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,, Nekem azt tanitottak, hogy a haladas utja se nem gyors, se nem konnyii.’

Marie Curie



1. Bevezetés

Az extracelluléris vezikuldk (EV-k) kulcsszerepet jatszanak a sejtek kozotti
kommunikécidban, ezért egyre nagyobb figyelmet kapnak az egészségtudomanyi
kutatasokban. Szerepiik az egészséges miikodéstol a betegségek kialakuldsaig sokréti, és
sejttipusonként eltéré jellemzOik lehetdvé teszik diagnosztikai ¢és  terapias
alkalmazasukat. A disszertacid célja az EV-k huméan mintakon torténd vizsgalatanak két
fo teriiletét bemutatni: egyrészt az EV-k izolalasdnak és jellemzésének modszertani
kérdéseit, masrészt a testedzés hatasat az EV-k molekularis Osszetételére és élettani

szerepere.

1.1. Extracellularis vezikulak altalanos jellemzése és tipusai

Az EV-k olyan apr6, membrannal koriilvett részecskék, amelyeket a sejtek
juttatnak ki a kornyezetiikbe. Ezek a vezikuldk fontos szerepet toltenek be a sejtek kozotti
kommunikécidoban, mivel kiilonféle bioldgiailag aktiv anyagokat, példaul fehérjéket,
nukleinsavakat (mint az mRNS vagy mikroRNS), lipideket és mas molekuldkat
szallitanak. Jelentds mennyiségben talalhatok meg kiilonb6zd bioldgiai folyadékokban,

mint példaul a vér, a nyal, a vizelet és az anyate;.

Az EV-k biogenezis alapjan két fo tipusba sorolhatok: exoszomakra, amelyek
endoszomalis eredetiiek, ¢és ektoszomakra, amelyek kozvetleniil a plazmamembranbol
szarmaznak. Méret szerint az EV-k lehetnek kis méretiiek (sEV-k, 50-150 nm), kozepes

méretiiek (mEV-k, 200-800 nm) vagy nagy EV-k (>1000 nm).

Szinte minden sejttipus képes EV-ket kibocsatani, és ezek Osszetétele
nagymértékben fiigg a sejt tipusatol, annak aktualis allapotatol, illetve a kiilsé kornyezeti
hatasoktol. Eppen ezért az EV-k informaciét hordoznak a kibocsaté sejtekrdl, ami

kiilondsen értékessé teszi Oket a diagnosztikaban €s a betegségek korai felismerésében.



1.2. Az extracelluléris vezikuldk és a testmozgas kapcsolata

Az elmult évek soran vizsgalatok kimutattak, hogy a tobbi sejthez hasonldan, a
vazizomzat is képes EV-ket kibocsatani a keringésbe edzés hatdsara. Friihbeis ¢és
munkatarsai els6ként vizsgaltak az sEV-k szintjét és tulajdonsagait a keringésben edzés
hatasara. Kerékparos és futoprotokoll soran kimutattak, hogy az edzés soran megnovekvo
vezikuldk jelatviteli szerepiik révén hozzajarulnak a fizikai aktivitdshoz kapcsol6do

adaptacios folyamatok szabalyozasahoz.

Safdar és munkatarsai attekint6 tanulmanyukban az alloképességi edzés soran
felszabadulé exoszomdk anyagcsere-betegségek kezelésében rejld lehetdségeit
vizsgaltdk. Whitham és kollégai kvantitativ proteomikai ¢€s intravitalis képalkotod
modszerekkel jellemezték az edzés hatasara szekretalt EV-fehérjéket, és tobb ) myokin-
jeloltet azonositottak, amelyek nem a klasszikus szekrécids utvonalon keresztiil jutnak a

keringésbe.

A testmozgas befolyésolja a vezikuldk mennyiségét és Osszetételét, ami arra utal,
hogy fontos kozvetitdi lehetnek a fizikai aktivitds altal kivaltott pozitiv ¢élettani

hatasoknak.

1.3. A hosszutavu testedzés hatdsa a szervezetre, oregedési folyamatokra

Ma mar szamos bizonyiték tdmasztja ala a rendszeresen végzett testedzés jelentds
pozitiv hatasat, amelyet az emberi szervezetre gyakorol, és amely az élettani rendszerek
sz€les korét érinti, beleértve a sziv- és érrendszert, a mozgatd szervrendszert, az

anyagcserét €¢s a mentalis egészséget.

A vazizomzat plaszticitdsa révén gyorsan reagdl a fizikai aktivitasra, és
kulcsszerepet jatszik az anyagcsere szabalyozasaban. Az edzés molekularis adaptacioi,
beleértve a DNS-, nem kodold RNS- és hiszton-mddositasokat, epigenetikai modositasok
formdjaban szabdlyozzak a génexpressziot. Kimutattak, hogy a magasabb szintii fizikai

fittség Osszefiigg a betegségek csokkend eléfordulasaval €s az Gregedés lassabb ilitemével.



