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Roviditések jegyzéke

ABB: annexin-binding buffer; annexin kété puffer
ACD-A: acetic-citrate-dextrose; savas-citrdtos dextrozos oldat (vérveteli csében)

ALIX: PDCD6-interacting protein; az endoszomdlis kompartment részeként részt vesz az

exoszomak szekrécidjaban

apoB100: apolipoprotein B100

apoB48: apolipoprotein B48

apoClI: apolipoprotein ClI

apoE: apolipoprotein E

AX: annexin, esetiinkben rekombindns annexin V-os izoforma

CD41la: vérlemezke antigén CD41a, vérlemezke membran glikoprotein 11b

CDG63: CD63 antigén; tetraspanin-30; melanoma asszocidlt antigén ME491

CD9: CD9Y antigén; tetraspanin-29; leukocita antigén MIC3

ECL: enhanced chemiluminescence; Western blothoz kemilumineszcens szubsztrat oldat
EDTA: etilén-diamin-tetraecetsav

EV: extracelluldris vezikula

FITC: fluoreszcein-izotiociandt

h: ora

HPLC: high pressure liquid chromatography; nagy nyomdsu folyadék-kromatogrifia
HRP: horseradish peroxidase; tormaperoxidiz

ISEV: Internatial Society for Extravellular Vesicles; Nemzetkozi Extracelluldris Vezikula

Tarsasdag
IEV: large EV, nagy méretii vezikula
m/m%: tomegszdzalék

MEV: medium sized EV; kézepes méretii extracellularis vezikula
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min: minutum; perc

NTA: nanoparticle tracking analysis; nanorészecskék mozgdsat kivetd analizalo modszer
OsO4: 0zmium tetraoxid

PBS: phosphate buffered saline; foszfattal pufferelt fiziologids séoldat
PE: phycoerythrin

PFP: platelet-free plasma; vérlemezke mentes plazma

PG-EL: prosztaglandin E1

PLT: platelet; vérlemezke

SDS: sodium doudecyl sulfate; ndtrium-dodecil-szulfit

SEV: small EV; kisméretii extracelluldris vezikulik

sec: secundum; mdsodperc

SEC: size exclusion chromatography; méretkizdrdsos kromatografia
TEM: transzmisszios elektronmikroszkopia

TRPS: tunable resistive pulse sensing; Coulter szamladlo elvén alapulé nanorészecske

analizalo modszer

Tsg101: tumor susceptibility gene 101 protein; az endoszomadlis kompartment részeként részt

vesz az exoszomdk szekréciojaban

WB: Western blot
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1. Bevezetés

1.1. A Keringo extracellularis vezikulakrol altalanossagban

Az extracellularis vezikuldk (EV-K) olyan lipid kettds réteggel hatarolt, sejtek altal
szekretalt struktardk, melyek irdnt a tudomdnyos érdeklédés az utobbi években
ugrasszeriien megnétt (Thery C és mtsai, 2009; Gyorgy B és mtsai, 2011/2; Colombo M
és mtsai, 2014).

A tudomanyteriilet viszonylag fiatal volta miatt az EV-k nevezéktana folyamatosan
alakuloban van (1. abra). A kozelmultig a legkisebb vezikulakat (<100-200 nm)
exoszomaknak neveztiik (Colombo M és mtsai, 2013). A legujabb ajanlasok szerint az
exoszoma kifejezést csak azokra a kisméretli EV-kre javasolt hasznalni, melyek igazolt
modon a multivezikularis test exocitdzisaval jutnak ki az éket termel6 sejtbdl (Kowal és
mtsai, 2016; Tkach M ¢és mtsai, 2018; van Niel G és mtsai, 2018). Ezeknek a
vezikuldknak a pontosabb azonositisara javasolt az endoszémalis eredetet igazold

markerek hasznalata, mint példaul a Tsgl101 vagy az Alix (Kowal és mtsai, 2016).

Ugyanezen séma mentén a kozepes méretli (200-1000 nm) vezikuldkat, melyek
altalaban a plazma membranbol leflizOdéssel keletkeznek, mikrovezikuldknak vagy
vérplazma eredetiieck esetében mikropartikulaknak neveztiik kordbban (Gydrgy B és
mtsai, 2011/2). Ez a nevezéktan tovabbra is elterjedt, de javasolt inkabb az izolalas
modjara (10k iiledék) vagy a vezikuldk méretére utald (,,kozepes méretii EV™) valo
hivatkozds a tovabbiakban mindaddig, mig a biogenezisre egyértelmlien utalod
extracellularis vezikula markerek nem éllnak rendelkezésiinkre (Kowal és mtsai, 2016;

Tkach M ¢és mtsai, 2018).

A legnagyobb EV-k nevezéktana is egyre szerteagazobb, az ujabb és ujabb
felfedezéseknek koszonhetden. Kordbban a programozott sejthaldlsoran keletkezd
apoptotikus testeket soroltuk ide (Gydrgy B és mtsai, 2011/2), ma mar a ,,nagy EV-k”
tdborat erdsitik tobbek kozott a daganatos sejtek altal szekretdlt nagy onkoszomak
(Morello M ¢és mtsai, 2013) illetve a sejtek migracidja soran keletkezd migraszémak is

(Ma L és mtsai, 2014).
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Ebben a dolgozatban torekedtiink arra, hogy a lehetd legaktualisabb nomenklatarat
kovessiik, annak ellenére is, hogy igy a dolgozatban ¢és a dolgozat alapjaul szolgalo
kozleményekben (ahol még a régi nevezéktant hasznaltuk) eltérés tapasztalhato az EV-k

nevezéktanaban.

Extracellularis vezikuldk

1. abra. Az extracellularis vezikulak nevezéktana.

Ennek megfeleléen a vérplazmabol 20.000 g centrifugalis erével izolalt kozepes
méreti EV-kre mint ,medium size EV-k” fogunk hivatkozni (mEV), az
ultracentrifugéalassal izolalt kisméreti vezikuldkra pedig a ,,small EV” (sEV) kifejezést

fogjuk a tovabbiakban hasznalni.

A munkank soran dontéen vérplazméval dolgoztunk, melynek feldolgozasa soran az
els6 1épés a vérlemezkék eltavolitasa (Lacroix R és mtsai, 2013; Gyorgy B és mtsai,
2014), ezért a vérlemezkékkel egy mérettartomanyba es6 nagy EV-ket (,large EV,

1IEV?”) kisérleteink soran nem volt modunk vizsgalni (2. abra).
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2. abra. Az EV-k atlagos méretei, 6sszehasonlitas mas struktarakkal.

1.2. Az EV-k izolalasa és detektalasa

Az EV-k izolalasara és detektalasara tobb lehet6ség is rendelkezésiinkre all. A
Nemzetkozi Extracellularis Vezikula Tarsasag (International Society for Extracellular

Vesicles, ISEV) 2014-es ajanlasa a kovetkezoket tartalmazta (Lotvall J és mtsai, 2014):

1. EVizolalas/szepardlas:

a) Nem létezik egyetlen tokéletes izolalasi modszer, ezért a rendelkezésre allo
modszerek eldnyeit és hatranyait mérlegelve, a tudomanyos kérdéstol és az EV
preparatum felhasznalasatol fiiggden érdemes megvalasztanunk az izolalasi modot.

b) A kozleményekben kiemelt elvaras az alkalmazott technikak részletes

bemutatasa, ndvelve ezzel a kisérletek reprodukalhatosagat.
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2. Az EV-kjellemzese:

Az EV-k altalanos jellemzése soran érdemes kimutatni minimum harom kiilénb6z6
EV protein markert,

» melyekbdl legaldbb egy legyen transzmembran/lipidk6td fehérje —
pl.: tetraspanninok (CD9, CD63, CDS81), integrinek, adhéziés molekulak, membran
receptorok, heterotrimer G fehérjék, foszfatidil-szerin kotésre képes fehérjék;

= egy pedig olyan citoszélikus protein mely igazoltan elofordul az
EV-kben — pl.: endoszomalis eredetre utal az Alix és Tsgl01 fehérjék jelenléte, illetve a
syntenin-1 mely a syndecanokkal egyiitt az exoszomalis cargo 0Osszetételének
kialakitasaban jatszik szerepet (Friand V és mtsai, 2015);

* az EV-k altalanos jellemzésének részeként javasolja az ISEV a negativ EV
markerek bevezetését és analizisét. Ez azt jelenti, hogy olyan fehérjék jelenléte,
melyeknek nem ismert asszociacidja a plazmamembran ¢és az endoszomalis
kompartmentekkel, nem kivanatos az EV mintdkban. Pl.: az endoplazmas retikulum
rezidens fehérjéi (calnexin), mitokondrialis proteinek, Golgi-asszocialt fehérjék és az

Argonauta/RISC komplex elemei.

A kritériumrendszernek ez a pontja vita targya, hiszen egyre tobb olyan fehérjét
azonositanak EV asszocidltan, melyek e pont értelmében nem lehetnének vezikuldris
fehérjének tekinthetéek. Munkacsoportunk egyik kozelmultban megjelent kozleménye
példaul igazolta magi fehérjék (hisztonok), illetve magi és mitokondridlis DNS

szekvenciak jelenlétét az SEV-K felszinével asszocidltan (Németh A és mtsai, 2017).

A fenti fehérjék kimutatasa torténhet aramlasi citometriaval, Western blottal, vagy

egyéb megbizhato fehérje kimutatasi modszerekkel, pl. ELISA-val is.

3. Egyedi vezikulak jellemzése, legalabb két, egymast kiegészitd modszer
alkalmazasaval, mint az:

a) elektronmikroszkopia vagy atomeré mikroszkopia (kozeli és atnézeti képet is
javasolt bemutatni);

b) illetve érdemes olyan modszerekkel is analizalni a vezikuldinkat, melyek az
egyes részecskék egyedi analizisére adnak lehetdséget, de a mikroszkopos technikdknal

joval nagyobb ateresztd képesség mellett. Illyen az egyes részecskék Brown-mozgasat
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nyomon koveté Nanoparticle Tracking Analysis, illetve a Coulter-szamlaloé elvén
alapulo Tunable Resistive Pulse Sensing (TRPS) technika.

4. A funkcionalis vizsgalatok esetében nagyon fontos a megfeleld kontrollok
alkalmazasa:

a) avizsgalt EV-knek tulajdonitott hatas esetén dozis-fliiggés igazolasa,

b) azizolalasi 1épéseknek megfeleld kontrollok alkalmazasa, mock izolatumok (EV
mentes rendszerekbdl) a kontaminacio kizarasara;

c) i/ strGség gradiensen tisztitott EV-k hasznalata a kimutatott hatas EV-
asszocialtsaganak igazolasara;

1./ EV-deplécio a hatas kiiktatasara,

iii./ a fluoreszcens EV/sejt jelolést hasznald vizsgalatok adatai szintén kelld

korultekintéssel értékelendoek.

A kritériumrendszer folyamatos fejlesztés alatt van, jelenleg éppen zajlik a

tovabbfejlesztett ajanlas Osszeallitasa (Witwer KW és mtsai, 2017).

A leggyakoribb EV izoldlasra hasznalhaté modszerek Osszehasonlitod jellemzése az

1. Tablazatban talalhato.

Altalanossagban elmondhaté, hogy az arany standard izolaldsi modszer a differencial
ultracentrifugalds, lehetdség szerint slriiség gradiensen vald tisztitdssal kiegészitve

(Momen-Heravi M és mtsai, 2013, van Deun J és mtsai, 2014).

Jelen munkankban is ennek megfeleléen jartunk el, és ezeket az izolalasi

modszereket részesitettiik elédnyben.
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A leggyakrabban alkalmazott EV izolalasi modszerek elonyei és hatranyai (Sodar BW ¢és
mtsai, 2017 nyoman)

EV izolalasi Elényok Hatranyok Hivatkozasok
modszer

Differencial a mintaban iddigényes; Van Deun J és mtsai,

centrifugalas talalhato sszes specialis miiszerezettség 2014;
EV-t alpopulacids | (ultracentrifuga) sziikséges; Kowal J és mtsai,
bias nélkiil nyeri a mintat protein 2016; ) )
ki; aggregatumok ¢és Zlalfg_res R s misal,
nagy térfogatﬁ Ilpo.protelnek szennyezhetik; | \, omen-Heravi F és
mintaknal is az izolalas soran az EV-k mtsai, 2012)
alkalmazhato sériilhetnek/aggregalodhatnak

Stirtiség ~ differencial iddigényes; Van Deun J és mtsai,

gradiens centrifugalas, de a | specialis miiszerezettség 2014;

ultracentrifugalas | minta (ultracentrifuga) sziikséges; Kowal J és mtsai,
szennyezettsége a mintat lipoproteinek 2016; , ,
kisebb szennyezhetik Z%izna Y és mtsal,

Ultrafiltracio olcsobb, mint az | az EV-k aspecifikusan a Nordin JZ, 2015;
ultracentrifugalas | filtrdcios membranhoz Vergauwen G ¢s

kotédhetnek, csokkentve az
izolacios hatékonysagot

mtsai, 2017

Affinitas-alapu

szelektiv és

egyszerre egy bizonyos

Abramowicz A és

izolacios molekula- markert hordozo alpopulacié | mtsai, 2016;
modszerek specifikus; izolalasara alkalmas; Tauro BJ és mtsai,
kereskedelmi az izolalashoz hasznalt 2012, _
forgalomban antitest és az elucids puffer ZBT;O BJ ¢ misal,
kap.hz}toalf zava'rhatja'a ’tovébbl Ueda K & mitsai,
validalt kit-ek analizist/kisérleteket; 2014
a gyongyokrol valo Yoshioka Y és mtsai,
levéalasztas soran az EV-k 2014
sériilhetnek
Precipitacios kereskedelmi az elucios pufferek és a Abramowicz A és
modszerek forgalomban mintiban maradd mtsai, 2016;
kaphatoak kit-ek; | precipitacios reagens Deregibus MC és
mtsai, 2016

rovid izolalasi

1d06;

relative olcso;

nem sziikséges

maradvanyok zavarhatjak a
tovabbi analizist/kisérleteket;
az izolatumok gyakran
tartalmaz nem EV eredeti

specialis fehérjeket és egyéb
miszerezettség molekulakat
Méret kizarasos | nem a minta jelentds mértékben Boing AN és mtsai,
kromatografia aggregalddnak az | kihigul, emiatt gyakran a 2014; _
EV-k; minta re-koncentracidjara van Z\Z)Vfét_on JL és mtsai,
olcso; szliksé .
y 8 Nordin JZ, 2015;
nem sziikséges . .
. Hong C-S és mtsai,
specialis 2016
miiszerezettség Géamez-Valero A és

mtsai, 2016

10
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Az EV-k analizise soran is szem el6tt tartottuk az ISEV ajanléasait (Lotvall J és mtsai,
2014). A mintdinkat mind TRPS-sel, mind transzmisszids elektronmikroszkopiaval

(TEM) analizaltuk.

Az EV markeret foleg aramlasi citometriaval vizsgaltuk, de a siiriiség gradiensen

tisztitott mintak esetében Western blot analizist is végeztiink.

Részletesebben az EV-k aramlési citometrids analizisét mutatjuk be, hiszen
kisérleteink tilnyomo tobbségében az dramlasi citometria volt az elsédleges vizsgalati

modszeriink.

1.2.1. Az EV-k aramlasi citometrias analizise

Jelen munkédnkban a vérplazma EV-it els6sorban aramlési citometriaval vizsgaltuk,
ezért részletesebben a vérplazma eredetli vezikuldk aramlési citometrids analizisét
szeretnénk bemutatni. Az dramlési citometria jellegébdl addéddan az EV-k esetében
els6sorban felszini markerek analizisére van lehetdségiink, bar mar Iéteznek

intravezikularis jeloléseket hasznald protokollok is.

Az egyik elterjedt modszer esetében a szamos EV kiilsé felszinén megtalalhato
foszfatidil-szerin keriil kimutatasra. Ehhez altalaban fluoreszcensen jel6lt annexineket
(a mi esetiinkben annexin V-6t, AX) vagy laktadherint hasznalhatunk. A laktadherin
esetében nem sziikséges kalcium ionok jelenléte a foszfatdil-szerin megkotéséhez, mig,
ha annexinnel szeretnénk megjelolni az EV-inket, akkor kalcium-tartalmt puffert

sziikséges hasznalnunk (Tripisciano C és mtsai, 2017).

