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1. Bevezetés, irodalmi attekintés

Az extracellularis vezikuldk (EV-k) a sejtek kozotti kommunikacid
kulesszerepldiként az elmult évtizedekben az egészségtudomanyi kutatasok fokuszaba
keriiltek. Szerepiik az egészséges ¢lettani folyamatoktol kezdve a kiilonféle koros
allapotok kialakulésaig egyre szélesebb korben ismertek. Az EV-k molekularis jellemzoi
¢s felszabaduldsuk modja sejttipusonként és szovetenként eltérd, ami megalapozza

alkalmazésukat diagnosztikai biomarkerekként és potencialis terapids célpontként.

A disszertacio célja, hogy atfogd képet nyujtson az EV-k huméan mintakon térténd
vizsgalatanak két kulcstertiletérdl. Az elsd rész az EV-k izolaldsédhoz és jellemzéséhez
kapcsoloddo modszertani megkozelitéseket tekinti at, kiilonds figyelemmel a humén
bioldgiai mintakbol torténd megbizhatod kinyerés kihivasaira. A masodik rész a testedzés
vezikuldkra gyakorolt hatasanak vizsgalatara fokuszal, kiilonos tekintettel a molekularis

Osszetételének valtozasaira és azok élettani jelentdségére.

Ez a két kutatasi irdny szorosan Osszefonddik: a pontos metodikai alapok
elengedhetetlenek a relevans funkciondlis kovetkeztetések levondsdhoz. A kovetkezd
irodalmi attekintés célja, hogy ezen két aspektust rendszerezve mutassa be az EV-k
kutatdsanak jelenlegi allasat, és megagyazzon a disszertacid sajat eredményeinek

értelmezéséhez.

1.1. Extracellularis vezikuldk altalanos jellemzése €s tipusai

Az EV-k felfedezése a fokozatos tudomanyos fejlodés eredményének koszonhetd,
hiszen koriilbeliil az 1996-os évig még sejttormelékként, szennyezddésként hivatkoztak
rajuk, azota azonban mar tudjuk, hogy membrannal koriilvett struktarakrol van sz6. Még
ebben az évben Raposo és mtsai publikaltdk uttéré tanulmanyukat a vezikulak antigén
prezentalod hatasarol (Raposo és mtsai 1996). Ezutan a figyelem egyre jobban rajuk

iranyult, és a vizsgalatoknak kdszonhetden egyértelmiivé valt, hogy funkcionalis fehérjék



mellett nukleinsavak szallitdsat is végzik. Méara mar elmondhat6, hogy a vezikulak
kiilonboz6 tipusai kulcsszerepet jatszanak a sejtek kozotti kommunikdcidban, és a

biologiai folyamatok szabalyozasaban (Rai és mtsai 2024).

Az EV-k minden sejttipusban jelen vannak, morfologidjukat tekintve kettds
foszfolipid membrannal hatarolt, holyagszert struktardk (Yafiez-Mo és mtsai 2015,
Zaborowski és mtsai 2015). Méretiik altalaban 50-1000 nm kozott valtozik. JelentOs
mennyiségben taldlhatok meg kiilonbozo biologiai folyadékokban, mint példaul a vér, a
nyal, a vizelet vagy az anyatej. Szdmos biologiai molekulat, példaul fehérjéket,
nukleinsavakat és lipideket tartalmaznak, amelyek alapvetd szerepet jatszanak a sejtek
kozotti kommunikacioban (Bebelman és mtsai 2018, Doyle és Wang 2019). Az EV-k
felszinén eléforduld fehérjek kozé tartoznak a CD9, CD63 és CD81 tetraspanin csalad
tagjai, amelyeket vezikula markerekként tartunk szamon (Jankovicova és mtsai 2020),
rajtuk kiviil az EV-k tovabbi adhéziods, transzport és hdsokk fehérjéket is hordozhatnak
(Alix, TSG-101, flotillin-1, HSP-70) (Théry és mtsai 2018, Welsh és mtsai 2024). A
fehérje korona egy tobb biomolekuldbol, foként fehérjekbdl allo komplex, amely
nanoméretli részecskékhez, példaul exoszomakhoz ¢és egyéb nanorészecskékhez
kapcsolodik (Heidarzadeh és mtsai 2023). Téth és mtsai-nak tanulmanyuk soran (To6th és
mtsai 2021) mindamellett, hogy bizonyitékot talaltak a vezikuldris fehérjekorona
kialakulasara, munkajuk tovabba ravilagitott az EV-k felszini kdlcsonhatasainak eddig

nem ismert dimenzidira is.

Az EV-k biogenezisiikk alapjan két {6 tipusra oszthatok: exoszémdkra és
ektoszomakra. Az exoszoémdk endoszomalis eredetliek, vagyis a sejten beliili
endoszomakbol képzddnek, mig az ektoszomak kozvetleniil a plazmamembranbol
szarmaznak. Meéretiik szerint az EV-k tovabb kategorizalhatdak. A kis méretii
extracellularis vezikuldk (small EVs - sEV-k) éltaldban 50-150 nm atmérdjiiek. Ezen
kiviil a sejtek kozepes méretii EV-ket (medium EVs - mEV-k) is kibocsatanak, amelyek
mérete 200-800 nm kozott valtozik, valamint nagy EV-ket, amelyek atméréje 1000 nm

vagy annal nagyobb is lehet (Buzas 2023).

Jelen tanulmédnyunk nem arra iranyult, hogy kifejezetten a biogenezisiik alapjan
azonositsuk az exoszémakat, ezért nem tudjuk pontosan, hogy az altalunk vizsgalt SEV-

k hany szazaléka volt exoszoma, ektoszoma vagy mads tipust vezikula (Buzas 2023).
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Ezért a legpontosabbnak talaltuk, ha az Extracellularis Vezikuldk Nemzetkozi Téarsasaga
(International Society for Extracellular Vesicles — ISEV) éltal kiadott MISEV2023
(Minimal Information for Studies of Extracellular Vesicles) iranyelveket kdvetve az 50-
150 nm méretii vezikulakat sEV-ként hivjuk, amely lényegében gyljtéfogalom ezekre a
vezikuldkra, fiiggetleniil a biogenezisiiktdl (Welsh és mtsai 2024), igy a tovabbiakban

eszerint hivatkozom majd rajuk.

1.2. Extracellularis vezikulak izolalasa, detektalasi modszerei

Még nincs egységesen kialakult konszenzus a kiilonboz6 méreti EV-k
izolalasaval és analizisével kapcsolatban, de az ISEV alapos munkat végez azért, hogy a
megfeleld iranymutatasokkal lassa el a kutatokat (Théry és mtsai 2018, Welsh és mtsai
2024). Az ISEV altal kozzétett irdnymutatdsok tovabba ramutatnak, és probalnak
segitséget nyujtani azokhoz a kihivdsokhoz, amelyekkel a vizsgéalatok soran
szembesiilhetiink. Ilyen nehézség példaul a human plazmabol izolalt vezikulak tisztitdsa
a kilonbozé lipoproteinektdl, amelyek jelentésen zavarhatjdk az izolalds ¢és a
karakterizalas folyamatat (Sodar és mtsai 2016). A kihivast tovabb ndveli az EV-k apro
mérete, a méret- és Osszetételbeli valtozatossaguk, az univerzalis azonositasi mdodszerek
hianya, valamint a legtobb mérési technika EV-specifikussdganak korlatai. Emiatt
egyetlen mérési technika sem elegendé az EV-k teljeskorli vizsgalatahoz, igy olyan
kiegészitd, egymastol fiiggetlen modszerek alkalmazésa ajanlott, amelyek kiilonb6zd

mérési szempontokat biztositanak (Welsh és mtsai 2024).