1.4. Az epigenetika

Az epigenetika fogalmat Waddington vezette be a genetika és a fejlodésbiologia
Osszekapcsolasara. Riggs és munkatérsai szerint, és ez ma mar altaldnosan elfogadott
meghatarozas, az epigenetika a génmiikddés olyan, mitotikusan és/vagy meiotikusan
oroklodo valtozasait vizsgalja, amelyek nem jarnak a DNS-szekvencia mddosulésaval.
Ez azt jelenti, hogy a gének ki- vagy bekapcsoldsa nem genetikai mutacioval, hanem

egy¢b szabalyoz6 mechanizmusok révén torténik.

Az epigenetikdban harom alapvetd mechanizmust vizsgalnak kiemelten: a DNS-
metilaciot, a hisztonmodifikaciokat és a nem kodolé RNS-eket. A tertilet gyors fejlédése
fokozta az érdeklddést azok irant a technologiak irant, amelyek képesek feltérképezni az

egészséget és betegségeket befolyasold epigenetikai jeleket.

1.5. A DNS-metilacid

A DNS-metilacio olyan epigenetikai szabalyozé mechanizmus, amely
kulcsszerepet jatszik a génexpresszid finomhangolasaban anélkiil, hogy megvaltoztatna a
egy metilcsoport kapcsolddik a DNS-ben taldlhaté citozin bazis 5. szénatomjahoz,
leggyakrabban olyan szakaszokon, ahol a citozin egy guanin bazis eldtt all (ezeket CpG
dinukleotidoknak nevezziik). A DNS-metilacio 1étfontossdgt az embrionalis fejlddésben,
¢és olyan folyamatokra van hatdssal, mint a genomidlis imprinting, az X-kromoszéma

inaktivaciod és az ismétlodo DNS elnémitasa.

1.6. Az epigenetikai 6rak

Az dregedést, mint bonyolult folyamatot, kiilonb6z6 valtozasok jellemzik sejtes,
szubcellularis és nuklearis szinteken, amelyek koziil az egyik az epigenetikai dregedés.
Ahogy egyre nagyobb figyelmet kap az epigenetikai valtozasok szerepe az dregedésben,
a DNS-metilacios mintazatok mércéjévé valtak a bioldgiai €letkor meghatarozéasanak,

melyet jelenleg epigenetikai 6éraként emlegetnek.



Az elsO generacids epigenetikai ordk, mint Horvath Osszes-szoveti Ordja és
Hannum véralapu 6raja, a bioldgiai életkort becsiilik meg. Ezzel szemben a masodik
generacios orak, példaul a DNAmPhenoAge, DNAmMmGrimAge ¢és a longitudinalis
adatokon alapul6 DunedinPoAm ¢és DunedinPACE, elsésorban a halalozési kockazat

elérejelzésére szolgalnak.

A DNAmFitAge-t, amely bioldgiai életkormutatoként szolgél a fizikai erdnlét
olyan mérdszamainak integralasaval, mint a VO2max és a kézi szoritderd. Ez az 6ra azzal
a céllal keriilt kifejlesztésre, hogy 6sszekapcsolja az epigenetikat az edzettséggel, kiilonds

figyelmet forditva arra, hogy a fittség hogyan befolyasolja az 6regedési folyamatokat.

2. Célkituzes

Kutatasunk célja a tobb évtizedes testedzés hatdsdnak vizsgdlata volt a human
vérben keringd kis extracellularis vezikulakra (sEV-k). Elséként egy megbizhato,
MISEV-iranyelveknek megfeleld izolalasi protokollt dolgoztunk ki és validaltunk a
késoébbi proteomikai vizsgalatokhoz. Vizsgaltuk tovabba a frissen vett és hosszabb ideig
fagyasztva tarolt plazmabol izolalt sEV-k kozotti kiilonbségeket is. A kialakitott
modszerrel izolalt SEV-k fehérjetartalmat proteomikai modszerrel elemeztiik a két eltérd

edzettségli csoport mintaiban.

Kutatasi eredményeinkkel célunk az wvolt, hogy bdvitsik a tudomanyos
ismereteket egy viszonylag 0j kutatasi teriileten, amely a sport €s a fizikai aktivitas hatasat
vizsgélja a vezikulakra. E kutatési irany feltardsa nemcsak a sportélettani, sejtbiologiai és
orvosi tudoméanyok szorosabb Osszekapcsoldsara nyujt lehetdséget, hanem hozzéjarulhat

uj biomarkerek €s terapias célpontok azonositasahoz is.