Ezen feliil hasznalhatunk még a lipid kettds rétegbe beoldddo fluoreszcens festékeket
(PKH26, PKH67) (van der Vlist EJ és mtsai, 2012; Pospichalova V és mtsai, 2015),
kolera-toxint, mely a membran GM1 gangliozidjaihoz kot (Osteikoetxea X és mitsai,
2015/1), illetve elterjedt az intravezikularis észteraz aktivitast kihasznalo fluoreszcens
calcein jelolés is (Gray WD és mtsai, 2015). A membranok tetraspanninjait felismerd
antitestek (CD9, CD63, CD81) szintén jol hasznalhatéak az EV-k kimutatdsara (Lotvall
J és mtsai, 2014).

11
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A vérben keringd EV-k aramlasi citometrias analizise soran kidertilt, hogy a kering6
EV-k legtobbje a vérlemezkékbdl szarmazik (Diamant M és mtsai, 2002). Ezen feliil
szamottevd még a keringésben taldlhatd vorosvértest, endotél és fehérvérsejt (monocita,

T-sejt, B-sejt és granulocita) eredetii EV-k mennyisége is (Nielsen és mtsai, 2014).

A leggyakoribb markerek az EV alpopulacidk azonositasara (Diamant és mtsai, 2002
nyoman):

»  Altalanos: AX, laktadherin, PKH, stb...

= Vérlemezke eredetit EV-k: CD41, CD61, CD62
»  Vorosvértest eredetii EV-k: glikoforin A

* Endotél eredetii EV-k: CD34

*  Monocyta eredetii EV-k: CD14

= B-sejt eredetti EV-k: CD19, CD20, HLA-DR

= T-sejt eredetii EV-k: CD3, CD4, CD8

»  Granulocita eredetiit EV-k: CD66

Mivel tulnyomorészt vérplazmabol és vérlemezke koncentratumok feliiliszoibol
dolgoztunk, ezért a foszfatidil-szerint kimutatdo AX jelolés mellett CD9, CD63 altalanos
tetraspaninokat Kimutatd jeloléseket, illetve a vérlemezke eredetli EV-k kimutatasara

pedig CD41a-t felismerd fluoreszcens jelolovel konjugalt ellenanyagokat hasznaltunk.

Az EV-k aramlasi citometrias analizisére is szamos ajanlas sziiletetett (Coumans

FAW és mtsai 2017; Nolan JP és mtsai, 2018; http://www.evflowcytometry.org/).

Fontos kiemelni, hogy az EV-k analizise a sejtekt6l eltér6 beallitasokkal kell, hogy
torténjen. Szintén fontos, hogy az EV-k abszolit méretének meghatarozasara az
aramlasi citometria nem alkalmas, a kiilonb6z6 kalibrald részecskék és a mintaban
talalhato EV-k eltérd fényszorasi paraméterei (refraktiv index) miatt. A miiszer
mtsai, 2015), vagy a kettd keverékét javasoljak. Szintén igéretes irany a bioldgiai

membranokhoz hasonlé liposzéma standardok hasznélata, vagy a nemrégiben leirt
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nanoeritroszomaké, melyek mesterséges vorosvértest eredetii vezikuldk EV-mérések

standardizalasara (Valkonen S és mtsai, 2017).

Szintén fontos jelenség az Un. ,,swarm”, vagyis raj-effektus. A jelenséggel akkor kell
szamolnunk féleg, ha olyan részecskéket szeretnénk vizsgalni, melyek mérete a detektor
feloldasi kiiszobéhez kozeli. Ilyenkor eléfordulhat, hogy egynél joval tobb részecske
halad el egyszerre a detektor el6tt, az azonban a siiri tomegben nem képes kiilonbséget
tenni az egyedi események kozott. Ha arra gyanakszunk, hogy a mintainkban a jelet
swarm effektus befolyasolhatja, akkor érdemes meghigitani a mintat, és egy higitasi sort
lemérni. Ha a higitott mintdban nagyobb jelet kapunk, mint a higitatlanban, akkor
feltehet6en a swarm effektus felel a toményebb minta alacsonyabb jeléért (van der Pol E
és mtsai, 2012).

1.3. Az EV-k bioldgiai jelentoséoe

Az EV-k biologiai jelentdsége dontden abbol ered, hogy a legtobb testfolyadékban és
a sejtkultirak feliiluszoiban megtaldlhatéak (Thery C és mtsai, 2009; Gyorgy B és
mtsai, 2011/2; Colombo M és mtsai, 2013; Colombo M és mtsai, 2014). Ezen feliil a
testfolyadékok EV-inek dsszetételében/mennyiségében bekovetkezd valtozdsok szamos
fiziologias és patologids allapottal hozhatok Osszefiiggésbe, igy az EV-k idedlis
biomarkerek lehetnek (Gyorgy B és mtsai, 2012; Peinado H és mtsai, 2012; Buzas EI és
mtsai, 2014; Yanez-Mo M ¢és mtsai, 2015; Melo SA és mtsai, 2015).

Példaul a szisztémds lupusz autoimmun betegségben szenveddk esetében
beszamoltak a keringd vérlemezke €s endotélsejt eredetli EV-k megemelkedett voltardl
az egészséges kontrollokhoz képest (Mobarrez és mtsai, 2016). Egyéb autoimmun
betegségekben is jellemzd a keringd EV alpopulaciok megvaltozott mintazata (Buzas EI

¢és mtsai, 2014).

A kardiovaszkularis betegségekben szintén szdmos tanulméany foglalkozik a
keringésben talalhatdé EV-k mennyiségi és mindségi valtozasaival. A keringd mEV-k
fiziologias €s kardiovaszkularis betegségekrol betdltott szerepérdl 2017-ben adott ki egy

allasfoglalast az Furdpai Kardiologiai Tarsasag (Ridger VC és mitsai, 2017). A
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kozleményben Osszefoglaljadk a legfrissebb informacidkat a keringésben taldlhato
vérlemezke, endotél, vorosvértest és fehérvérsejt eredetti mEV-kkel kapcsolatban, mind
a keletkezésliket, mind az izolalasukat és analizisliket, mind pedig a feltételezhetd

biologiai szerepeiket illetden (Ridger VC ¢€s mtsai, 2017).

A vérben keringd vezikuldk tanulmanyozdsa soran igen koran fény deriilt a
preanalitikai tényez6k fontossagara (Gyorgy B és mtsai, 2011/1; Witwer KW ¢és mtsai,
2013). A vérvételi csé helyes megvalasztasatol (Gyorgy B és mtsai, 2014) egészen a
minta minél korabbi vérlemezke mentesitéséig (Lacroix R és mtsai, 2013) szamos
buktatoval kell szembenéznie azoknak, akik EV analizisre vallalkoznak. Felvetodott a
vérvétel és az étkezések viszonya is, azonban korabban erre vonatkozd részletes

tanulmany nem allt rendelkezésre.

1.4. A lipoproteinekrol altalanossagban

A vérplazméban a keringd EV-k mellett nagy mennyiségben képviselteti magat egy
masik, szintén kisméretli részecskékbdl allo populacido is, a lipoproteinek. Az
EV-kkel ellentétben, ezeket nem lipid kett6sréteg hatarolja, hanem egyetlen foszfolipid
réteg védi a részecskék hidrofob magjat, ahol a zsirok szallitdsa torténik (Cox RA és

mtsai, 1990; Jonas A, 2008; Ramasamy |, 2014).

A lipoproteinek f6 célja az energia szallitas, igy nem meglepd, hogy a vérplazmaban
detektalhatd szintjiik Osszefliggést mutat az illetd metabolikus statuszaval. A nagy
denzitdsu lipoprotein (HDL) és az alacsony denztitdst lipoprotein (LDL) fontos

paraméterek a kardiovaszkularis riziko becslése soran (Morris PB és mtsai, 2014).

Az étkezésekkor a bélham kilomikronokat szekretdl a keringésbe, melyek a
taplalékkal felvett lipid természetli anyagok transzportjaért felelnek (Sabaka P és mtsai,
2013). Ezzel parhuzamosan a maj csokkenti az LDL szekréciojat (Sabaka P és mtsai,

2013).

A 3. abran lathatéak a plazmaban leggyakrabban el6forduld lipoproteinek, az
egymashoz viszonyitott méreteik ¢és a felszinikon eléforduld legjellemzobb

apolipoproteinek. Apolipoproteineknek a lipoproteinek fehérje komponenseit nevezziik,
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szerepiik egyfelol a részecske szerkezeti integritdsanak megdrzése, masfelol a

receptorokkal/enzimekkel vald interakciok biztositasa.

apoClII

apoAl Dy
. . 0/00 QpOBI 0p
~ ® apoE
KILOMIKRON VLDL apo ® LDL HDL

O apoClII ' a.oAl
Zp ® - apoClII

70-1000 nm 27-200 nm 20-26 nm 6-12,5 nm

3. abra. A vérben megtalalhat6 fobb lipoprotein populaciok és a felszintikon hordozott
apolipoproteinek. A részescskék atlagos atmérdje szintén leolvashatd az abrarol.
Roviditések: VLDL: very-low-density lipoprotein (nagyon alacsony denzitisu lipoprotein);
LDL: low-density-lipoprotein (alacsony denzitasu lipoprotein); HDL: high-density lipoprotein
(magas denzitasu lipoprotein); apoX: apolipoprotein X, X:Al, B48, B100, ClII, E). Nikolac N,
2014 és von Zychilinski A és mtsai, 2014 nyomén.

Itt fontos megjegyezniink, hogy az egyes részecskék apolipoprotein Osszetétele
dinamikus, lehetséges az egyes apolipoproteinek cseréje/transzfere a részecskék kozott.
A nagyméretli apoB esetében nem irtak le az irodalomban transzfert, azonban a tobbi
apolipoprotein részecskék kozotti megoszlasa valtozhat. Az egyes apolipoproteinek és

az 6ket hordoz6 lipoproteinek kapcsolatat foglaltuk 6ssze a 2. Tablazatban.

Az eredményeink értelmezéséhez fontos tudnunk, hogy az LDL részecskék fehérje
komponensének tobb mint 95%-4ért az apoB felel (von Zychlinski A és mtsai, 2014).
Réadasul minden LDL részecske definicio-szerlien tartalmaz egy darab apoB100
molekulat, mig apoCII-t és apoE-t csak a részecskék kevesebb, mint 10%-a hordoz
(Jonas A, 2008; von Zychlinski A és mtsai, 2014).
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2. Tablazat

A keringésben fellelheté leggyakoribb apolipoproteinek fébb tulajdonsiagai (Rader DJ és
mtsai, 1994 és *von Zychilinsky A és mtsai, 2014 nyoman).

Apolipoprotein Hordoz6 lipoprotein F6 funkcid/receptor

Apo-Al HDL HDL strukturalis fehérjéje;
a lecitin-koleszterol-
acetiltranszferaz ligandja

Apo-B48 kilomikronok, kilomikron a kilomikronok strukturalis
remnant (keringésben maradt, | fehérjéje
eliminalatlan) lipoproteinek

Apo-B100 VLDL, IDL, LDL a VLDL, IDL és LDL
strukturalis fehérjéje;
az LDL receptor ligandja

Apo-ClI kilomikron, VLDL, (LDL) a lipoprotein lipaz aktivatora,
aVLDL LDL-l¢é alakuldsa
soran a részecske a
keringésben elvesziti,

Apo-E remnant lipoproteinek, HDL, | az LDL receptor ligandja;
VLDL, IDL, LDL a remnantokat felismer6
receptor (apoE receptor)
ligandja;

a VLDL LDL-/é alakulasa
soran a reszecske a
keringésben elvesziti

15. Az EV-k és a lipoproteinek kapcsolata

A HDL-r6l ismert, hogy egyiitt izolalodhat a vérplazma eredetii SEV-kkel (Yuana Y
¢s mtsai, 2014). Szintén irodalmi adatok igazoljak, hogy a vérplazma lipoprotein
deplécidja, példaul lipoprotein apheresis esetén, jelentés mértékii EV veszteséggel
jarhat (Connolly és mtsai 2014). Merk és mtsai pedig azt talaltak, hogy az apoB-t
hordozé lipopoproteinek antitest-medialt deplécidja szintén jelentés EV veszteséggel

tarsul (Merk M és mtsai, 2017).

Az apoE-rdl kimutattdk, hogy a melanocyta eredetli SEV-k felszinén is megtalalhato,

nem csak a lipoproteinek felépitésében vesz részt (van Niel G és mtsai, 2015).

Egyes virusok (pl. hepatits C virus) esetében leirtdk, hogy a lipoproteinekkel egytitt

un. lipoviralis részecskéket képezhetnek, ebben az esetben a két partikula részleges
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vagy teljes fuzidja illetve a szekrécid soran hibrid részecske keletkezése figyelheté meg

(Lindenbach BD és Rice CM, 2013; Yang Z és mtsai 2016).

B

4, abra. A) A hepatitis C virus részecske sematikus rajza. B) Modell a lipoviralis
részecskék felépitésére. Baloldal: két részecskés modell, a virus a felszinéhez
asszocialtan képez komplexet a lipoproteinekkel. Jobb oldal: A virus részben vagy
teljesen inkorporalddik a lipoprotein belsejébe. (Lindenbach BC ¢és Rice CM, 2013
nyoman)

Réadasul a lipoproteinek kozott megvaldsuld egymas kozotti lipid és apolipoprotein
atadas (Illingworth DR és Portman OW, 1972; Barr SI és mtsai, 1981; Liu XQ és
Bagdade JD, 1995; Ooi EMM ¢és mtsai, 2008) is lehetséges ezen részecskék esetében,
apoE-t hordozo lipoproteinekkel képesek az apoE fehérje atadasara/atvételére (Yang Z
¢és mtsai 2016).

Angeloni ¢és mtsai igazoltak, hogy a scavenger receptor B1 képes fluoreszcens
foszfolipidek transzportjara mesterséges HDL-szerli nanopartikuldk ¢és exoszomak

kozott (Angeloni NL és mtsai, 2016).

A jelenleg elérhet6 részecske szamlalason alapuld technikak (nanoparticle tracking
analysis: NTA, illetve tunable resistive pulse sensing: TRPS) sajnalatos médon nem
képesek kiilonbséget tenni az EV-k és egyéb korpuszkularis strukturdk, mint a
lipoproteinek és protein aggregatumok kozott (Gyorgy B és mtsai, 2011/1). Emiatt ezek
a felszini markerek jellemzését nélkiiloz6 EV analizdlo technikdk a biologiai
folyadékokban gyakran tévesen hatarozzak meg mind az EV-k mennyiségét, mind az

EV-k méretét.
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A fenti eredményeket tekintetbe véve az étkezésnek és az étkezéskor megjelend
lipoproteineknek az EV-k analizisére kifejtett hatasa mindenképpen tovabbi részletes

tanulmanyozast igényel.
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2. Célkitizések

Munkank soran elsédleges célunk az étkezéseknek és az étkezésre megjelend
kilomikronoknak a tanulmanyozasa volt. Abbol a szemszogbdl vizsgaltuk oket, hogy

vajon van-e hatasuk az EV-k izolalasara és analizisére.

Ehhez az alabbi kérdéseket fogalmaztuk meg és probaltuk megvalaszolni:

1. Az étkezésre megjelend kilomikronok zavarhatjdk-e az EV-k dramlési
citometrids és TRPS analizisét? Az étkezéshez képest milyen iddablakban kell
szdmolnunk a hatasukkal?

2. A lipoproteinek egyiitt izolalodnak-e a vérplazma eredetii EV-kkel? Vajon a
vérlemezke koncentratumok feliiluszo6ibol izolalt vezikuldk esetében is szamolnunk kell
a lipoproteinek jelenlétével?

3. Az egyiitt izolalodott lipoproteinek elvalasztatbak-e az EV-kt6l

e az MEV-k esetében Optiprep™ siirliség gradiens ultracentrifugalas vagy
méretkizarasos kromatografia hasznalataval?

e az SEV-k estében Optiprep™ siirliség gradiens ultracentrifugalas segitségével?

