA modszer (ThermoFisher, USA) segitségével
hataroztuk meg, amelyhez az EV mintdkat 3-4 fagyasztasi-olvasztasi ciklussal €s
szonikalassal (10 perc, 4 °C) keészitettiik eld. A lipid tartalmat Visnovitz és munkatarsai
altal optimalizalt szulfo-foszfo-vanillin lipid assay modszerrel mértiik meg [74]. Az EV
felvétellel kapcsolatos vizsgalatainkban a kezelésre hasznalt EV mennyiséget lipid

tartalomra normalizaltunk.
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15.4 Az EV-k aramlasi citométerrel torténd vizsgalata

Az EV asszocialt markereket aramléasi citométerrel detektaltuk. A HEK293T-
palmGFP-, a plazma- és a hepatocita-eredetli EV-ket latex gyongyhoz (3 pm, 4% w/v
Aldehyde/Sulfate Latex Beads, ThermoFisher, USA) kotottiik egy €jszakan keresztiil 4
°C-on, forgatas mellett (10 rpm, Fisherbrand™ MiniTube Rotator, ThermoFisher, USA).
Ezt kdvetden a gyongyok felszinét két 1épésben blokkoltuk: 100 mM glicinnel, majd 2,5
w/v % BSA oldattal. Ezutan az EV-ket direkt és indirekt eljarassal, EV marker specifikus
antitestekkel vagy AnnexinV peptiddel jeloltiik. A jelolést kovetden 5.000 eseményt
mértiink le CytoFLEX S aramlasi citométerrel (Beckman Coulter, USA). Az adatokat
FlowJo szoftverrel elemeztiik (Becton Dickinson, USA). Kiértékelés soran az FSC-H és
az FSC-A értékek alapjan kikapuztuk a monomer latex gyongyoket (10/a abra). A kapun
beliil antitesttel vagy AnnexinV peptiddel inkubalt, blokkolt feliletli gyongy kontrollhoz
hasonlitottuk az EV-vel fedett gyongyok EV marker expressziojat (10/b abra).

A HEK293T-palmGFP eredetii mintaknal 1 pg lipid tartalmu mEV-t vagy SEV-t
inkubaltunk ~7,5x10° db latex gyonggyel. Az EV-ket a kdvetkez6 reagensekkel jeldltiik:
AnnexinV-AF647 (1:100, SONY Biot., USA), monoklonalis egér anti-human CD63-
PerCP (1:100, MEM-259, ThermoFisher, USA), monoklonalis egér anti-human CD81-
PerCP/Cy5,5 (1:100, 5A6, SONY Biot., USA), monoklonalis egér anti-human CD9-APC
(1:200, HI9a, SONY Biot., USA), monoklonalis egér anti-human ApoB (1:100, A-6,
SantaCruz, USA) poliklonalis kecske anti-egér IgG-eF570 (1:100, ThermoFisher, USA)
antitesttel jelolve.

Kering6é EV mintak esetében meghataroztuk az optimalis EV/latex gyongy aranyt. Az
eldkisérlethez kontroll egér plazmabol szeparalt mEV-t és SEV-t hasznaltunk fel. Azonos
térfogatt (50 ul), poolozott SEC frakciot inkubéltunk ~1,25x10°, ~5x10° vagy ~1,5x10°
db latex gyonggyel. Az EV-k jelenlétét CD81 marker segitségével detektaltuk. A
gyongyok mennyiségével forditott aranyban csokkent a pozitiv gyongyok aranya. Mivel
a legkisebb gydngy mennyiségnél sem lattunk telitést az 1,25x10° gydngy/ 50 pl
koncentraciot valasztottuk az plazma eredeti EV-k vizsgalatdhoz (10/c abra). A
hepatocita eredeti mEV-k ¢és sEV-k esetében is ezt az aranyt alkalmaztuk. Az
elokisérletiink alapjan a plazma és a hepatocita eredetii EV-K esetében azonos térfogath

(200 ul), poolozott SEC frakciét inkubaltuk ~5x10° db gydnggyel. Plazma/hepatocita
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eredetli EV-ket AnnexinV-PB (1:100, SONY Biot., USA), monoklonalis patkany anti-
egér CD63-APC (1:200, NVG-2, SONY Biot., USA), monoklonalis horcsdg anti-egér
CD81-PE (1:400, EAT-2, SONY Biot., USA), egér anti-human monoklonalis ApoB
(1:200, A-6, SantaCruz, USA) poliklonalis kecske anti-egér IgG-eF570 (1:100,
ThermoFisher, USA) antitesttel jelolve. A gydongyok %-os pozitivitasa mellett a relativ
atlag fluoreszcencia intenzitast is meghataroztuk, amely plusz informaciét adhat az egy

gyongyhoz asszocialt partikulumok szamarol.
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10. abra: A latex gyongy alapu mérések kiértékelése (a és b) és az optimalis keringd
EV/latex gyongy arany meghatdrozdsa (c).

15.5 EV fluoreszcenciajanak detektalasa FOBI késziilék segitségével

A HEK293T-palmGFP eredeti EV-k GFP fluoreszcenciajat FOBI (fluoreszcencia
alapu teljes test képalkotas) késziilékkel demonstraltuk. A gerjesztéshez 455 nm
hulldmhosszsagu fényt, a detektdlashoz 520 nm-es feliildtereszté emisszids szlirdt
hasznaltunk. Az expozicios 1d6 1.000 msec/kép volt 1 V fesziiltség érték mellett. A
HEK293T-palmGFP eredeti mEV, sEV és a kontrollként PBS fluoreszcencijat
Eppendorf csovekben mértiik. A fluoreszcens szkennelést megel6zden hattér képeket
készitettiink fehér fénnyel (400 nm — 800 nm), filter alkalmazasa nélkiil. Ebben az esetben
az expozicios id6 100 msec volt, 1 V fesziiltség érték mellett. Képanalizist VivoQuant

szoftverrel (inviCRO, USA) végeztiik.
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16. Az EV felvétel vizsgalata d&ramlési citometriaval

Az EV felvétel kinetikajat hepatocita-NPC  ko-kultiraban hataroztuk meg
normolipémias kortiilmények kozott. Egy pg lipid tartalmt, HEK293T-palmGFP eredetti
mMEV-t vagy sEV-t adva a ko-kultarahoz megvizsgaltuk annak 2, 6 és 24 drat kovetéen
torténd felvételét. A hiperlipidémia hatasat a majsejtek EV felvételére PO kezelés
segitségével vizsgaltuk. 16 ora FFA kezelést kovetden az mEV-ket és sEV-ket 24 6ran
keresztiil inkubaltuk a sejtekkel. A sejtek EV felvételét aramlasi citométerrel vizsgaltuk
a kovetkezd protokoll szerint. A majsejteket tripszin és kollagenaz tartalmt steril
tapoldattal (Accutase, Sigma, USA) szedtik fel a tenyésztd lemez felszinérdl. A
hepatocitakat alacsony centrifugalasi erdvel valasztottuk el az NPC sejtektdl (50 g, 3 perc,
4 °C), majd az EV-k felvételét a sejtek GFP szignalja alapjan azonnal megvizsgaltuk. A
hepatocitak feliiliszojabol centrifugalassal osszegyljtottik az NPC-ket. A sejt tiledéket
FcR blokkold reagenst (1:10, Miltényi Biotec, Németorszag) tartalmazé MACS
pufferben (MACS BSA Stock oldatot 20-szorosra higitottuk autoMACS Rinsing oldattal)
reszuszpendaltuk. 10 perc inkubaciét (4 °C) kovetéen a nem kotdédott FCR blokkolot
centrifugalassal eltavolitottuk, majd a sejteket 100 pl antitest tartalmu oldatban vettiik fel.
A kovetkez0 antitesteket hasznaltuk: monoklonalis rekombinans human anti-egér F4/80-
PE (1:100, REA126), monoklonalis patkany anti-egér CD146-PerCP-Vio700 (1:50, ME-
9F1) (Miltényi Biotec, Németorszag). 15 perc 4 °C-on torténd inkubaciot kovetden a nem
kotodott antitesteket centrifugalassal eltavolitottuk, majd a sejt iiledéket TO-PRO-3
¢letképességi festéket tartalmazo oldatban (1:3.000, ThermoFisher, USA) vettiik fel és
mértiik CytoFLEX S dramlasi citométerrel. A nyers adatokat FlowJo szoftverrel
értekeltiik ki. A kapuzasi stratégidnkat Lynch és munkatarsainak munkéja alapjan

hataroztuk meg (11. abra) [75].
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11. abra: A Kupffer sejtek és LSEC-k detektdldasa aramlasi citométerrel. Az élo sejteken
beliil elkiilonitettiik a CD146" (LSEC marker) és CD146™ eseményeket. Majd a CD146
populdcion beliil azonositottuk az F4/80" (Kupffer sejt marker) sejteket.

