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Bevezetés

Az extracelluléaris vezikuldk (EV-k) olyan lipid kettds réteggel hatarolt, sejtek altal szekretalt
strukturdk, melyek irdnt a tudomanyos érdeklédés az utobbi években ugrasszertien megnétt. A
nevezéktanban bekovetkezett valtozadsokkal 6sszhangban a doktori értekezésben az izoldlds mddja alapjan
kiilonitettiink el kiillonb6z6 EV alpopulaciokat. Az 200-1000 nm-es mérettartomanyba esd, kdzepes
méreti EV-ket ezért az angol ,medium size EV” kifejezés utan mEV-nek, a 200 nm-nél kisebb
vezikulakat a ,ssmall EV” kifejezésbol adodéan sEV-nek neveztik. A munkank soran dontéen
vérplazmaval dolgoztunk, melynek feldolgozasa soran az elsé 1épés a vérlemezkék eltavolitasa, ezért a
vérlemezkékkel egy mérettartomanyba es6 nagy EV-ket kisérleteink soran nem volt moédunk vizsgalni.

Az EV-k izolalasa és detektalasa soran a Nemzetkozi Extracellularis Vezikula Tarsasag (International
Society for Extracellular Vesicles, ISEV) 2014-es ajanlasat kovettiik.

A vérben kering6 vezikulak tanulmanyozasa soran igen koran fény dertilt a preanalitikai tényezok
fontossagara. A vérvételi cs6 helyes megvalasztasatol egészen a minta minél korabbi vérlemezke
mentesitéséig szamos buktatoval kell szembenéznie azoknak, akik EV-analizisre vallalkoznak.
Felvet6dott a vérvétel és az étkezések viszonya is, azonban korabban erre vonatkozé részletes tanulmany
nem allt rendelkezésre.

A vérplazmaban a keringd EV-k mellett nagy mennyiségben képviselteti magat egy masik,
szintén kisméretii részecskékbol allo populacio is, a lipoproteinek. Az
EV-kkel ellentétben, 6ket nem lipid kettdsréteg hatarolja, hanem egyetlen foszfolipid réteg védi a
részecskék hidrofob magjat, ahol a zsirok szallitasa torténik. A lipoproteinek f6 célja az energia szallitas,
igy nem meglepd, hogy a vérplazmaban detektalhato szintjiik Osszefiiggést mutat az illetd metabolikus
statuszaval. A nagy denzitasu lipoprotein (HDL) és az alacsony denztitasu lipoprotein (LDL) fontos
paraméterek a kardiovaszkularis rizikd becslése soran. Az étkezésekkor a bélham kilomikronokat
szekretal a keringésbe, melyek a taplalékkal felvett lipid természetii anyagok transzportjaért felelnek.

A lipoprotein részecskék fehérje komponensét specialis fehérjék Gn. apolipoproteinek alkotjak, melyek
szerepe részben a részecske strukturalis integritasanak megdrzése, részben a receptorokkal valo
interakciok medialasa. Az egyes részecskék apolipoprotein 0sszetétele dinamikus, lehetséges az egyes
apolipoproteinek cseréje/transzfere a részecskék kozott.

A HDL-r6l ismert, hogy egyiitt izolalodhat a vérplazma eredetii sEV-kkel. Szintén irodalmi
adatok igazoljak, hogy a vérplazma lipoprotein deplécioja, példaul lipoprotein apheresis esetén, jelentds
mértékiit EV veszteséggel jarhat.

A jelenleg elérhetd részecske szamlalason alapulod technikak sajnalatos modon nem képesek

kiilonbséget tenni az EV-k és egyéb korpuszkuléris struktardk, mint a lipoproteinek és protein



aggregatumok kozott. Emiatt ezek a felszini markerek jellemzését nélkiil6z6 EV analizalo technikak a
bioldgiai folyadékokban gyakran tévesen hatarozzak meg mind az EV-k mennyiségét, mind az EV-k
méretét. A fenti eredményeket tekintetbe véve az étkezésnek és az étkezéskor megjelend lipoproteineknek
az EV-k analizisére kifejtett hatasa mindenképpen tovabbi részletes tanulmanyozast igényel.

A technikai kihivasok, illetve a vérplazma EV-inek egyre jelent6sebb szerepvallalasa a biomarker
kutatasban egyarant kivanatossa tették, hogy a lipoproteinek és az EV-k kapcsolatat részletesebben

megvizsgaljuk.