1. A mddszertan kidolgozasahoz kapcsolddé hipotézisek:

1.1: Feltételezziik, hogy a mintdk alapos preanalitikai vizsgéalata segit az SEV

izolalasra legalkalmasabb mintak kivalasztasaban.

1.2: Feltételezziik, hogy a 70 nm-es poérusnagysagu oszlop kisebb kontaminécioval,

hatékonyabban izoldl SEV-ket tomegspektrometrias mérésre, mint a 35 nm-es oszlop.



1.3: Feltételezziik, hogy a frissen levett vérbdl késziilt PFP, és a hosszabb tavon

fagyasztva tarolt PFP egyarant alkalmas az sEV izolalasra.

2. Az edzettségi szint és a kis méretii extracellularis vezikuldk (sEV) kapcsolatanak

vizsgalatara vonatkozd hipotézisek:

2.1: Feltételezziik, hogy az sEV mintdk proteomikai elemzése soran kapcsolatot

talalunk a vezikuldkban talalhato fehérjék, és az epigenetikai 6regedés liteme kozott.

2.2: Feltételezziik, hogy szignifikdns kiilonbség mutathatd ki az edzettségi szint

fliggvényében az sSEV mennyiségi meghatarozéasaban.

2.3: Feltételezziik, hogy szignifikans kiilonbség mutathatd ki a fehérjeszintek és a

fiziologiai fittségi mutatok kozott az edzettségi szint fliggvényében.

3. Modszerek

3.1. A vizsgalat alanyai

A vizsgalatot az Egészségiigyi Tudomanyos Tandacs etikai engedélye (25167-
6/2019/EUIG) alapjan végeztiik, a Helsinki Nyilatkozatnak megfeleléen. A kutatasban
kizarolag egészséges, Onkéntesen részt vevd személyek vettek részt, akik irdsos
beleegyezést adtak. A f0 mintavételre a 2019-es Velencei Evezds Masters
Vilagbajnoksagon, majd a kontrollcsoport toborzasara Budapesten kertilt sor, 6sszesen
303 {6 részvételével. Célunk egy fizikailag aktiv edzett csoport kialakitdsa, valamint
korcsoportban illeszkedd inaktiv, {ilé életmodot folytatd kontroll csoport toborzasa volt.
A résztvevoket fizikai fittségiik szerint VO.max érték alapjan kategorizaltuk. A
korcsoportjukra vonatkoz6 75% feletti VOomax becslésekkel rendelkezd egyéneket
magas fittséglinek (High-fit: férfi n = 93, atlagéletkor (év) = 60,0+10,6; ndéi n = 91,
atlagéletkor (év) = 59,0+10,6), mig az alatta 1évoket kozepesen alacsony fittséglinek
(Med-Low-fit: férfi n = 50, atlagéletkor (év) = 63,0+12,4; nd1 n = 62, atlagéletkor (év) =
63,0£12,5) jeloltiik. A vizsgalatot megeldzte egy pilot mintavétel is, amely 19 egészséges

alany bevonasaval zajlott Budapesten.



3.2. Terhelésélettani, antropometriai és kognitiv vizsgalatok

A mintavételt megel6zéen minden résztvevd ugyanazon szakemberek altal
elvégzett, egységes tesztsorozaton vett részt. Az antropometriai mérések soran
testmagassagot, testtomeget és testtomeg-indexet (BMI) hataroztunk meg. A fizikai és
kognitiv allapot felmérése négy tesztbdl allt: kézi szoritoerd-mérés, maximalis felugras,
Chester-step teszt (a VO:max becslésére), valamint egy szamterjedelem-teszt a

munkamemoria vizsgalatara.

3.3. Vérvétel, biokémiai és hematoldgiai paraméterek vizsgalata

A vérmintdkat szakképzett személyzet vette le az alanyok konyokvéndjabol
haromféle vérvételi csObe (K2-EDTA, ACD-A ¢és szérumos csovek). A mintak egy részét
né¢hany oran beliil megvizsgaltuk (pl.: vérkép, kémiai paraméterek), masik részét pedig
késobbi vizsgalatokhoz (pl.: sEV izolalas, DNS-metilacio) fagyasztva taroltuk -80 °C-on.
A vérvétel mindig a terheléses teszt eldtt tortént, hogy az akut fizikai aktivitds ne

befolyasolja a biologiai mintak dsszetételét.