1.2.1.1zolalas

A leggyakrabban haszndlt izoldldsi mddszerek kozé tartozik a
differencidlcentrifugalds, a slrliséggradiens centrifugdlas ¢és a méretkizarasos
kromatografia (Size Exclusion Chromatography - SEC). A SEC egy kiméletes ¢€s
hatékony modszer az EV-k méret szerinti izolalasara ¢és tisztitdsdra, melyhez

leggyakrabban a kereskedelemben kaphato oszlopokat hasznaljak (pl.: Izon qEV original
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SEC oszlopok). Maga a médszer kiilonb6zd poérusméretii gyantaval toltott oszlopokkal
valdsithaté meg, amelyek a nanorészecskéket méretiik alapjan valasztjak el, igy a matrix
porusméreténél nagyobb vezikuldk hatékonyan eludlnak az oszloprol a kisebb
szennyezOkkel, példaul fehérjékkel €s lipoproteinekkel szemben, mikézben megdrzik
biologiai integritasukat (Xu és mtsai 2016, Sidhom és mtsai 2020, Turner és mtsai 2022).
A polietilénglikol (PEG) kicsapast is haszndljak EV-k izolalasara, és bar hatékony az
sEV-k szeparalasdban, azonban gyakran egyiitt izolal olyan szennyezddéseket, példaul
lipoproteineket, ami alacsonyabb tisztasagot eredményez, mint mas modszerek (pl.: SEC,
stiriséggradiens centrifugaldas). A PEG tovabba elnyomhatja a fontos peptidek
ionizaciojat, novelheti a hattérzajt és ezaltal zavarhatja az adatelemzést, ezért proteomikai
vizsgalatra szant mintdk esetén nem ajanlott modszer (Keller és mtsai 2008, Rider és

mtsai 2016, Ludwig és mtsai 2018, Pavani és mtsai 2020).

1.2.2. Detektalasi modszerek, analizis

Kovetkezd 1ényegi 1épés az izolalt vezikularis tartalmi mintadk detektalasa,
analizise. Ehhez a fentebb is hivatkozott, az ISEV altal kozzétett MISEV2018 és
MISEV2023 irdnymutatasokat vettiik alapul. Morfologiai vizsgalatok koziil
leggyakrabban az olyan nagy felbontastu képalkotd eljarasokat alkalmazzak, mint a
transzmisszios elektronmikroszkopia (TEM), ahol az izolalt EV-k méretérdl, alakjarol
kaphatunk pontosabb képet. Amennyiben a mintdkat specifikus antitestekkel
immunjeldljiik, gy a TEM moédszert alkalmazva még pontosabban tudjuk beazonositani
az EV-ket (Corona és mtsai 2023). Az atomi erdmikroszkopia (AFM) olyan technika,
amely rendkiviil részletes, szinte atomi szintli képet ad a biologiai felszinekrdl. Ezzel a
moddszerrel megvizsgalhatdak a sejtek, bioldgiai molekuldk és vezikuldk szerkezetei,
kémiai Osszetételiik és fizikai tulajdonsagaik is (Sharma és mtsai 2011, Parisse és mtsai
2017, Skliar és mtsai 2019). Az EV-k fizikai és kémiai jellemzdinek vizsgalatahoz olyan
kvantitativ vagy szemikvantitativ moddszereket alkalmaznak, mint példdul a
nanorészecske-nyomkovetéses analizis (NTA), az aramlasi citometria (Flow cytometry —

FCM), Western blot (WB) vagy az enzimhez kotott immunszorbens assay (ELISA)

crer
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partikula/ml mértékegységben, tovabba a méreteket is nanométerben kifejezve (Carnell-
Morris és mtsai 2017). FCM modszer lehetévé teszi masodpercenként akar tobb ezer
részecske kiilonbozo paramétereinek egyidejii meghatarozasat. Ez kiilonosen alkalmassa
teszi a modszert az EV-k mennyiségi, illetve mindségi vizsgalatara (Lasser és mtsai 2012,
Erdbriigger és Lannigan 2016, Morales-Kastresana és Jones 2017). Az EV-mintaban
talalhato teljes fehérjemennyiség tobbféle modszerrel is meghatarozhatd, példaul
kolorimetrias, illetve fluorometrias  vizsgalatokkal, natrium-dodecil-szulfat-
poliakrilamid gélelektroforézissel (SDS-PAGE), vagy abszorbancia méréssel (pl.:
NanoDrop késziiléken). Ezek a mddszerek mind kiilonb6zé mértékii érzékenységet és
pontossagot kinalnak, igy a megfeleld eljaras kivalasztasa attol fligg, milyen részletességii

mérés szlikséges (Vergauwen és mtsai 2017).

Az EV-k izolalasat és detektalasat legtobbszor azért végzik a kutatok, hogy utana
a molekularis tartalmukat vizsgalhassék tovabb. Természetesen a mai napig jelennek meg
metodikai publikdciok és magaval a vezikuldk strukturijaval foglalkozo kutatdsok, de
ettdl fiiggetleniil szamos esetben valdban azt szeretnék jobban megvizsgalni a kutatok,
hogy mi rejlik példaul a terapias lehetoségeikben. Az EV-k molekuléris profilja tehat
nemcsak az alapkutatasban, hanem biomarkerek azonositasaban €s terapias célpontok
fejlesztésében is fontos szerepet jatszik. Ehhez leggyakrabban proteomikai, lipidomikai
vagy RNS-analizist hasznalnak (Rontogianni €s mtsai 2019, Fischer és Deindl 2021,
Lischnig €s mtsai 2022, Sun és mtsai 2022).

1.2.3. Extracellularis vezikuldk tomegspektrometrias vizsgalata

Az EV-kben taldlhato fehérjék vizsgalatahoz az egyik legelterjedtebb modszer a
tomegspektrometria (MS), mivel magas érzékenységgel ¢és felbontoképességgel
rendelkezik. A technika az ionizalt részecskék tomegének és toltésének aranyat (m/z)
méri, hogy azonositsa és kvantifikalja az Osszetevoket. A folyamat sordn az anyag
molekuldi ionizdlodnak, majd egy magneses vagy elektromos tér segitségével
szétvalasztjak Oket tomegiik alapjan. A szétvalasztas utan a detektor rogziti az ionok

tomeg-toltés aranyat és intenzitasat, amelybdl tomegspektrum késziil, lehetévé téve a
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molekulak azonositasat, szerkezetiik meghatarozasat ¢és mennyiségi elemzésiiket

(Pocsfalvi és mtsai 2016).

Az EV-k proteomikai elemzése igy mara kulcsfontossadgu eszkdzzé valt az altaluk
kozvetitett bioldgiai funkciok és mechanizmusok feltdrasaban, mivel lehetové teszi
komplex fehérjedsszetételiik és biogenezisiik vizsgalatat. Szamos proteomikai tanulmany
feltarta a kiillonb6z6 sejttipusok altal, eltérd koriilmények kozott felszabaditott EV-k
fehérjeprofiljat, mellyel jelentdsen hozzajarultak az EV-k biologiai szerepének
megértéséhez (Greening €s mtsai 2017, Mallia és mtsai 2020, Lim és mtsai 2021). Ezek
kozé a tanulményok kozé tartozik példaul a vesedtiiltetés hatdsanak vizsgélata a
vizeletben taldlhatdé EV-k Osszetételére (Braun és mtsai 2020), tovabba annak a
lehetdsége, hogy a transzplantacidé soran felszabaduld donor-specifikus exoszomak
elemzése biomarker platformként szolgdljon a kilok6dés monitorozasara
(Vallabhajosyula és mtsai 2017). Ezen tilmenden, a plazma exoszomék proteomikai
elemzése HIV-fertdzott betegek esetében, valamint ezek immunologiai valasz- és
oxidativ stresszmarkerekkel valo 0Osszefliggésének vizsgalata jelents eldrelépést
képvisel (Chettimada és mtsai 2018). Tovabba, a proteomikai eredmények igéretes jelolt
markereket azonositanak mind a hasnyalmirigy duktalis adenokarcindméjabol (PDAC),
mind az egészséges kontroll organoidokbol szarmazé EV populdciokban, amelyek a

tumorigén €s egészséges allapotok eltérd jellemzdit tiikkrozik (Buenafe és mtsai 2022).