Célkitiizések

Munkénk sordn elsédleges célunk az étkezéseknek és az étkezésre megjelend kilomikronoknak a

tanulmanyozasa volt. Abbdl a szemszogbdl vizsgaltuk dket, hogy vajon van-e hatdsuk az EV-k izolalasara

és analizisére.

Ehhez az alabbi kérdéseket fogalmaztuk meg és probaltuk megvalaszolni:

1.

Az étkezésre megjelend kilomikronok zavarhatjak-e az EV-k analizisét? Az étkezéshez képest
milyen iddablakban kell szdmolnunk a hatasukkal?
A lipoproteinek egyiitt izolalodnak-e a vérplazma eredetii EV-kkel? Vajon a vérlemezke
koncentratumok feliiliisz6ibol izolalt vezikulak esetében is szdmolnunk kell a lipoproteinek
jelenlétével?
Az egyiitt izolalodott lipoproteinek elvalasztatdéak-e az EV-ktol

e az mMEV-k esetében slrliség gradiens ultracentrifugalas vagy méretkizarasos

kromatografia hasznalataval?

e a3z SEV-k estében siiriiség gradiens ultracentrifugalas segitségével?
Az egyiitt izolalodott lipoproteinek vajon LDL részecskék vagy kilomikron remnantok?
Vajon az LDL aggregatumok detektalhatéak-e az EV analizis modszereivel az EV-k
mérettartomanyaban?

“ g ey

inkabb szemben?



Alkalmazott modszerek

Vérmintak és vérlemezke koncentratumok

A vizsgalatainkat human vér €s human vérlemezke koncentratum feliiliszdjadnak felhasznalasaval
végeztik. A vérbol torténd vizsgalatokhoz konydkvénabdl vért vettiink 14 egészséges felndtt alanytol,
egy 10 oras éhezést kovetden éhomi allapotban, illetve négy o6raval egy standardizalt, zsirokban gazdag
étkezést kovetden is. A human vérlemezke koncentratum az Orszagos Vérellatdo Szolgalattol szarmazott.
A kisérletek a Helsinki Deklaracioban (1975) lefektetett etikai iranyelveket kdvetve, a Semmelweis
Egyetem Tudomanyos ¢és Kutatasetikai Bizottsaganak jovahagyasaval torténtek. Minden vizsgalatba
bevont személy irasban beleegyezett a vizsgalatba.

Laboratériumi vérminta analizis

A szérum mintak triglicerid, teljes koleszterin, LDL koleszterin, apoAl €s apoB100 értékei mind
az ¢homi, mind az étkezést kovetd allapotban regisztralasra keriiltek. A méréseket a Semmelweis
Egyetem Ko6zponti laboratoriumaban (Budapest) végeztiik el, Dr. Szabd Géza Tamas segitségével.

A periférias vérmintak és a trombocita koncentratum feldolgozasa

A vérbdl torténd EV analizishez ACD-A cs6veket (Geriner) hasznaltunk, mellyel kapcsoltban a
munkacsoportunk korabban bizonyitotta, hogy a vérlemezkék in vitro, a vérvétel soran és a vérvételi
csOben torténd aktivacidja ebben a csOben a legkisebb mértékil. A protokoll sordn végig a Nemzetkozi
Tromboézis és Hemosztazis Tarsasag ajanlasainak megfeleléen jartunk el. Az alakos elemekt6l
mentesitett, vérlemezke-mentes plazmat (platelet-free plasma, PFP) aliquotokra osztottuk és -80°C-on
taroltuk a tovabbi analizisig.

A trombocita koncentratum feldolgozasa soran a vérlemezkéket aktivacid/aggregacio gatlas
mellett kiiilepitettilk a koncentratum feliiliszojabol. A feliiliszot ezutdn a plazma mintdkhoz hasonldéan
kétszer centrifugaltuk, igy megszabadulva az esetlegesen a feliiliszoban marado6 vérlemezkéktol.

EV izolalas vérplazmabdl és trombocita koncentratum feliiliszéjabdl

A vérplazmabol és trombocita koncentratum feliiluszojabol torténd EV izolalast soran a
plazmat/feliiliszot 1:1 aranyban meghigitottuk pufferrel, hogy csokkentsiik a viszkozitast. A higitott
mintakat kizarolag a gravitaciés hajtderét felhasznalva egy 800 nm poérusméretli fecskendOsziirén
(Sartorius) atsziirtilk. A szlirés utdn az mEV-ket 60 percen keresztiil 20,500 g centrifugalis erével
centrifugalva kiiilepitettiik egy asztali mikrocentrifugat hasznalva. Az SEV-k kiiilepitése el6tt beiktattunk
egy Ujabb gravitacios sziirést. A szlirés utan az sEV mérettartomanyba esé vezikulakat 100,000 g-vel, 70
perc alatt 4°C-on ultracentrifugalassal izolaltuk (OptimaMAX-XP, Beckman Coulter Inc;). Mind az
MEV, mind az sEV pelleteket 50 uL pufferben (PBS/ABB) reszuszpendaltuk, folyékony nitrogénben
hirtelen megfagyasztottuk és a tovabbi felhasznalasig -80°C-on taroltuk.