17. HEK293T-palmGFP eredetii EV-k radioizdtopos jelolése €s in vivo
SPECT/CT kovetése

A HEK293T-palmGFP eredetii EV-k radioizotopos jeldlése *™Tc-HYNC-duramicin
kittel tortént (Molecular Targeting Technologies, USA) a Semmelweis Egyetem
Nanobiotechnologiai és In Vivo Képalkoté Kozpontjaban. Elsé 1épésben a HYNIC-
duramicin oligopeptidet **™Tc-vel jeldltik a gyartdi utasitasok szerint. 3,5 GBq
[**™TcO4] -t elualtunk 0,5 ml sdoldatban és hozz4adtuk a kithez, majd 80 °C-on 20 percig
inkubaltuk. Ennél a 1épésnél a radiokémiai hozamot forditott fazisa HPLC-vel
ellendriztiik [29], ami 95 %-nal magasabbnak adodott. Ezt kovetéen 60 ul mEV-hez/
SEV-hez (teljes lipid: 3 ug) 200 ul, 900 MBq *™T¢-HYNIC-duramicint adtunk hozza és
kihigitottuk 240 pl PBS-sel, majd 30 °C-on 20 percig inkubaltuk 200 rpm razatas mellett.
A jelolt EV-k tisztitasa Sepharose CL-2B géllel toltott (Vr = 3,5 ml), SEC oszloppal
tortént. 0,5 ml EV mintat t6ltottiink az oszlopra és 0,5 ml PBS frakcidkat gytijtottiink. A
radioaktiv izotop jelolt EV-ket 1-1,5 ml PBS oldatban gyiijtottiik 6ssze. A radiokémiai
tisztasdgot Sepharose CL-2B-vel t61tott Tricon 5/100 iiveg oszloppal kombinalt radio-
HPLC-SEC-kel (GE Healthcare Bio-Sciences AB, Svédorszag) ellenériztiik [76].
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Az in vivo képalkotast NanoSPECT/CT Silver Upgrade szekvencialis kisallat
SPECT/CT (Mediso Ltd., Magyarorszdg) rendszerben végeztik. A SPECT/CT
kisérletekben, C57BL/6 egerekbe, farok vénan keresztiil 12+3 MBq *™Tc-HYNC-
duramicinnel jelolt SEV-t/ mEV-t injektaltunk. A mérést altatasban végeztiik (1-1,5 %-0s
izofluran), a szkennelés soran az egerek testhdmérsékletének monitorozasat, 37 °C-on
tartasat a NanoSPECT/CT késziil¢k tette lehetdvé. A CT és az azt kovetd SPECT mérés
egy oOraval az injektalast kovetden tortént. A rekonstrualt képeket Fusion (Mediso Ltd.,
Magyarorszag) ¢s VivoQuant szoftverekkel (inviCRO, USA) analizaltuk: a megfeleld
vizsgélati régiokat (volume of interest, VOI) manudlisan a szervek folé helyeztiik a CT
felvételen. A vizsgalati régiok radioaktivitasat meghataroztuk €s korrigaltuk a szoréassal
¢és az izotop bomlasaval. Az EV-k ecloszlasat a szivben, tiidokben, vesékben,

hagyholyagban, majban, 1épben és a csontokban is megmértiik.

18. Statisztikai analizis €s hasznalt grafikai szoftverek

Az ¢értékeket atlag + SD (standard devidcio) értékben adtuk meg. A statisztikai
analizist a GraphPad Prism 7,00 programban végeztiik el. Az adatok normal eloszlasat
Shapiro-Wilk teszttel ellendriztiilk. A normal eloszlast mutatdé adatoknal, parositatlan/
paros T-tesztet, tobbszords T-tesztet vagy két szempontos ANOVA tesztet végeztiink.
Post-hoc analizisként a szignifikanciat Tukey’s tobbszords Osszehasonlitd tesztjével
hataroztuk meg. Ha az adatok nem mutattak normalis eloszlast Mann-Whitney tesztet
valasztottunk. p <0,05 alatt tekintettiik statisztikailag szignifikansnak az eredményeket.
A korrelaci6 analizisnél Pearson-féle korrelacids egyiitthatot hataroztunk meg (r, ,,two-
tailed”). Abszolut értékeket tekintve a kdvetkezo kategoriakat allitottuk fel: r = 0-0,2 =
nincs korrelacio, r = 0,2-0,4 = gyenge korrelacio, r = 0,4-0,6 = mérsékelt korrelacio, r =
0,6-1 = erds korrelaci6. Az abrakat GraphPad Prism 7,00 és Microsoft PowerPoint

programban készitettiik el.
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V. Eredmények

1. HFD vagy kontroll tapon tartott egerek karakterizalasa

A szénhidrat anyagcsere allapotat jol tiikkr6zi a vércukor terhelés vizsgalata. A HFD

tapon tartott egerek ¢homi vér glikéz szintje = 407-e- KIRL
R 2 |- mmD
szignifikdnsan magasabb volt a kontroll g 30 as.
csoporthoz viszonyitva. Tovabba a glikoz g 5. o
=]
cy. . . . ,q. =
tolerancidjuk csokkent: az intraperitonedlis 104 *
=4
gliikéz injekciot kovetéen a vércukorszintjiik 5
0 T T 1
magasabb maradt a kisérlet idétartama alatt (12. 0 30 90
Ido (perc)

abra).

12. abra: A HFD hatadsa az egerek éhomi és terheléses vér gliikoz szintjére. A p értékek
szamolasandl parositatlan T-tesztet haszndltunk. n=5. nS=nem szignifikdns, *<0,05,
**<0,01

A magas zsirtartalmi étrend fokozza az 70+

- KIRL
elhizas kockéazatat. Az egerek testtomege egy hét = gg: ¢ HED ey X om L R S
HFD diétat kovetden szignifikdnsan megndtt és g W0y Il
a vizsgalat végéig emelkedett maradt a kontroll E 23:
csoporthoz viszonyitva. (13. abra). 10
5 10 15 2
Tdé (hét)

13. d@bra: A HFD hatdsa az egerek testtomegére. A p értékek szamolasandal Mann-
Whitney tesztet hasznaltunk. n = 5. *<0,05, **<0,01

A magas koleszterinszint szdmos krénikus

betegség pl. a nem-alkoholos zsirmédj rizikd

i
@

faktora. A kontroll csoportokhoz viszonyitva a
HFD megemelte a vérplazma LDL/VLDL és
HDL koleszterin (K) szintjét (14. abra).

%
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o0
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I

15+
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L~

LDL-K/VLDL-K HDL-K

Koleszterin konc. (mg/dl)

14. abra: A HFD hatdsa a vérplazma koleszterinszintiére. A p értékek szamolasanal
parositatlan T-tesztet hasznaltunk. n = 5. ***<0,001, ****<0,0001
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crcr

Az elhizas és a hiperlipidémia hatasara a maj lipid terhelése és a nem-alkoholos

zsirmdj kialakuldsanak valészinlisége no. A vizsgalt méj szOovetmintdk legnagyobb

koncentracioban TG-t a b ¢
tartalmaztak, mennyiségben 2000 . . 25000 s 2000+
- . @ ' = ) 2
ezt kovette a DG-ek cS a \E 1500- - o= 200001 - ‘E 1500 @
i E & 2 @ 15000 Ch
ceramidok. A 20 hét HFD &% (040 = %n 1 E 2 000-
w wn
i Ny g £ =5 10000 = e
di¢tat kovetden szignifikdnsan g 8 S00 3= £ <00
. en T | 50 5000 a0 i
megnovekedett a TG-k (15/a = = =
0- 0- 0-

abra) és DG-k (15/b abra)

Osszemennyisége, azonban a 15. d@bra: HFD hatdsa a detektdlt lipid tipusok teljes
koncentraciojara. A maj TG (a), DG (b) és CER (c)
akkumulacioja 20 hét HFD diétat kovetoen. A p értéket
nem valtozott meg (15/c abra). pdrositatlan T-teszttel hatdaroztuk meg. n = 5. **<0,01

ceramidok teljes koncentracidja

A detektalt lipid altipusok kozott az 1,2-dioleil-3-palmitoil-glicerin (TG
16:0/18:1/18:1), az 1,2,3-trioleil-glicerin (TG 18:1/18:1/18:1), az 1,2-dioleil-glicerin (DG
18:1/18:1), az 1-sztearil-2-oleil-glicerin (DG 16:0/18:1), az erukasav (CER 22:1) és a
nervoniksav (CER 24:1) tartalmt ceramidok dominaltak egyarant a kontroll és a HFD
csoportokban (16/a, 16/b és 16/c abra). A HFD csoportban szignifikansan nétt az egyes
TG és DG altipusok mennyisége (16/a és 16/c abra). A ceramidokat tekintve a
sztearinsav (CER 18:0) és arachinsav (CER 20:1) tartalmt altipusok szintje
szignifikdnsan megemelkedett (16/c abra).
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16. abra: HFD hatdsa a detektdlt lipid altipusok koncentraciojara. A maj TG (a), DG
(b) és CER (c) altipusainak akkumulacioja 20 hét HFD diétat kovetoen. A p értéket
tobbszoros T-teszttel hataroztuk meg. n = 5. *<0,05, **<0,01

A telitett lipid tipusok lipotoxikusak lehetnek a telitetlen lipid tipusokkal szemben.