1.3. Extracellularis vezikuldk biologiai funkcioi €s terapias lehetdségei

Az EV-k kiemelkedd szerepet toltenek be mind az egészséges, mind a koros
folyamatokban. Hozzajarulnak az immunrendszer szabalyozasdhoz, a szovetek
regeneralodasahoz, valamint a daganatok kialakulasahoz és elérehaladasdhoz. Sokoldala
funkcidik miatt kiilondsen fontosak a sejtek kozotti kommunikacidban, és a betegségek
kialakuldsdnak mechanizmusaiban. Az EV-k kutatdsa az elmult években egyre nagyobb
figyelmet kapott, €s szamos bizonyiték tdmasztja ala, hogy jelentds potenciallal birnak
mind a diagnosztika, mind a terapia teriiletén (Kodam és Ullah 2021, Kumar és mtsai

2024).
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Terapias lehetdségeiket tekintve képesek megvaltoztatni a befogadd sejtek
viselkedését azaltal, hogy bioaktiv molekuldkat juttatnak el hozzajuk. Az adott sejttipus
altal kibocsatott EV-k miikddhetnek egy specifikus mikrokdrnyezetben, de képesek tavoli
hatasokat is kivaltani. A sejtek kozotti informaciocsere gyakran kétiranyu, mivel az EV-
k mind a szarmazasi sejt, mind a célsejt szdmara informéciot hordoznak. Mivel az EV-k
tartalmazzadk a szdrmazasi sejt jellemz0 molekuldit, potencialisan biomarkerként is
alkalmazhatok (Tetta és mtsai 2013). A gyogyszerhordozasban is igéretes szerepiik van,
mivel természetes membranjuknak koszonhetdéen stabil, jol tolerdlt rendszerek,
amelyeken keresztiil specifikus gyogyszereket, mint példaul kemoterapias szereket vagy
genetikai terapias anyagokat (mRNS, siRNS) kdzvetleniil célba lehet juttatni (Pedrioli és
mtsai 2021, Uddin és mtsai 2024). Felsziniikdn szamos olyan molekuldt azonositottak,
amelyek szerepet jatszanak az immunszabalyozasban. Ezek koz¢ tartoznak az immun
"checkpoint" molekuldk, mint a citotoxikus T-limfocita antigén 4 (CTLA-4) ¢és a
programozott sejthalal ligandum 1 (PD-L1), az apoptézist indukalé FASL ligandum (mas
néven CDI95L), valamint a CD39 ¢és CD73 ektoenzimek, amelyek adenozin-5'-
trifoszfatbol (ATP-bol) immunszuppressziv adenozint termelnek (Hofmann és mtsai
2020, Buzas 2023). A tumorbol szarmazd EV-k szabalyozzdk az immunsejtek, igy a
dendritikus sejtek (DC-k), CD8+ T-sejtek, CD4+ T-sejtek, makrofagok €s természetes
Olosejtek  (NK-sejtek) differencidlédasat, érését, proliferdciojat ¢€s miikodeését,
hozzajarulva ezzel a melanoma progresszidjanak szabalyozasahoz. Gyogyszerhordozo
eszkozként mikodhetnek az immunsejtek szdmara, szerepet jatszhatnak a neoantigén
alaptl tumorvakcinak fejlesztésében, és részt vehetnek az immun ,,checkpoint” blokkold
terapia szabalyozasaban (Zhou ¢és mtsai 2022). Az EV-k fontos szerepet jatszanak a
reumatoid arthritis (RA) patogenezisében az immunkomplexek képzddésében, az antigén
prezentacidban, a mikroRNS-ek szallitdsaban, a fibroblaszt-szerli szinoviocitak (FLS)
aktivalasaban és az extracellularis matrix lebontasaban. Az FLS-bdl szarmazo EV-k
citrullinalt fehérjéket, példaul apoptdzist gatldo makrofag faktort (AIM-et) tartalmaznak,
amelyek eldsegitik az immunkomplexek kialakulasat, ¢és kimutattdk, hogy a
komplementrendszer kulcsszerepet jatszik az RA-ban (Skriner és mtsai 2006, Cloutier és
mtsai 2013, Jeon és mtsai 2019). Az egyes tipusu cukorbetegség (T1D) esetén
proinflammatorikus faktorok hatasdra a hasnyalmirigy [-sejtjei exoszomakat

szabaditanak fel, amelyek eldsegitik a kdrnyezd sejtek apoptozisat és stlyosbitjak a
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gyulladast. Az exoszoOmak szerepet jatszanak a szigetsejtek autoimmun vélaszainak
elinditdsaban azaltal, hogy autoantigéneket, példaul Glutamat-dekarboxildz 65-6t
(GAD65-6t) és proinzulint tartalmaznak, amelyek aktivalt DC-ket vesznek fel, ezaltal
aktivalva az autoreaktiv T- és B-sejteket. Az exoszoéméak igy nemcsak a TID
patogenezisében vesznek részt, hanem igéretes diagnosztikai markerek is lehetnek
(Cianciaruso és mtsai 2017). A korokozokkal fert6zott sejtek, valamint mas beteg sejtek
altal kibocsatott EV-k olyan valtozasokat idézhetnek el6 a sejtek miikodésében, amelyek
hozzajarulhatnak daganatok kialakulasahoz, immunszuppressziohoz és
szovetkarosodashoz, kiilondsen szepszis esetén. Tovabba, kimutattadk, hogy a szepszisben
szenvedd betegek aktivalt polimorfonukleéris leukocitai fokozottan termelnek adhézios
molekuldkban gazdag EV-ket. Ezek az EV-k képesek befolyasolni az érrendszeri
endotélium milkédését, ami endotéliumkarosodashoz, végsé soron pedig szervi

diszfunkciohoz vezethet (Sanwlani és Gangoda 2021).

Azon tulajdonsaguk révén, miszerint az EV-k specifikus molekulékat szallitanak,
diagnosztikai eszkdzként is felhasznalhatok. Az irodalomban gyakran beszamolnak arrol,
hogy kiilonb6z6 betegségekkel dsszefliggésben kialakuld kronikus és akut gyulladasok
hatasara az EV-k mennyisége megemelkedik a véraramban. Az EV-k vérben torténd
azonositdsa és monitorozasa jelentés attorést jelenthet biomarkerként valo

alkalmazasukban (Ciferri és mtsai 2021, Kumar €s mtsai 2024).

1.4. Az extracellularis vezikulak ¢€s a testmozgas kapcsolata

Az elmult évek soran vizsgalatok kimutattak, hogy a tobbi sejthez hasonldan, a
vazizomzat is képes EV-ket kibocsatani a keringésbe edzés hatasara (Denham ¢€s Spencer

2020, Vechetti és mtsai 2021).