Sitiriiség gradiens centrifugalassal torténo vezikula tisztitas

Alulrol felfelé 1-1 mL 40, 20, 10 és 5 tdmegszazalékos loxidaxol oldatokbol (Optiprep™, Sigma-
Aldrich) diszkontinuus gradienst rétegeztiink egy 4,5 mL-es polyallomer ultracentrifuga csdbe. Legfeliilre
keriilt az mEV/sEV minta 500 uL pufferben reszuszpendalva. Ezutan 100,000 g-vel, 4°C-on 20 6ran
keresztiil centrifugaltuk a mintdt (OptimaMAX-XP, Beckman Coulter Inc.). A centrifugalds végén
feliilrol lefelé haladva 500 ul-es frakciokat gytijtottiink (0sszesen kilencet). Az igy 0sszegytjtott sSEV
frakciokat PBS-sel 8,6 mL-re higitottuk, mostuk (100,000 g; 3 6ra; 4°C). A gradiensen megtisztitott mEV
mintakat 2 mL-re higitottuk PBS-sel és egy asztali mikrocentrifugaban 20,500 g-vel ujra kitilepitettik
oket. Az igy kapott frakciokat pufferben/vizben reszuszpendaltuk, folyékony nitrogénben hirtelen
megfagyasztottuk, majd tovabbi felhasznalasig -80°C-on taroltuk. A Western blotra szant mintakat
proteaz inhibitor tartalmu lizis pufferben és felhasznalasig -20°C-on taroltuk.
Vezikula tisztitas/izolalas méretkizarasos kromatografiaval (size-exclusion chromatography, SEC)

A méretkizarasos kromatografia kiilonb6zé méretli részecskék elvalasztasara alkalmas modszer.
Kisérleteink soran mind é¢homi és posztprandialis PFP-t, mind izolalt vérlemezke-eredeti mEV mintakat
megprobaltunk megtisztitani a kereskedelmi forgalomban kaphaté gEV™ oszloppal (IZON Sciences, Uj-
Z¢land) a gyart6 felhasznaldsi utmutatojat kovetve.
Aramlisi citometriis mérések

A PFP mintak és az izolalt EV-k méréséhez egy FACSCalibur dramlasi citométert hasznaltunk, a
munkacsoportunkban korabban beallitott protokollokra tamaszkodva. Az mEV-k analiziséhez a vezikula-
kaput ismert méretli, fluoreszcens szilikon és polisztirén gyongyok keverékével allitottuk fel. Az EV-k
felszinén a vezikula markerek jelenlétét az alabbi reagensek felhasznalasaval szamszerisitettik (1 uL
reagens/10 pL PFP, 60 pL festési térfogatban): annexin-V-PE (AX, BD Biosciences), anti-CD41a-APC
(BD Biosciences, anti-CD41a HIP8 klon), anti-CD9-FITC (Sigma-Aldrich, MEM-61 kl6n), anti-CD63-
PE (Sigma—Aldrich, MEM-259 kl6n). Mivel az antitestek fluoreszcens hattere a pufferben magasabb volt,
mint a festetlen EV mintaban, ezért viszonyitasi alapként az antitestekkel ,,megfestett” iires puffert
hasznaltuk. A mintaban a lipoproteineket egy kecskéb6l szarmazo poliklonalis anti-apoB100/48 FITC
konjugalt antitesttel (Mybiosource) mutattuk ki. Az antitestet tizszeres higitast kdvetéen egy oOran
keresztiil 20,000 g centrifugalis erével aggregatum-mentesitettiik. Az immun-jelolést ezutan az
aggregadtum mentesitett antitesttel végeztiik (40 uL 10x higitott ellenanyag/10 uLL PFP, 60 uL festési
térfogatban). A mintainkon apoCIl és apoE kimutatatast is végeztiink (4 pL ellenanyag/ 10 pL PFP)
Minden immunjeldlés szobahdmérsékleten, sGtétben tortént, 30 percen keresztiil. Ezutan a mintakat 1 mL
puffer hozzdadasidval meghigitottuk, és az mEV-ket ismételten Kkiiilepitettiik. Az SEV-k aramlasi

citometrias analizise direkt modon a késziilék felbontasa miatt nem volt lehetséges. Ezért 4 um atméréji



aldehid/szulfat latex gyongyok (Life Technologies) felszinére kotottiik az SEV mintakat és a tovabbiakban
a gyongyodket analizaltuk.