Megvizsgaltuk a kettds kotést nem tartalmazo telitett és 1-3 kettds kotést tartalmazo

(zsirsavanként maximum egy kettds kotés) egyszeresen telitetlen lipidek aranyat a

majban. A telitett TG-k/DG-k aranya szignifikansan csokkent, az egyszeresen telitetlen

TG-k/DG-k aranya szignifikdnsan megnovekedett (17/a, 17/b, 17/c és 17/d abra).

Ceramidokat tekintve ilyen tendenciat nem tapasztaltunk (17/e és 17/f abra).
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17. dabra: A telitett és az egyszeresen telitetlen TG-k (a és b), DG-k (c és d) és CER-0k
(e és f) aranya a teljes lipid mennyiséghez viszonyitva. A p értéket parositatlan T-teszttel
hataroztuk meg. n=35, *<0,05, **<0,01, ***<0,001

Az egyszeresen telitetlen és

b ¢

telitett lipidek egymashoz

o 807 % 254 hkk o 5
viszonyitott aranya a TG-k és DG-k e U = ®

y Y -z . 2l | W 8B 47T .

esetében szignifikansan nétt (18/a £ 5 ° £

E ® = 151 = 31
és 18/b 4abra), a ceramidok & 401 £ 2

= 2 10+ g 2+
tekintetében nem lattunk 2 20- g - 3

£} = 97 = T
kiilonbséget (18/c abra). 0. 2 0 2,

18. dbra: Az egyszeresen telitetlen és a telitett TG-K (a), DG-k (b) és ceramidok (c)
egymashoz viszonyitott ardanya. A p értéket parositatlan T-teszttel hataroztuk meg. n=35,
**<(0,01, ***<0,001

3. A mgj PCSK9, LDLR, ANXA?2 ¢s CD36 expressziojanak vizsgalata

A m4j lipidfelvételében, a nem-alkoholos zsirmdj kialakulasdban kozponti szerepet
jatszanak az LDLR ¢és a CD36 receptorok. A PCSK9 fokozza az emlitett receptorok
lebomlasat, mig az ANXA2 endogén inhibitorként a PCSK9 aktivitasat csokkenti. A HFD
hatasara a Pcsk9 mRNS expresszioja szignifikansan lecsokkent (19/a abra). Az Anxa2
szintje szignifikansan megndtt (19/b abra). A Cd36 mRNS expresszidja szignifikansan
megemelkedett (19/c abra), mig az LdIr szintje lecsokkent (19/d abra).
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19. dbra: A HFD hatdsa a mdj Pcsk9 (a), Anxa2 (b), Cd36 (c) és Ldlr (d) relativ mRNS
expressziojara. A p értékeket parositatlan T teszttel hataroztuk meg. n=5, *<0,05,
***<0,001
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A HFD hatasara a PCSK9 fehérje szintje szignifikansan lecsokkent (20/a abra). Az
ANXA?2 mennyisége szignifikansan megemelkedett (20/b abra). A CD36 esetében nem
lattunk kiilonbséget a csoportok kozott (20/c abra). Az LDLR szintje szignifikansan
megemelkedett (20/d abra).
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20. dbra: A HFD hatdsa a maj PCSK9 (a), ANXA2 (b), CD36 (c) és LDLR (d) fehérje
expressziojara. A p értékeket parositatlan T teszttel hatdaroztuk meg. n=5, *<0,05,
****<0,0001
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4. A hiperlipidémia hatdsa az egér vérplazma EV tartalmara

Hiperlipidémia hatdsara a plazma mEV 120+

e KIRL
koncentraciéja nem valtozott meg (21. & 100-® HFD

>
abra). Az ApoB*, mEV-vel fedett S 80
gyongyok  szazalékos ardnya  joval =§ 607

o0 40+ .
magasabb volt az AxV, CD63 és CD81 .z .

. , -5 20_ ®
markerekhez viszonyitva. N élﬁ v v &.& |
A gyongyhoz kotott sEV-k  eltérd AxV  CD63 CD81 ApoB

mintézatot mutattak. Az AxV* gyongyok 2L dbra: Keringd mEV-k jellemzése. A
. latex gyongyhoz kotott vérplazma eredetii
gyakorisdga alacsony, miga CD63", CD81" mEV-ker AxV, CD63, CD81 és ApoB fehérje

és ApoB* gydngydk aranya joval magasabb jelenléte alapjan karakterizaltuk. n=5

volt az mEV-khez viszonyitva (22/a 4bra). A CD81* sEV-vel fedett gyongyok aranya
szignifikansan megnovekedett a HFD csoportban. Az ApoB, az sEV-vel fedett gyongyok
100 %-an jelen volt csoporttol fiiggetleniil (22/a abra). Ezzel szemben a relativ atlag
fluoreszcencia intenzitas (MFI) értékek alapjan az ApoB jel magasabb volt a HFD
csoportban (22/b abra), amely jol korrelal a plazma LDL/VLDL Kkoleszterin
A vérlemezke eredeti EV-k részt vehetnek szamos diszlipidémia asszocialt betegség
patogenezisében (pl. a nem-alkoholos zsirmaj, szteatohepatitisz, maj fibrozis és
hepatocellularis karcindma) [77]. 20 hét HFD hatasara szignifikinsan megn6tt a CD41",
SEV-vel fedett gyongyok aranya (22/c abra).

a b c
_ 1209¢  krmRL 100014  KTRL 1201 ¢  KIRL
§ 100-® HFD v " s00-° HFD 35 1004 ® HFD
£ 80 = £ 80-
& h = 600 B
§ 60 « 2 § 60
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By A
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AxV  CD63 CD81 ApoB ApoB CD41

22. abra: Keringo sEV-k jellemzése. A latex gyongyhoz kotott vérplazma eredetii SEV-
ket AxV, CD63, CD81 (a), ApoB (a és b) és CD41 (c) fehérje jelenléte alapjan
karakterizaltuk. A p értékeket parositatlan T teszttel hataroztuk meg. n=5, *<0,05,
**<0,01
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Az EV marker expresszion kivill 5. tdblazat: Keringd EN-k jellemzése
méreteloszlas, partikulum koncentrdacio és

megvizsgaltuk az mEV-KISEV-K fehérje/partikulum szam alapjan.

méreteloszlasat, partikulum KTRL | HFD
YT [ . median (X50)
koncentraciojat és a fehérje/partikulum —iT 32382395 2019291
aranyt (5. tablazat). Az emlitett | SEV 1080 +25.6 162.2 =482
partikulum / ml
paraméterekben nem talaltunk [ mEV | 9.9x107 = 7,3x107 1,1x10% + 3,6x107
e . SEV | 5.0x10°=24x10° | L1x10°=2.6x10°
szignifikans eltérést. fehérje / partikulum
mEV 14,6 + 24 4 8,7+3,7
sEV 17,7+10,6 13+05

5. A plazma sEV ¢s az egerek testtomege, plazma koleszterin és a m4j

lipid tartalma kozotti korrelacio vizsgalata

Az egerek testtomege, LDL-K/VLDL-K, HDL-K, m4j lipid tartalom és a plazma SEV
tartalma kozotti  Osszefliggést Pearson korrelaciés egyiitthatd meghatarozasaval
vizsgaltuk (23. abra).

Az AxV", kontroll plazma eredetii SEV-vel fedett gyongyok erds negativ, a CD63™,
CD81", HFD plazma eredetli SEV-vel fedett gyongyok erds pozitiv korrelaciot mutattak
a testtomeghez viszonyitva.

A plazma koleszterin tartalmat tekintve a kontroll csoportban erds negativ (CD63",
CD81*, ApoB* - LDL-K/VLDL-K, HDL-K), a HFD csoportban erds pozitiv dsszefliggést
talaltunk (AXV* - LDL-K/VLDL-K).