4. Az egyiitt izolalodott lipoproteinek vajon LDL részecskék vagy kilomikron
remnantok?

5. Vajon az LDL aggregatumok detektalhatoak-e aramlasi citometriaval és
TRPS-sel az mEV-k mérettartomanyaban?

crer

interakcioval allunk inkabb szemben?
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3. Anyagok és mdédszerek

3.1. Vérmintak és vérlemezke koncentratumok

A lipoproteinekkel kapcsolatban azt varjuk, hogy elsdsorban a keringésben 1évo EV-
k analizisét befolyasoljak, ezért a vizsgalatainkat human vér és human vérlemezke
koncentratum  feliiluszéjanak  felhasznalasaval — végeztik. A  vérbdl  torténd
vizsgalatokhoz a konyokvénabdl vért vettiink 14 egészséges felndtt alanytol (6 férfi és 8

nd, atlag életkor + SEM: 27,14 + 1,77 év, min.: 25 max.: 30 év).

A vérmintak gyijtését egy 10 oras €hezést kdvetden ¢éhomi allapotban, illetve négy
oraval egy standardizalt, zsirokban gazdag étkezést (65% zsir, 33,4% protein és 1,6%

szénhidrat) kovetden is elvégeztiik.

A kisérletek a Helsinki Deklaracioban (1975) lefektetett etikai irdnyelveket kovetve,
a Semmelweis Egyetem Tudoményos és Kutatdsetikai Bizottsaganak jovahagyasaval

torténtek. Minden vizsgalatba bevont személy irdsban beleegyezett a vizsgalatba.

A human vérlemezke koncentratum az Orszagos Vérellatdé Szolgélattol szarmazott. A
kisérletekben olyan lejarat kozelében 1évd trombocita készitményeket hasznaltunk fel,

amelyek betegeknek mar nem adhatdak be, de kutatdsi célokra még felhasznalhatoak.

3.2. Laboratériumi vérminta analizis

A szérum minték triglicerid, teljes koleszterin, LDL koleszterin, apoAl és apoB100
értékei mind az éhomi, mind az étkezést kovetd allapotban regisztralasra keriiltek. A
méréseket a Semmelweis Egyetem Kozponti laboratériumaban (Budapest) egy
Beckman Coulter AU680 labor-automataval végeztik el, Dr. Szabé6 Géza Tamas

segitségével.

20



DOI:10.14753/SE.2019.2258

3.3. A periférias vérmintak és a trombocita koncentratum feldolgozasa

A vérbol torténd EV analizishez ACD-A csoveket (Geriner, #455055) hasznaltunk.
Azért esett a valasztasunk erre a csére, mert munkacsoportunk korabban bizonyitotta,
hogy a vérlemezkék in vitro, a vérvétel soran és a vérvételi csdben torténd aktivacidja
ebben a csében a legkisebb mértékii (Gyorgy B és mtsai, 2014). A protokoll soran végig
a Nemzetk6zi Trombozis ¢és Hemosztazis Tarsasag ajanlasainak megfeleléen jartunk el
(Lacroix R és mtsai, 2013). A vérmintakat a vérvételt kovetden 2 Oran beliil
feldolgoztuk. Az alakos elemektdl vald mentesités céljabol kétszer 2.500 g-vel 15-15
percig centrifugaltunk, az igy kapott vérlemezke-mentes plazmat (platelet-free plasma,
PFP) aliquotokra osztottuk, és folyékony nitrogénben hirtelen lefagyasztottuk. A plazma

mintakat ezutan -80°C-on taroltuk a tovabbi analizisig.

A laboratoriumi paraméterek meghatarozasdhoz alanyonként és vérvételi
idopontonként egy-egy csé szérumot is levettiink, melyet az alvadas utan 15 percig

2.500 g centrifugalis erével centrifugaltunk, majd a mérésig -20°C-on taroltunk.

A trombocita koncentratum feldolgozasa soran a vérlemezkéket PGE-1-gyel torténd
aktivacid/aggregacio gatlas mellett kitilepitettilk a koncentratum feliilusz6jabol 900 g
centrifugalis erével 15 percig centrifugalva (Aatonen MT és mtsai, 2014; Osteikoetxea
X és mtsai, 2015/1). A feliluszot ezutan a plazma mintdkhoz hasonldéan kétszer
centrifugaltuk 2.500 g-vel tizendt percig, igy megszabadulva az esetlegesen a

feliiliszoban marado vérlemezkékto6l.

3.4. EV izolalas vérplazmabdl és trombocita koncentratum feliiliiszojabol

A vérplazmabol és trombocita koncentratum feliilisz6jabol torténd EV izolalast az
alabbiak szerint végeztik (Gyorgy B és mtsai, 2011/1; Gyorgy B és mtsai, 2014
Osteikoetxea X ¢€s mtsai, 2015/1; Soédar BW ¢és mtsai, 2016) 5. abra). Eldszor a
plazmat/feliilaszot 1:1 aranyban meghigitottuk PBS-sel, illetve ha AX festést
alkalmaztunk, akkor ABB-vel (ABB: 10 mmol/L HEPES, 140 mmol/L NaCl; 0.25
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mmol/L CaClz; pH: 7.4-7.5), hogy csokkentsiik a viszkozitast és megkonnyitsiik a
tovabbi 1épéseket.

Higitas 1:1 Nyoméerd nélkiilisz(irés Ce;:)rg;gal.as,
- aranyban pérusméret: 800 nm - g'o mEV pellet
z pufferrel 60 min, 16°C

i
—_— —_— L — _ >
PEP 1x mosas utan
pufferben reszuszp.
y

SEV pellet Centrifugélas, Nyoméerd nélkiili sz(irés

100.000 g; pdérusméret: 200 nm
70 min, 4°C
p Feltiluszo,
B q‘:{i i sEV izolalashoz

1x mosés utan
pufferben reszuszp.

5. abra. A vérplazmabdl torténd EV izolalas menete.

A higitott mintadkat kizarolag a gravitdcios hajtoerdt felhasznalva egy 800 nm
porusméretli fecskenddsziirdn (Sartorius) atsziirtiik. Nagyon fontos, hogy keriiljik a
nyomoéerd Kkifejtését, ugyanis ez a nagyobb vezikulak fragmentadlodasdhoz ¢és
mesterséges vezikula képzédéshez vezethet (Witwer KW és mtsai, 2013). A sz{irés utan
az mEV-ket 60 percen keresztil 20,500 g centrifugalis erdvel centrifugalva
kiiilepitettilk egy asztali mikrocentrifugat hasznalva (Hermle, Z216MK, HERMLE
Labortechnik GmbH). Az sEV-k kiiilepitése eldtt beiktattunk egy ujabb gravitacios
szlrést (Sartorius), amivel a
200 nm-nél nagyobb atmérdjii vezikuldk ultracentrifugalas okozta karosodasat probaltuk
elkeriilni. A szlirés utdn az sEV mérettartomanyba esé vezikuldkat ultracentrifugalassal
izolaltuk (OptimaMAX-XP, MLA-55 szogrotor, Beckman Coulter Inc). 100,000 g-vel,
70 percig tartott a centrifugalas 4°C-on, majd a csovek aljarol a pelleteket pooloztuk és
egy mosasi lépésnek vetettiik ald. Mind az mEV, mind az sEV pelleteket 50 ulL
pufferben  (PBS/ABB)  reszuszpendaltuk, folyékony  nitrogénben  hirtelen
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megfagyasztottuk és a  tovabbi  felhasznalasig  -80°C-on  taroltuk. A
tomegspektrometridra (MS) szant mintdkat HPLC tisztasagl vizben reszuszpendaltuk,

¢és ugyanugy taroltuk éket, mint az egyéb vizsgalatokra szant mintékat.

3.5. Siiriség oradiens centrifugalassal torténo vezikula tisztitas

Az irodalmi ajanlasoknak megfeleléen az mMEV és SEV mintakat striiség gradiens

centrifugalasnak is alavetettiik (van Deun J és mtsai, 2014, 6. abra).

Elsé 1épésben a fent leirtaknak megfeleléen kiizolaltuk a vezikuldkat. Ezutan
ioxidaxol oldatbol (Optiprep™, Sigma-Aldrich) diszkontinuus gradienst rétegeztiink
€gy
4,5 mL-es polyallomer ultracentrifuga csébe. Alulrél felfelé 1-1 mL 40, 20, 10 és 5
tomegszazalékos oldatokat rétegeztiink egymasra. Legfeliilre keriilt az mEV/SEV minta

500 uL pufferben reszuszpendalva.

Frl
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6. abra. A slirliség gradiensen torténd ultracentrifugalas utan a mintaban talalhato
kiilonboz6 stirtiségli részecskék elvalnak egymastol.

Ezutan 100,000 g-vel, 4°C-on 20 o6ran keresztiil centrifugdltuk a mintat

(OptimaMAX-XP, MLS-50 kilendiilé rotor, Beckman Coulter Inc.). A centrifugalas
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végén a rotort és benne csoveket fékezés nélkiili leallitasra allitottuk be, majd feliilrol

lefelé haladva 500 uL-es frakciokat gyljtottiink (6sszesen kilencet).

Az egyes frakciok tomegét megmérve ki tudtuk szamolni azok stirtiségét. A frakcidok
stirliségeit abrazolva a linearishoz kozelitd gorbét kaptunk, ezzel igazoltuk, hogy a

stirliség gradiens valoban 1étrejott (7. abra).

1.4+
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7. abra. Az Optiprep™ gradiens frakcidinak gravimetrids adatai. Lathato, hogy
ahogy egyre lejjebb haladunk, az egyes frakciok siiriisége linearisan ndvekszik. Az elsd
frakcio jeloli a gradiens tetejét, a kilencedik a legalso.

A gradiens frakciok esetében fontos, hogy a mintdkat megtisztitsuk az Optiprep™
maradékatol és az Optiprep™  szukréz tartalmi higité pufferétél (0,25 M szukroz, 6
mM EDTA, 60 mM Tris-HCI; pH 7,4), ugyanis ez a késébbi analizist, példaul a
fehérje-tartalom meghatarozasat zavarhatja  (https://assets.thermofisher.com/TFS-
Assets/LSG/Application-Notes/TR0068-Protein-assay-compatibility.pdf).

Az igy Osszegyljtott SEV frakciokat PBS-sel 8,6 mL-re higitottuk, majd az
MLA-55-6s szOgrotorban megmostuk (100,000 g; 3 ora; 4°C). A gradiensen
megtisztitott MEV mintdkat 2 mL-re higitottuk PBS-sel ¢és egy asztali
mikrocentrifugaban (Hermle, Z216MK, HERMLE Labortechnik GmbH) 20,500 g-vel
ujra kiiilepitettilk Oket. Az igy kapott frakciokat a fentieknek megfelelden
pufferben/vizben reszuszpendaltuk, folyékony nitrogénben hirtelen megfagyasztottuk,

majd tovabbi felhasznalasig -80°C-on taroltuk. A Western blotra szant mintakat proteaz
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inhibitor tartalmu lizis pufferben lizaltuk (CellLytic™ + Prote4dz Inhibitor Koktél,

mindkettd Sigma-Aldrich) és felhasznalasig -20°C-on téaroltuk.

3.6. Vezikula tisztitas/izolalas méretkizarasos kromatografiaval (size-exclusion

chromatography, SEC)

A méretkizarasos kromatografia (size-exclusion chromatography, SEC) kiilonb6z6

méretli részecskék elvalasztasara alkalmas modszer (Boing AN és mtsai, 2014).

Gy(jtott frakcio szama

8. abra. EV tisztitds méretkizarasos kromatografiaval. A kromatografids oszlopon az
oszlop pérusméreténél nagyobb EV-knek gyorsabban kell 4tjutnia, mint az oszlop
poérusai altal képzett labirintuson athalado lipoproteineknek.

A modszer alapelve, hogy egy kromatografias oszlopot ismert porusméretli gyantaval
toltiink fel, majd a mintat az oszlop tetejére rétegezve, az atcsepegd folyadékot
frakcionként gytijtjiikk. Az oszlopot a minta el6tt kitolté folyadék Osszegylijtése utan
eldszor az oszlop porusméreténél nagyobb részecskék fognak atérni az oszlopon. A
kisebb részecskék ¢és oldott molekuldk (fehérje szennyezés pl.) megoszlasi térfogata
nagyobb, az oszlop porusainak labirintusaban is vandorolnak, ezért csak hosszabb id6
alatt érnek at az oszlopon, vagyis egy késobb gyijtott frakcioban fognak tavozni az

oszloprol (8. abra).
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Kisérleteink soran mind ¢éhomi ¢és posztprandialis PFP-t, mind izolalt
vérlemezke-eredeti MEV mintdkat megprobaltunk megtisztitani a kereskedelmi
forgalomban kaphat6 qEV™ oszloppal (IZON Sciences, Uj-Zéland). Az oszlop
nominalis pérusmérete (70 nm) miatt elsésorban MEV-k tisztitdsara javasolt, igy mi is
az mMEV mérettartomanyban kerestiik a tisztitott vezikuldkat. A kisérlet soran az
oszlopot a gyartd utasitasainak megfeleléen hasznaltuk. El6szor is az oszlopot mostuk
szlrt
PBS-sel, majd 0,5 mL PFP-t illetve 0,5 mL PBS-ben reszuszpendalt vérlmezeke-credetii
MEV-t vittlink fel az oszlopra. Az els6 3 x 1 mL atfoly6 folyadékot nem hasznaltuk, ez
az oszlopot feltoltd puffert tartalmazta, a kovetkez6 1 mL-ben vartuk az EV mintak

dontd hanyadat, a késobbi frakcidokban pedig a lipoproteineket.

A PFP mintdk negyedik frakciojat azonnal TRPS mérésnek vetettiik ala. A
vérlemezke-eredetit MEV-k mennyisége elérte az aramldsi citometria detektalasi
kiiszobét, igy ezeken a frakciokon AX, CD4la és apoB festéseket kdvetden dramlasi

citometrids analizist végeztiink.

3.7. Aramlasi citometrias mérések

A PFP mintdk és az izolalt EV-k méréséhez a Semmelweis Egyetem Genetikai, Sejt-
¢s Immunbiologiai Intézetében taldlhato FACSCalibur aramlasi citométert hasznaltuk, a
munkacsoportunkban koradbban bedllitott protokollokra tamaszkodva (Gyorgy B és
mtsai, 2011/1, Gyorgy B és mtsai, 2014, Osteikoetxea X és mtsai, 2015/1; Osteikoetxea
X és mtsai, 2015/2).

Az MEV kapu felallitisdhoz a Megamix SSC-Plus™ polisztirén gydngy mixet
(Biocytex) hasznaltuk (160, 200, 240 és 500 nm atmérdjii gyongyok keveréke). Az
irodalmi ajanlasok szerint a szilikon gyongyok refraktiv indexe jobban hasonlit a
vezikulakéra, mint a polisztirén gyongyoké, ezért 1 um atmérdji szilikon gyongyokkel

Kiigazitottuk a kapuzasi paramétereket (Pol E és mtsai, 2013, 9. abra).

26



DOI:10.14753/SE.2019.2258

Megamix™ Gyongyok Szilikon gyongyok Puffer kontrol

9. abra. Az aramlasi citometridss mérések soran az MEV kapu felallitasa a
Megamix™ polisztirén gyongyok keverékével tortént. A kapu pontositasdhoz 1 pm
atmérdjl szilikon gyongyoket is hasznaltunk. A kétféle gyongy hasznélatira az eltérd
fényszorasi paramétereik miatt volt sziikség, igy jobban tudtuk modellezni a biologiai
mintabdl szarmazoé EV-k diverzitasat. Az abra jobb oldalan a negativ kontroll minta
lathato (sztirt puffer).

Minden minta lemérése a leglassabb aramlasi sebességgel tortént 30 masodpercen
keresztiil. Az aramlasi citométer aralmasanak egyenletességét rendszeresen ellendriztiik

crer

aramlési sebességének ingadozasa kevesebb volt, mint 2,5% (21,11 £ 0,52 pL/perc).