3.4. A trombocita-mentes plazma preanalitikai vizsgélata

A vezikula izolalas pontossaga érdekében preanalitikai vizsgalatokat végeztiink
a trombocita-mentes plazma (PFP) mindségének ellenérzésére. A szemmel lathatéan
hemolitikus vagy lipémias mintdkat kizartuk. A hemolizist, ikteruszt és lipémiat
abszorbanciaértékek alapjan, meghatarozott hullamhosszon ellendriztik, mig a
trombocita- és hemoglobinszinteket hematologiai analizatorral mértiikk. A 100 mg/dl-nél
magasabb hemoglobin-, 5 millié sejt/l feletti trombocitaszamu vagy nem megfeleld
abszorbancidju mintakat elvetettiik, illetve tovabbi tisztitasnak (0,8 pum-es sziirés)

vetettiik ald, ami utan javasolt a trombocitaszdm ujboli ellendrzése.



3.5. A kis méretli extracellularis vezikulak izolalasanak 1épései

Elséként a pilot kisérlet mintait izolaltuk a metodikai protokoll beallitasahoz.
Ezt kovetden izoldltuk a High-fit és Med-Low-fit alanyoktdl szdrmazd 40 mintat a
validalt eljarassal. Két ACD-A cs6 vér keriilt levételre alanyonként, és minden izolalas

2,5 ml PFP-b6l indult.

A fagyasztott mintdkat szobahdmérsékleten 1 oran at olvasztottuk, majd
tandemsziirt NaCl-Hepes pufferrel 5 ml-re higitottuk. Ezutan 0,8 um-es fecskenddsziirot
hasznaltunk a nagyobb részecskék eltavolitdsara. Ezutan 18 000g-n 20 percig
centrifugaltuk, hogy sEV-ben gazdag feliilisz6t nyerjiink. A feliiliszét 0,2 pm-es
szlirdvel tisztitottuk tovabb, majd 100 kDa ultrafiltracioval 1000-1500 pl-re
koncentraltuk. A mintakat 1500 pl-re toltottiik fel pufferrel, majd 10 000g-n 10 percig

centrifugéltuk az aggregatumok eltavolitasara.

A 1500 pl-es mintdkat a méretkizardsos kromatografids (SEC) oszlopra
pipettaztuk, majd NaCl-Hepes pufferrel elualtuk. A frakciogyljtés igy tortént: 3 ml
hulladék, majd 10 db 0,5 ml-es frakcio. A 35 nm-es oszlopnal az 1-3, a 70 nm-esnél a 2—
4 frakciot egyesitettilkk (pool). Ezeket a mintakat NaCl-Hepes pufferrel feltoltve
ultracentrifuga-cs6be pipettaztuk, majd 100 000g-n 60 percig centrifugaltuk. A kapott
pelletet 15-20 pl pufferben szuszpendaltuk, és —80 °C-on taroltuk a tomegspektrometrias

analizishez.

3.6. A kis méretli extracellularis vezikulak jelenlétének validalasi modszerei

crer

crer

SEC-frakciokbol (1-8) és az UC el6tti pool frakciokbol kiilonbozé higitdsokat (50-800%)

készitettink. Az poolozott mintdk esetében az 1x10° részecske/ml alatti

cre



A teljes fehérjetartalmat NanoDrop ND-1000 késziilékkel (Thermo Fisher
Scientific) mértiikk 280 nm-es hullamhosszon, vakként NaCl-Hepes puffert hasznalva. A
pilot mintdk esetében frakcionként (1-10), a tobbi mintanal Osszevont (poolozott)
formaban végeztilk a mérést. A 1,5 pl-es mintdkat haromszor mértiik. Az elfogadasi

kritérium mindkét oszlop esetén a <0,75 mg/ml fehérjekoncentracié volt.

Az ISEV ajanlasanak megfeleléen Western blot modszert alkalmaztunk az
izolalt sEV-k jelenlétének igazolasara, specifikus fehérjéket vizsgalva. Az
ultracentrifugalas utan az sEV pelletet proteaz-inhibitoros lizispufferben szuszpendaltuk,
majd 15 pl fehérjelizatumbol gélelektroforézist végeztiink. A mintakat denaturaltuk, majd
8—-16% Criterion TGX gélen futtattuk jéggel hiitott folyofirdoben. A fehérjéket PVDF
membranra blottoltuk 3,5 6ran 4t 80 V-on, majd Sypro Ruby-val festettiik a gélt. A
membranokat SuperBlock oldattal blokkoltuk, elsédleges antitesttel ¢jszakai inkubéciot
kovetéen masodlagos HRP-jelolt antitesttel jeloltiik, majd Clarity Max ECL segitségével
detektaltuk. A képeket ChemiDoc XRS+ rendszerrel rogzitettiik és ImageLab szoftverrel

elemeztiik.