Az aramlasi citometrias adatok analizise a FlowJo 10.0.8 programmal tortént.
Részecske méret- és koncentracié meghatarozas
meghatarozasara egy a Coulter-szamlalo elvén alapuld eszkozt hasznaltunk. A miiszer gNaNo néven
keriilt kereskedelmi forgalomba (IZON Sciences, Uj-Zéland). A mérési modszer angol neve Tunable
Resistive Pulse Sensing (TRPS), ami szabad forditasban azt jelenti, hogy egy allithaté méret{i nanoporust
hasznalunk a minta analiziséhez. A pontos méret- és koncentracid meghatarozashoz kiilonb6zo
mérettartomanyokat lefedé porusokat (100, 150, 200, 300, 400 és 800 nm median atmérd) és ismert
legalabb 500 eseményt regisztraltunk, illetve higabb mintak esetén 5 percig tartott a mérés.
EV izolalas sejttenyészetbhol

Az izolalashoz a 5/4E8 Thl hibridoma sejtvonalat hasznaltuk fel. A sejteket 24 oran keresztiil
inkubaltuk savé mentes médiumban, majd a feliilluszojukbol EV-ket izolaltunk. El6szor 300 g-vel 10 perc
alatt kiiilepitettiik a sejteket, majd egy 5 pm atméroji fecskenddsziiron szirtiik a feliiliszot. Ezt kovetoen
2.000 g-vel 20 perc alatt kitilepitettiik a legnagyobb EV-ket. A feliiliszot atsziirtik egy 800 nm atméréji
fecskend6 sziir6n, majd 12.500 g-vel kitilepitettitk az mEV mérettartomanyba es6 EV-ket.
Transzmisszios elektron mikroszképia (TEM)

A TEM analizist az MTA Kisérleti Orvostudomanyi Kutatointézetével egyiitt mitkodésben, Dr.
Kittel Agnes kozremiikodésével végeztiik. A kisérleteink soran két eltéré mikroszkopos megkozelitést
alkalmaztunk. Az elsd esetben munkacsoportunk korabbi munkaival 6sszhangban a kiiilepitett és fixalt
os etanol oldatban 1% uranil-acetattal vald kontrasztozast (30 perc) kovetéen Taab 812 gyantaba
agyaztuk. Ultravékony metszeteket készitettlink, melyeket egy Hitachi 7100 transzmisszios
elektronmikroszkoppal analizaltunk. A mikroszkopos képeket egy 2000x2000 megapixeles CCD kamera
rogzitette (Veleta, Olympus). A masik megkozelitésre a lipoproteinek specialis szerkezete miatt volt
szlikség. A szuszpenzioban 1évé EV mintakat azonos térfogata 1%-0S OsOs oldattal kevertiik dssze. A
fixalas utan TEM gridekre cseppentettiik az ozmifikalt mintakat és 10 perc alatt szobahén a gridre
szaritottuk 6ket. Ezutan a grideket 3x 5 percig mostuk fejjel lefelé 1-1 csepp desztillalt vizben. Szaradas
utan kovetkezett a TEM analizis a fent emlitett mikroszkoppal.
Western blot
A vizsgalt molekuldk nagy mérete miatt az elektroforézist 5 m/m%-0s horizontalis agaréz gélben

végeztiik (Sigma-Aldrich). Az igy kapott gélt azonnal felhasznaltuk. A standardizalas kivételesen nem



fehérje-tartalomra, hanem a gradiens frakciok térfogatara tortént, minden zsebbe ugyanakkora térfogatnak
megfelel6 mintat vittiink fel. Az elektroforézis 100 V konstans fesziiltséggel 5 6ran keresztiil zajlott,
jégen hiitve a futtatdo kadat, a futtatdé puffer egyszeri cseréjével. Elektroforetikus blottolast és a
membranok blokkolasat kovetéen nyulban termelt poliklonalis anti-human apoB100/48 antitesttel
(Novus; 1:1.000 higitasban) apoB kimutatast végeztink. Az EV-k jelenlétét nyulban termelt
monoklonalis anti-human CD63 antitesttel igazoltuk (Santa Cruz; 1:1.000). Mindkét esetben kecskében
termelt poliklonalis anti-nyl HRP-jeldlt masodlagos antitestet hasznaltunk 1:30.000-res higitasban, 40
perc inkubacios id6vel, szobahén (Abcam). A kemilumineszcens jelet a Pierce ECL Western blotting
Substrate felhasznalasval detektaltuk (Thermo Fisher Scientific).