Az mEV-k felszinén talalhaté vezikula markerek kimutatasa a kovetkezoképpen
tortént: 10 pL. PFP festéséhez 60 uL Ossztérfogatban felhasznaltunk 1 pl-t az alabbi
antitestekbol/festékekbdl:

e annexin-V-PE (AX, BD Biosciences), a vezikulak felszinén talalhato foszfatidil-
szerin kimutatasara,

e anti-CD41a-APC (BD Biosciences, anti-CD41a HIP8 klon),

e anti-CD9-FITC (Sigma-Aldrich, MEM-61 klo6n),

e anti-CD63-PE (Sigma—Aldrich, MEM-259 klo6n).

Mivel az antitestek fluoreszcens hattere a pufferben magasabb volt, mint a festetlen
EV mintaban, ezért viszonyitasi alapként az antitestekkel ,,megfestett” iires puffert
hasznaltuk (10. abra). Az EV vizsgalatok soran ez egy széles korben elfogadott

viszonyitdsi moddszer. Az izotipus kontroll ellenanyagok hasznélatatol féleg azért
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tekintettiink el, mert pl. az annexin és néhany poliklonélis ellenanyag esetében ez nem
volt kivitelezhetd, illetve az egy mérési rendszerben felhasznalhaté EV minta

mennyisége is limitalo tényezo a kisérletek tervezése soran.

festetlen PFP AX-PE pufterben AX-PE festett PFP
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10. abra. A fluoreszcens jelolések soran negativ kontrollként mind a festetlen PFP
mintat (elsé oszlop), mind a festéshez hasznalt reagenst pufferben (kozépsé oszlop)
megvizsgaltuk. Az abra jobb szélsé oszlopan egy reprezentativ AX jelolt PFP minta
lathat6. Felsé panel: FSC-SSC felhdképek; alsé panel: fiiggéleges tengely: AX
fluoreszcencia, vizszintes tengely: SSC. Roviditések: AX-PE: ficoeritrin jelolt annexin
V; PFP: platelet-free plasma, vérlemezke mentes plazma, SSC: side scatter,
oldalszoras; FSC: forward scatter, a lézerrel szemben lévi detektoron detektalt jel.

A mintaban a lipoproteineket anti-apoB100/48 FITC konjugalt antitesttel
(Mybiosource) mutattuk ki. Az antitestet eredetileg a kilomikronok kimutatasara
szerettiik volna hasznalni, azonban az apolipoprotein B48 (apoB48), mint a
kilomikronok kimutatasdra alkalmas marker, nagyon nehezen kiilonithetd el az

apoliporotein B100-t61 (apoB100), mivel annak egy révidebb splice variansa (Lorec A

28



DOI:10.14753/SE.2019.2258

és mtsai, 2000). Emiatt, az apoB48-at felismerd, kereskedelmi forgalomban kaphato
antitestek csak a fehérjék elektroforézissel torténd szeparacioja utdn alkalmasak a két

molekula elkiilonitésére.

A PFP mintak apoB festését tobb higitasban is elvégeztiik (11. abra).
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11. abra. Példa a ,,swarm effektusra” és/vagy az antitest kimeriilésére. Az abran
lathatd, hogy ahogyan egyre higabb PFP mintakat festiink meg ugyanolyan mennyiségii
anti-apoB-FITC antitesttel, a detektalt jel intenzitasa jelentdsen novekszik (a
hisztogramok jobbra tolodnak). Ennek oka lehet egyfel6l a ,,swarm effektus”, mely
miatt a detektor nem képes részleteiben feloldani a tdményebb mintakbol szarmazo
jelet, de nagy valdszinliséggel az antitest kimeriilése is szerepet jatszik. Feltehetden
olyan nagy mennyiségli apoB-t hordozé részecske van a mintaban, hogy az EV-k
festésére alkalmazott szokdsos mennyiség négyszerese sem elég a higitatlan minta
megfestésére. Negativ kontroll: antitest pufferben: feketével kitoltott hisztogram.

Az apoB pozitiv események nagy mennyiségét szépen mutatja, hogy a mintat higitva
a jel intenzitasa novekszik, ahogy egyre tobb lipoproteinhez fér hozza az antitest, illetve
nem fedik el egymast a detektor eldtt. A jelenség az angol nyelvili szakirodalomban
»swarm effektus” néven ismert (van der Pol E és mtsai, 2012). Abban, hogy aramlasi
citométerrel lathatdak az apoB-t hordoz6 LDL részecskék, szerepe van a swarm
effektusnak. A minta igen nagy higitdsainal mar lineérissa valik az apoB jel csokkenése
novekvd higitas mellett. Ilyenkor azonban a detektalt populacio is ,kicstszik” az EV
kapubdl, és a miiszer detektalasi limitje ald keriil. Ezekben a nagy higitasokban

(6tszazszoros illetve ezerszeres) érdemi EV jel mar a minta higulasa miatt sajnos nem
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mérhetd. Mivel nem lehetett célunk jelen miszeres felszereltség mellett a plazma
lipoprotein részecskéinek pontos koncentracié meghatarozasa, ezért igyekeztink a
mérések soran olyan PFP beallitashoz optimalizalni az apoB festést, amelynél az EV-k
még biztonsaggal mérhetéek. A tovabbiakban 10 ul PFP-t festettiink anti-apoB
antitesttel, hogy a kapott eredmények konnyebben Osszevethetdek legyenek a vezikula

markerekkel végzett festésekkel.

Az apoB ellenes antitestet els6 1épésben tizszeresére higitottuk PBS-sel, illetve, ha
AX-nel kettds festést végeztiink, akkor ABB-vel. Ezutan egy oran keresztiil 20,000 g
centrifugdlis erdvel Kkiiilepitettiik az antitestb6l az esetleges aggregatumokat. (A
vezikula marker ellenes antitestek és az AX esetében erre nem volt sziikség). Az
immun-jelolést ezutan az aggregatum mentesitett antitesttel végeztiik (12. abra). 10 pL

PFP-hez 40 uL tizszeresen higitott anti-apoB antitestet adtunk, 60 pL Ossztérfogatban.

anti-apoB pufferben anti-apoB pufferben,
20.000 g deaggregaltatds utdn

FL-1, apoB-FITC
FL-1, apoB-FITC

12. abra. Az anti-apoB antitesttel vald jel6lés el6tt a poliklonalis antitest
aggregatum-mentesitésére volt sziikség. 20.000 g-vel egy oran keresztiil centrifugaltuk a
tizszer higitott antitestet, majd a feliiliszot hasznéltuk jelolésre. Az é&bran
centrifugélatlan (baloldal) illetve a centrifugalassal aggregdtum mentesitett antitest
hattere lathato PBS-ben.

Tovabbi apolipoproteineket is vizsgaltunk a mintdinkban, az apolipoprotein CII

(apoCII) kimutatasahoz egy FITC konjugalt, kecskében termelt poliklonalis antitestet
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hasznaltunk (4 pL/ 10 uLL PFP minta). Az apolipoprotein E-t (apoE) 10 pL PFP-hez 4
uL FITC-konjugalt anti-apoE-t (Novus Biologicals, WUE-4 klén) adva mutattuk ki.

A PFP mintékon kiviil plazma-eredeti mEV-ken is elvégeztiik a fenti vizsgalatokat.
Ehhez 500 pL PFP-b6l mEV-ket izolaltunk (lasd. fent) és 20 upL pufferben
reszuszpendaltuk az tledéket. Ezutdn a festési eljarasok soran a PFP mintdkkal

megegyezoen kezeltilk az mMEV mintakat.

Minden immunjel6lés szobahémérsékleten, sdtétben tortént, 30 percen keresztiil. Az
inkubdacios 1d06 lejarta utan a mintdkat 1 mL puffer hozzdadasaval meghigitottuk, és az
mEV-ket, majd 20.500 g centrifugalis er6vel 40 percen keresztiil centrifugalva
kitilepitettiik, igy kimosva Oket az antitest tartalma oldatbol, tovabb csokkentve a

jelolések hatterét.

Munkacsoportunk korabban mar bedllitott egy modszert, ami alkalmas aramlési
citometrids vizsgalatok esetében a vezikularis események és az esetleges protein
aggregatumok elkiilonitésére (Gyorgy B és mtsai, 2011/1, Osteikoetxea X és mtsai,
2015/2). Kis koncentracidban detergenst alkalmazva (Triton X-100, tovdbbiakban Tx-
100, 0,1%-os koncentracidban) az mEV-k szétesnek és a fluoreszcens jel eltlinik, mig a
hasonlo fényszordsi paraméterekkel bird fehérje komplexek ilyen kis koncentracio
esetén meég ¢érintetlenek maradnak. Munkénk sordn csak azokat az eseményeket
tekintettiik vezikuldknak, amik festddtek valamilyen EV markerrel és Tx-100 kezelés

utan eltlintek (13. abra).
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13. abra. A PFP-bdl izolalt mEV-k AX festédése. Jol lathato az mEV kapuban egy
AX pozitiv populacid (az 0sszes esemény 2,88%-a). Az dbra jobb oldalan lathato, hogy
0,1% Tx-100 hatasara a jel tulnyomo6 tobbsége eltiinik, vagyis valdoban vezikula
természetli részecskék hordoztak a foszfatil-szerint, nem fehérje aggregatumokrol van
sz0.

Az SEV-k 4ramlési citometrids analizise direkt modon a késziilék felbontdsa miatt
nem volt lehetséges. Ezért 4 pm atmérdjii aldehid/szulfat latex gyongyok (Life
Technologies) felszinéhez kotottik az SEV mintakat és a tovabbiakban a gyongyoket
analizaltuk. Eldszor fél oran keresztiil inkubaltuk a gyongyoket az SEV mintékkal, majd
a szabadon maradt kotOhelyeket beblokkoltuk. A mintdhoz glicint (100 mM
végkoncentracioban) és BSA-t (1%) adtunk. A blokkolas egy éjszakat vett igénybe,
4°C-on. Masnap a blokkolé oldatbol kimostuk a latex gyongyoket (4.000 g, 15 perc
centrifugalas) és PBS-ben ill. ABB-ben reszuszpendaltuk 6ket. Az immunfestések az
MEV-khez hasonloan torténtek, annyi kiilonbséggel, hogy ez esetben a mosasi 1épés egy

ismételt 4.000 g 15 perces centrifugalasbol allt.

Az sEV-k esetében a gyongyokre vettiik fel a kaput az dramlasi citométerrel, és az
SEV minta nélkiili, de antitestnek kitett gyongyok fluoreszcencia értékét meghaladd
gyongyok szazalékos aranyat analizaltuk (14. abra). Az analizisbe csak a monomer
gyongyoket szamitottuk bele, az esetlegesen képzddott dimereket és fragmentumokat

nem analizaltuk.
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14. abra. Az sEV-k analizise 3 pm atmérdji latex gyongyok felszinéhez kototten
tortént. A) A gyongyok FSC-SSC felhdképe. Az analizisbe csak a monomer gyongyoket
szamitottuk bele, az esetlegesen képzodott dimereket ¢és fragmentumokat nem
analizaltuk. B) Anti-CD63 jeloléssel a pufferben festett gyongyok hattere, melyhez
képest a trombocita SEV-k jelentés CD63 jelet adtak. PLT: trombocita.

Az aramlési citometrias adatok analizise a FlowJo 10.0.8 programmal tortént.

3.8. Részecske méret- és koncentracio meghatarozas

A mintdkban talalhatdé részecskék (EV-k és lipoproteinek) méretének és pontos
hasznaltunk. A miiszert a qEV™ oszlopot is forgalmazé IZON Sciences gyartja és

qNaNo néven keriilt kereskedelmi forgalomba.

A mérési modszer angol neve Tunable Resistive Pulse Sensing (TRPS), ami szabad
forditasban azt jelenti, hogy egy allithatd méretll nanopdrust hasznalunk a minta
analiziséhez (Maas SL és mtsai, 2017). A porus két oldalan két, vezeté folyadékkal
(estiinkben PBS) feltoltott kamra talalhato. Az alsé kamraban csak puffer van, a fels6be
keriil a részecskéket szuszpenzidban tartalmazoé minta. A nanopdrus két oldalan 1évo
kamrak kozott gyenge aram folyik. Amikor egy részecske athalad a poruson, egy
pillanatra megszakitja az aram folyasat. Az dramerdsségben mért csokkenés mértéke

aranyos az athalado részecske méretével, mig az egységnyi id0 alatt mért ingadozéasok

crer
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A pontos méret- és koncentracid meghatarozashoz kiilonbdz6 mérettartomanyokat

lefed6 porusokat (100, 150, 200, 300, 400 és 800 nm median atmérd) €s ismert méretii

cre

esetében legalabb 500 eseményt regisztraltunk, illetve higabb mintdk esetén 5 percig

tartott a mérés (Osteikoetxea X és mtsai, 2015/1; Osteikoetxea X és mtsai, 2015/2).

3.9. EV izolalas sejttenyészetbol

Annak igazolasara, hogy a mintaban talalhatd lipoproteinek valdban vérplazma
eredetlick, illetve annak érdekében, hogy vizsgalni tudjuk a lipoprotein-mentes
»csupasz” EV-k és a lipoproteinek kolcsonhatasat, sziikségiink volt sejtkultarabol,

szérum- ¢s lipoprotein-mentes koriilmények kozott izolalt EV-kre.

A sejttenyészetbdl torténd izolalashoz a korabban Prof. Buzas Edit altal 1étrehozott
5/4E8 Thl hibridoma sejtvonalat hasznaltuk fel (Buzas EI és mtsai, 2003). A sejteket 24
oran keresztiil tenyésztettiik savo mentes médiumban, majd a feliiluszojukbol EV-ket
izolaltunk (Turiak L és mtsai, 2011/1; Szabé GT és mtsai, 2014; Osteikoetxea X és
mtsai, 2015/1; OSteikoetxea X és mtsai, 2015/2).

El6szor 300 g-vel 10 perc alatt kitilepitettiik a sejteket, majd egy 5 um atmérdji
fecskenddsziirén nyomas alkalmazasa nélkiil lassan atcsepegtettik a mintat. Ezt
kovetéen 2.000 g-vel 20 perc alatt kitilepitettiik a legnagyobb, apoptotikus test
mérettartomanyba esé |EV-ket. A fugalds utani feliiliszot (ismét kiilsé nyomas
alkalmazasa nélkiil) atszlirtik egy 800 nm atmérdji fecskend6 szlirén. Ez biztositotta,
hogy nem maradtak a mintdban nagyobb méretli vezikuldk, amik sériilhettek volna a
magasabb fordulatszdmu centrifugalasnal, mesterséges vezikuldkat és szennyezddést
generdlva. A 800 nm-es szlirést kovetden 12.500 g-vel kitilepitettik az mEV
mérettartomanyba esé EV-ket. A plazma mintakénal nagyobb térfogat miatt ez esetben
nem asztali centrifugat, hanem egy Avanti JX-26 (Beckman Coulter) centrifugat
hasznaltunk, JA.25.15. szogrotorral, melyben 200 mL feliiluszo egyideji centrifugalasa
volt lehetséges 15 mL-es csovekben. (A centrifugalasi erd alacsonyabb, mint a PFP

minta esetében. Az ott alkalmazott 20.000 g-re a plazma magasabb viszkozitasa miatt
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volt sziikség.) Az iledéket egyszer megmostuk PBS-ben, majd transzmisszios
elektronmikroszkoépidval (TEM) analizéltuk (lasd. Anyag/mddszerek/TEM).

3.10. Transzmisszios elektron mikroszkopia (TEM)

A TEM analizist az MTA Kisérleti Orvostudoméanyi Kutatdintézetével egylitt

miikodésben, Dr. Kittel Agnes kozremiikodésével végeztiik.
A kisérleteink soran két eltéré mikroszkopos megkdzelitést alkalmaztunk.

Az elsé esetben munkacsoportunk korabbi munkaival dsszhangban (Turiak L és
mtsai, 2011/1; Szabd GT és mtsai, 2014; Osteikoetxea X és mtsai, 2015/1) a kiiilepitett
EV mintakat 4%-0s paraformaldehid oldatban fixaltuk, amit 1% ozmium-tetroxidos
(OsOg4) utofixalas kovetett. Egy mosasi 1épést kovetdéen a cs6 faldhoz fixalt pelletet
uranil-acetattal valo kontrasztozast (30 perc) kovetéen Taab 812 gyantaba agyaztuk.
Ultravékony metszeteket készitettiink, melyeket egy Hitachi 7100 transzmisszios
elektronmikroszkoppal analizaltunk. A mikroszképos képeket egy 2000x2000
megapixeles CCD kamera rogzitette (Veleta, Olympus).