Friihbeis és mtsai 2015-ben elsék kozott vizsgaltdk az sEV-k keringésben 1évo
szintjét és tulajdonsdgait az akut és regenerdcios fazisban, kerékparos és futdedzés
protokoll hatasara. Azt feltételezték, hogy a rendszeres testmozgas egészségveédod hatasai
— amelyek bizonyos mértékig az edzés abbahagyasat kovetden is fennmaradhatnak —

Osszefliggésben allnak a keringésbe keriild EV-k altal kozvetitett jelekkel, amelyek
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kulcsszerepet jatszanak a fizikai aktivitasra adott fizioldgiai adaptacids folyamatok
szabalyozasaban. Azt a konkluziot vontdk le, hogy a keringésben megfigyelhetd
megndvekedett EV-k szintje az edzés soran a szervezet fiziologiai aktivaltsagi allapotat
tikkrozi (Frihbeis és mtsai 2015). Safdar és mtsai részletes review-ban elemezték az
alloképességi edzEésbdl szarmazo exoszomak anyagesere-betegségek kezelésében torténd
lehetdségeit (Safdar és mtsai 2016). Whitham és mtsai kvantitativ proteomikai technikak
¢s intravitalis képalkotd kisérletek alkalmazaséaval jellemezték az EV-kben talalhato
azonositott, amelyek a klasszikus szekrécids utvonalaktdl fliggetleniil jutnak a keringésbe
(Whitham ¢s mtsai 2018). Brahmer és mtsai egészséges férfi atlétak vérébdl az edzés
hatasara keletkez0 EV-ket fenotipizélta multiplex 4dramlési citometrids modszer
segitségével, ahol feltartdk a sejtfelszini markerek mintazatat. Szarmazasi sejtnek
limfocitakat (CD4, CDS8), monocitakat (CD14), vérlemezkéket (CD41, CD42, CD62P),
endotélsejteket (CD105, CD146) és antigénprezentald sejteket (MHC-II) azonositottak.
Eredményeink arra utalnak, hogy a keringési rendszerhez kapcsolddo kiilonbozd
sejttipusok hozzdjarulnak egy heterogén EV ,,pool” kialakulasdhoz, amelyek szerepet
jatszhatnak a testmozgassal kapcsolatos jelatviteli mechanizmusokban és a szovetek

kozotti kommunikacidban (Brahmer €s mtsai 2019).

Ennek kapcsan szdmos tanulmany jelent meg arrdl, hogy a testedzés hatasara
keletkezd vezikuldk, azon beliil is az endoszomalis uton keletkez6 sEV-k szerepet
jatszhatnak példaul az anyagcsere eredetli betegségek kezelésében. Ebben az esetben
endokrinszerli intercellularis kommunikéacios vezikuldkrol besz€liink, amelyek
fehérjéket, miRNS-t és mas nukleinsavakat szallitanak a sejtek és szovetek kozott, és

eldsegitik ezaltal a szervek kozotti kommunikaciot (Darragh és mtsai 2021).

1.5. A hosszutavu testedzés hatasa a szervezetre

Az elmult évszazad soran a nyugati orszagok tobbsége jelentds demografiai
atalakuldson ment keresztiil, amelynek kovetkeztében folyamatosan emelkedik azon id6s
kortiak aranya, akik egészségligyi és funkcionalis kihivasokkal, valamint életkor-

specifikus, am gyakran mar fiatalabb ¢letkorban kialakuld betegségekkel szembesiilnek
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(Paffenbarger 2004). A nem fert6z0 betegségek (noncommunicable diseases - NCD-k),
mint példaul az elhizas, a szivkoszoruér-betegség (cardiovascular heart diseases - CHD)
és a 2-es tipusu cukorbetegség (T2D), els6sorban az egészségtelen ¢letmddhoz
kapcsolédnak, mint a helytelen taplalkozds, a mozgésszegény ¢letmdd, a talzott
alkoholfogyasztas és a dohanyzads. Az Egészségiigyi Viladgszervezet (World Health
Organization - WHO) ezeket a betegségeket a nyugati tarsadalmak legfobb egészségiigyi
problémai koz¢é sorolja, ahol az elhizas €és az inaktivitas kiemelt szerepet jatszik a CHD

¢s a cukorbetegség kialakulasaban (Reiner és mtsai 2013).

Szdmos bizonyiték tdmasztja ald a rendszeresen végzett testedzés emberi
szervezetre gyakorolt pozitiv hatasat, amely az élettani rendszerek széles korét érinti,
beleértve a sziv- és érrendszert, a mozgatd szervrendszert, az anyagcserét és a mentalis
egészséget (Warburton és Bredin 2016). Chakravarty 2008-as tanulmanyaban 21 éven
keresztiil kovették 50 év feletti futdk, illetve az ilé életmddot folytatd kontrollok
egészségi allapotat. Vizsgalatukban kimutattdk, hogy a futdknal mind az 6szhaldlozés,
mind a mozgasszervi problémak mértéke alacsonyabb volt.. Az edzéssel kapcsolatos
kérdéivek alapjan a futdk egészségi allapota jobb volt, mint az ilé életmddot folytatd
kontrolloké (Chakravarty 2008). Woodcock és mtsai 2011-es metaanalizisikkben 22
tanulmanyt elemeztek, amelyek kozel 1 milli6 felndtt személy adatait tartalmaztak, hogy
megvizsgaljak a konnyl vagy kozepes fizikai aktivitds hatdsat a minden okbol fakado
haldlozasra. Azt talaltak, hogy heti 2,5 6ra testmozgas 19%-kal csokkenti a haldlozasi
kockézatot a nem mozgashoz képest, mig heti 7 6rara emelve ez a csokkenés 24%-ra nétt
(Woodcock és mtsai 2011).

A kilonbozd tipusu fizikai aktivitds hatdasa a késobbi kardiovaszkularis
betegségekre (CVD) szintén fontos lehet. Az ¢letkor eldrehaladtaval sok iddsebb
feln6ttnél csokkenhet a nagyobb intenzitast fizikai aktivitas végzésének képessége, igy a
konnyli és mérsékelt testmozgas, példaul a gyaloglas, nagyobb jelentdséggel birhat a
javasolt aktivitasi szint elérésére (Lee 2010, Shiroma és Lee 2010).

Szamos longitudinalis vizsgalat vizsgélta a gyermekkori fizikai aktivitas szerepét
a serdiilkori elhizas kialakuldsédban, ismételten mért objektiv fizikai aktivitas-adatok
felhasznalasaval (Johnson és mtsai 2000, Moore és mtsai 2003, Bandini és mtsai 2004,
Kwon ¢és mtsai 2013). Ezek a vizsgdlatok vegyes eredményeket hoztak, legfeljebb

minimalis hatdsmérettel (Wilks és mtsai 2011). Kwon és mtsai-nak eredményei azonban
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azt mutatjak, hogy az aktiv életmod (napi 45 perc kozepes és erds intenzitasu fizikai
aktivitds végzése, amit gyorsulasmérdvel mértek) gyermek- ¢és serdiilékorban
megeldzheti az elhizés kialakulasat fiatal felnéttkorban (Kwon és mtsai 2015).

A kronikus vesebetegség (CKD) gyakori az idosebb felnéttek korében. Az életkor
elérehaladtaval a szarkopénia, az izomtomeg €és az izomerd korral jar6 csokkenése is
egyre gyakoribba valik (Moreno-Gonzalez és mtsai 2020). A szarkopénia kockazata
fokozoédhat a CKD egyidejii jelenlétével, mivel a CKD-s betegek korében ismert a
katabolikus izomvesztés (Wang és Mitch 2013). A testmozgas csOkkentheti a fizikai
funkciok elvesztését, vagy akar javithatja is azokat id6s felndttek korében, akik CKD-ben
szenvednek (Fielding és mtsai 2017); azonban a CKD-s id6sebb felnodttek korében végzett
legtobb vizsgalat kis mintavételi mérettel, viszonylag révid idétartammal rendelkezik, és
jellemzden vagy dializis alatt all6 egyéneket, vagy a CKD korabbi szakaszaiban 1évo
betegeket vizsgaltak (Castaneda és mtsai 2001, Watson és mtsai 2015, Barcellos €s mtsai
2018). Weiner és mtsai (Weiner és mtsai 2023) randomizalt vizsgalatban figyelték meg
egy 12 honapos edzésprogram hatédsat a kardiorespiratorikus fittségre, valamint a fizikai
teljesitményre az 55 éves vagy annal iddsebb, elérehaladott (G3b-G4 stddiuma) CKD-
ban szenvedd felndttek valtozatos mintajaban. Az edzésprogram 6 honap elteltével
javitotta a mért aerob terhelhetdséget, €s megallapitotta, hogy az edzésprogram
biztonsagos, megvalosithatd és hatékony a fizikai teljesitmény javitasaban a G3b és G4
stadiumu CKD-ben szenvedd betegeknél.