Tomegspektrometriai analizis (mass spectrometry, MS)

A tomegspektrometriai analizisben Prof. Vékey Karoly, Dr. Drahos Laszl6 és Dr. Turiak Lilla
voltak segitségiinkre az MTA TTK MS Proteomikai Kutatécsoportjabol. Az analizishez az ¢homi és az
étkezés utdni mEV mintakat 20 pL desztillalt vizben reszuszpendaltuk. Az EV-k feltarasa tobbszori
ismételt fagyasztas-olvasztassal tortént. A fehérjék emésztése a korabban kozolteknek megfeleléen
tortént. A peptidek egy 25 cm-es Acclaim Pepmap RSLC nano HPLC oszlopon lettek szétvalasztva a
Dionex Ultimate 3000 NaNo HPLC rendszer felhasznaldsaval. Az emésztett peptideket egy Bruker Maxis
Il Q-TOF spektrofotométerrel analizaltuk. A kapott eredményeket a ProteinScape 3.0 szoftverrel, Mascot
keresdmotor segitségével értékeltiik.

Adatelemzés és statisztika

Az adatok Osszesitése Microsoft Excelben tortént. A statisztikai analizist a GraphPad Prism v.6
szoftverrel végeztilk. Az éhomi és az étkezés utani mintak 0sszehasonlitidsa paros t-probaval, illetve ha
nem teljesiilt a gaussi eloszlas feltétele, akkor Wilcoxon matched-pairs signed rank teszttel tortént. A
normal eloszlast D’Agostino-Pearson normalitads teszttel vizsgaltuk. Ketténél tobb csoport
Osszehasonlitasara egyutas ANOVA modszert alkalmaztunk Dunett-féle post-hoc korrekcioval.
(* p< 0,05; ** p< 0,01; *** p<0,001). A szorast jeloldé oszlopok az atlagtol vald eltérést mutatjak
(standard error of the mean, SEM). Az abrak feliratai az Adobe Photoshop CS4 szoftverrel késziiltek, a

magyaraz6 abrakat Microsoft Powerpoint segitségével szerkesztettiik.



Eredmények

Zsirdus étkezést kovetden a vérplazmaban megndé az aramlasi citometriaval detektalhaté
részecskék szama

Héarom egészséges alanytol éhomi vért vettiink 12 oras éhezést kdvetden. Az éhomi vérvétel utan
az alanyok elfogyasztottak egy standardizalt, zsirban gazdag étkezést. Az étkezést kdvetden 15 perccel,
30 perccel, 90 perccel, 3 oraval és 6 oraval ujra vért vettiink az alanyoktol. A vérmintakbol PFP-t
készitettlink ¢és aramlédsi citometriaval analizaltuk. Azt talaltuk, hogy étkezés utan 90 perccel
szignifikansan (***p<0,001) megn6é az mEV mérettartomanyban talalhatdé események szama a
plazmaban. Az éhomihoz viszonyitott emelkedett eseményszam még étkez€s utan 6 oraval is fennallt. A
tovabbi kisérleteinkben az étkezés utani vérmintdkat 4 oraval az étkezést kdvetden vettik le az
alanyoktol. A plazmaban detektalt részecske szam emelkedés nem csak aramlasi citometridval, hanem
TRPS-sel is kimutathato volt, ellenben a detektalt részecskék méretében nem talaltunk szignifikans
valtozast.

Az étkezésre megjelend részecskék apoB-t hordoznak a felsziniikon

Ehomi és étkezés utani (4h) PFP mintakat analizaltunk dramlasi citometriaval. Az apoB antitest
¢tkezés utan hatalmas jelet adott, mind az EV markerekhez, mind az éhomi apoB jelhez képest, igy
sikeresen igazoltuk, hogy valdoban az ¢kezésre megjelend kilomikronok felelhetnek a detektalt
eseményszam emelkedésért. A 12 alany egyiittes adatainak értékelésekor azt taldltuk, hogy az EV
markereket hordozo, detergens szenzitiv események szama szignifikansan lecsokkent az étkezés hatasara,
mig az apoB pozitivak szama szignifikinsan megemelkedett.