A kontroll egerek plazmajabol szeparalt, AXV* sEV-vel fedett gyongyok szazalékos
aranya gyenge korrelaciét mutatott a vizsgalt lipid tipusokkal, kivételt képzett ez aldl a
CER 22:1, CER 24:1 és TG 16:0/16:0/16:0. A CD41" gyongyok aranya erds negativ
Osszefiiggést mutatott a ceramidokkal, a DG 16:0/16:0 és TG 16:0/16:0/16:0 altipusokkal.
A CD63", CD81" és ApoB* gyongydk aranya pozitiv korrelacioét mutattak a vizsgalt
lipidekkel, legerdsebb, szignifikans kapcsolatot a TG-kkel mutattak. Ezzel szemben a
HFD csoportban dontéen negativ dsszefliggést lattunk. Az AXV erds negativ korrelaciot
mutatott a CER 16:0, CER 18:0, CER 20:1 ceramidokkal és az 6sszes mért DG és TG
altipusokkal. A CD41-nél szintén erds negativ dsszefliggést allapitottunk meg a CER16:0
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ceramiddal és az 6sszes DG és TG altipussal. A CD63 és CD81 erds korrelaciot mutatott

a CER 20:1 és CER 24:1 altipusokkal. Az ApoB a CER 18:0 és CER 24:1 altipusokkal

mutatott Osszefliggést.

LDL-K/VLDL-K
CER 16:0
CER 18:0
CER 20:1
CER 22:1
CER 24:1

HDL-K
DG 18:1/18:1

testtomeg

DG 16:0/16:0
DG 16:0/18:1
DG 18:0/18:1

TG 16:0/16:0/16:0

TG 16:0/16:0/18:0

TG 16:0/16:0/18:1

TG 16:0/18:0/18:0
TG 16:0/18:0/18:
TG 16:0/18:1/18:

TG 18:0/18:0/18:

TG 18:0/18:1/18:
TG 18:1/18:1/18:

AxV (%)
CD63 (%)
CD81 (%)

ApoB (RMFI)
CD41 (%)

KTRL

ik

AXV (%)
CD63 (%)

I

CD81 (%)

HFD

ApoB (RMFI)
CD41 (%)

erds

mérsékelt

gyenge

gyenge

mérsékelt

erds

23. dbra: A plazma sEV és az egerek testtomege, plazma koleszterin és a mdj lipid

tartalma kozotti korrelacio vizsgalata. n=5, *<0,05, **<0,01

6. FFA kezelés hatdsa a majsejt kulturakra

A frissen szeparalt majsejtekb6l hepatocita

monokultarat és  hepatocita-NPC  ko-kulttrat
hoztunk létre. A majsejt ko-kultara
hepatocita:LSEC:Kupffer ~ sejt:egyéb  sejteket

tartalmazott 6:2:1:1 ardnyban, ami az egészséges,
normdl egér mjra jellemzd. A Kupffer sejtek és
citométerrel

LSEC-k mennyiségét aramlasi

Gyakorisag (%)

50+

40

30
0

20+

104

0 T T

LSEC KC

24. abra: LSEC-k és KC-k ardnya
hepatocita-NPC
validaltuk, ami megfelelt a fenti aranynak (Kupffer n=3

ko-kulturaban.

sejt: 22,9+4,8 %, LSEC: 39,9+4,8 %) (24. 4bra). A hepatocitak (aloumin®, 25/a abra), a
Kupffer sejtek (F4/80%, 25/b 4bra) és az LSEC-k (CD146", 25/c 4bra) jelenlétét a ko-

kultaraban immuncitokémiai moddszerrel bizonyitottuk sejttipus specifikus markerek

alapjan.
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25. dbra: A hepatocitik (albumin*, a), Kupffer sejtek (F4/80%, b) és az LSEC-k
(CD146", c) azonositdsa a ko-kultiuraban.

A hiperlipidémiés koriilményeket OA ¢s PA kezeléssel modelleztiik. A hepatocitak
FBS mentes koriillmények kozott kuboidalis morfologiat mutattak (26/a és 26/b abra).
Citoplazméjukban lipid csepp akkumulécio volt lathatd olajvords festés alapjan. 16 ora
FFA kezelést kovetden a lipid cseppek mérete szignifikansan megndvekedett (26/c abra).
Ezzel szemben az NPC-k lathatdan nem halmoztak fel zsircseppeket (26/b abra, fekete
nyilak).

(<]

2x10°
% e e %

2%x10- 00 _go

1x10° °

.4

5x10%

Olajvoros partikulumok
dtlag mérete (mm?)

T
KTRL POk

26. dbra: A hepatocita monokultiira (a) és a hepatocita-NPC Ko-kultura (b) TG
akkumuldciojanak vizsgdlata olajvoros festéssel. A hiperlipidémias koriilmények
hatasa a lipidcseppek méretére (c). A p értéket parositatlan T-teszttel hataroztuk meg.
n=8, POk = palmitinsav és olajsav kezelt
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Ismert, hogy a hepatocitdk  specifikus g 30— o
sejtfunkcidjukat elveszthetik és de- g o
differencialodhatnak in vitro koriillmények kozott. A é
differencialt hepatocitdk egyik fontos funkcidja az E 17
E
albumin termelés [72]. A kisérleti id6 alatt a kontroll ﬁ 0 ! r B
¢s az FFA kezelt hepatocitak albumin termelésében Idé (6ra)
nem lattunk kiilonbséget (27. abra). 21. abra: A hepatocitik albumin

termelésének vizsgalata. n=3,
POk = palmitinsav és olajsav kezelt

A hepatocitdk hugysav termelése jol korreldl a g400—: KTRL 4
hiperlipidémidval és a zsirm4j kialakulasaval. 16 6ra = 300
BN 2
FFA kezelést kovetden a hepatocitdk hagysav 2 2007
termelése szignifikdnsan megndvekedett (28. abra). & 100+
en
o0 | |
0 16 40
1d6 (6ra)

28. abra: A hepatocitik hugysav termelésének vizsgalata. A p értéket Tukey féle post-
hoc teszttel kombinalt két szempontos ANOVA-val hataroztuk meg. **<0,01, n=3, POk
= palmitinsav és olajsav kezelt

7. A majsejtek citokin termelésének vizsgalata

A mijban nem csak a rezidens makrofagok (Kupffer sejtek) képesek citokin
termelésre, hanem bizonyitottan egyéb sejtek is, mint példaul az LSEC-k és a hepatocitak.
A heptocitdk nagy mennyiségben szekretaljdk a GCSF (304,8+75,0 pg/ml) és 1L23
(611,44298,5 pg/ml) fehérjét, expressziojukat a zsirsav kezelés nem befolyasolta (29.
abra). A hepatocita-NPC ko-kultaraban a GCSF (336,3+272,6 pg/ml) és az 1L23
(509,4+364,2 pg/ml) fehérjéken kiviil a CXCL1 (830,3+981,6 pg/ml) szintje is magasnhak
bizonyult. Az FFA kezelés szignifikansan megnovelte a ko-kultira kondicionalt
médiumanak GCSF (780,2+716,8 pg/ml) és CXCL1 (780,2+716,8 pg/ml) citokin
tartalmat (29. abra).
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29. dbra: A hiperlipidémias koriilmények hatisa a mdjsejtek citokin termelésére. A
hoterképen a 3-3 biologiai parhuzamos kiilon cellaként van feltiintetve. A p értékeket
Tukey féle post-hoc teszttel kombinalt két szempontos ANOVA-val hataroztuk meg. n =
3, ****<0,0001, POk = palmitinsav és olajsav kezelt

8. A hiperlipidémia hatésa a hepatocitak EV termelésére

A hiperlipidémia hatasat a hepatocitak EV termelésére in vitro rendszerben vizsgaltuk.
A plazma eredeti mintakhoz hasonldéan az EV-ket latex gyongyhoz kotve aramlasi
citométerrel karakterizaltuk. Az EV marker expresszion kiviil a ko-izolalt ApoB* VLDL
partikulumok és/vagy szoluibilis ApoB fehérje jelenlétét is detektaltuk. A hepatocita
eredetli mMEV-ket és sEV-ket kontroll és FFA kezelt sejtek szérum mentes, kondicionalt
médiumabdl szeparaltuk. Az AxV™ és CD63" hepatocita eredetli mEV-vel vagy sEV-vel
fedett gyongyok aranya alacsony volt és az FFA kezelés nem befolyasolta
mennyiségiiket. Ezzel szemben, a hiperlipidémids koriilmények szignifikdnsan
megnovelték a CD81" mEV-vel vagy SEV-vel fedett gyongyok ardnyat (30/a és 30/b

abra).
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30. abra: A hepatocita eredetiit mEV-k (a) és sEV-k (b) jellemzése. A latex gyongyhoz
kotott hepatocita eredetii EV-ket AxV, CD63, CD81 és ApoB fehérje jelenléte alapjan
karakterizaltuk. A p értékeket Tukey féle post-hoc teszttel kombinalt két szempontos
ANOVA-val hataroztuk meg. n=3, *<0,05, **<0,01, POk = palmitinsav és olajsav kezelt

