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Vérplazma eredetii exoszoma izolalas optimalizalasa in vivo Kisérletekhez
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Bevezetés: Az exoszOmak (ES) 30-100 nm atmérdjii, RNS-t, fehérjéket és lipideket tartalmazo
extracellularis vezikulak, melyek szerepet jatszanak fiziologias és patoldgias folyamatokban is. Az ES-
k vérplazmabol torténd izolalasanak jelenleg nincs elfogadott, standard technikaja. Az alkalmazott
elvalasztasi modszerek legfobb problémaja a bioinkompatibilis anyagok hasznalata, melyek az in vivo
kutatasokban és terapiaban mellékhatasokhoz vezethetnek.

Cél: Olyan modszer kidolgozasa, mely sordn vérplazmabol tiszta és él6 szervezetre artalmatlan
formaban izolaljuk az ES-kat, valamint az izolatumok tarolési paramétereinek meghatarozasa.

Modszerek: Wistar patkany és normal human vérplazmabdl differencialod centrifugalasok és sziirések
segitségével ES-kat izolaltunk. Az izolalds soran 1, 3, 6 és 14 6rés ultracentrifugéalast (UC)
alkalmaztunk, majd 0, 4 vagy 8 hétig 4°C vagy -80°C-on taroltuk a mintékat. Az izolatumok fizikai
tulajdonségait transzmisszios elektronmikroszkdppal (TEM) és dinamikus fényszoras (DLS) méréssel
vizsgaltuk. A mintdk fehérjekoncentraciojat meghataroztuk, az exoszoma-specifikus markereket
(CD63, flotillin-1) immunoblottal detektaltuk. Eredményeinket t-prébaval vagy egyutas ANOVA-val
értékeltlik, a p<0,05-6t tekintettiik szignifikans kilénbsegnek.

Eredmenyek: ES-k csak az 1h és 3h UC-t kovetden voltak azonosithatok. A TEM alapjan a vezikulak
atmérdjének modusza 50,5 nm (n=2440) volt az 1h, illetve 35,1 nm (n=353) volt a 3h UC utan. A DLS
mérés alapjan az 1h UC-s izolatumban szignifikdnsan magasabb volt a 30-100 nm atméréji vezikulak
aranya (1h: 83,2 + 2,5% vs. 3h: 36,9 + 2,7%; p<0,05; n=3). Az UC id6tartamaval ardnyosan nétt az
izolatumok fehérjekoncentracidja és az ES-specifikus markerek abszol(t mennyisége. Kisérleteinket
1h UC alkalmazasaval human vérszérumon megismételve hasonlé eredményeket tapasztaltunk. A -
80°C-on 8 hétig tarolt ES-k megérizték eredeti struktarajukat, mig a 4°C-on taroltak dezintegralodtak.
A vezikulak -80°C-on is megtartottak jellemz6 méreteloszlasukat, szemben a 4°C-on taroltakkal.

Konkluzio: Vizsgalataink alapjan az ES-k biokompatibilis izolalasara az 1h UC a legalkalmasabb. A
hosszabb UC megvaltoztatta az ES-k szerkezetét, valamint emelte a mintdk nem ES eredetii
fehérjetartalmat. Az ES-k -80°C-on legalabb 2 honapig tarolhatéak.

Témavezets: Dr. Baranyai Tamas, Dr. Giricz Zoltan

Biomethodika 48