Az sEV-k vizudlis kimutatdsat Théry és mtsai protokollja alapjan végeztiik
immun transzmisszids elektronmikroszkoppal (TEM-mel), kisebb mddositasokkal. A
mintdkat formvarral bevont nikkelracsra vittiik fel, 4%-os PFA-val fixaltuk, majd 2%-os
szachar6z-PBS oldattal blokkoltuk. Elsddleges antitesttel egy €jszakdn at, masodlagos
antitesttel 1 oran at inkubaltuk, kozben tobbszor mostuk. Posztfixalas utan 2%-os
glutaraldehiddel kezeltiik, majd JEOL 1011 TEM késziilékkel vizsgaltuk. Az EV-k

atmérojét Imagel szoftverrel mértiik.

3.7. Tomegspektrometrids vizsgalatok

A vezikula mintdkat fagyasztds-olvasztas utan etanollal csaptuk ki, majd
karbamidban redukaltuk és alkileztiik. Lys-C/tripszin emésztést végeztiink, peptideket
C18 oszlopon tisztitottuk, és Bruker Maxis II QTOF-mal mértiik. Az adatokat Byonic és

MaxQuant szoftverekkel elemeztiik, csak magas megbizhatosagu fehérjéket fogadtunk el.



3.8. Statisztikai analizis, EV-Track

Az sEV-k statisztikai elemzését GraphPad Prism 9.4.1. szoftverrel végeztiik.
Csoportok kozti variancidt ANOVA-val, korrelaciokat Pearson-moédszerrel (vagy
Spearman-al ha sziikséges) elemeztik az R 4.4.1. verzidjdban. A normalitast és
homoszkedaszticitast Breusch-Pagan ¢s Lilliefors tesztekkel vizsgaltuk. Tobbszoros
tesztkorrekciot FDR 0,05 szinten alkalmaztunk, LFQ értékeket log2-transzformaltuk, €s
csak legalabb 90%-ban eléforduld fehérjéket vizsgaltunk. Fehérjegazdagodasi elemzést
PANTHER keretrendszerrel és Gene Ontology annotacidval végeztiink Fisher-teszttel és
FDR korrekcioval.

Az EV-kisérletek atlathatosagat és megismételhetdségét segiti az EV-TRACK
tudasbazis (http://evtrack.org), amely az EV biologiat és moddszertant gylijti Ossze.

Metodikai adatainkat ennek megfelelden feltoltottikk az EV-TRACK-be.

4. Eredmények

4.1. A trombocita-mentes plazma preanalitikai vizsgédlatanak eredményei

A modszertani kizarési kritériumok alapjan 37 PFP mintat valasztottunk pilot
vizsgélatokhoz a médszertan kidolgozasara €s validalasara. Funkcionalis vizsgéalatokhoz
a preanalitikai eredmények alapjan 56 High-fit és 10 Med-Low-fit férfi, valamint 50
High-fit és 30 Med-Low-fit n6i minta felelt meg. Mivel a férfi csoport elemszdma nem
volt megfeleld, csak 40 ndéi mintaval (20-20 High-fit és Med-Low-fit) folytattuk a
vizsgalatokat. A pilot és funkcionalis mintak preanalitikai eredményeit egyben értékeltiik
(n=77).

A 77 mintadbdl 500 pl-t hasznaltunk preanalitikai mérésekhez, melyek soran
hematoldgiai analizatorral mértiik a trombocitaszamot (atlag: 1,00 millio sejt/l, majd 0
milli6 sejt/l szlirés utan) és hemoglobin szintet. ELISA leolvasdval tobb hullamhosszon
mértiik az abszorbancidt a lipémia, hemolizis ¢és ikterusz interferencidinak

kikiiszobolésére. Az eredmények alapjan minden minta alkalmas volt sEV izolalésra.
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4.2. A 35 nm-es és 70 nm-es oszlopokon izolalt kis méretli extracellularis vezikuldk

karakterizalasa

A 35 nm-es és 70 nm-es oszlopokkal 31 PFP mintabol izolaltunk sEV-eket.
Koziilik 21 mintat egyszerre izolaltunk mindkét oszlopon, 2 mintat csak a 35 nm-es, és
8-at csak a 70 nm-es oszlopon. Az utobbi 10 mintat tdmegspektrometrids kvantifikalasra,

6 mintat pedig a friss és fagyasztott mintak 0sszehasonlitasara hasznaltuk.

A sEV-ek morfologidjat és méretét TEM-mel vizsgiltuk (n=8), az
ultracentrifugalt, SEC utan egyesitett mintakban. A 35 nm-es oszlopon az atlagos atmérd
98,6 nm volt, mig a 70 nm-es oszlopon 70,8 nm. A vezikuldk alakjaban talalhat6
kiilonbségek a mintdk eldkészitésébdl adddnak. TEM és NTA alapjan harom
részecskepopulaciot kiilonboztettiink meg: "plazma lipoprotein részecske" (,,PLP”), sSEV

ésmEV.