A marker expresszion  kivil 6. tdblazat: A hepatocita eredetii EV-K
jellemzése méreteloszlas, partikulum
koncentracio és fehérje/partikulum szam
mEV-k ¢és sEV-k méreteloszlasat, alapjin. POK = palmitinsav és olajsav kezelt

megvizsgaltuk a hepatocita eredetli

: TV KTRL | POk
partikulum  koncentracigjat és a median (X50)
fehérje/partikulum aranyat (6. | mEV 344,6 £26.5 319.9+31.9

o ) ) sEV 1552+4.6 150.9+ 11.9
tablazat). Az emlitett paraméterekben partikulum / ml

mEV | 2.5x10%+8.4x107 | 1.5x10° £ 1.0x10°
sEV 1.2x10° £2.3x10° | 6.4x10° £+ 1.9x10°

nem taldltunk szignifikans eltérést.

fehérje / partikulum
mEV 21.4+8.9 9.0+6.3
sEV 38+£1.0 24+£18

9. HEK293T-palmGFP eredetli EV-K in vivo eloszlasa

A HEK293T-palmGFP eredeti mEV-ket és sEV-ket FBS mentes, kondicionalt
médiumbol szeparadltuk. Az EV-k jelenlétét €s morfologiajat negativ kontrasztozas
mellett TEM-mel demonstraltuk (31/a és 31/b abra), tovabba CD63 és CD81 EV
markerek jelenlétét immun-TEM-mel vizsgaltuk (31/c és 31/d abra).
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31. abra: A HEK293T-palmGFP eredetii mEV-k (a és c¢) és sEV-k (b és d) morfologiai
vizsgdalata TEM-mel. Az immun-TEM esetében (c és d) a kisebb (5 nm) arany kolloid a
CD81, a nagyobb (10 nm) a CD63 markert jeloli.

Az NTA mérések alapjan az mEV-k median mérete 326,3+19,8 nm és az SEV-k
median mérete 130,5+£5,8 nm-nek bizonyult (32/a abra). Az mEV-k esetében a
partikulum koncentracié 7,1x10°+4,5x10%/ml, SEV-k esetében 6,0x10*+1,6x10*/ml
volt (32/b abra). A fehérje/lipid arany mEV=2,2+1,1 és SEV=11,443,9 volt (32/c abra).
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32. dabra: A HEK293T-palmGFP eredetii EV-k méreteloszlisa (a), partikulum
koncentrdacidgja (b, N=3) és fehérje/lipid ardanya (c, n=8). mEV — fekete szimbolum, SEV
— sziirke szimbolum

Az EV markerek jelenlétét aramlasi citométerrel vizsgaltuk. Alacsony CD63, CD9
arany mellett, kiemelkedd CD81 pozitivitast tapasztaltunk mindkét alpopulacié esetében
(33/a abra). Az EV-k GFP expressziojat aramlasi citométerrel és FOBI modszerrel
validaltuk (33/b és 33/c abra).
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33. abra: A HEK293T-palmGFP eredetii EV-k jellemzése aramldsi citométerrel (a és
b) és FOBI késziilékkel (c). (intenzitas értékek: min. 20 — max. 130), mEV — fekete
szimbolum, sEV — sziirke szimbolum

A ®MTc-HYNIC-duramicin jeldlt HEK293T-palmGFP eredetii EV-k radioaktivitasa
60-80 MBq/3 ng (teljes lipid 0,5 ml-ben) volt. A jelolt EV-k tisztasaga radio-HPLC-SEC
mérés alapjan magasabb volt,
mint 95 %, ami alkalmas in vivo
képalkotashoz. Az intravénasan
injektalt mEV-k ¢és sEV-k a
majban és a 1épben
akkumulalodtak. A hugyholyag
teriiletén is detektalhato volt

radioaktivitas (34. abra), ami

azonban az  eldkisérleteink

szerint a szabad %™Tc-HYNIC- 34 dbra: HEK293T-palmGFP eredetii mEV-K (a)
o és sEV-k (b) in vivo disztribucidja.
duramicin kivalasztasabol adodik.
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A SEV-k esetén a teljes radioaktivitas 69,5+2,5 g 0y ugy

%-at, MEV-k esetén a 69,7£0,7 %-at a maj g 701° o

teriiletén detektaltuk. A 1ép bizonyult a masodik % 0.

legjelentdsebb szervnek az EV-k ;; §

akkumulaciojaban (SEV: 4,8+1,0 %, mEV:5,5£1,0  Z 4

%) (35. abra). % ;:”_grg P {Iﬁ . ﬂﬂ Mﬂ
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35. dbra: HEK293T-palmGFP eredeti mEV-k és sEV-k disztribuciojanak
kvantifikalasa. n=2

10. EV felvétel hepatocita monokultiraban normo- €s hiperlipémias

kornyezetben

Az in vivo disztribliciés eredmények alapjan felmeriilt a kérdés, hogy vajon a
hepatocitak milyen mértékben képesek az EV-ket felvenni és eliminalni. A kérdések
megvalaszolasara HEK293T-palmGFP eredetii EV-k felvételét vizsgaltuk hepatocita
monokultiraban. A kinetikai vizsgalat szerint a felvételi maximumot 24 o6ra utan érik el.
A 36/a és 36/b abran 1 pg lipid tartalomra normalizalt EV felvételét latjuk hepatocita
monokultirdban 24 o6ra inkubaciot kovetden, szérummentes koriilmények kozott. A

hiperlipidémids koriilmények nem befolyasoltak a sejtek EV felvételét.

5]
=n

mMEV-GFP felvétel
(RMFT)
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<
sEV-GFP felvétel
(RMFT)
b
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36. dbra: Az mEV-k (a) és sEV-k (b) felvételének vizsgalata hepatocita
monokultiuraban normo- és hiperlipidémias koriilmények kozott. A p értékeket
parositott T-teszttel hatdaroztuk meg. n=3, ns = nem szignifikans, RMFI: relativ dtlag
fluoreszcencia intenzitas, POk = palmitinsav és olajsav kezelt

58



11. EV felvétel hepatocita-NPC ko-kultiraban normo- és hiperlipémias
kornyezetben

Az LSEC és Kupffer sejteknek kiemelked6 szerepe van a makromolekulak, kiilonb6zo
partikulumok vérkeringésbdl térténd eltavolitasaban. Azért, hogy teljesebb képet kapjunk
a maj nanopartikulum eltavolitdé képességér6l az EV-k felvételét hepatocita-NPC ko-
kultardban is megfigyeltik. A kinetikai vizsgéalat szerint a majsejtek a felvételi
maximumot 24 o6ra utan érik el. (37/a és 37/b abra). A Kupffer sejtek inkabb az mEV-
ket vették fel, mig az LSEC-k szerepe az sEV felvételben volt kiemelkedd.
Hiperlipidémiés koriilmények kozott a majsejtek lipid akkumulacidja megemelkedett.
Eldkisérleteink alapjan, korabbi idépontokban a hiperlipidémids koriilmények nem
befolyasoltak az EV-k felvételét. Ezzel ellentétben, 24 ora inkubacidt kovetéen a
hiperlipidémia szignifikansan lecsokkentette a Kupffer sejtek mEV és az LSEC-k SEV
felvételét (37/c és 37/d abra).

4 HEP — KC ----- LSEC

mEV-GFP felvétel =
SEV-GFP felvétel =
(RMFT)

1d6 (6ra) 1d6 (6ra)

]
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mMEV-GFP felvétel
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(=
<
SEV-GFP felvétel

37. abra: EV felvétel vizsgalata hepatocita-NPC ko-kultiraban. A hepatocita-NPC ko-
kulturaban az EV felvétel kinetikai vizsgalata alapjan (a és b) 24 ora inkubdciot kévetoen
vizsgaltuk a hiperlipidémia hatasat a majsejtek mEV (c) és sEV (d) felvételére. A p
értékeket Tukey féle post-hoc teszttel kombinalt két szempontos ANOVA-val hataroztuk
meg (c és d). n=3, *<0,05, **<0,01, ***<0,001, RMFI: relativ atlag fluoreszcencia
intenzitdas, POk = palmitinsav és olajsav kezelt
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V. Megbesz¢lés

A hiperlipidémia hatasara kialakulo korképeket (pl. a kardiovaszkularis elvaltozasok
¢s a nem-alkoholos zsirma4j) a vezet6 halalokok kozott tartjak szamon vilagszerte. Az EV-
k szerepe az emlitett betegségek patomechanizmusaban egyre jobban eldtérbe kertil.
Specialis molekularis 6sszetételilk miatt diagnosztikus biomarkerek lehetnek, de terapias
céllal gyogyszer szallitd partikulumként is hasznosithatok. A keringd EV-k
mennyisége/mindsége befolyasolhatja a gyogyszerek vezikularis uton torténd célba
juttatdsat. Munkank célja a m4j lipidfelhalmozéasanak, az EV szekrécid és felvétel
dinamikéjanak megértése volt normolipémia és hiperlipidémia soran.