Az étkezés utani PFP mintak 100.000 g-vel ultracentrifugalt feliiluszojanak tetején sikeresen
igazoltuk a kilomikronok megjelenését (homogén, roloba rendez6d6, sotét kerek képletek) TEM analizis
segitségével is.

A vérplazmabol izolalt mEV mintak jelentés mennyiségii lipoproteinnel szennyezettek

Az étkezést kovetden a kiizolalt mEV-k esetében is megnott az események szdma mind aramlasi
citometridval mind TRPS-sel. Az EV marker AX viszont a PFP mintakban latottakhoz hasonléan
csokkenést mutatott az étkezést kovetden izolalt mEV mintakban. Szintén a PFP mintakhoz hasonlban, az
izolalt mEV-k esetében sem taldltunk kiilonbséget az izolalt részecskék TRPS-sel megallapitott méretét
illetéen. A lipoproteinek jelenlétét (és egyéb szennyezO plazmafehérjékét) tomegspektrometriai
analizissel is igazoltuk, mind az éhomi, mind az étkezés utani mintakban. Mindkét esetben az elsé 10
talalat kozott szerepelt az apoB protein. Az ¢éhomi mEV mintdk jelentds apoB pozitivitdsa miatt a
tovabbiakban éhomra vett plazmabol izolalt mEV-kkel és sEV-kkel dolgoztunk.

Az izolalt mEV mintdban a munkacsoportunk &ltal korabban alkalmazott megkozelitéssel, fixalt

pelletben analizalva nem voltak lathatéak lipoproteinek. Azonban ha szuszpenzidban, direkt ozmifikalast



kovetden, beagyazas nélkiil, gridre cseppentve vizsgaljuk ugyanazon mintat, akkor lathatéva valnak a
mintaban rejt6zkodo, az EV-kkel egyiitt izolalodott lipoproteinek.
Az izolalt mEV mintakbol méretkizarasos kromatografiaval (SEC) és siirliség gradiens
ultracentrifugalassal sem eltavolithatéak a lipoproteinek

Ehomi és evés utani PFP mintakat vettettiink ala a SEC proceduranak. Meglepetésiinkre az evés
utani mintaban lényegesen magasabb volt a TRPS-sel mért részecske koncentracid, mint az éhomiban
ami arra engedett kovetkeztetni, hogy nem biztos, hogy a SEC alkalmas az étkezéskor megjelend
lipoproteinek elvalasztasara az EV-ktdl. A SEC tisztitast vérlemezke koncentratum feliilusz6jabol izolalt
MEV-ken is elvégeztik. A mintdk aramlasi citometrias analizise azt mutatta, hogy rogtén az elsd
frakcioban, ahol az mEV-k leérkeznek az oszloprol, mar jelentés mennyiségli apoB pozitiv lipoproteint
visznek magukkal.

Megprobalkoztunk a siiriiség gradiens ultracentrifugalassal is, mely arany standardnak szamit az
EV izolalasban. A gradiensen vald tisztitds utan az mEV-k a hatos szamu frakcioban dusultak fel. A
lipoproteinek zome valoban feluszott a gradiens tetejére, azonban meglepé modon az mEV-ket tartalmazé
frakcioban (FR6) is kaptunk apoB jelent, mind aramlasi citometriaval, mind Western blottal. Az anti-
apoB antitest altal felismert molekula molaris tomege azonban nem 250 kDa volt, hanem 550 kDa volt.
A vérplazmabél és vérlemezke koncentratumbdl izolalt sEV mintak is lipoprotein szennyezettek

PFP és vérlemezke koncentrdtum eredetli sEV-ket izoldltunk differencial-ultracentrifugalassal,
majd a vezikulakat latex gyongydk felszinéhez kotve analizaltuk dramlasi citometriaval. Mindkét esetben
szamottevé apoB jelet talaltunk a mintainkban, kevésbé prominens, de kimutathaté apoCll, illetve a PFP
mintdk esetében enyhe apoE pozitivitdssal egyiitt. A mintdkban taldlhato EV-ket a CD9 és CD63
tetraspanninok jelenlétével mutattuk ki.
Az izolalt sEV mintakbél sem tavolithatéak el teljes mértékben siirliség gradiens

ultracentrifugalassal a lipoproteinek

Az SEV mintak esetében is megprobalkoztunk a differencial ultracentrifugalassal nyert,
lipoproteint tartalmazo preparatumok siiriiség gradiens ultracentrifugalassal vald megtisztitasaval.
Hasonl6 eredményt kaptunk, mint az mEV-k esetében. Bar a gradiens tetejére uszott fel a lipoproteinek
jelentés hanyada, de azokban a frakciokban, ahol sEV-k voltak jelen (FR7-8), megtalalhatéak voltak a
lipoproteinek is. A vérlemezke koncentratumokbol izolalt sEV-k esetében is hasonldo eredményeket
kaptunk. A Western blottal detektalt apoB molekula sulya arra enged kovetkeztetni, hogy az SEV-kkel

egyiitt izolalodott plazma lipoprotein is tulnyomorészt LDL.