A masik megkozelitésre a lipoproteinek specialis szerkezete miatt volt sziikség.
Mivel ezek a részecskék nem rendelkeznek lipid kettés membrannal, hanem hidrofob
magjukat egyetlen foszfolipid réteg fedi, ezért a bedgyazast megel6zd alkoholos
dehidralas soran konnyedén kioldodhatnak a mintabol (Anderson LJ és mtsai, 1989).
Ezen megfontolasbdl a szuszpenzioban 1évé EV mintakat azonos térfogata 1%-0s OsO4
oldattal kevertiik 0ssze. A fixalas utan Formvar gridekre cseppentettiik az ozmifikalt
mintdkat és 10 perc alatt szobahdn a gridre széritottuk Oket. Ezutan a grideket 3x 5
percig mostuk fejjel lefelé 1-1 csepp desztillalt vizben. Szdradds utdn kovetkezett a

TEM analizis a fent emlitett mikroszkoppal.
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3.11. Western blot

A kilomikronok ¢s az LDL elkiilonitése aramlési citometriaval nem volt lehetséges,
mert az apoB-t felismerd antitest felismerte mind a kilomikronokra jellemzd apoB48-at,
mind az LDL-re jellemz6 apoB100-at. A két fehérje kozotti eltérés a méretiikbdl adodik,
az apoB100 550 kDa molekuléris tomegii, mig az apoB48 ugyanennek a fehérjének egy
rovidebb variansa, 250 kDa molekulasullyal (Lorec AM és mtsai, 2000).

A két fehérje elkiilonitésére elektroforézist és Western blotot alkalmaztunk. A
vizsgalt molekulak nagy mérete miatt a standard poliakrilamid gél elektroforézis nem
volt jarhato 0t, az 550 kDa-os apoB100 nem 1ép be a poliakrilamid gélbe. Emiatt az
elektroforézist 5 m/m%-os agar6z gélben végeztilkk (Sigma-Aldrich). Az agardzt a
futtatashoz hasznalt pufferben oldottuk fel (25 mM Tris, 190 mM glicin, 0,1% natrium-
duodecil-szulfat (SDS) desztillalt vizben) gyakori melegitéssel. A beoldott agarozbol
horizontéalis gélt Ontéttiink, majd egy borotvapengével ¢&s transzfer pipettaval
eltavolitottuk a képzddott buborékokat (az SDS és az agaroz elegye melegitve nagyon
habzott, de ha a gélt SDS mentes pufferbdl ontéttiik, akkor nem volt elég szép a futtatas
eredménye). Az igy kapott gélt azonnal felhasznaltuk.

Az elektroforézis elbtt 6tszordsen koncentralt Laemmli puffert (0,5 M Tris-HCL, 45
vIV% glicerin, 5 m/m% SDS, 0,25% bromfenolkék, 12,5% béta-merkaptoetanol) adtunk
a lizalt Optiprep™ gradiens frakciokhoz és 95°C-on 5 percig denaturdltuk a fehérjéket.
Az igy el6kezelt mintakat vittiik fel az agardz gél zsebeibe. A standardizalas kivételesen
nem fehérje-tartalomra, hanem a gradiens frakciok térfogatara tortént, minden zsebbe
ugyanakkora térfogatnak megfeleld mintat vittiink fel. Az elektroforézis 100 V konstans
fesziiltséggel 5 oran keresztiil zajlott, jégen hiitve a futtatdo kadat, a futtatd puffer

egyszeri cseréjével.

A fehérjéket ezutan polivinilidén-fluorid (PVDF, Bio-Rad) membranra blottoltuk at,
szintén intenziv hiitéssel, metanol tartalmu transzfer puffer felhasznalasaval (25 mM

Tris, 192 mM glicin, 20 v/v% metanol; pH 8.3).

A membranokat ezutin 1% BSA-t tartalmazd TBS-Tween oldattal blokkoltuk

szobah6n 2 Oran at. Ezutan nyulban termelt poliklondlis anti-human apoB100/48

36



DOI:10.14753/SE.2019.2258

antitesttel (Novus) inkubaltuk Oket egy ¢éjszakan at 4°C-on forgatva (1:1.000

higitasban).

A mintakat nytlban termelt monoklonalis anti-human CD63 antitesttel is analizaltuk
(1:1.000)  Mindkét  esetben  kecskében  termelt  poliklonalis  anti-nyul
HRP-jelolt mésodlagos antitestet hasznaltunk 1:30.000-res higitasban, 40 perc
inkubacids idével, szobahén (Abcam). A kemilumineszcens jelet a Pierce ECL Western

blotting Substrate felhasznalasval detektaltuk (Thermo Fisher Scientific).

A teljes, vagatlan gélképek a dolgozat végén a 9. fejezetben megtalalhatéak (1.

Kiegészitd abra és 2. Kiegészitd abra).

3.12. 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 Kutatdcsoportjabol.

Az analizishez az éhomi és az étkezés utani mEV mintakat 20 pL desztillalt vizben
reszuszpendaltuk. Az EV-k feltardsa tobbszori ismételt fagyasztis-olvasztassal tortént
(Turiak L és mtsai, 2011/1). A fehérjék emésztése a korabban kozolteknek megfelelden
tortént (Turiak L és mtsai, 2011/2). A peptidek egy 25 cm-es Acclaim Pepmap RSLC
nano HPLC oszlopon lettek szétvalasztva a Dionex Ultimate 3000 NaNo HPLC

rendszer felhasznalasaval.

Az emésztett peptideket egy Bruker Maxis I1 Q-TOF spektrofotométerrel analizaltuk.
A kapott eredményeket a ProteinScape 3.0 szoftverrel, Mascot keresdmotor segitségével

értékeltiik.
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3.13. Adatelemzés és statisztika

Az adatok Osszesitése Microsoft Excelben tortént. A statisztikai analizist a GraphPad
Prism v.6 szoftverrel végeztiik. Az ¢homi és az étkezés utani mintdk dsszehasonlitasa
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
normalitas teszttel vizsgéltuk. Kettonél tobb csoport 0Osszehasonlitasara egyutas
ANOVA médszert alkalmaztunk Dunett-féle post-hoc korrekcidval. (* p< 0,05; ** p<
0,01; *** p<0,001). A szoérast jelolé oszlopok az atlagtél vald eltérést mutatjak

(standard error of the mean, SEM).

Az abrak feliratai az Adobe Photoshop CS4 szoftverrel késziiltek, a magyarazo

abrakat Microsoft Powerpoint segitségével szerkesztettiik.
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4. Eredmények

4.1. Zsirdus étkezést kovetoen a vérplazmaban megno az aramlasi citometriaval

detektalhato részecskék szama

Zsirdus étkezést kovetden a bélben kilomikronok termelédnek (Sabaka P és mitsai,
2013), melyek a keringésbe bekeriilve az EV-kkel egyazon mérettartomanyba esé
részecskék (Nikolac N, 2014 ), igy hipotézisiink szerint zavarhatjak az EV-k analizisét.
Els6 kérdésiink tehat az volt, hogy az étkezések utan mennyi idével jelennek meg a
kilomikronok, illetve detektalhatoak-e aramlasi citometriaval az EV-k analizisére

kifejlesztett beallitasokkal.

Ehhez harom egészséges alanytol ¢éhomi vért vettiink 12 6ras éhezést kdvetden. Az
¢homi vérvétel utdn az alanyok elfogyasztottak egy standardizalt, zsirban gazdag
étkezést. Az étkezést kovetden 15 perccel, 30 perccel, 90 perccel, 3 oraval és 6 oraval
Ujra vért vettlink az alanyoktol. A vérmintdkbol PFP-t készitettiink és &ramlasi

citometriaval analizaltuk.

Zsirban gazdag étkezés

SSC-H
SSC-H
SSC-H
SSC-H

SSC-H

EV kapu

15. abra. Aramlasi citometria, festetlen PFP mintak analizise. Lathat6, hogy a
zsirokban duas étkezést kovetéen az EV mérettartomanyt jel6lé kapuban 90 perccel az
étkezés utan mar kimutathat6 egy koriilirt populacio, mely még 6 oraval (360 perc) az
étkezést kovetden is jelen van.

Azt talaltuk, hogy étkezés utan 90 perccel szignifikdnsan (***p<0,001) megnd az

mEV mérettartomanyban taldlhaté események szdma a plazmaban. Az éhomihoz
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viszonyitott emelkedett eseményszam még étkezés utdn 6 oraval is fennallt (15. abra és

16. abra/A).

A tovabbi kisérleteinkben az étkezés utani vérmintakat 4 oraval az étkezést kovetden

vettiik le az alanyoktol.
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16. abra. A) Festetlen PFP mintakban az mEV kapuban detektalt események szama.
Jol lathatdo, hogy 90 perccel az étkezést kovetden szignifikdnsan megndtt az
eseményszadm, ¢s még hat oraval az étkezést kovetden is emelkedett maradt (atlag
+SEM, ***p< 0,001, egyutas ANOVA, n=12). B) TRPS analizissel is kimutathato volt
az étkezésre megemelkedett részecske szam (dtlag +SEM, ***p< 0,001, paros t-proba,
n=4). C) Bar a részecske szam emelkedés TRPS-sel is kimutathatdo volt, a TRPS
analizis nem mutatott eltérését az ¢éhomi és az étkezés utan mért részecskék atlagos
atméroje kozott (atlag +SEM, paros t-proba, n=4).

Amint az a 16. abra/B részén lathatd, a plazmaban detektalt részecske szam
emelkedés nem csak aramlasi citometriaval, hanem TRPS-sel is kimutathato volt,
ellenben a detektalt részecskék méretében nem talaltunk szignifikans valtozast (16.

abra/C).

4.2. Az étkezésre megjeleno részecskék apoB-t hordoznak a felsziniikon

A kovetkezd kérdésiink az volt, hogy vajon az étkezésre megjelend populéacio és az
ennek megfeleld részecske koncentracid emelkedés valoban magyarazhato-e a

kilomikronok megjelenésével az étkezést kovetden? Ennek igazolasdhoz éhomi és
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étkezés utani (4h) PFP mintdkat analizéltunk aramlési citometriaval. A mintdkat
megjeloltik mind EV markereket (AX, CD41la, CD9) felismerd, mind a human
apoB100/48-at felismerd antitestekkel (17. abra).

A PFP mintdban mind a harom EV marker segitségével detektaltunk vezikuldkat. Az
apoB antitest étkezés utan hatalmas jelet adott, mind az EV markerekhez, mind az
¢homi apoB jelhez képest, igy sikeresen igazoltuk, hogy valdban az ¢kezésre megjelend

kilomikronok felelhetnek a detektalt eseményszam emelkedésért.

AX CD4la CD9 apoB
o' T 10.04% ' '] [5.68E-4% w7 [0.01% o1 T0.10%
s Iﬂl'i 3| 3 Iﬂl'i
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17. abra. Reprezentativ aramlasi citometriaval nyert felhdképek egy éhomi (kozépsd
sor) és egy étkezés utani (alsé sor) PFP mintardl. A legfels6 sorban az egyes jelolések
hattere 14athatd pufferben. Lathatd, hogy a PFP minta mind éhomra, mind étkezés utan
tartalmazott szamottevd mennyiségben AX, CD4la és CD9 pozitiv eseményeket,
melyek szama az étkezést kdvetden csokkent (AX: 0,55% vs 0,11%; CD41a: 0,13% vs
0,05%; CD9: 0,38% vs 0,20%). Ezzel ellentétben az apoB-t hordozo6 részecskék szama
nagymértékben megnovekedett 4 oOraval az étkezést kovetden (6,11% vs 44,8%).
Figyelemre mélto, hogy a 12 6ras €hezést kovetden levett €homi mintaban is jelentds az
apoB pozitivitas.
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Meglepetésiinkre azonban még 12 6ras ¢hezést kdvetden is jelentds apoB pozitivitas
volt kimutathat6 a plazma mintdkban, mely még mindig 1ényegesen nagyobb volt, mint

az EV markerek altal adott jelek.

A 12 alany egyiittes adatainak értékelésekor azt taldltuk, hogy az EV markereket
hordozo, detergens szenzitiv események szdma szignifikdnsan lecsokkent az étkezés

hataséara, mig az apoB pozitivak szama szignifikansan megemelkedett (18. abra).
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18. abra. Ehomi (fekete oszlopok) és étkezés utani (sziirke oszlopok) PFP mintak
aramlési citometrids analizise. Lathatd, hogy étkezésre az apoB jel szignifikdnsan
megnodvekedett. Ezzel ellentétesen valtozott a CD9 és a CD41a festddése a mintdknak,
mindkét esetben szignifikdns csokkenést tapasztaltunk. Az AX pozitivitasban
bekovetkezett valtozas nem bizonyult szignifikansnak. Az abran az EV markerek
esetében (CD9, AX, CD4la) csak azok az események vannak feltiintetve, melyek
szenzitivek voltak a 0,1%-0s Tx-100 kezelésre, tehat igazolhatéan vezikula
természetiiek (atlag +SEM, ***p< 0,001, **p< 0,01, *p< 0,05, paros t-proba; n=12).

Szintén a fenti megallapitast erdsiti meg, hogy az alanyok szérumaban az étkezést
kovetden szignifikansan megemelkedett a trigliceridek mennyisége (3. Tablazat).
Erdekes modon az apoB jel inkabb csékkent a szérumban mérve, ennek magyarazata
lehet az étkezésre bekovetkezd LDL szekrécid csokkenés (Sabaka P és mtsai, 2013),
melynek mértéke a részecskék szdmat (és apoB tartalmat) tekintve valoszintileg

jelentdsebb, mint a kilomikronok szdmdnak emelkedése.
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3. Tablazat

Ehomi és étkezés utani szérum mintak laboratériumi analizise.

A kilomikronok megjelenését mutatja a trigliceridek enyhe emelkedése. Az apoB100-
ban torténd csokkenés a posztprandialisan csokkent LDL szekrécidra utal, melyet a mi

aramlasi citometrids méréseinkben kompenzalhatnak a megjelend kilomikronok.

Ehomi Etkezés utani p
(atlag £ SEM) (atlag £ SEM) (péros t-
proba)
Triglicerid (mM) 1,24 +£0,61 1,76 £ 0,75 0,014
Total koleszterin (mM) 4,28 +£0,42 4,21 +£0,39 0,270
LDL-koleszterin (mM) 2,08 £ 0,40 2,00+ 0,37 0,093
ApoB100 (g/L) 0,74 £0,15 0,72 +0,13 0,048
ApoAl (g/L) 1,50+0,18 1,47+0,17 0,282

Kivancsiak voltunk, hogy vajon elektron mikroszkopiaval lathatova tehetdek-e a
mintdkat szennyezd lipoproteinek. Elsé 1épésben a modszer validalasdhoz éhomi és
étkezés utani PFP mintak 100.000 g-vel ultracentrifugalt felilluszojat hasznaltuk (19.

abra).

Oh

19. abra. 100.000 g-vel ultracentrifugalt PFP mintak legfelsé rétege. Bal oldali
panel: az ¢homi minta tetején nem tsznak lipoproteinek. Jobb oldali panel: 4 6raval az
étkezést kovetden kilomikronok jelennek meg a vérben, melyek fellisznak az
ultracentrifugalt PFP tetejére ¢és homogénen sotéten festddd, roloba rendezddd
képlettekként lathatoak (nyilhegy). Meéretskala: 500 nm.
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Irodalmi adatok szerint a mintdban taldlhaté kilomikronok felisznak a centrifugalas
soran a minta tetejére, és onnan ,,tejfol-szerii” rétegként leszivhatoak (Salpeter MM és
Zilversmitt DB, 1968; Anderson és mtsai, 1989). Az igy nyert lipidekben gazdag réteget
ezutan direkt ozmifikalast kovetden, bedgyazas nélkil (lasd. Anyagok ¢és
modszerek/TEM) analizaltuk TEM grid-en. A kilomikronok az étkezés utani minta

tetején homogén sotét kerek képletekként azonosithatéak (nyilhegy).