A hiperlipidémia magas vérzsirszinttel jellemezhetd korkép, amely megemelkedett
TG, Kkoleszterin-észter és plazma lipoprotein szinttel jarhat [78]. Vizsgélatainkban az
egereket 20 hétig HFD tapon tartottuk, a hiperlipidémia kialakulasat LDL/VLDL és HDL
koleszterin mérésével ellendriztiik. A nyugati tipust, HFD étrend soran fokozodik a
taplalékbol szarmazo zsirsavak felvétele a vékonybélben. Késébb a kilomikronba
csomagolt zsirsavak felszabadulhatnak és albuminhoz kotédve eljuthatnak a majhoz [33].
A HFD inzulin rezisztenciat is okozhat, amely tovabb noveli a plazma FFA szintjét [79].
A vér megnovekedett FFA tartalma a mdj fokozott zsirsav felvételével és raktarozésaval
tarsul, melynek kovetkeztében a nem-alkoholos zsirmaj kialakulasanak valoszintisége n6.

A ma4j lipid Osszetétele klinikopatologiai jelentéséggel bir. A zsirmaj jellegzetes TG
mintazatot mutat. Alarmi és munkatarsai human zsirmaj vizsgalatokban a 48:0, 50:0,
50:1, 50:2, 54:2 és 54:3 TG tipusok felhalmozodasat irtak le [80], amit a mi eredményeink
is alatamasztanak. Az intenziv DG akkumulacié viszont rosszabb progndzist jelent az
elobbinél, és hozzajarul a maj inzulin rezisztencia kialakulasahoz [81,82]. A 20 hét HFD
szignifikansan megemelte a 32:0, 34:1, 36:1 és 36:2 DG tipusok mennyiségét. A palmitat
kezelt méajdaganatbol szarmazo sejtek, hasonlo tendenciat, a 32:0 és 34:1 DG tipusok
emelkedését mutattak [83]. A ceramidok szintén hozzajarulhatnak a majbetegségek
kialakulasédhoz. Irodalmi adatok alapjan ismert, hogy a magas telitett zsir és koleszterin
tartalmu (42 % ¢€s 1,5 %) étrend fokozza a majban raktarozott ceramidok mennyiségét
[84]. Az LDLR gén kiiitését kovetden a pro-apoptotikus, pro-inflammatorikus ceramidok
(16:0, 18:0) mennyisége megemelkedik [85]. Tovabba az NAFLD elorehaladott (nem-

alkoholos szteatohepatitisz) fazisaban jellemzo a ceramid anyagcserének zavara [86]. Az
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irodalmi adatokkal 0sszhangban vizsgélataink soran a 20 hét HFD étrend megemelte a
21:1 és 18:0 ceramidok mennyiségét.

Az alkalmazott kronikus HFD bar megnovelte a maj lipidfelhalmozasat, a lipotoxikus
koriilményekre jellemzd, gyulladasos (116, Tnf) és fibrotikus (Col4al, Tgfp) elvaltozasra
utald gének expresszidja nem valtozott jelentésen a kontroll csoporthoz viszonyitva (nem
bemutatott adatok). Osszefoglalva, az alkalmazott magas OA/PA arannyal jellemezhetd
mértékii volt. Eredményeink az irodalmi adatokkal Osszeegyeztethetok: a tap magas
zsirtartalma egyszerti zsirmajhoz vezet. Amennyiben ndveljiik a tap koleszterin tartalmat
és/vagy az allatoknak fruktozzal/gliikozzal/szukrozzal kiegészitett vizet biztositunk
nagyobb valosziniiséggel alakul ki gyulladas és fibrozis [87].

Kisérleteink alapjan elmondhatd, hogy a 20 hetes HFD a m4;j lipid anyagcseréjében
fontos szerepet jatsz6 LDLR, CD36 és szabalyozofehérjéiknek a PCSK9 és ANXA2
szintjét is befolyasolja. Az LDLR mennyiségére szamos tényez6 hat, szintje korrelal a
plazma lipid és lipoprotein tartalmaval [88-90]. Az LDLR mRNS mennyiségét tobbek
kozott befolyasolhatja a tap telitetlen/telitett lipid tartalma [91]. Vizsgalatainkban a 20
hetes HFD étrend megndvelte a maj LDLR fehérje szintjét. Jelenlegi ismereteink szerint
amagas CD36 expresszio megemelkedett FFA felvétellel és fokozott TG akkumulacidval
tarsul [92]. Ennek alapjan a CD36 kozponti szerepet jatszik az NAFLD
patomechanizmusédban. A CD36 mdas metabolikus koérképekhez is kothetd, példaul:
inzulin rezisztencia, elhizas, II-es tipust diabetes [92]. Habar a 20 hét HFD nem emelte
meg szignifikansan a CD36 fehérje szintjét, egy enyhe pozitiv trend lathato.

A PCSK9 az LDLR ¢és CD36 fehérjékhez kotédve fokozza sejtbe torténd
visszavételiiket és lizoszomalis lebontasukat [38,45]. Az elmult években szamos
betegségben felismerték jelentdségét, példaul az inzulin rezisztenciaban és az
ateroszklerdzisban. Emellett a maj lipidfelhalmozasahoz, a szteatdzis kialakulasahoz is
hozzajarulhat [93]. Az ANXA2 a PCSK9 természetes inhibitora [94]. ANXAZ2 génkiiitott
egerekben a plazma PCSK9 koncentracidja nétt, ezzel parhuzamosan az LDLR
expresszid csokkent. Ezen folyamatok a plazma LDL tartalmanak és az ateroszklerdzis
rizikojanak emelkedéséhez vezetett [95]. A human ANXA2 egyes genetikai variansai
(rs11633032 és rs17191344) hasonlo valtozasokat mutatnak, mint ami a génkiiitott
egerekben megfigyelhet6 [96]. Az ANXA2 a m4j lipidtartalmanak szabalyozasaban is

61



részt vesz, a szteatdzis egyik fontos markere. Kisérleteinkben a maj PCSK9 mRNS és
fehérje tartalma szignifikdnsan csokkent, az ANXA2 expresszidja szignifikdnsan nott.
Ezen folyamatok szintén hozzajarultak az LDLR ¢és CD36 mennyiségének
novekedéséhez, a maj fokozott lipidfelhalmozasahoz.

In vitro a gyakran hasznalt PO kezelést valasztottuk a hiperlipidémias koriilmények
modellezésére [97,98]. A sejtkulturas rendszeriinkben ugyanazok a zsirsavak (OA és PA)
dominaltak, mint az alkalmazott HFD tapban. Az in vivo eredményeinkhez hasonldan a
hepatocitak TG akkumulacidja megnovekedett FFA kezelést kovetden. A majnak szamos
feladata koziil szerepe van az immunitasban is [99]. A parenchimalis, nem-parenchimalis
¢és az infiltraloddé immunsejtek is képesek citokin termelésiikkel befolyasolni a maj
milkodését. A hepatocita-NPC  ko-kultaraban a hiperlipidémias korilmények
megnovelték a GCSF és CXCL1 citokinek szintjét. A GCSF szerepe a zsirmij
patogenezisében nem egyértelmii. A SREBP-1c¢ transzkripcios faktor gatlasan keresztiil
hozzajarulhat az FFA indukalt inzulin rezisztenciahoz, az endotél sejtek aktivalva
angiogenezishez és fibrotikus progressziohoz [101,102]. Tovabba fokozhatja a voros
csontveldben a neutrofil granulocitdk termelését. Az NAFLD betegeknél jellemzden
magas a maj CXCL1 expresszioja [103]. A CXCL1 kemokin gradiens mentén a
neutrofilek eljuthatnak a majba. Ezen sejtek a reaktiv oxigén szarmazékok, proteazok és
gyulladasos mediatorok termelésével eldidézhetik a hepatocitak sériilését (ballonsejtek
kialakulasat), gyulladasos és fibrotikus folyamatokat indukalhatnak. Ismert tény, hogy az
egér maj kevésbé hatékony a neutrofilek toborzasaban [104]. Ez részben magyarazatot ad
arra, hogy a HFD tapon tartott egerek esetében miért csak enyhe zsirmaj alakulhatott Ki.