Tomegspektrometridval kimutattuk, hogy a 70 nm-es oszloprdl szarmazo minta
magasabb aranyban tartalmazott ,,vezikularis” fehérjéket (12,31% - 8,27%), mig a 35 nm-
es oszlopon tobb plazma eredetli ,,PLP” és immunglobulin fehérje maradt vissza. Az
ExoCarta ¢s GO annotaci6 alapjan 130 specifikus ,,vezikularis” fehérje listdjan a 70 nm-
es oszlopon szignifikdnsan magasabb talalati aranyt mértiink, ami hatékonyabb, tisztabb
sEV izolalast jelent. Osszességében a 70 nm-es SEC oszlop jobb véalasztasnak bizonyult
a specifikus sEV-ek izolaldsdra, mig a 35 nm-es oszloprdl szarmazoé minta nagyobb

plazmafehérje kontaminacioval jart.

4.3. A 70 nm-es oszlopon friss és fagyasztott trombocita-mentes plazmabol izolalt kis

méretl extracellularis vezikulak karakterizalasa

Friss és tobb mint 2,5 évig -80 °C-on tarolt fagyasztott plazmébol izolalt SEV-
ket hasonlitottunk 6ssze 70 nm-es SEC oszlop segitségével. A TEM, NTA és NanoDrop
mérések nem mutattak kiilonbséget a részecskeszam, méret és fehérjeabszorbancia
tekintetében a két mintacsoport kozott. Tomegspektrometrids elemzés soran 35
,vezikularis” és 279 ,nem-vezikularis” fehérjét azonositottunk, de a ,,vezikularis”

fehérjék ardnyaban nem volt szignifikdns eltérés friss és fagyasztott mintdk kozott.
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Eredményeink szerint a fagyasztott plazma mintdk is megbizhatéan hasznalhaték sEV
izolacidhoz és proteomikai vizsgalathoz.

4.4. Az edzettség mértékének hatasa a vezikuldkra

A High-fit és Med-Low-fit csoportokban széles korli vizsgalatokat végeztiink
(terhelésélettani, antropometriai, kognitiv, vérvizsgalat), valamint Onbevallasos
kérddivekkel gytjtottiink életmodbeli és egészségi adatokat. A High-fit csoportban a
rendszeres testmozgds atlagosan 20,3 év ¢és heti 9,1 6ra volt, mig a Med-Low-fit
csoportban 15,1 év és heti 5,9 o6ra. Az étrendi szokasok kozott vegetarianus és
gluténmentes étrend is eléfordult, foként a High-fit csoportban. Az 0sszegytijtott adatok
elemzésének kovetkezd 1épéseként az sEV mintdk proteomikai profiljat vizsgaltuk, és

azokat a klinikai paraméterekkel 0sszevetettiik

4.5. Az izolalt kis méretli extracellularis vezikuldk analizise metodikai megfeleldség

szempontjabol

A TEM elemzés kimutatta, hogy a mintdkban tipikus csésze alakt szerkezettel
(cup-shaped) rendelkez6 EV-k taldlhatok. A  NanoDrop-pal mért teljes
fehérjekoncentracid esetén minden minta a kizarési kritérium alatt volt, és a csoportok
kozott nem talaltunk szignifikans kiilonbséget. Az NTA segitségével vizsgaltuk az sEV-
atfedé populéciot figyeltink meg: ,PLP-k”, sEV-k és mEV-k. A koncentraciéra
vonatkoz6 kizarasi kritérium 1 x 10° részecske/ml volt. Az atlagos részecskekoncentraciod
5,08 x 10° részecske/ml volt a High-fit csoportban és 3,46 x 10° részecske/ml a Med-

Low-fit csoportban.

A vezikularis markerek (CD9, CD81, Alix) intenzitasat MS adatok alapjan
elemeztiik, a teljes fehérjeintenzitashoz viszonyitva. A CD81-et 39, a CD9-et 27, az Alix-
et pedig 37 mintaban detektaltuk 40-bdl. Az Apolipoprotein A-II jelenléte jelzi, hogy az
apolipoproteinek egyiitt izoldlodhatnak a vezikuldkkal. Az elemzést a MISEV2023

iranyelvei szerint végeztiik.
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A Gene Ontology (GO) dusulési elemzés eredményei megerdsitik a mintak
vezikuldris jellegét, kiemelve a vezikuldris biologiai folyamatokkal, molekularis
funkciokkal ¢és sejtszerkezeti komponensekkel kapcsolatos GO-kifejezések jelentds

duasulasat.