A diéta altal kivaltott fogyas javitja a béta-sejtek milkodését a T2D-ben
szenvedOknél. Legaard €s mtsai azt talaltdk, hogy a diéta altal kivaltott fogyas mellett a
mozgasintervencid hozziadasa javitja a gliilkdz-stimulalt béta-sejt funkcidt az Gijonnan
diagnosztizalt T2D-ben szenveddknél, a mozgas dozisatdl fiiggd mddon (Legaard és

mtsai 2023).

1.5.1. A hosszutavu testedzés hatasa az 6regedési folyamatokra

A vazizomzat plaszticitdsa révén gyorsan reagal 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 szabalyozzak a génexpressziot. Kimutattdk, hogy a magasabb szintii fizikai
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fittség Osszefligg a betegségek csokkend eldfordulasaval és az dregedés lassabb iitemével
(Radék és mtsai 2024a).

A rendszeres testmozgas bizonyitottan ndveli az €lettartamot, mikézben serkentd
hatasu tényezoként is mitkodhet, mivel hosszu tavon csokkenti az oxidativ stresszhez
kapcsolodo betegségek eldfordulasat. Az edz€és soran ugyan né a reaktiv oxigénfajok
(ROS) termelddése, de ez az alkalmazkodéas eredményeként aktivalja az antioxidans
rendszert, javitja az oxidativ karosodasok eltavolitdsat és modositja a redox-érzékeny
gének expressziojat, valamint a fehérjék strukturajat (Radak és mtsai 2008).

Erdemes megemliteni, hogy az id3sebb életkorban elkezdett testmozgassal
kapcsolatban is pozitiv eredményeket mutattak ki az agy oregedésének késleltetésében.
Egy 2011-ben megjelent uttoérd tanulméanyban példaul a szerzok azt talaltak, hogy 1 évig
tartd mérsékelt intenzitast testmozgas (40 perc idétartam, 3 nap/hét) egészséges idésebb
egyéneknél novelte a hippokampusz méretét, valamint a térbeli memoriat (Erickson és
mtsai 2011).

A fizikailag aktiv életmdd és a kognitiv hanyatlas kockéazata kozotti forditott
kapcsolat széles korben dokumentalt, és az aerob edzés volt a legszélesebb kdrben
alkalmazott lehetdség a fizikai aktivitds hatdsdnak tanulmanyozéisara az Oregedés
kognitiv funkcidkra gyakorolt negativ hatdsanak enyhitésében (Laurin és mtsai 2001, Sofi
¢és mtsai 2011). Az els6 bizonyitékokat az 1970-es €években publikaltak, amikor
kimutattak, hogy a kdzépkoru sportolok jobb valaszt adtak a pszichomotoros komponenst
tartalmaz6 kognitiv feladatokban, mint az iild életmodot folytatd, hasonlo koru alanyok
(Spirduso és Clifford 1978). Hosszabb aerob edzésprogramok (3 éves iddtartam) az il
¢letmodot folytatd, id0s ndknél javulast mutattak ki a reakcididében, a motoros
funkciokban és a kognitiv feldolgozasi sebességben, ami azt jelzi, hogy a testmozgas
hatékonyan visszaforditja vagy legalabbis lassitja a motoros teljesitmény €s a kognitiv
feldolgozas sebességének korral jar6 csokkenését (Rikli és Edwards 1991). A fizikailag
aktivabb emberek tehat jobb kognitiv miikddéssel rendelkeznek, és az €letkorral kevesebb
kognitiv hanyatlast tapasztalnak, mint a kevésbé aktiv emberek (Blondell és mtsai 2014,
Cunningham ¢és mtsai 2020). Emellett mind a strukturalt, hosszatava fizikai aktivitasi
beavatkozasok (Northey és mtsai 2018), mind a rovidtava, egyszeri edzések (Lambourne
és Tomporowski 2010, Chang és mtsai 2012, Basso €és Suzuki 2017) pozitiv hatdssal

vannak a kognitiv miikddésre. Ugyanakkor nem minden edzésprogram mutatja ki ezt a
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hatést, és ez a kognitiv feladat tipusatdl fiiggden valtozhat. A fizikai aktivitas kognitiv
hatasainak rovid €és hosszatdvi mechanizmusai kozott viselkedéses, neurofiziologiai €s
neurokémiai folyamatok is szerepet jatszhatnak (Basso és Suzuki 2017, Ratey,és Loehr

2011).

A rovid leukocita telomerhossz (LTL) az emberi 6regedés jellemzdje (Blackburn
2000, Lin és mtsai 2012, Lopez-Otin és mtsai 2013), amelyet szisztémas oxidativ stressz
¢s gyulladas jelezhet, és szamos kardiometabolikus betegséggel tarsul (Aviv és mtsai
2001, Fitzpatrick és mtsai 2006, Terai és mtsai 2013). A fizikai aktivitas csokkentheti az
¢letkorral 0sszefliggd betegségek eléfordulasat, mivel korabbi kutatasok (Cherkas 2008,
Werner és mtsai 2009, Garland és mtsai 2014) szerint a fizikailag aktiv felndttek

atlagosan hosszabb LTL-lel rendelkeznek.

A vézizomzat Sregedését szamos strukturalis és funkciondlis valtozés jellemzi,
amelyek fokozott fizikai korlatokkal és a betegségek kockéazataval jarnak. Az izomtomeg
¢s -funkcié fokozatos csokkenése, a szarkopénidnak nevezett allapot vagy folyamat
(Rosenberg 1997, Cruz-Jentoft és mtsai 2010) régota elismert, hogy e valtozasok koziil
az egyik legjelentdsebb és legkarosabb. A testmozgas és a fizikai aktivitas jelentdsen
mérsékelheti, vagy bizonyos esetekben meg is elozheti az izomanyagcsere €s az
izomfunkcié csokkenését. A vazizomzat az Oregedés sordn részben meglrzi a
testmozgasra adott plaszticitdsat, ami meggy6zd bizonyitékot szolgaltat arra, hogy az
1izomfunkcid €s az anyagcsere szamos, az é€letkorral Osszefliggd negativ valtozasat az
oregedéshez masodlagosan kapcsolodd ¢€letmddbeli valtozasok, kiilondsen a fizikai

inaktivitas okozza (Distefano és Goodpaster 2018).

1.6. Az epigenetika

A huszadik szézad elsé felében a fejlodésbiologia és a genetika kiilonallo
tudomanyagak voltak. Az epigenetika sz6t Waddington alkotta meg a két tertilet
Osszekapcsolasara (Holliday 2006). Riggs €s mtsai az epigenetikat tigy definialtak, és ma
mar altalanosan elfogadott fogalom, mint ,,a génmitkodésben bekdvetkezd, mitotikusan
¢s/vagy meiotikusan 0roklédd, a DNS-szekvencia valtozasaval nem jar6d valtozdsok

tanulmanyozéasa” (Wu és mtsai 2001). Ez azt jelenti, hogy a gének kifejezddése vagy
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elnémitasa nem a DNS kozvetlen modositasaval (mutacidoval), hanem mas

mechanizmusokon keresztiil torténik.