A hiperlipidémia hatdsat a vérplazma és a hepatocitdk EV termelésére el6ttiink mas
kutatocsoportok is vizsgaltak [64,65,105-108]. Azonban révidebb idejit HFD étrendet
alkalmaztak, csak az sEV-kre koncentraltak és dontéen differencial centrifugalassal
szeparaltak az EV-ket. A kordbbi vizsgélatokat alatdmasztva megallapitottuk, hogy a
HFD megnoveli a keringd EV-k mennyiségét. Eredményeink megegyeznek a nemzetkozi
irodalmi adatokkal: ahogy n6 az egerek testtomege €s a plazma koleszterin tartalma, ugy
emelkedik a plazma EV tartalma is [109]. Szekunder hiperlipidémiara nem csak az
emelkedett plazma EV mennyiség jellemzd, hanem emelkedett hepatocita EV termelés

Is. Az EV markereken kiviil megvizsgaltuk az EV-vel fedett latex gyongyok ApoB
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pozitivitasat is. A keringd és hepatocita eredetli mEV-knél és sEV-knél is sikeriilt
detektalni az ApoB fehérjét a gyongyok felszinén. A hepatocita eredetli EV mintak
esetében a hiperlipidémias koriilmények nem befolyasoltak az ApoB jelenlétét. A HFD
hatasara a latex gyongyok MFI értéke alapjan az ApoB mennyisége nétt, amely jol
korrelal a plazma LDL/VLDL tartalmaval. Irodalmi adatok alapjan az ApoB fehérje
jelenlétének az EV mintdkban szamos oka lehet. A vérplazma nagysagrendekkel nagyobb
mennyiségben tartalmaz lipoproteineket (10%), mint EV-ket (10°%, fizikai
tulajdonsagaiknak atfedése miatt a szeparalt EV-k lipoprotein szennyezettsége magas. A
lipoproteinek koziil a kilomikronok, LDL ¢és VLDL partikulumok hordoznak a
felsziniikon ApoB fehérjét. A kilomikron szennyezddés csokkentése érdekében minden
esetben taplalékmegvonast kovetden gy(jtottink vérmintakat [47]. A potencialis
LDL/VLDL partikulumok ko-izolacié mellett, az ApoB pozitivitas az EV-lipoprotein
aggregatumokbol is adodhat [47]. Toth és munkatarsai kimutattak, hogy az EV-k koré
egy fehérjeréteg (fehérje korona) szervezédik, amely tobbek kozott ApoB fehérjét is
tartalmaz. Ez azt bizonyitja, hogy az ApoB nem csupan egy ko-izolalt szennyez6dés,
hanem természetes alkoto eleme is lehet az EV-k fehérje koronanak [49].

Kisérleteink soran a kontroll egér csoportnal a plazma CD63", CD81" és ApoB* SEV-
vel fedett gyongyok aranya erds pozitiv korrelaciot mutatott a méj TG tartalmaval. Ezzel
szemben a HFD egerek esetében az AxV™ és CD41" sEV-vel fedett gyongyok negativ
korrelaciot mutattak a maj DG (kisebb mértékben a TG) tartalméval. A leirt ellentétes
Osszefliggés mogott szamos folyamat allhat. Az EV-k befolyasolhatjak a sejtek lipid
felhalmozasat, illetve a sejtek lipid Osszetétele is meghatarozza a szekretalt EV-k
Osszetételét és mennyiségét [110]. Az EV-k, mint szallitd részecskék részt vehetnek a
lipidek, pl. a koleszterin, szabad zsirsavak direkt transzferében [110]. Emellett a lipid
anyagcserében résztvevo szabalyozé molekulak, enzimek EV-kbe csomagolodhatnak.
Példaul az EV asszocialt miR-122 fokozza a m4j zsirsav és koleszterin szintézisét [111].

Bar az EV alapt terdpias rendszerek egyre nagyobb figyelmet kapnak, a m4j gyors EV
felvétele a vérkeringésbdl limitalja felhasznalhatosagukat. Ezen okoknal fogva az
egyetlen terapias célpont ahol alkalmazhatd, az maga a maj. Emellett, szamos fejlesztés
folyik az EV lokalis terapias felhasznalhatosagat illetéen [112-114]. Ha jobban
megértenénk az egyes majsejt tipusok szerepét az EV-k felvételében, lehetéveé valna

specifikusabb EV alapu terapia kifejlesztése. Mivel a hiperlipidémia stilyos egészségiigyi

63



probléma a fejlett orszagokban, érdemes tovabb vizsgalni a vérzsirszint és a keringd EV
kozotti kapesolatot. Az EV-markerek meghatarozasakor nem csupéan az aktualis étkezési
statuszt (éhomi vagy étkezés utani) kéne figyelembe venni, hanem a taplalék atlagos
zsirtartalmat is. Az emelkedett EV szint nem csupan diagnosztikai jelentéséggel bir,
hanem patoldgias folyamatokban is részt vehet (pl. fokozhatja a vérrogok kialakulasat).

Az EV-k eloszlasanak vizsgalata kulcsfontossagi az EV alapu terapiak
kifejlesztésénél. A nem-invaziv modszerek Kkorlatozott moédon képesek az EV-k
disztribuciojat kovetni. A gyakran hasznalt optikai képalkoto eljarasok hatékonysagat a
fluoreszcens és biolumineszcens szignalok alacsony penetraciodja és a kvantfikéacié hianya
limitalja. A radioaktiv izotoppal jelolt EV-k SPECT ¢és PET eljarassal torténd detektalasa
még mindig gyerekcipében jar [27,115-119]. A duramicin egy PE kot6 peptid, amely
alkalmas lehet az EV-k ®™Tc-HYNIC-duramicin radioaktiv jeldlésére. Az EV-k
felsziniikon nagy mennyiségii PE-t hordoznak, hiszen a PE és PS externalizacioja egy
kulcsfontossagl 1épés az EV-k szintéziséhez. A duramicin egy 19 aminosavbol allo
tetraciklusos, alacsony molekula tomegii, stabil szerkezetii, magas kotési affinitasu peptid
[29]. Munkéank soran nagy hatékonysaggal és stabilitassal tudtunk *°MTc-HYNIC-
duramicin jelolt EV-ket létrehozni. In vivo eredményeink alapjan a *™Tc-HYNIC-
duramicin jelolt HEK293T-palmGFP eredetit mMEV-k és sEV-k eloszlasa hasonlo volt a
kordbban vizsgalt ®"Tc-trikarbonil jeldlt eritrocita eredetii EV-hez [27].

A m3aj a szervezet természetes scavenger-ének tekinthetd az EV-k eredetétdl
fiiggetlentil. Wiklander és munkatarsai az eltérd szarmazasu EV-k eloszlasat vizsgaltak
egérben [120]. A C1C12 egér sejtvonal feliiluszojabodl szeparalt EV-khez viszonyitva a
human (HEK293T) és patkdny (OLN-93) eredetli EV-k azonos eloszlast mutattak. Az
EV-k vérkeringésbdl torténd eliminacidjaban leggyakrabban a velesziiletett
immunrendszer fagocita sejtjei vesznek részt. A klodronat liposzomaval makrofag
depletalt egerekben a B16BL6 eredeti EV-k a kontrollhoz viszonyitva ugyanugy a
majban gytltek Ossze [121]. Ennek alapjan valoszinli, hogy nemcsak a makrofagok
vesznek részt az EV-k eliminaciojaban. Az in vitro hepatocita-NPC kisérleteinkkel
bebizonyitottuk, hogy a m4j rezidens makrofagok mellett (Kupffer sejtek) a hepatocitdk
¢és az LSEC-k is képesek az EV-k felvételére. A Kupffer sejtek a nagyobb méretti (>100
nm) oldhatatlan partikulumokat fagocitdzissal, mig az LSEC-k a kisebb (<100 nm)

partikulumokat pinocitozissal tavolitjak el [122,123], amit alatamaszt az is, hogy
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sejtkulturas rendszeriinkben az mEV-ket a Kupffer sejtek, az SEV-ket az LSEC-k vették
fel hatékonyabban. Ismert tény, hogy a diszlipidémias koriilmények megvaltoztathatjak a
sejtek nanopartikulum felvételét. Asanuma és munkatarsai SPIO-MRI technolégidval
bizonyitottak, hogy nem-alkoholos zsirmaj betegségben csokken a Kupffer sejtek
fagocitotikus kapacitasa [124]. Azonban az LSEC-k felvételi kapacitasanak valtozasat
eddig nem sikeriilt bizonyitani. Kisérleteink sordn a hiperlipidémias koriilmények
szignifikansan lecsokkentették egyarant a Kupffer sejtek és az LSEC-k mEV/SEV

felvételét.
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V1. Kovetkeztetések

A maj kozponti szerepet jatszik az EV-k eliminacidjaban, de ezen vezikulak

szabalyoz6 funkcioval is rendelkeznek. Hiperlipidémias koriilmények kozott fokozodik a

lipidek felhalmozasa a hepatocitakban, ami zsirmaj kialakulasahoz vezethet. Munkank

soran a maj lipidfelnalmozodasat és az EV  dinamika valtozasait vizsgaltuk

normolipémias €s hiperlipidémias koriilmények kozott.

