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Az eukaridta sgjtek legfontosabb feladata a genetikai in-
tegritdsuk megorzése. A hibasan feltekeredett fehérjék felhal -
mozddésa az endoplazmas retikulumban (ER) aktivdlja a
»rosszul feltekeredett fehérje valaszt” (UPR = unfolded pro-
tein response). Az UPR elsddleges célja a sgit allapotanak a
korébbi vagy egy Uj homeosztatikus 8lapotba tdrténd vissza-
allitésa egy autofagia-fliggd 6nemésztés dtal, mig a tllzott
stressz apoptotikus sejthal @t indukal. A sejtndvekedésfd sza-
bdlyozgjanak, az mTOR (tvonanak (mammalian target of
rapamycin) az UPR-rel kol csdnhatasban pro-apoptotikus sze-
repevan. Az UPR ésaz mTOR kdzotti kapcsolat mér bizonyi-
tott, de hogy ezek az utak hogyan befolyasoljék az élet-haldl
kozti dontés dinamikgjat ER stressz esetén, még ismeretlen.
A szabdlyozas hdozatok kozott levd lehetséges taldlkozasi
pontok ugyanis alapvetden hatarozzak meg a sejt egészének
hibatlan mOkodését, ezért kiterjedt orvoshioldgiai és gyogy-
szeres kutatasok iranyulnak rgjuk, példaul az Uj rak terapiak
keresésében is fontosak |ehetnek.

A kisérleteink sorén célul tlztik ki az UPR-indukélt
Gadd34 szerepének a megértését az UPR-mTOR (tvonal ak
keresztkapcsolataban ER stressz soran. Ezt a kérdést kilon-
b6z molekularis biolgiai eszkdz segitségével vizsgaltuk.

Kisérleteinkhez humén segjtvonalat (HEK293) kezeltiink
ER stresszorra (thapsigargin), mTOR gétloszerrel (rapa-
mycin) vagy autofégiainaktivatorral (3-metiladenin).

Vizsgdlataink megerdsitették, hogy az mTOR gétlésa
(autofagia aktivalésa) ER stressz esetén novelte a sejtek élet-
képességét az autofégia indukcidja dtal. Azt vettik észre,
hogy a Gadd34, amely az egyik kulcseleme az UPR Utvonal-
nak, képes ra, hogy pozitivan hasson a sejtek tulélésére ER
stressz esetén. Elképzelésiink szerint az mTOR és az UPR
szinergizmusa, atulélést segitd autofégia és a sgjithaldlt indu-
k& 6 apoptdzis kdzotti dontésben keresztkapesolati szabalyo-
z6 elemekkel és visszacsatoldsi hurkokkal valésul meg ER
stressz hatéséra. Uj autofégia induktort is alkalmaztunk aki-
sérletek soran (rezveratrol), és annak hatasét is vizsgéltuk az
mMTOR-UPR keresztkapcsolatra.

Ebben a témaban még nem szliletett publikécié a munkacsoportunk
dtal.
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Background: Exosomes may play a key role in
intercellular communication and they may hold therapeutic
importance. To study exosomes we need an efficient method
to isolate pure samples of exosomes from blood plasma, a
subject under constant debate. We have previously found
exosome isolation by ultracentrifugation (UC) to be
inefficient and isolates to be substantially contaminated with
albumin. Size exclusion chromatography (SEC) is a novel
method that could potentialy replace UC, however, its
efficiency and the purity of the isolates have yet to be
established and optimized.

Aim: To evauate the efficiency and quality of exosome
isolation from rat plasma using different SEC media.

Methods: Blood plasmafrom male Wistar ratswas| oaded
onto each of the following gravity-eluted columns: Sepharose
2B, Sepharose CL-4B and Sephacryl S-400, each with 10 ml
bed volume. In a separate experiment, blood plasma was
loaded onto a Sephacryl S-400 column with a bed volume of
120 ml. Western blot (WB) was used to assess the amount of
exosome markers TSG101 and CD63 in the collected
fractions. The degree of purity was examined by loading
equal amount of protein and the subsequent detection of
exosome markers and albumin. Equal volume loading was
performed to estimate the efficiency of isolation. Size
distribution was measured by dynamic light scattering (DL S)
or Nanoparticle Tracking Analysis (NTA). Transmission
electron microscopy (TEM) was used to demonstrate the
presence of exosomes.

Results: Equal protein loading of the WB showed
detection of exosomal markers without significant impurities
in the Sepharose CL-4B and Sephacryl S-400 columns,
however, with the Sepharose 2B column, exosomes co-el uted
with albumin. Low separation efficiency and high degree of
albumin was detected in exosome-containing fractions. DLS
assay detected particles corresponding to exosomes
confirming the WB findings. The large-scale experiment also
showed low efficiency of isolation.

Conclusion: SEC yields pure exosomal sampleswith low
separation efficiency in the Sepharose CL-4B and Sephacryl
S-400 columns. Increasing the bed volume did not increase
the isolation efficiency, which could indicate a possible
abumin-exosome interaction. SEC provides pure exosome
isolates that can facilitate the further study of exosomes in
experiments where high purity, but not high efficiency, is
required.

Témavezetd(k): Tamds Baranyai, PhD student, Department of
Pharmacology and Pharmacotherapy; Zoltdn Giricz, senior
research fellow, Department of Pharmacology and
Pharmacotherapy
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