Az epigenetika az egyik mechanizmus, amely oOsszekapcsolja a kornyezeti
tényezoket a megvaltozott génaktivitassal, ezaltal nyilvanvald kapcsolatot teremt a
taplalkozasi szokéasok gyors valtozasai és a megfigyelt elhizas fenotipusok kozott. Az
elhizas jelensége oridsi terhet r6 az emberi egészségre vilagszerte, és fontos kockazati
tényez0 szamos betegség, példaul a sziv- és érrendszeri betegségek (El-Atat és mtsai
2003, Poirier és mtsai 2006), a T2D (Rathmann és Giani 2004) és bizonyos rakfajtak
(Anderson ¢és Caswell 2009), mint a mell- (Morimoto ¢és mtsai 2002) és vastagbélrak
(Larsson és Wolk 2007) kialakuldsdban. Mint tipikus, gyakori, komplex betegség, az
elhizas a kiilsé (kornyezeti) €s belsd (genetikai) tényezok kolcsonhatasanak eredménye.
Az epigenetikat gondoljdk annak a molekuldris mechanizmusnak, amely kozvetiti ezt a

kolcsOnhatast.

Kutatasok arra utalnak, hogy az epigenetikai véltozasok elindithatjdk a
premalignus sejtek terjedését a daganatképzddés korai szakaszaiban. A fobb
daganattipusok, példaul a vastagbél-, tiid6- €és prosztatarak fejlodésének legkorabbi
Iépései soran ezen premalignus sejtek egy alcsoportja genetikai véltozdsokon megy
keresztiil, amelyek lehetdvé teszik szamukra a daganatprogresszid és ndvekedés
kozvetitését. Az ezen sejtekben bekovetkezd korai epigenetikai valtozasok
meghatarozhatjak a késdbbi genetikai valtozasokat, €s ezaltal elosegithetik ezen kldnok

progressziojat (Lachner és mtsai 2003, Hake és mtsai 2004).

Az epigenetikai mechanizmusok kiilonboz6 fizioldgiai €s patologiai folyamatokat
manipulalnak ugy, hogy a megfeleld gének expresszidjat szabalyozzak az epigenetikai
kodok helyi és globalis szintli hozzaférhetdségének megvaltoztatasaval (Baylin és Ohm
2006, Kouzarides 2007). Harom alapvetd epigenetikai kddot tanulmanyoztak alaposan,
amelyek kozé tartozik a DNS-metilacio, a hisztonmodifikaciok és a nem kddolé RNS-ek
(ncRNS). Az epigenetika gyors fejlddése kovetkeztében nétt az érdeklddeés az 1)
technologidk irant, amelyek lehetévé teszik az egészségi allapotot és betegségeket
befolyasold epigenetikai jelek dekodolasat. Ezen technikak, mint a magas mindségii

antitestek, kromatin funkciondlis probdk ¢€s nagy ateresztoképességli szekvenalas,
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lehetdvé teszik a kromatin allapotanak tobbdimenzios vizsgalatat és a genom széleskorii

elemzését (Li 2021).

1.6.1. A DNS-metilaci6 szerepe

A DNS-metilacio az eukaridtdkban fontos epigenetikai modositas, amely
szabalyozza a génexpressziot. Létfontossagu az embriondlis fejlédésben, és olyan
folyamatokra van hatdssal, mint a genomidlis imprinting, az X-kromoszoma inaktivacio

vagy az ismétlddé DNS elnémitdsa (Schiibeler 2015).

A DNS-metilacio a legalaposabban tanulméanyozott epigenetikai mechanizmus. A
leggyakoribb DNS-metilacios minta, az SmC, magéaban foglalja egy metilcsoport (-CHs)
révén, amelyet a DNS-metiltranszferdzok (DNMT-k) csoportja végez el (Chen és mtsai
2016). Sok CpG dinukleotid gyakran csoportosul egy adott szabalyozo régidban, példaul
transzkripcids szabdlyozdsdban (Bird 1986). A DNS-metilacié kulcsszerepet jatszik
kiilonboz6 fiziologiai és patologiai folyamatok szabalyozéasaban, és a rendellenes DNS-
metilacidé gyakran kapcsolddik betegség kialakuldsdhoz. A bioldgiai folyamatok DNS-
metilacid altali befolydsoldsanak leggyakoribb modja a génexpresszid szabalyozasa,

crer

allapotanak dinamikus szabéalyozasan keresztiil torténik (Robertson és Wolffe 2000).

Szamos rakos sejtre jellemzd a fiziologias sejtekhez képest az abnormalis
metilacidés mintazat. J6l ismert, hogy a promoter régiok hipermetilacidja (azaz a metilacid
magasabb ardnya) bizonyos tumorszupresszor gének transzkripcidés elnémitasdhoz
vezethet, ¢és hozzdjarul szamos szabalyoz6 fehérje ¢és enzim miikodésének
szabalyozasahoz is. Ezzel szemben a hipometilacio (azaz a metilacié alacsonyabb aranya)
a rakfejlédés nagyon korai szakaszadban a genomi instabilitas eldsegitésével és a sejtek
atalakulaséaval hozhato Gsszefiiggésbe (Kulis és Esteller 2010). A DNS-hipometilacio
aktivalhat olyan géneket, amelyek a hipermetilalt promoter régiok kovetkeztében
elcsendesedtek. Példdul a MAGEA génklaszterbdl szdrmazo gének (melandma-asszocialt

antigén A) csak a spermatogonialis sejteken expresszalddnak, nem pedig mas szomatikus
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szovetekben. Azonban ezek a gének ujra expresszaldodhatnak kiilonbozo rakos
megbetegedésekben, mivel a promoteriik demetildlodik (Colemon és mtsai 2020). Ennek
megfeleloen a MAGEA gének rendellenes expresszidja a mell-, tiido- és vastagbél
daganatok agresszivitdsanak ¢és malignitasanak fokozodasaval hozhatd Osszefliggésbe
(Poojary és mtsai 2020). A szabad sejtmentes DNS (cfDNS) metilacidja a kdzelmultban
igéretes eredményeket mutatott tobb rakos megbetegedés korai felismerésében (Qiao és

mtsai 2021).

Az egészséges Oregedés szamos biomarkerét javasoltak az elmult években, koztiik
a DNS-metilacios méréseken alapuld epigenetikai orakat, amelyek egyre pontosabban

jelzik eldre az egyéni biologiai életkort (Fiorito és mtsai 2021).

1.6.2. Az epigenetikai 6rak

Az oregedést, mint bonyolult folyamatot, kiilonb6zd valtozasok jellemzik sejtes,
szubcellularis és nuklearis szinteken, amelyek koziil az egyik az epigenetikai 6regedés.
Ahogy egyre nagyobb figyelmet kap az epigenetikai valtozasok szerepe az dregedésben,
a DNS-metilacios mintazatok mércéjévé valtak a bioldgiai életkor meghatarozasanak,

melyet jelenleg epigenetikai 6raként emlegetnek (Duan és mtsai 2022).

Mig az els6 generacios orak, mint példaul Horvath pan tissue o6raja (6sszes-szoveti
ora) (Horvath 2013) vagy Hannum és mtsai vér alapu ordja (Hannum és mtsai 2013) a
biologiai életkort becsiilik, addig a masodik generdcios ordk a haldlozasi kockézatot,
példaul a haldlozasi kockazati pontszam (Zhang és mtsai 2017), a DNAmPhenoAge
(Levine és mtsai 2018), a DNAmGrimAge (Lu és mtsai 2019), és a longitudinalis
adatokon alapul6 6rdk, mint a DunedinPoAm (Belsky és mtsai 2020) és a DunedinPACE
(Belsky és mtsai 2022).

A DNAmGrimAge alapja egy olyan algoritmus, amely az egyén DNS metilacios
adatainak tobb mint 100 jellemzdjét hasznalja fel, és figyelembe veszi a halalozasi
kockézattal 6sszefliggd tényezoket, mint példaul a sziv- €s érrendszeri betegségek, a rak

¢s mas, oregedéssel Osszefliggd egészségi problémak (Lu és mtsai 2022). Ez az eszkoz
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kiilondsen hasznos a betegségekkel és az dregedéssel kapcsolatos kutatdsokban, mivel

segithet a jovobeli egészségiigyi kockazatok és a varhat6 élettartam eldrejelzésében.