Az LDL EV méretii aggregatumokat képezhet, igy detektalhaté aramlasi citometriaval és TRPS-sel
az EV mérettartomanyban

A kereskedelmi forgalomban kaphatdé LDL-t is latex gyongyokhoz kotottik és aramlasi
citometriaval analizaltuk. A vérakozasainknak megfeleléen apoB és apoCll pozitivitast detektaltunk,
azonban az EV marker CD9 és CD63 nem volt detektalhaté az LDL mintaban. Az LDL TRPS analizise
azt mutatta, hogy az LDL egészen nagy, akar 2-300 nm-es aggregatumok képzésére is képes volt.
0,1%) az EV-k jol elkiilonithetéek a fehérje komplexektdl, melyek ellenallobbak a detergens kezeléssel
szemben. Az EV markerek mellett a PFP-ben detektalt apoB jel, s6t, a gyari LDL apoB festédése is
detergens-érzékeny volt.
Az LDL nem csupan egyiitt izolalédik az EV-kkel, hanem asszocial veliik in vitro

Sejtkultarabdl szérum- és lipoprotein mentes kérnyezetben mEV-ket izolaltunk. Ezeket az EV-ket
ezutan szuszpenzidban fixalast alkalmazo, beagyazas nélkiili modszerrel TEM analizisnek vetettiik ala.
Ezzel parhuzamosan az EV-k egy részét sszekevertiik 2 mg/mL-es LDL szuszpenzidval, majd fél ora
szobahdmérsékleten torténd inkubaciot kdvetden az igy kapott mintakon is elvégeztiik a TEM analizist.
Kontrollként magat az LDL-t is megvizsgaltuk. A TEM képek tanulsaga szerint az LDL valoban képes
EV méretii aggregatumok képzésére. Az LDL-lel valo Osszekeverés utan mind azt talaltuk, hogy a

lipoproteinek szamottevé mértékben az EV-k felszinéhez asszocialtak, jelentés mértékben lefedve azt.
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Kovetkeztetések

Eredményeink legfontosabb vonzata, hogy kideritettiik, hogy a kilomikronok, az LDL, és ennek
aggregatumai nagymértékben hasonlitanak a keringésben megtalalhatdé EV-kre, ilyen mdédon nehezitve

azok vizsgalatat.

Az LDL egyiitt izolalédik a vérplazma ¢és vérlemezke koncentratum eredetli

EV-kkel, azoktdl a jelenleg altalunk elérheté modszerekkel nem elvalaszthato.

Az altalunk korabban alkalmazott detergens lizis sajnalatos moédon a lipoproteinek aggregatumait
is lizalja, igy nem alkalmas annak elkiilonitésére, hogy EV-lipoprotein komplexekrdl, vagy lipoprotein

aggregatumkrol van szo.

Az LDL részecskék plazma koncentracioja kb. 10*/mL PFP, mig a keringd EV-ké a
legoptimistabb becslések szerint is maximum 10%/mL, de inkabb 107%/mL. gy, ha csak az LDL kis
szdzaléka aggregalddik, mar az is szamottevOen zavarhatja az EV-k részecske szdmlalason alapuld

vizsgalatat (TRPS, NTA), az EV-knek tulajdonitott események szamanak jelentds feliilbecslését okozva.

Eredményeink tiikrében érdemes elgondolkodnunk az EV-lipoprotein komplexek 1étezésén.
Ebbél kiindulva j szemmel kell nézniink a vérplazma eredetii EV-ket vagy éppen lipoproteineket
felhasznald funkcionalis vizsgalatok eredményeit is. Konnyen lehet, hogy a hatas, amit a vérplazma
EV-inek tulajdonitunk, részben lipoprotein medialt, illetve forditott esetben a lipoprotein preparatumokba

bele keriild EV-k bologiai hatasai sem feltétleniil elhanyagolhatoak.