4.3. A vérplazmabol izolalt MEV mintak jelentés mennyiségii lipoproteinnel

szennyezettek

Mivel az ¢homi PFP mintak is jelents apoB pozitivitast mutattak, ezért a kovetkezd
kérdésiink arra iranyult, hogy vajon az EV izolalas sordn is megmarad-e a mintak
jelentés apoB pozitivitasa, illetve a jelenleg elérhetd EV izolalasi és tisztitasi modszerek

segitségével megszabadulhatunk-e a mintdkat szennyezd lipoproteinektdl.

Ennek tisztdzasara 500 pL. PFP-bdl izoldltunk mEV-ket mind ¢homra, mind 4 6raval
az étkezést kovetéen, majd aramlési citometriaval illetve TRPS-sel analizaltuk a

mintakat (20. abra).

Amint az a 20. abran lathatd, az étkezést kovetben a kiizolalt mMEV-k esetében is
megnd az események szama mind aramlasi citometriaval (20/A), mind TRPS-sel (20/C
és 20/D). Azonban itt mar nem lattunk kiilonbséget az éhomi és az étkezés utani mintak
apoB pozitivitasa kozott (20/B). Az EV marker AX viszont a PFP mintakban
latottakhoz hasonldan csokkenést mutatott az étkezést kdvetden izolalt mEV mintdkban
(20/B). Az abran az AX esetében csak a detergensre érzékeny események szamat

tiintettiik fel, hiszen valdszintileg ezek felelnek meg a valddi EV-asszocialt AX jelnek.

Szintén a PFP mintakhoz hasonldan, az izolalt mEV-k esetében sem talaltunk

kiilonbséget az izolalt részecskék TRPS-sel megallapitott méretét illetéen (20/E).
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20. abra. A-B) Ehomi (fekete 0szIopok) és étkezési utani (sziirke 0szlopok) PFP-bél
izolalt mEV mintak aramlasi citometrias analizise (n=12). A) Festetlen mintak esetén az
EV kapuban megnétt a detektalt események szama. B) Az apoB jel étkezésre torténd
emelkedése nem bizonyult szignifikansnak, ellentétben az AX pozitiv események
szamaval, mely szignifikdnsan lecsokkent az izoladlt mMEV mintdkban az étkezés
hatasara. C) Ehomi (folytonos vonal) és étkezési utani (szaggatott vonal) PFP-bél
izolalt mEV minta TRPS analizise. D-E) TRPS analizis. Lathato, hogy az étkezés
hatdsdra megnd a részecskék szdma az izoldlt mMEV mintakban is, anélkiil, hogy a
részecskék atmérdje valtozna (n=4). (atlag +SEM, ***p< 0,001, **p< 0,01, *p< 0,05,
paros t-proba)

A lipoproteinek  jelenlétét (és  egyéb  szennyezd  plazmafehérjékét)
tomegspektrometriai analizissel is igazoltuk, mind az ¢homi, mind az étkezés utdni
mintakban (4. Tablazat). Mindkét esetben az els6 10 talalat kozott szerepelt az apoB
protein.
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4. Tablazat

Tomegspetrometriai analizis eredményei. Fhomi és étkezés utani PFP-bél izolalt
MEV-k analizise, az els6 20 talalat felsoroldsa. Az apoB-t a tandem tomegspektrometria
az ¢homi mintdkban 54, az evés utani mintakban 56 peptid fragmenssel azonositotta,
ami 18% illetve 19% lefedettséget jelent. A peptidek eléfordulasi gyakorisdga alapjan

az apoB mindkét mintaban a tiz leggyakoribb fehérje koz¢é tartozik.

Ehomi mEV-k Etkezés utini mEV-k
Rovidités Protein Rovidités Protein
ALBU HUMAN Serum albumin ALBU HUMAN Serum albumin
Apolipoprotein B-
APOB_HUMAN 100 C0O3_HUMAN Complement C3
APOB_HUMA Apolipoprotein B-
CO3_HUMAN Complement C3 N 100
Alpha-2- A2MG_HUMA Alpha-2-
A2MG_HUMAN macroglobulin N macroglobulin
TRFE_HUMAN Serotransferrin TRFE_HUMAN Serotransferrin
CO4B_HUMAN Complement C4-B CO4B_HUMAN Complement C4-B
CO4A HUMAN Complement C4-A CO4A_ HUMAN Complement C4-A
FIBB_HUMAN Fibrinogen beta chain FIBB_HUMAN Fibrinogen beta chain
FINC_HUMAN Fibronectin APOE_HUMAN Apolipoprotein E
IGHM_HUMAN Ig mu chain C region CERU_HUMAN Ceruloplasmin
APOA1_HUMA
APOA1_HUMAN Apolipoprotein A-I N Apolipoprotein A-I
FIBA HUMAN Fibrinogen alpha chain IGHM_HUMAN Ig mu chain C region
Fibrinogen alpha
CERU_HUMAN Ceruloplasmin FIBA HUMAN chain
CFAH HUMAN Complement factor H FINC_HUMAN Fibronectin
Fibrinogen gamma Fibrinogen gamma
FIBG_HUMAN chain FIBG_HUMAN chain
Ig gamma-3 chain C IGHG3_HUMA Ig gamma-3 chain C
IGHG3_HUMAN region N region
APOE_HUMAN Apolipoprotein E HPT_HUMAN Haptoglobin
APOA4 HUMAN Apolipoprotein A-1V ACTB_HUMAN Actin, cytoplasmic 1
Ig mu heavy chain MUCB_HUMA Ig mu heavy chain
MUCB_HUMAN disease protein N disease protein
Ig gamma-1 chain C
IGHG1_HUMAN region ALAT_HUMAN Alpha-1-antitrypsin

Az ¢homi mMEV mintdk jelentds apoB pozitivitdsa miatt a tovabbiakban €homi

plazmabdl izolalt mEV-kkel és SEV-kkel dolgoztunk.
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Els6ként ¢homi plazmabol izolalt mEV mintdkban kerestiik az dramlasi citometridval
mar igazoltan jelen 1évé lipoproteineket. Ehhez elektronmikroszkopos képeket
készitettiink, hogy lathassuk az mEV-kkel egyiitt izolalddott lipoproteineket. Az izolalt
MEV mintdban a munkacsoportunk altal korabban alkalmazott megkdzelitéssel, fixalt és
dehidralt iledékben analizdlva nem voltak lathatéak lipoproteinek. Azonban ha
szuszpenzioban, direkt ozmifikalast kovetéen, beagyazas nélkiil, gridre cseppentve
vizsgaljuk ugyanazon mintat, akkor lathatova valnak a mintaban rejt6zk6do, az EV-kkel

egyiitt izolalodott lipoproteinek (21. abra).

EV pellet EV szuszpenzio
Fixdlas, dehydralas, beagyazas Fixalds oldatban
0s0,, Uranyl-acetat 0s0,, Uranyl-acetat
Metszés TEM analizis grid-en
TEM analizis

A

¢

500 nm

S Y Sl
S i L
o ~
3 . y, e, o ]
g AR s
nﬁ"_ Y ) i
= A oy

500 nm 500 nm
m——— . 2 * I ———" Corrcria ]

21. abra. Ehomi PFP mintabol izolalt MEV-k TEM analizise. A beagyazott mintiban
csak az EV-k lathatdéak (*), mig ugyanezt a mintat beagyazas és dehidralas nélkiil
feldolgozva lathatova véalnak a mintaban 1évd, EV-kkel (*) egyiitt izolalodott
lipoproteinek (nyilhegy).
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4.4. Az izolalt mEV mintakbol méretkizarasos Kkromatografiaval és siiriség

gradiens ultracentrifugalassal sem eltavolithatéoak a lipoproteinek

Az ¢homi MEV mintak lipoprotein szennyezettsége felvette a kérdést, hogy ha a
differencidl centrifugalas nem eredményez kellden tiszta MEV preparatumot, akkor
vajon méretkizarasos kromatografiaval (SEC) megtisztithatoak-e az mEV mintak? Els6
Iépésben ¢homi és evés utdni PFP mintdkat vettettlink ala a SEC proceduranak.
Meglepetésiinkre az evés utani mintaban lényegesen magasabb volt a TRPS-sel mért
részecske koncentracid, mint az ¢homiban (22/A abra), ami arra engedett kdvetkeztetni,
hogy nem biztos, hogy a SEC alkalmas az étkezéskor megjelend lipoproteinek

elvalasztasara az EV-ktol.
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8
. 40,000 I
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6E9 2 5,000 -
2 L @ CD4la
& SE9 & 4,000
=2 c P
z 489 5 3,000
3 3E9 r ‘; 5
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1E9 = 1,000
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atmeéro (nm) SEC frakcio#

22. abra. Méretkizarasos kromatografia (SEC). A) Ehomi (fekete oszlopok) és

étkezés utani (sziirke oszlopok) PFP mintak TRPS analizise SEC-et kovetden. Lathato,
hogy az étkezésre bekdvetkezd részecske szam emelkedést a SEC nem volt képes
kivédeni.
B) Vérlemezke koncentratumbol izolalt mEV-k tisztitasa SEC oszlopon, majd a
frakciok aramlasi citometrias analizise. Lathato, hogy azokban a frakciokban, ahol az
EV-k tilnyomoan talalhatéak (4-5), ott jelentds az apoB pozitivitas is (fekete: apoB,
sziirke: AX, vilagos sziirke: CD41a; n=3).

Mivel a SEC soran a mintdk nagymértékben higulnak, igy plazma mintak esetében
nem tudtuk megvalositani, hogy a PFP-t vagy a PFP-bdl izolalt mEV-ket analizaljunk
aramlasi citometriaval a SEC-et kovetden. A vérlemezke koncentratumok

feliiliszdjaban viszont kelléen nagy mennyiségli EV talalhatd, igy a SEC tisztitast
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vérlemezke koncentratum feliiliszojabol izolalt mEV-ken végeztik el. A mintak
aramlasi citometrids analizise azt mutatta, hogy rogton az elsd frakcioban, ahol az mEV-
k leérkeznek az oszloprdl (#4; 22/B abra), mar jelentés mennyiségli apoB pozitiv
lipoproteint visznek magukkal. A vérlemezke koncentratumok feliiliszdja un. additiv
oldat, mely egyharmad rész vérplazmat tartalmaz (Ringwald J és mtsai, 2006), innen is
kertilhet a mintaba a szennyez0 lipoprotein. A lipoproteinek és EV-k kedvezdbb aranya

miatt valasztottuk ehhez a kisérlethez mégis a trombocita koncentratumot.

Mivel a SEC, mint EV tisztitdsi modszer nem valtotta be a hozza flizott reményeket,
ezért megprobalkoztunk a siirliség gradiens ultracentrifugalassal is, mely arany

standardnak szamit az EV izolalasban (van Deun J és mtsai, 2014).

A gradiensen tisztitds utdn az mEV-k a hatos szamu frakcioban dusultak fel (23/A

abra).
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23. abra. PFP-bdl izolalt mEV-k tisztitasa slirliség gradiensen. A gradiens frakciok
analizise mind aramlasi citometriaval (oszlopdiagramok, fels6 sor, n=3), mind Western
blottal megtortént. A) EV markerek analizise a gradiens frakciokban. Az abra felsé
részén az AX pozitiv, Tx-100 szenzitiv események szdzalékos megoszlasa lathato a
gradiens frakciok kozott. A panel alsé részén az ugyanilyen gradiensen tisztitott mEV-k
anti-CD63 Western blot analizise lathat6. B) Lipoprotein kimutatds a gradiens
frakciokban. Az édbra felsd részén az ApoB pozitiv események szazalékos megoszlasa
lathat6 a gradiens frakciok kozott (n=3). A panel als6 részén az ugyanilyen gradiensen
tisztitott MEV-K anti-apoB Western blot analizise lathato.
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A lipoproteinek zome valoban feluszott a gradiens tetejére (FR1-3, 23/B abra),
azonban meglepd mdédon az MEV-ket tartalmazé frakcioban (FR6) is kaptunk apoB

jelent, mind aramlasi citometriaval, mind Western blottal.

Meglepetésiinkre azonban az anti-apoB antitest altal felismert molekula molaris
tomege nem 250 kDa volt, hanem 550 kDa (23/B abra). Ez arra enged kovetkeztetni,
hogy a mintdinkban éhomra is megtalalhat6, apoB pozitiv szennyez6 lipoprotein nem

kilomikron, vagy kilomikon remnant, hanem tilnyomorészt LDL.

45. A vérplazmabol és vérlemezke koncentratumbdl izolalt sEV mintak is

lipoprotein szennyezettek

Az mEV-kkel egyiitt izolalodott lipoproteinek miatt felvetddott benniink a kérdés,
hogy vajon az ultracentrifugalassal izolalt sEV pelletek tartalmazhatnak-e
lipoproteineket. Ennek megvalaszoldsdhoz PFP és vérlemezke koncentratum eredetii
SEV-ket izolaltunk differencial-ultracentrifugaldssal, majd a vezikuldkat latex gyongyok
felszinéhez kotve analizaltuk aramlasi citometriaval. (Erre az sEV-k kis mérete miatt
volt sziikség, Oonmagukban sajnos az aramléasi citométer detektalasi kiiszobe alatt

vannak, a latex gyongyok felszinén azonban vizsgalhatdak (Osteikoetxea X és mtsai,
2015/1).)

Amint a 24. abra mutatja, mindkét esetben szamottevé apoB jelet talaltunk a
mintainkban, kevésbé prominens, de kimutathat6 apoCll, illetve a PFP mintdk esetében
enyhe apoE pozitivitassal egyiitt. A mintdkban taldlhato EV-ket a CD9 és CD63

tetraspanninok jelenlétével mutattuk ki.
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24. abra. PFP (felsé sor) és vérlemezke koncentratum (PLT; alsé sor) eredetii SEV-
k aramlési citometrids analizise. Mindkét mintaban taldlhatéak sEV-k (CD9 és CD63
pozitiv események), bar a PLT eredetli mintaban joval tobb. Az sEV-kkel egyiitt a
lipoproteinek is jelen vannak a mintdkban, amit a jelentds apoB ¢és apoCII pozitivitas
igazol. A PFP mintdban enyhe apoE festddés is megfigyelhetd. Jelmagyarazat: sziirke
hisztogram: kontroll latex gyongyok + antitest pufferben; atldatszo hisztogram: latex
gvongyok felszinén festett sEV minta. PLT sEV: vérlemezke koncentratum feliiluszojabol
izolalt kisméretii EV-K.

4.6. Az izolalt SEV mintakbol sem tavolithatoak el teljes mértékben siriiség

gradiens ultracentrifugalassal a lipoproteinek

Az SsEV mintdk esetében is megprobalkoztunk a differencidl ultracentrifugalassal
nyert, lipoproteint tartalmazo6 preparatumok siiriiség gradiens ultracentrifugalassal valo
megtisztitasaval. Hasonld eredményt kaptunk, mint az mEV-k esetében. Bar a gradiens
tetejére Uszott fel a lipoproteinek jelentés hanyada, de azokban a frakcidkban, ahol

SEV-k voltak jelen (FR7-8), megtalalhatoak voltak a lipoproteinek is.
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25. abra. PFP-bdl izolalt SEV-k tisztitasa siirliség gradiensen. A gradiens frakciok
analizise mind aramlasi citometriaval (oszlopdiagramok, felsd sor, n=3), mind Western
blottal megtortént. A) EV markerek analizise a gradiens frakciokban. Az abra fels
részén a CDY9 pozitiv események szdzalékos megoszlasa lathatd a gradiens frakciok
kozott. A panel als6 részén az ugyanilyen gradiensen tisztitott SEV-k anti-CD63
Western blot analizise lathat6. B) Lipoprotein kimutatas a gradiens frakciokban. Az
abra felso részén az ApoB pozitiv események szdzalékos megoszlasa lathatd a gradiens
frakciok kozott (n=3). A panel als6 részén az ugyanilyen gradiensen tisztitott SEV-K
anti-apoB Western blot analizise lathato.