A DNAmPhenoAge kiilonlegessége, hogy nemcsak a bioldgiai életkort méri,
hanem figyelembe veszi az egyén egészségi allapotat is. Az ora az epigenetikai adatok
mellett olyan klinikai és fizioldgiai markereket is hasznal, mint a vérnyomas, a testsuly
¢s a gyulladésos szint, hogy pontosabb eldrejelzést adjon a varhaté élettartamrol és az
egészségiigyi kockazatokrdl (Levine és mtsai 2018). Ez az eszkdz tehat nemcsak az
Oregedés litemét mutatja, hanem azt is, hogy az egyén milyen mértékben van kitéve az

oregedéssel Osszefiiggd betegségeknek és egyeéb kockazatoknak.

Nemrégiben kifejlesztettiink egy 1) oregedési orat, a DNAmFitAge-t, amely
bioldgiai életkormutatoként szolgal a fizikai erénlét olyan mérészamainak integraldsaval,
mint a VOomax ¢€s a kézi szoritéerd. Ez az ora azzal a céllal keriilt kifejlesztésre, hogy
Osszekapcsolja az epigenetikat az edzettséggel, kiilonos figyelmet forditva arra, hogy a

fittség hogyan befolyasolja az 6regedési folyamatokat (McGreevy és mtsai 2023).
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2. Célkituzések

Kutatasunk soran azt a célt tliztilk ki, hogy megvizsgéljuk a tobb évtizedes
testedzés hatasat a human vérben keringé sEV-kre. Szerettiik volna latni, hogy talalunk-
e kiilonbséget elsdsorban az edzettséghez kapcsolddo vizsgalt paraméterekben a két

csoport adatai kozott.

Mivel nem allt rendelkezéslinkre egységes protokoll a vezikulakkal valo
munkdhoz, igy els6 1épés egy megfeleld izolalasi protokoll megalkotisa és validalasa
volt, amely a késébbi MS vizsgalatokhoz is alkalmas mintat szolgaltat, és megfelel az
ISEV altal kozzétett MISEV irdnymutatasoknak mind technikai, mind pedig nevezéktani
oldalrél tekintve. Tanulméanyunkban olyan reprodukalhatd, megbizhatd és hozzaférhetd
modszerrel kivantunk dolgozni, amely a jovében akar diagnosztikai teriileteken is
alkalmazhatd. A modszer megalkotasakor fontos kritérium volt, hogy minél kevesebb

mennyiségii kontaminacidt tartalmazé sEV mintat tudjunk szolgaltatni.

Ezutan felvetddott benniink a kérdés, hogy van-e érdemi kiilonbség a frissen levett
trombocita-mentes plazméabol (PFP-bdl), és a hosszabb ideig fagyasztva tarolt PFP-bol
izolalt sSEV-k kozott. Az irodalomban talaltunk adatokat, ahol a tarolas hatasat vizsgaltak
a plazmara vagy a mar izolalt vezikuladkra, de a mi altalunk vizsgalni tervezett, hosszabb
1d6tartamhoz és modszerhez hasonl6 vizsgalatot nem talaltunk, ezért fontosnak tartottuk,

hogy ezzel a kérdéssel is foglalkozzunk.

A metodikai kérdések tisztdzadsa utdn az volt a célunk, hogy a megalkotott
modszerrel sEV-ket izolaljunk a két csoport PFP mintdibol, majd elvégezziik azok
proteomikai vizsgalatat. Célunk volt, hogy feltarjuk az Osszefliggéseket a fittség, az
epigenetikai oregedés €s bizonyos klinikai markerek kozott, hogy jobban megértsiik a

testedzéshez kapcsolodo szisztémas alkalmazkodasokat.

Kutatasi eredményeinkkel célunk az volt, hogy bdvitsik a tudoményos
ismereteket egy viszonylag 0j kutatasi teriileten, amely a sport €s a fizikai aktivitas hatasat
vizsgélja az sEV-kre. E kutatési irany feltardsa nemcsak a sportélettani, sejtbiologiai és
orvosi tudomanyok szorosabb Osszekapcsoldsara nyujt lehetdséget, hanem hozzéjarulhat

1) biomarkerek ¢€s terapias célpontok azonositasahoz is.
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Hipotézisek
1. A moddszertan kidolgozasahoz kapcsolodo hipotézisek:

1.1: Feltételeztiik, hogy a mintak alapos preanalitikai vizsgalata segit az sEV izolalasra

legalkalmasabb mintak kivalasztasadban.

1.2: Feltételeztiik, hogy a 70 nm-es pdérusnagysagu oszlop kisebb kontaminacidval,

hatékonyabban izolal sEV-ket tomegspektrometrids mérésre, mint a 35 nm-es oszlop.

1.3: Feltételeztiik, hogy a frissen levett vérbdl késziilt PFP, és a hosszabb tdvon

fagyasztva tarolt PFP egyarant alkalmas az sEV izolalasra.

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

vizsgalatara vonatkozoé hipotézisek:

2.1: Feltételeztiik, hogy az sEV mintak proteomikai elemzése soran kapcsolatot taldlunk

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

2.2: Feltételeztiik, hogy szignifikans kiilonbség mutathatd ki az edzettségi szint

fliggvényében az sEV mennyiségi meghatarozasaban.

2.3: Feltételeztiik, hogy szignifikans kiilonbség mutathaté ki a fehérjeszintek és a

fiziologiai fittségi mutatok kozott az edzettségi szint fiiggvényében.
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3. Anyag és modszer

3.1. Vizsgalat alanyai

A vizsgalatot megeldzden etikai kérvényt nyujtottunk be, melyet az Egészségiigyi
Tudomanyos Tanacs, Tudoményos és Kutatasetikai Bizottsaga (TUKEB) hagyott jéva a
25167-6/2019/EUIG engedélyszam alatt. Ez az engedély megfelel a Helsinki
Nyilatkozatnak és a Magyarorszagon érvényes szabalyozasoknak is (Gyorgy €s mtsai

2025).

A kutatasba csak olyan 6nkéntesek vettek részt, akik nem feleltek meg az alabbi
kizarasi kritériumoknak: kardiovaszkularis vagy mozgasszervi betegségek, amelyek
megakaddlyozzdk a fizikai megterhelést; akut vagy kronikus allapotok, amelyek a
veséket, a méjat vagy az emésztdrendszert érintik; fert6zd betegségek, beleértve a lazas
allapotokat; anyagcsere- vagy endokrin rendellenességek; vérzési rendellenességek vagy
koagulacids zavarok; rak; autoimmun betegségek; asztma; pszichologiai vagy mentalis
betegségek; korlatozott fizikai vagy kommunikéacios képességek; kronikus
alkoholfogyasztés; vagy rendszeres dohdnyzas elézményei. A résztvevoket tajékoztattuk
a kutatds menetérdl, és irasban beleegyeztek a részvételbe. A vérvétel és a fittség
tesztelése elott a résztvevok kitoltottek egy kérddivet, amely az edzési eldzményekrdl,
edzésgyakorisagrol és alapvetd étrendi szokasokrol gytijtott informéciokat (Gyorgy és

mtsai 2025).

A mintavétel és a tesztek id6pontja és helyszine a 2019-es velencei Evezds
Masters Vilagbajnoksag volt, ahol eldre elkészitett szordlapokkal, és személyes
jelenléttel toboroztunk Osszesen 194 szenior versenyzdt (edzett férfi n = 114 {6,
atlagéletkor (év) = 60,8+11,3; edzett nd n = 80 {6, atlagéletkor (év) = 57,6 £8.5).
Kovetkezd célunk a szenior versenyzOk életkoranak és nemének megfelelé kontroll
csoport feldllitdsa volt, igy néhany honappal késdbb, Budapesten megismételtiik a
mintavételt s a teszteket a 109 f6bdl all6 csoporton (kontroll férfi n = 35 {06, atlagéletkor

(év) = 59,3+13,9; kontroll n6 = 74 6, atlagéletkor (év) = 64,3+11,5). A két csoport
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résztvevoinek szdma Osszesen 303 f0 volt, a nemek megoszlasi aranya pedig kozel 50%

volt (49% férfi, 51% né).