Az EV-ket felhasznalé biomarker kutatdsok esetében szintén nem elhanyagolhaté az
EV-lipoprotein asszociacio lehet6sége. Az EV-k felszinén talalhatd markereket elfedhetik az EV-hez
asszocialt lipoproteinek, igy jelentésen megnehezitve ezen molekulak klinikai gyakorlatban valo

diagnosztikus/predikcios felhasznalasat.

11



Sajat publikaciok jegyzéke
1. Sodar BW, Kittel A, Paloczi K, Vukman KV, Osteikoetxea X, Szabo-Taylor K, Nemeth A,
Sperlagh B, Baranyai T, Giricz Z, Wiener Z, Turiak L, Drahos L, Pallinger E, Vekey K,

Ferdinandy P, Falus A, Buzas EI. Low-density lipoprotein mimics blood plasma-derived

exosomes and microvesicles during isolation and detection. SCIENTIFIC REPORTS 6: Paper
24316. 12 p. (2016)

2. Sodar BW, Kovacs A, Visnovitz T, Pallinger E, Vekey K, Pocsfalvi G, Turiak L, Buzas EI. Best
practice of identification and proteomic analysis of extracellular vesicles in human health and
disease. EXPERT REVIEW OF PROTEOMICS 14:(12) pp. 1073-1090. (2017)

3. Németh A, Orgovan N, Sédar BW, Osteikoetxea X, Paloczi K, Szabé-Taylor KE, Vukman KV,
Kittel A, Turidk L, Wiener Z, Téth S, Drahos L, Vékey K, Horvath R, Buzas EI Antibiotic-
induced release of small extracellular vesicles (exosomes) with surface-associated DNA.
SCIENTIFIC REPORTS 7: Paper 8202. 16 p. (2017)

Mas témaban megjelent kozlemények:

1. Osteikoetxea X , Benke M, Rodriguez M , Paloczi K, Sodar BW, Szvicsek Z , Szabo-Taylor K ,
Vukman KV , Kittel A , Wiener Z , Vekey K , Harsanyi L , Szucs A , Turiak L , Buzas EI.
Detection and proteomic characterization of extracellular vesicles in human pancreatic juice.
BIOCHEMICAL AND BIOPHYSICAL RESEARCH COMMUNICATIONS 499:(1) pp. 37-43.
(2018)

2. Szabo-Taylor KE , Toth EA , Balogh AM , Sodar BW_, Kadar L , Paloczi K , Fekete N, Nemeth
A , Osteikoetxea X , Vukman KV , Holub M , Pallinger E , Nagy G , Winyard PG , Buzas EI.
Monocyte activation drives preservation of membrane thiols by promoting release of oxidised
membrane moieties via extracellular vesicles. FREE RADICAL BIOLOGY AND MEDICINE
108: pp. 56-65. (2017)

3. Osteikoetxea X , Nemeth A , Sodar BW_, Vukman KV , Buzas El. Extracellular vesicles in
cardiovascular disease: are they Jedi or Sith? JOURNAL OF PHYSIOLOGY-LONDON 594:(11)

pp. 2881-2894. (2016)

12



Osteikoetxea X , Balogh A , Szabo-Taylor K , Nemeth A, Szabo TG , Paloczi K, Sodar B,
Kittel A, Gyorgy B , Pallinger E , Matko J , Buzas EI. Improved Characterization of EV
Preparations Based on Protein to Lipid Ratio and Lipid Properties. PLOS ONE 10:(3) Paper
e0121184. (2015)

Osteikoetxea X , Sodar B_, Nemeth A, Szabo-Taylor K, Paloczi K, Vukman KV , Tamasi V ,
Balogh A, Kittel A, Pallinger E , Buzas EIl. Differential detergent sensitivity of extracellular
vesicle subpopulations. ORGANIC & BIOMOLECULAR CHEMISTRY 13:(38) pp. 9775-9782.
(2015)

Szabo-Taylor K , Ryan B, Osteikoetxea X , Szabd TG, Sédar B_, Holub M , Németh A , Paloczi
K , Pallinger E , Winyard P , Buzas EI. Oxidative and other posttranslational modifications in
extracellular vesicle biology. SEMINARS IN CELL & DEVELOPMENTAL BIOLOGY 40: pp.
8-16. (2015)

Pasztoi M , Sodar B_, Misjak P, Paloczi K , Kittel A, Toth K, Wellinger K , Geher P, Nagy Gy
, Lakatos T , Falus A , Buzas El. The recently identified hexosaminidase D enzyme substantially
contributes to the elevated hexosaminidase activity in rheumatoid arthritis. IMMUNOLOGY
LETTERS 149:(1-2) pp. 71-76. (2013)

13