A Western blot tanulsaga szerint az SEV-kkel egyiitt izolalédott plazma lipoprotein is
talnyomorészt LDL. (A detektalt protein az 550 kDa-os apoB100, mig a

kilomikronokon és remnantjaikon a 250 kDa-os apoB48 lenne lathato.)

A vérlemezke koncentratumokbol izolalt SEV-k esetében is hasonld eredményeket
kaptunk. A 26. abran lathato, hogy a vérlemezke koncentratum feliiluszdjabol izolalt,
Optiprep™ gradiensen megtisztitott SEV-k is jelentds mértékii apoB pozitivitassal

birnak.
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26. abra. Optiprep™ gradiensen tisztitott vérlemezke koncentratumbdl izolalt SEV-k
aramlasi citometrias analizise (FR7-8). Sziirke hisztogram: kontroll latex gyongyck
pufferben + antitest. Attetszé hisztogram: latex gyongyokhoz kotott SEV-K jelolése
antitestekkel (CD9, CD63, apoB).

4.7. Az LDL EV méretii agoregatumokat képezhet, igsy detektalhatéo aramlasi

citometriaval és TRPS-sel az EV mérettartomanyban

A Western blotok tanulsaga szerint az apoB-t hordozd, a mintainkban nagy
mennyiségben megtaldlhaté lipoprotein az LDL. Ennek tovabbi igazolasahoz
kereskedelmi forgalomban kaphato, tisztitott human LDL-t (Merck-Sigma) vizsgaltunk
tovabb.

El6szor is a kereskedelmi forgalomban kaphatd LDL-t is latex gyongyokhoz kotottiik
¢és aramlasi citometriaval analizaltuk. A varakozéasainknak megfelelden apoB és apoCII
pozitivitast detektaltunk, azonban az EV marker CD9 és CD63 nem volt detektalhat6 az
LDL mintaban (27. abra).
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27. abra. Kereskedelmi forgalomban kaphat6 tisztitott humén LDL vizsgélata. A
tisztitott LDL aramlasi citometrias analizise (latex gyongyok felszinén) azt mutatta,
hogy az LDL valoban hordozza az apolipoproteineket (apoB, apoCIl), azonban az LDL
EV-kkel val6 szennyezettségét sikeriilt kizarnunk, hiszen az LDL nem jel616dott sem
CD9 ellenes, sem CD63 ellenes antitesttel. Sziirke hisztogram: antitest + kontroll latex
gvongy pufferben, dttetszo hisztogram: LDL a latex gyongyok felszinén, jelolve az
indikalt antitestekkel.

Ezutan TRPS analizisnek vetettik ald az LDL-t, kiilonb6z6 poérusméreteket
alkalmazva (28/A abra). Meglepetésiinkre az LDL egészen nagy, akar 2-300 nm-es
aggregatumok képzésére is képes volt. Az LDL meglepden nagy mérete és az aramlasi
citometrias méréseinknél az mEV kapuban is detektalt jelent6s apoB pozitivitas miatt
(itt nem szerepelt a protokollban gyongyhoz kotés) gyongyhoz kotés nélkil is
analizaltuk az LDL-t anti-apoB fluoreszcens jelolést kovetéen (28/B. abra).
Meglepetésiinkre az LDL detektalhaté volt onmagéaban is az EV kapun beliil. A
fiziologias plazma koncentracionak megfelelé 2 mg/mL-es higitas mellett (Smith EB és
Staples EM, 1980) megnéztiink egy tizszeres higitast is, és azt tapasztaltuk, hogy a jel
intenzitasa megemelkedett. Ez arra enged kovetkeztetni, hogy i) ,,swarm-effektus” all
fenn, a részecskék szama meghaladja a detektor feloldasat, az egyszerre egynél joval
tobb részecskét mér le; ii) olyan nagy mennyiségben van jelen az LDL, hogy az
alkalmazott antitest mennyiség nem elégséges az Osszes részecske megjelolésére.
(Anyagi megfontolasbol a 4 pL antitest/minta mennyiség folott nem folytattuk a

rendszer titralasat, inkabb a mintakat higitottuk, ha sziikséges volt.)
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28. abra. . A) Az LDL TRPS analizise azt mutatta, hogy az LDL egészen nagy (2-
300 nm-es) aggregatumok képzésére is képes lehet. Fekete hisztogram: 150 nm-es
méretii nanoporus, vilagos sziirke hisztogram: 200 nm-es porus. B) Kereskedelmi
forgalomban kaphato, tisztitott human LDL direkt dramlasi citometrias analizise anti-
apoB-FITC jelolést kovetden. Jol lathato, hogy az LDL detektalhaté az mEV kapuban,
illetve feltehetéen szamolnunk kell a ,,swarm effektussal” is, hiszen a tizszeresen
higitott minta festddése prominensebb.

crer

Munkacsoportunk korabbi eredményei szerint kis koncentraciéju detergenst
alkalmazva (Tx-100, 0,1%) az EV-k jol elkiilonithetéek a fehérje komplexekt6l, melyek
ellenallobbak a detergens kezeléssel szemben (Gyorgy B és mtsai, 2011/1, Osteikoetxea
és mtsai, 2015/2). Meglepetésiinkre azonban az EV markerek mellett (29/A. abra) a
PFP-ben detektalt apoB jel (29/B. abra), s6t, a gyari LDL apoB festédése is (29/C.

abra) detergens-érzékeny volt.
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29. abra. Aramlési citometria, EV kapu. A) Ehomi PFP-ben detektalhaté AX jel
csokkenése 0,1% Tx-100 hozzaadasa utan. (n=12) B) Mind az éhomi, mind az
étkezések utani PFP-ben detektalhatd apoB jel Tx-100 érzékeny. (n=12) C)
Kereskedelmi forgalomban kaphat¢ tisztitott humén LDL dramlési citometrias analizise.
Mind a fiziologidas vérplazmaval megegyezd koncentracidban (~ 2 mg/mL), mind
tizszeres higitasban az anti-apoB-FITC antitestte]l megjelolt LDL szintén érzékeny a
0,1% Tx-100-ra (n=3). (atlag +SEM, ***p< 0,001, **p< 0,01, *p< 0,05, egyutas
ANOVA)

4.8. Az LDL nem csupan egyiitt izolalodik az EV-kkel, hanem asszocial veliik in
vitro

Az LDL-rdl igazoltuk, hogy képes EV méretli aggregatumok képzésére, és ezek az
aggregatumok egylitt izolalodhatnak az EV-kkel, illetve zavarhatjadk az EV-k
detektalasat.

Azonban az a kérdés is felvet6dott benniink, hogy az LDL aggregatumok csupan
azért 1zolalodnak-e egyiitt az EV-kkel, mert hasonld biofizikai tulajdonsagokkal

rendelkeznek, vagy valami tobbrdl lehet sz0, és asszociacio lehet a lipoproteinek és az
EV-k kozott?

Ennek kideritésére egy in vitro kisérletet végeztiink: sejtkultirabdl szérum- és
lipoprotein mentes kornyezetben MEV-ket izolaltunk. Ezeket az EV-ket ezutdn
szuszpenzioban fixalast alkalmazo, bedgyazas nélkiilli modszerrel TEM analizisnek

vetettik  ald. Ezzel parhuzamosan az EV-k egy részét Osszekevertiik
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2 mg/mL-es LDL szuszpenzidval, majd fél o6ra szobahdmérsékleten torténd inkubaciot

kovetden az igy kapott mintakon is elvégeztiik a TEM analizist. Kontrollként magat az

LDL-t is megvizsgaltuk.

A TEM képek tanulsidga szerint az LDL valdban képes EV méretli aggregatumok
képzésére (30/A. abra). A lipoproteinektdl megszokott kerek, homogén fekete
struktaraként azonosithat6. Az EV-k esetében azt talaltuk, hogy a részecskék belseje
lényegesen kevésbé elektrondenz, megfelelve ezzel a vezikularis morfologianak. Az
LDL-lel val6 6sszekeverés utan esetében azt talaltuk, hogy a lipoproteinek szamottevo

mértékben az EV-k felszinéhez asszocialtak, jelentés mértékben lefedve azt (30/B-C.

abra).
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human LDL TEM képe. B) Szérum mentesen tartott sejtkultirabol (5/4 E8 hibridoma)

szarmazo

mEV-k TEM képe. C) Az in vitro osszekevert mMEV-k és az LDL a TEM képek

tanulsaga szerint asszocialnak egymassal. A mérce minden abran 500 nm-€s.
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5. Megbeszélés

A kozelmultban az EV-kkel foglalkozo tudomanyteriilet mara mar oriasi fejlodési
utat jart be. Az EV-k egyik legigéretesebb tulajdonsaga, hogy a plazmaban keringd
vezikulék analizise 0j biomarkerek felfedezésé¢hez vezethet (Gyorgy B és mtsai, 2011/2;
Peinado H és mtsai, 2012; Buzas EI és mtsai, 2014; Yanez-Mo M és mtsai, 2015; Melo
SA és mtsai, 2015). Féként ezen okbdl nagy érdeklédés 6vezi a plazma eredetii EV-ket
jellemzd tanulmanyokat, analitikai és detektalasi modszereket. Azonban a vérplazmabol
¢s egyéb bioldgiai folyadékokbdl torténd EV izolalas kérdése a mai napig problémas, a
preparatumokban el6forduld rengeteg nem-EV eredeti részecske/molekula miatt (5.

T4blazat).
5. T4blazat

A testfolyadékokbdl izolalt EV-kkel leggyakrabban eléfordulé ko-izolatumok /
szennyezoédések.

Testfolyadék Kontaminacié/Ko-izolatum Hivatkozas
HDL Yuana Y és mtsai, 2014
LDL és kilomikronok Welton JL és mtsai, 2015;
Vérplazma/szérum Deregibus MC és mtsai,
2016;
Mork M és mtsai, 2017
Virusok: - HIV-1 Cantin R és mtsai, 2008
-HCV Konadu KA ¢és mtsai, 2015
AGO2-RNS komplexek Liu Z és mtsai, 2014
immunkomplexek és fehérje- Gyorgy B és mtsai, 2011/1
aggregatumok
haptoglobin Altadill T és mtsai, 2016
albumin Baranyai T és mtsai, 2015
in vitro keletkezett vérlemezke eredetil Gyorgy B és mtsai, 2014
EV-k
Vizelet Tam-Horsfall fehérje Fernandez-Llama P ¢és mtsai,
2010
uromodulin, albumin Pocsfalvi G és mtsai, 2015
genomialis DNS Miranda KC és mtsai, 2010
baktériumok Tataruch-Weinert D és mtsai,
2010
uropatogén E. coli az SEV-ken beliil Miao Y és mtsai, 2015
[ziileti folyadék fehérje komplexek Gyorgy B és mtsai, 2012
hialuronsav Boere J és mtsai, 2016
Nyal immunoglobulinok, komplement fehérjék, Gonzalez-Begne M és mtsai,
alfa amilaz 2009
Anyatej lactoferrin, béta-kazein Zonneveld MI és mtsai, 2014
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Jelen munkénkban elséként tudtuk igazolni aramldsi citometriaval, hogy a
lipoproteinek (kilomikronok ¢és LDL) zavarhatjdk az EV-k analizisét még ¢homi

vérmintak és vérlemezke koncentratumok esetében is.

Az elsé6 eredményilink, melynek nyoman elindultunk, miszerint étkezésre
kilomikronok jelennek meg a PFP mintdkban, és zavarhatjak az EV-k analizisét, tobb
iranybol is aldtdmasztast nyert. A szérum trigliceridek étkezésre torténd
megemelkedésével parhuzamosan mind aramlasi citometriaval, mind TRPS-sel
esemény- illetve részecskeszam emelkedést mutattunk ki. Szintén a kilomikronok
megjelenését igazolta az ultracentrifugalt PFP tetejére feluszo6 nagymértékben
elektrondenz részecskék TEM analizise. Az étkezéseket kovetd trigliceridek szallitasa,
az ultracentrifugalas soran valo feliszas, és a karakterisztikus TEM morfologia
(homogén sotét képletek, melyek gyakran rolo-szeri formatumba rendezddnek) és a
200-600 nm kozotti atméré mind a kilomikronok jol dokumentalt jellemz6i (Salpeter
MM és Zilversmit DB, 1968).

Habar csupan az étkezés utan levett PFP mintdk esetében talaltunk a mintdban TEM
analizissel kilomikronokat, meglepetésiinkre mar az éhomi mintdkban is jelentds
apoB100/48 pozitivitdst tudtunk detektdlni. A vérplazméban az apoB100 jelentds
hanyada a ~ 25 nm-es atmérdvel jellemezhetd LDL részecskék felépitésében vesz részt
(Jonas A, 2008), mig kevesebb, mint az el6fordulasok 10%-aban az IDL (25-35 nm) és
a VLDL (30-80 nm) is tartalmazhat apoB100-at (Cox RA és mtsai, 1990). Az apoB100
splice variansanak tekinthetd a bélben képz6dé apoB48, mely a kilomikronok felszinén
talalhato (Lorec AM és mitsai, 2000). A két izoforma hatékonyan Western blottal
kiilonithetd el egymadstdl, ugyanis a legtobb antitest, ami felismeri az apoB48-at,
altalaban felismerni az apoB100-at is. Western blottal viszont az eltér6 molekularis
tomegiik miatt elkiilonithetéek (550 kDa apoB100 vs 250 kDa apoB48).
Meglepetésiinkre a mi EV mintainkban a Western blot soran 550 kDa-os savot
detektaltunk, ami arra engedett kovetkeztetni, hogy az EV-kkel nagy mennyiségben
¢homra is egyiitt izolalodo ,,szennyezd” lipoprotein nem kilomikron vagy kilomikron

remnant, hanem jo eséllyel LDL.
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Az elvarasainknak megfelelden étkezés utdn éaramlési citometriaval konnyedén
detektalni tudtuk a kilomikronokat, koszonhetden a tobbi lipoproteinhez képesti relative
nagy méretiiknek. Ugyanakkor fontos tudnunk, hogy mar a trigliceridek emelkedése
irodalmi adatok szerint mar egy o6raval az étkezést kovetden detektalhatd (Lorec AM és
mtsai, 2008), az aramlasi citometrids detektalashoz jobb valasztas volt a 4 6ras idéablak.
Szintén fontos informacid, hogy az étkezéseket kovetéen a kilomikronok
megjelenésével parhuzamosan a maj LDL szekrécidja altaldban csokken (Sabaka P ¢és
mtsai, 2013). Ez magyarazhatja azt az eredményiinket. hogy bar étkezésre a detektalt
trigliceridek mennyisége megemelkedett, a laboratéoriumban mért apoB mennyiség
(mely féleg az LDL-en 1év6 apoB100-at méri) kismértékli csokkenést mutatott. Szintén
ez lehet a magyarazat a mogott is, hogy mig a PFP mintdkban detektaltunk az étkezés
utan apoB pozitivitas emelkedést (18. vs 20/B. abrak), addig az izolalt MEV mintdkban
€z mar nem volt szignifikans. Azt gyanitjuk, hogy az LDL nagyobb mértékben
izolalodik egyiitt az EV-kkel, mint a kilomikronok.

Az LDL részecskék elméletben til kisméretiiek ahhoz, hogy egyenként lathatéva
tehessiik 6ket aramlési citometriaval. Ugyanakkor a koncentracidjuk kb. huszezerszer
magasabb, mint a kilomikronoké (2 mg/mL vs 0,1 mg/L) (Smith EB és Staples EM,
1980; Lorec AM, 2008). Ez az iszonyt magas koncentracio, illetve az LDL részecskék
magas lipid tartalma (tomegiik 75-80%-a lipidekbdl tevodik Ossze), a ,,swarm effektus”
¢s a fokozott fényszords miatt mégis lehetdvé teheti, hogy detektalhassuk oOket egy
konvencionalis aramlasi citométerrel. llletve, mivel az anti-apoB100/B48 antitest, amit
az aramlasi citometrids mérésekhez hasznaltunk poliklondlis volt, igy nem zarhato ki az
sem, hogy a poliklonalis ellenanyagban talalhatdé IgM 0Osszekapcsolt tobb LDL
molekulat, igy segitve a detektalasi kiiszob meghaladasat. Nem szabad azonban szem
eldl téveszteniink, hogy a modszer emiatt nem lehet alkalmas a részecskék pontos
szamanak meghatarozasara, de nagysagrendi becslésekre véleményiink szerint

hasznalhato.