4.6. Az izolalt kis méretl extracellularis vezikuldkban taldlhato fehérjék

tomegspektrometrias analizisének eredményei

Eredményeink alapjan hoétérképet készitettiink a normalizalt fehérje
tomegspektrometrids intenzitds és a fiziologiai markerek kozotti  korrelaciok
vizualizélasara. Nem talaltunk jelentds kiillonbséget a fehérjeszintek kozott a High-fit és
Med-Low-fit csoportokban, valamint nem mutatkozott szignifikdns Osszefiiggés a
fehérjék és a fittségi mutatok kozott sem (FDR <0,05). A memoriafunkcio, vérzsirszintek

¢s BMI korrelacidi sem voltak statisztikailag szignifikansak.

Az EV-kben taldlhato fehérjék és az oregedési orak koziil a DNAmFitAge
¢letkor-akceleracioja mutatott szignifikans kapcsolatot 10 fehérjével (q <0,05), tobbek
kozott az Annexin 2A-val (r=0,61), Protein S100A9-cel (r=0,55), valamint kiilonb6z6
fibrinogén lancokkal és komplement fehérjékkel. Mas életkormutatok, mint a GrimAge

¢s PhenoAge akceleracioja, nem mutattak szignifikans korrelaciot.

Elemzésiink soran harom  fehérjekészletet vizsgaltunk: az  Osszes
tomegspektrometridval detektalt fehérjét (n=509) a vezikularis eredet igazoldsara, a
High-fit csoportban jelenlévd fehérjeket (n=24), és a DNAmFitAge-akceleracioval
szignifikansan Osszefliggd fehérjeket (n=10, FDR<O0,05). Az 6sszes fehérje dusulasi
elemzése erds mikrovezikularis kapcsolddast igazolt, kiilondsen a vér mikrorészecskékre

¢és extracellularis vezikuldkra vonatkozdan.

A GO elemzés jelentdés dusulast igazolt immunrendszeri folyamatokban,
koagulacioban ¢€s sejtfelszini adhézidoban. A High-fit csoportban 24 egyedi fehérjét
talaltunk, mig a Med-Low-fit csoportban csak 2-t. A heti edzésorak pozitiv korrelaciot

mutattak koagulacios és komplement fehérjékkel.
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5. Kovetkeztetések

5.1. Legfontosabb eredményeink €s az ezekbdl levonhat6 kovetkeztetések

A vérmintdk feldolgozasa 45 percen beliil tortént, igy a kapott trombocita-
mentes plazma (PFP) mintdk alkalmasak voltak mind hossz(i tava tarolasra, mind
azonnali SEV izolalasra. A preanalitikai vizsgalatok sordn kiszlirtiik a nem megfeleld
mintakat, ezzel is kiemelve a helyes mintael6készités jelentdségét, kiilondsen az egységes

protokollok hianyéban.

A sEV izolalas soran méretkizarasos kromatografidhoz 35 nm és 70 nm IZON
qEV oszlopokat teszteltiink human plazmabol torténd sEV izolalas céljabol. Mindkét
oszlop hatékonyan miikodott, azonban a 70 nm-es oszlop tobb ,,vezikularis” fehérje
izolalasat tette lehetové. Ezért proteomikai vizsgalatokhoz a 70 nm-es oszlop bizonyult

az optimalis valasztasnak.

A friss és tobb mint 2,5 évig —80 °C-on tarolt PFP mintakbol izolalt sEV-ek
kozott, a 70 nm-es oszlop hasznalataval, nem volt jelentds kiilonbség. Ez arra utal, hogy
a megfelelden eldkészitett PFP mintak legalabb 2,5 évig stabilan tarolhatok sEV izoléalas

céljara.

A fehérjemennyiség tekintetében nem talaltunk szignifikdns kiilonbséget a High-
fit és a Med-Low-fit csoportok kozott. Hasonloképpen, a fehérjeszintek és kiillonb6zo
fiziologiai mutatok, mint példaul a memoriafunkcio, az LDL, a HDL és a testtomeg-index
(BMI) kozotti korrelaciok sem értek el statisztikai szignifikanciat (FDR<O0,05). Bar a
vizsgalt Osszefliggések nem zarhatok ki teljesen, a mintaméret és a bioldgiai variabilitas

korlatozhatta az eredmények kimutathatdsagat.
Az epigenetikai 6regedést méré DNAmFitAge epigenetikai ora és tiz sSEV minta

fehérjeszintje kozott Osszefliggést talaltunk, ami arra utal, hogy a testmozgés hatasara

képz6do EV-k szerepet jatszhatnak az epigenetikai 6regedés szabalyozasaban.
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Nem talaltunk Osszefiiggést a vezikuldkban 1évé fehérjék és a rendszeres
testmozgasban eltoltott évek szdma, valamint az alapvetd taplalkozasi szokasok kozott,
azonban a heti edzésorak pozitivan korreldltak a Koaguléacios faktor V-tel, a C4b kotod

fehérje alfa lancaval, és a Komplement C1q alegység B-vel.