Vizsgalatainkban a kdvetkezdket bizonyitottuk:

A 20 hétig tartd kronikus magas zsirtartalmt diéta (HFD) elhizassal tarsuld
anyagcsere valtozasokat okoz egerekben. A plazma éhomi koleszterin
(LDL/VLDL ¢s HDL) és glikéz koncentracidja szignifikansan megnd, a
szervezet gliikkoz toleranciaja csokken. Ezzel parhuzamosan fokozodik a maj TG,
DG és ceramid (18:0 és 20:1) akkumuléacidja. Az egyszeresen telitetlen zsirsavat
hordozo6 lipidek ardnya megnd a telitett zsirsavat hordozé lipid tipusokhoz
viszonyitva.

A HFD hatasara a plazma koleszterin tartalmat szabalyozo6 PCSK9 szintje
lecsokken a majban. A PCSK9 fehérje aktivitasat gatldé ANXA2 valamint az
LDLR mennyisége megnd, ami hozzajarulhat a hepatocitdk fokozott
lipidfelvételéhez.

A HFD hatasara megnd a keringé CD81* és CD41* SEV-k aranya.
parhuzamosan nd a plazma CD63*, CD81", illetve AxV* SEV-k aranya. Mig a
kontroll egerek plazma CD63", CD81" sEV tartalma erés pozitiv korrelaciot
mutatott a m4j lipid tartalmaval, a HFD egereknél forditott tendenciat lattunk az
AxV és CD41 markerek esetében.

In vitro sejttenyészetben a hepatocitik CD81" mEV és sEV szekrécidja
szignifikansan megndé a hiperlipidémiara jellemzd zsirsav 0Osszetétell
tapfolyadékban.

A ¥"Tc-HYNIC-duramicin komplexszel jelzett mEV és sEV in vivo eloszlasanak

kvantitativ vizsgalataval igazoltuk, hogy a keringésbe juttatott vezikuldk
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megkozelitdleg 70 %-a a majban akkumulalodik. A majbeli feldasulast az EV-k
mérete nem befolyasolja.

Az in vitro kisérletek szerint a maj nem-parenchimalis sejtjeinek EV-felvételét
befolyasolja az EV-k mérete. Az mEV-ket a Kupffer sejtek, az SEV-ket a m4j
szinuszoidalis endotél sejtjei veszik fel intenzivebben. Hiperlipidémias
kornyezetben a maj nem-parenchimalis sejtjeinek EV felvétele szignifikansan

csOkken.
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VII. Osszefoglalas

A maj a szervezet alapvetd anyagcsere szerveként fontos élettani funkciot tolt be.
Kozponti szerepet jatszik a keringd EV-k eliminalasdban. HFD esetén a maj lipid
terhelése ¢és felhalmozasa nd. A kialakuld szteatozis befolyasolhatja a ma; EV
dinamikajat. A kiilonb6zé majsejtek szerepe az emlitett folyamatokban nem teljesen
hiperlipidémia soran.

A C57BL/6 egereket HFD tapon tartottuk 20 hétig. A HFD hatasat a maj TG, DG és
ceramid akkumulacidjara HPLC-MS/MS modszerrel vizsgaltuk. Meghataroztuk a lipid
anyagcserével asszocialt Pcsk9, Ldlr, Cd36 és Anxa2 gének expresszids mintazatat. A
keringd EV-k Osszetételét aramlasi citométerrel jellemeztiik. Az EV-k eloszlasat kontroll
egerekben, egy oraval az intravénas *°™Tc-HYNIC-duramicin-EV komplex injektalast
kovetéen SPECT/CT-vel hataroztuk meg. A hepatocitak EV termelését, a hepatocitak és
nem-parenchimalis majsejtek EV felvételét in vitro majsejt kultiraban vizsgaltuk kontroll
koriilmények kozott vagy eldzetes zsirsavkezelést kovetden.

A magas zsirtartalmu diéta hatasara a vizsgalt TG, DG és egyes ceramid (18:0, 20:1)
tipusok mennyisége megndvekedett a majban. A PCSK9 expresszioja csokkent, mig az
LDLR, a CD36 ¢és az ANXA2 mRNS ¢és fehérje szintje megemelkedett a HFD tapon
tartott egerekben. Ezen feliil, a keringd CD81" és CD41" SEV-k aranya szignifiknsan
megndtt. A majsejttipusok szerepének tisztazasara in vitro kisérleteket végeztiink. A
primer hepatocitik CD81" mEV és sEV kibocsatasa egyarant megndvekedett
hiperlipidémiara jellemzd zsirsav oOsszetétel mellett. A % MTc-HYNIC-duramicin
komplexszel jelolt mEV és sEV intravénas injektalasat kovetden a majban halmozodott
fel. In vitro eredményeink alapjan, az mEV-ket a Kupffer sejtek, az SEV-ket elsésorban
az LSEC-k vették fel. Hiperlipidémias koriilmények kozott mind a Kupffer sejtek, mind
az LSEC-k csokkent EV-felvételt mutattak.

Osszefoglalva elmondhatjuk, hogy a HFD csokkentette a maj PCSK9 expresszidjat,
amely az LDLR és CD36 fehérje szint novelésével hozzajarulhat a majban torténd
lipidfelhalmozodashoz. A hiperlipidémias koriilmények hatasara nétt a keringd €s a
hepatocita eredetli EV-k mennyisége. Ezzel szemben a méjsejtek EV felvételi kapacitasa

csokkent.
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VIII. Summary

The liver is an essential organ of the body that supports metabolism and immunity. It
plays a central role in the elimination of circulating EVs and also contributes significantly
to EV release. Western type, high fat diet can promote hyperlipidemia and increased fatty
acid load in the liver. Hepatic steatosis may affect hepatic EV dynamics. The involvement
of different liver cells in the mentioned processes is still unknown. In the present study,
we examined EV uptake and release by the liver under normolipemia and hyperlipidemia.

C57BL/6 mice were kept on HFD for 20 weeks. The effect of HFD on the hepatic
accumulation of TG, DG and ceramide lipid species was investigated using HPLC-
MS/MS. We determined the expression pattern of Pcsk9, Ldlr, Cd36 and Anxa2 genes
associated with lipid metabolism. The composition of circulating EVs was characterized
using a flow cytometer. Control mice were intravenously injected with EVs labeled with
9MTc-HYNIC-duramycin, and one hour later their distribution was determined by
SPECT/CT. The release and uptake of EVs was investigated in in vitro liver cell culture
under control conditions and in response to treatment with free fatty acids.

As a result of the HFD, the amount of the measured TG, DG and ceramide (18:0 and
20:1) species has been increased in the liver. PCSK9 expression was decreased, while
LDLR, CD36, and ANXA2 mRNA and protein levels were increased in mice fed with
HFD. In addition, the proportion of circulating CD81* and CD41* sEVs was significantly
elevated. In vitro experiments were performed to clarify the role of liver cell types. Both
CD81" mEV and sEV release from primary hepatocytes were increased at fatty acid
concentrations characteristic for hyperlipidemia. After intravenous injection of mEVs and
SEVs labeled with **™Tc-HYNIC-duramycin complex, they accumulated in the liver.
Based on our in vitro results, mEVs were primarily taken up by Kupffer cells, and SEVs
by liver sinusoidal endothelial cells. Under hyperlipidemic conditions, both Kupffer cells
and liver sinusoidal endothelial cells showed reduced EV uptake.

In summary, we can conclude that the high-fat diet reduced the expression of PCSK9
in the liver, which could contribute to the accumulation of lipids in the liver by increasing
LDLR and CD36 protein levels. Furthermore, our data suggest that hyperlipidemia
increases the release of EVs and decreases uptake by liver cells.
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