Itt fontos megjegyezniink, hogy a mintak mennyisége sajnos egyetlen esetben sem
volt elegendd ahhoz, hogy ugyanabbol a mintabdl végezziik a Western blot analizist és
az aramlasi citometrias méréseket. A Western blotok és az Osszesitett aramlasi

citometrids mérések kozotti diszkrepancia (23. és 25. abrak) magyarazata egyfeldl az
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lehet, hogy mdas-mas alanybdl szdrmaztak a mintdk, igy a gradiens tetejére feliiszo
lipoproteinek mennyisége eltérd. Masfeldl az aramlasi citometria soran a méretiikbol
adodoan feliilreprezentalva lathatjuk a Western blottal érdemi jelet nem ado,
kismennyiségli, esetlegesen a mintdban maradt kilomikron remnantokat, illetve az

esetlegesen képz6dé EV-lipoprotein komplexeket is.

Az aramlési citometria soran ugyanakkor a véges mennyiségii felhasznalhato antitest
¢s a frakciok Osszehasonlithatésagdnak megtartdsa miatt az is el6fordulhat, hogy a
gradiens tetejére feluszott Osszes lipoprotein megjelolésére nem volt elegendd
mennyiségli az alkalmazott antitest mennyiség. (A 4 pL ellenanyag/mintanal nagyobb
mennyiségek illetve a mintdk tovabbi higitdsa véleményiink szerint nem adott volna
olyan mennyiségli és mindségli plusz informéciot, ami indokolta volna a mérések

kiterjesztését tovabbi higitasokkal.)

A fenti tényezdket figyelembe véve, a mérések értékelése soran a Western blottal
nyert adatokat els@sorban a részecskék természetének megéllapitdsira (LDL vagy
kilomikron) hasznaltuk. Az 4aramlasi citometrids mérés véleményiink szerint
alkalmasabb lehet a szennyezddés mértékének becslésére, ugyanakkor a
felbontas beli korlatok miatt pontos mennyiségi meghatarozasra sajnos nem alkalmas ez

a modszer sem.

Az apoClIl és apoE ellenes antitestek nem adtak annyira prominens jelolést a
plazmaban (és a gyari LDL készitményben sem), mint az anti-apoB antitestek. Ennek az
lehet a magyarazata, hogy az LDL részecskék fehérje komponensének tobb mint
95%-aért az apoB felel (von Zychlinski A és mtsai, 2014). Raadasul minden LDL
részecske definicid-Szerlien tartalmaz egy darab apoB100 molekulat, mig apoCII-t és
apoE-t csak a részecskék kb 10%-a hordoz (Jonas A, 2008). Ugyanakkor nem tudhatjuk,
hogy az EV-kkel torténé egylittes izolalodas soran képzO6dd aggregatumok és
komplexek képzésében milyen részardnyban vesz részt ez a populacio. A gyari
készitmény esetében szintén nem zarhato ki a szamottevé VLDL/IDL szennyezddés,
ami az apoE és apoCIl mennyiségi emelkedésével jarhat. Az EV mintdk alacsony
apoClI és apoE festddése inkabb az LDL, mint a VLDL ¢és IDL jelenlétére utal. Ezen
feliil elképzelhetd, hogy az EV-kkel interakcidoba 1ép6 LDL-ek mar hosszabb id6t

toltottek a keringésben és elvesztették apoCIl és vagy apoE markereiket. Ez
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magyarazhatnd a kereskedelmi forgalomban kaphaté és a mintdnkban detektalt

apoB100-at hordoz6 részecskék eltérd apoE és CII aranyait.

Osszességében tehat elmondhatjuk, hogy az étkezéskor megjelend, EV analizist
zavard lipoproteinek nagy valdszintiséggel megfeleltethetéek a kilomikronoknak, mig
az ¢homra és szamottevd mennyiségben jelen 1évo, és az EV-kkel egyiitt izolalédé apoB

pozitiv lipoproteinek inkdbb LDL részecskék lehetnek.

Eredményeink meglep6bb része azonban az volt, hogy az LDL nem csak, hogy
egylitt izolalodik az EV-kkel, de a jelenleg elterjedt EV tisztitdsi modszerekkel nem
valaszthat6 el toliik teljes mértékben. Ennek egyik lehetséges magyarazata lehet az EV-
Osszekeverést kovetdéen. Az, hogy ez az asszociacio in vivo is jelentés-e, illetve
pontosan milyen mechanizmus tehetd feleldssé érte, tovabbi kutatasaink targyat képezi.
Az egyik lehetséges mechanizmus az lehet, hogy az LDL, mely ismerten kotddhet
hidrofob feliiletekhez (Siegel G és mtsai, 2001), az EV-k membranjait ért sériilések
kapcsan felfedésre keriilé hidrofob részekhez kapcsolodhat (Kastelowitz N és Yin
H,2014). A masik valdszinii magyarazat lehet, hogy az EV-k az 6ket kibocsajtd sejtbol
LDL kotésére alkalmas receptorokat (LDL receptor, scavenger receptorok) hoznak

magukkal, és ezeken keresztiil valosul meg az interakcio.

Az interakcio tényét igazolja az is, hogy az étkezés utan izolalt EV-k és PFP mintak
esetében az EV markerek altal adott jelek 1ényegesen kisebbek voltak, mint ¢homra.
Hipotézisiink szerint az EV-k felszinéhez asszocidlod6 lipoproteinek elfedhetik a

detektalo antitestek eldl a célfehérjéiket, igy csokkentve a jelek intenzitdsat.

Részben megmagyarazhatova valik az EV-kkel foglalkozokat régota nyugtalanitd
»arva vezikulak” (orphan EV-k) kérdése is, melyek olyan vezikuldk, melyek lipid
természete 1igazolt, azonban a rendelkezésre allo felszini markerek mégsem
detektalhatdak rajtuk (Dragovic RA és mtsai, 2013). A lipoproteinek altali lefedettség

részben magyarazhatja ezt a jelenséget is.

Hogyan lehet, hogy bar itt volt a szemiink el6tt, mégsem lattuk az LDL-t eddig

szamottevden az EV mintakban?
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Az egyik lehetséges magyarazat éppen a nagyon magas plazma koncentracioban
rejlik. Még meghigitott minta esetén is négyszer annyi apoB ellenes antitestet kellett
alkalmaznunk az LDL lathatoéva tételére, mint amennyit nagy feleslegben az EV-k
detektalasdhoz szoktunk hasznalni. Tehat megfelel? titralas nélkiil egyszertien nem volt

lathato az LDL altal adott jel (11. abra).

A Western blottal tortén6 detektalasnal szintén modositanunk kellett a technikat,
ugyanis az 550 kDa-os apoB fehérje nem képes belépni a standard poliakrilamid-SDS
futtato gélekbe. igy standard elektroforézis és blottolas esetén a koncentrald gélben
rekedt apoB fehérjét nagy eséllyel levagjuk és elveszitjiik. Emiatt munkank soran 5%-0s
agardz és SDS tartalmt gélben végeztiik az elektroforézist, mely alkalmas volt a CD63

¢s az apoB100/48 egyidejii megjelenitésére.

A TEM analizis soran szintén megmutattuk, hogy ugyanazon minta eltérd
feldolgozasa esetén (21. abra), ha bedgyazast ¢s metszést alkalmazunk, akkor bar
sokkal szebben lathatoak az EV-k, a veliik egyiitt a mintaban jelen 1évd lipoproteinek
lathatatlanok maradnak. A szuszpenzidban [évé mintak analizisénél &ltalaban
foszfowolframsavat vagy uranil-acetatot hasznalnak a kontrasztozashoz, az ozmium
hasznalata ennél a megkozelitésnél nem jellemzd. Azonban, ha a szuszpenzidban 1évd
mintat ozmium kezelésnek tessziik ki, majd beagyazas nélkiil, TEM gridre cseppentve

analizaljuk, lathatova véalnak a mintdban megbuvo lipoproteinek.

A HDL-r6l ismert, hogy egyiitt izolalodhat az SEV-kkel még siiriiség-gradiens
ultracentrifugalas esetén is, a nagyon hasonlo siirisége miatt (1,063-1,21 g/mL) (Yuana
Y és mtsai, 2014). Ami a mi eredményeinkben elsdre meglepd, az az, hogy az LDL,
amit6l azt varnank, hogy maradéktalanul felaszik a gradiens tetejére, szintén egyiitt
izolalodik részben az EV-kkel. Azonban ha alaposabban megnézziik az irodalomban
rendelkezésre allo tomegspektrometriai adatokat, azt talaljuk, hogy a vérplazmabol
izolalt EV-k esetében még stirliség gradiens ultracentrifugalast kovetden is megtalalhato
nem csak az apoAl (HDL marker), hanem gyakran az apoB és az apoE is (Kalra H és
mtsai, 2013). A masik iranybdl szemlélve a dolgot, beszamoltak mar az LDL és a
VLDL tomegspektrometriai analizise soran olyan fehérje talalatokrol, melyek jo eséllyel

az asszocialt EV-kbol szarmazhattak. Megtalaltak a CD14 monocita felszini antigént, az
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S100-A8 proteint, HLA I osztaly molekulait, s6t az LDL receptort is (Dashty M és
mtsai, 2014).
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6. Kovetkeztetések

Eredményeink legfontosabb vonzata, hogy kideritettilk, hogy a kilomikronok, az
LDL, és ennek aggregatumai nagymértékben hasonlitanak a keringésben megtalalhato

EV-kre, ilyen médon nehezitve azok vizsgalatat.

Az LDL egyiitt izolalodik a vérplazma ¢és vérlemezke koncentrdtum eredetli

EV-kkel, azoktdl a jelenleg altalunk elérhetd modszerekkel nem elvéalaszthato.

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

komplexekrdl, vagy lipoprotein aggregatumkrol van sz6.

Az LDL részecskék plazma koncentracidja kb. 10*/mL PFP (Cromwell W és mtsai,
2007), mig a keringé EV-ké a legoptimistabb becslések szerint is maximum 10*2/mL, de
inkabb 10"%/mL (Gyorgy B és mtsai, 2014). Igy ha csak az LDL kis szizaléka
aggregalodik, mar az is szamottevden zavarhatja az EV-k részecske szdmlalason alapul6
vizsgalatat (TRPS, NTA), az EV-knek tulajdonitott események szdmanak jelentds

feliilbecslését okozva.

Eredményeink tiikrében érdemes elgondolkodnunk az EV-lipoprotein komplexek
1étezésén. Ebbdl kiindulva 0j szemmel kell nézniink a vérplazma eredetii EV-ket vagy
éppen lipoproteineket felhasznald funkciondlis vizsgélatok 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

boldgiai hatasai sem feltétleniil elhanyagolhatdak.

Az EV-ket felhaszndlo biomarker kutatasok esetében szintén nem elhanyagolhat6 az
EV-lipoprotein asszociacio lehetdsége. Az EV-k felszinén talalhatdé markereket
elfedhetik az EV-hez asszocialt lipoproteinek, igy jelentésen megnehezitve a molekulak

klinikai gyakorlatban val6 diagnosztikus/predikcios felhasznalasat.
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7. Osszefoglalas

A keringésben taldlhatdo EV-k iranti széleskorii érdeklddés egyik legjelentdsebb oka
az ezekben a részecskékben rejlé potencidl, hogy szamos betegségben biomarkerként
hasznalhassuk 6ket. A nagy tudomanyos ¢érdeklodés ellenére azonban a
testfolyadékokbdl torténdé EV izolalas a mai napig tartalmaz kihivasokat, az igazan
tiszta EV prepardtumok izolalasa megoldatlan. Az EV-kkel egyiitt izolalodo kiilonbozd
plazma proteinek és pl. a HDL nagymértékben zavarhatjak a vezikuldk analizisét. Jelen
munkankban az étkezések kapcsan a plazma lipoprotein frakcidban bekovetkezo

valtozasok hatasara voltunk kivancsiak az EV-kre vonatkozoan.

Kisérleteinkben egészséges donorok éhomi és négy oraval egy zsirban gazdag
étkezést kovetden nyert plazma mintait, illetve vérlemezke koncentratumok feliiliiszoit
vizsgaltuk. Az étkezést kdvetden a vérben keringd részecskék koncentracidja jelentds
mértékben megemelkedett. Aramlési citometrids méréseink szerint a kering® részecskék
dont6 tobbsége nem hordozta a felszinén a leggyakoribb EV markereket. Egy az apoB-t
felismerd ellenanyaggal a keringd részecskék zomét lipoproteinként (féleg LDL-ként)
azonositottuk. Egy 1) metodikai beallitdsnak koszénhetden sikeriilt egy atlagos aramlasi

citométerrel is lathatova tenniink a keringé LDL részecskéket.

Meglepetésiinkre az LDL részecskék egy része egyiitt izolalodott a vérplazmabdl és a
vérlemezke koncentratumok feliilisz6jabal izolalt EV-kkel. A jelenleg altalunk elérhetd
izolalasi és EV-tisztitdsi modszerekkel nem sikeriilt LDL mentes EV-izolatumot

eloallitanunk.

A fenti eredmények tiikrében felvetddott benniink az EV-LDL interakcio lehetdsége.
Ennek igazolasara in vitro osszekevertiink LDL-t és sejtkultirabol szarmazo EV-ket. A

TEM képek tanulsaga szerint az EV-k és az LDL in vitro asszocialtak egymassal.

Eredményeink felvetik annak sziikségét, hogy a vérplazmabol szarmazo EV-kkel
végzett funkciondlis vizsgélatok esetében szamolnunk kelljen az EV-kkel egyiitt
izolaloédott LDL hatasaval is. Az EV-lipoprotein komplexek in vivo, a keringésben valo
létezése tovabbra is nyitott kérdés, melynek megvalaszolasa tovabbi kutatdsaink targyat

képezi.
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7.1.Summary

Circulating EVs have attracted broad attention as potential new biomarkers in several
diseases. Despite the increasing interest, EV isolation and purification from body fluids
remains challenging. Co-purified proteins and HDL have been already reported to
interfere with EV analysis. Our work has been undertaken to analyze whether
lipoproteins in blood plasma have an impact on the analysis of circulating extracellular

vesicles.

We studied human pre-prandial and four hours postprandial platelet-free blood
plasma samples and supernatants of human platelet concentrates as well. After food
intake, we detected a prominent increase in the concentration of nanosized particles in
blood plasma. Using flow cytometry, we found that the majority of these circulating
particles within the size range of extracellular vesicles lacked common vesicular
markers. We identified most of these particles as lipoproteins (predominantly LDLS)
which mimicked the characteristics of extracellular vesicles. For the first time we

introduced a new method for visualization of LDL with a conventional flow cytometer.

We also reported that LDL co-purified with EVs. Current state-of-the-art EV
isolation and purification methods did not result in lipoprotein-free vesicle preparations

either from blood plasma or from platelet concentrates.

This is the first study to show co-purification of low-density lipoprotein with
extracellular vesicles and its interference with vesicle analysis. Our experiment of in
vitro mixing LDL with EVs showed an unexpected association between the particles

which was verified by TEM images.

Our data point to the importance of careful study design and data interpretation in
studies using blood-derived extracellular vesicles with special focus on potentially co-
purified low-density lipoprotein. Whether EV-lipoprotein complexes also exist in vivo,

remains an urgent and important question to be answered.
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Vagatlan gél képek

260 kDa

100 kDa
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100 kDa

1-345 6 789 13456 78 9

I

gradiens frakciok

1. Kiegészité abra. Vérlemezke eredeti mEV-k tisztitisa Optiprep™ siiriiség
gradiensen. A gradiens frakciok Western blot analizisének vagatlan gélképei. Baloldal:
CD63, jobb oldal: apoB.

apoB100

260 kD

100 kDa

0 kDa
1345 6 7-8 9 1-345 6 7-8 9
gradiens frakciok

2. Kiegészité Abra. Vérlemezke eredetli sEV-k tisztitisa Optiprep™ siirliség
gradiensen. A gradiens frakciok Western blot analizisének vagatlan gélképei. Baloldal:
CD63, jobb oldal: apoB.
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