Az alfa-2-antiplazmin (A2AP), amely a fibrinolizis f6 gatloja, a magas fittségi
csoport tagjainak 9/20 mintajaban volt jelen sEV-kben, mig a kozepes-alacsony fittségi

csoportban nem detektaltuk.

Az SH3BGRLS3 fehérje csak négy magas fittségi csoportba tartozé mintaban volt

jelen, a kdzepes-alacsony fittségi mintdkban pedig nem mutattuk ki.

Eredményeink alapjan a kovetkezd megallapitasokat tehetjiik a médszertan kidolgozasa

soran felallitott hipotéziseinkrdl:

Feltételezziik, hogy a mintdk alapos preanalitikai vizsgalata segit az SEV izoldlasra

legalkalmasabb mintdk kivalasztasdban. IGAZ

Feltételezziik, hogy a 70 nm-es pdrusnagysagu oszlop kisebb kontaminacidval,
hatékonyabban izolal sEV-ket tomegspektrometrids mérésre, mint a 35 nm-es oszlop.

IGAZ

Feltételezziik, hogy a frissen levett vérbdl késziilt PFP, és a hosszabb tdvon fagyasztva

tarolt PFP egyarant alkalmas az sEV izolalasra. IGAZ
Eredményeink alapjan a kovetkezd megallapitasokat tehetjiik az edzettségi szint és a kis
méretli  extracellularis vezikuldk (sEV) kapcsolatanak vizsgélatara vonatkozo

hipotéziseinkrol:

Feltételezziik, hogy az sEV mintdk proteomikai elemzése soran kapcsolatot talalunk a

vezikulakban talalhat6 fehérjék, és az epigenetikai oregedés liteme kozott. IGAZ
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Feltételezziik, hogy szignifikans kiilonbség mutathato ki a két csoport sSEV mennyiségi

meghatarozasdban. NEM IGAZ

Feltételezziik, hogy szignifikans kiilonbség mutathatd ki a fehérjeszintek és a

fiziologiai fittségi mutatok kozott az edzettségi szint fliggvényében. NEM IGAZ

5.2. Osszefoglalas

Manapsag egyre népszeriibbek a szabadidds sporttevékenységek, és gyakran
hangsulyozzak a rendszeres mozgas egészségre gyakorolt jotékony hatésait. A kutatasok
folyamatosan vizsgaljak a fizikai aktivitas szerepét a betegségek megeldzésében és az
oregedési folyamatok lassitdsaban. Bar ismert, hogy a rendszeres testmozgas kedvezden
befolyasolja az egészséget, a mogottes mechanizmusok még nem teljesen feltartak.
Lehetséges kozvetitd szerepldk az extracellularis vezikuldk, amelyek szabadon
keringenek a vérdramban, és membranjukba csomagolva nukleinsavakat, fehérjéket és

lipideket szallitanak, igy hozz4jarulhatnak a testmozgas szisztémas hatasaihoz.

Kutatasunk sordn szerettiik volna megvizsgalni azt, hogy egy magas- €és egy
kozepesen alacsony fittségli csoport alanyaitdl izoldlt kis méretli extracellularis
vezikuldkat tartalmazoé mintdban milyen proteomikai kiilonbségek jelennek meg. Ezzel
szerettlink volna a fenti kérdésre keresett valasz ismereteit bdviteni. El0szor egy
megfeleld metodika megalkotdsa volt a célunk, amivel megfeleld mindségli €s

mennyiségli kis méretii extracelluléris vezikulat tudunk izolalni az alanyok vérmintaibol.

Vizsgélatunk sordn egészséges alanyok vérplazmajabol izolaltunk kis méretli
extracellularis vezikuldkat az altalunk kifejlesztett protokoll segitségével. Az izolalt

mintak proteomikai vizsgalatat elvégeztiik, majd adatainkat szoftveresen értékeltiik.

Osszegzésként megallapitottuk, hogy a kiilonbozé fittségi szintii csoportokbol

szarmaz6 extracelluldris vezikuldk proteomikai tartalma korreldl a DNAmFitAge

crcr

Specifikus fehérjetartalmuk szerepet jatszik a gyulladas, az immunrendszer szabalyozésa,

az anyagcsere ¢s a sejtes regeneracio folyamatdban. Eredményeink révilagitanak arra,
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hogy a fizikai allapot és a DNS-metilacio alapu 6regedés modulécioja osszefiigg, az edzés
preventiv hatasa pedig részben az extracellularis vezikuldk kozvetitésével valosulhat

meg.
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