Mivel a kérddivek alapjan mindkét csoportban eltérd informaciok voltak a heti
szintli sportolast illeten, és a kontrollcsoport sem alkotott homogén, inaktiv mintat, a
vizsgalatban a résztvevoket kiilonbozo fittségi csoportokba soroltunk a VO:max szint
alapjan, amely a kardiovaszkularis fittséget jeloli, tovabba a sportolok fizikai
teljesitoképességének egyik legjobb mutatdjanak tekintik. A korcsoportjukra vonatkozo
75% feletti VO,max becslésekkel rendelkez6 egyéneket magas fittségilinek (High-fit: férfi
n = 93, atlagéletkor (év) = 60,0£10,6; ndi n = 91, atlagéletkor (év) = 59,0+£10,6), mig az
alatta lévoket kozepesen alacsony fittséglinek (Med-Low-fit: férfi n = 50, atlagéletkor
(év) = 63,0£12,4; né1 n = 62, atlagéletkor (év) = 63,0£12,5) jeldltiik. A magas és
kozepesen alacsony kategoridkat korcsoportokra lebontott normativ adatok (Kaminsky és
mtsai 2015, Jokai és mtsai 2023) alapjan allapitottuk meg. Az eredeti, 303 f0s mintabol
294 £6 esetében alltak rendelkezésre teljes adatok, igy az ismételt csoportositds soran
kizardlag az ¢ adataikat hasznaltuk fel, mig a fennmaradé 7 f6 elemzését a hidnyzo6 adatok

miatt nem tudtuk elvégezni.

Az edzettség mértékének vizsgalatdhoz végiil 40 néi PFP mintat valasztottunk,
amelyekbdl a késObbiekben izolaltuk a sEV-eket. A férfi résztvevok preanalitikai
eredményei alapjan nem 4llt rendelkezésre elegendd elemszam az sEV izolalashoz, igy
csak a ndi mintdk keriiltek bevonasra. Az n=80 (50 f6 High-fit, 30 f6 Med-Low-fit)
rendelkezésre all6 ndi minta koziil elére meghatarozott szempontok szerint tortént a
kivalasztas: figyelembe vettiik a korcsoportokat, valamint a teljes korli vizsgalati adatok
meglétét, igy biztositva a High-fit (n=20) és Med-Low-fit (n=20) csoportok ¢€letkori €s

adateloszlasanak 0sszehasonlithatosagat.

A lényegi mintafeldolgozas eldtt sziikség volt a pilot vizsgalathoz valo
mintavételre - a protokoll beallitdsa miatt -, ahol Osszesen 8 ndtdl (atlagéletkor (év)=
36,3+8,9) és 11 férfitdl (atlagéletkor (év)= 34,6 +£10,4) gylijtottiink vérmintat Budapesten.
Osszesen 37 PFP mintat gyiijtottiink, mivel egyes alanyoktél tobb vérminta is
rendelkezésre allt. Mivel a vizsgélat célja a laboratoriumi eljarasfejlesztés volt, nem pedig
csoportok kozotti 0sszehasonlitas, a résztvevok neme és a mintak ismétlddése nem

befolyasolta a vizsgélat érvényességét. A 11-bdl 6 férfi esetében volt egy masodik
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vérvétel is egy kés6bbi idOpontban, hogy a fagyasztva tarolt, €s a frissen levett mintak
kozotti eltéréseket késobb vizsgalni tudjuk. A pilot vizsgalat alanyaihoz tartozo
kovetelmény az egy idoben vett €hgyomri vérvétel és az egészséges allapot volt, heti 3-4
oras mozgassal kiegészitve. A beleegyezd nyilatkozat ¢és a kérddiv kitoltése itt is
megtortént, tudomasunk szerint senki nem szenvedett semmilyen akut vagy kronikus

betegségben (Gyorgy és mtsai 2024).

3.2. Terhelésélettani, antropometriai és kognitiv vizsgalatok

Az edzett és a felallitott kontroll csoport alanyaitdl valé mintavételt kozvetleniil
megeldzte a helyszinen végzett tobbrészes tesztsorozat. Minden felmérést ugyanazok a
személyek végeztek, igy biztositva azt, hogy a kivitelezés megegyezzen minden
vizsgalati alanyndl. Az antropometriai vizsgalatok soran testmagassag és testtOmeg
mérést végeztiink, majd BF214 testdsszetétel monitorral (Omron, Japan) meghataroztuk
az alanyok testtomeg-indexét. A terhelésélettani tesztsorozat négy vizsgalatbol:
maximalis kézi szoritdoerd mérésbol, maximalis felugrasbol, Chester-step tesztbdl és

kognitiv tesztbdl allt (Jokai és mtsai 2023).

1. A maximalis kézi szoritderd mérést egy kézi dinamométerrel (Camry EH 101,
USA) vizsgaltuk harom kisérletben a dominans kézzel, majd a legmagasabb
értéket (GripMax) rogzitettiik és normalizaltuk a testtomeggel (Oksuzyan és mtsai
2010, Bohannon 2019, Eika ¢és mtsai 2019).

2. Az alsé test robbanékony erejét a maximalis fliggdleges felugras magassagaval
mértiik egy linear encoder (Muscle Lab, Norvégia) nevil késziilék segitségével.
Az alanyoknak csipdre tartott kézzel a lehetd legmagasabbra kellett ugraniuk,
amit sszesen OtszOr ismételtek meg (Tillaar és mtsai 2020).

3. A VO: max fizikai fittség mutatd becsléséhez a Chester-step tesztet hasznaltuk
(Buckley és mtsai 2004). A vizsgalat alatt az alanyoknak egy 15 cm magas fitnesz
step padra kellett maximum 5x2 percen keresztiil fel-le 1épcsézniiik csipOre tett
kézzel. A 2 perces iddintervallumokat egy rovid, 5 masodperces sziinet kovette,

majd a Iépések iiteme egyre gyorsult. Egy digitalis metronom segitett abban, hogy
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az litemet tartani tudjak az alanyok. Addig kellett ezt a feladatot végrehajtaniuk,
amig a pulzus értékiik el nem érte az egyénileg, a Tanaka protokoll szerint (208-
0,7x¢letkor) becsiilt maximalis pulzus 80%-at, vagy véget nem ért a teszt.

4. A munkamemoria értékelésére a szamterjedelem tesztet alkalmaztuk, melyet
eredetileg Jacobs dolgozott ki 1887-ben, és ami a Wechsler-féle intelligencia
tesztben is szerepel (Jacobs 1887, Leung és mtsai 2011). A nagyobb szdmjegyli
értékek jobb memoriat jeleznek. A teszt sordn az alanyoknak, négy darab 3-9
szamjegybOl all6 szdmsorozat visszamondasat kellett teljesiteniiik. Ennek
eredménye 3-t6l 9-ig terjedhet, annak megfeleléen, hogy mennyi szdmbol 4llo

szamsorozatot sikeriilt hibatlanul visszamondaniuk.

Mivel a pilot vizsgélat magat a vezikula izolalési protokollt validalta a vezikuldk
jelenlétének kimutatasaval, ezért ebben a vizsgalatban résztvevo alanyok (8 nd, 11 férfi)

esetében nem volt sziikség a 3.2. alfejezetben részletezett vizsgalatok elvégzésének.

3.3. Vérvétel, biokémiai és hematoldgiai paraméterek vizsgalata

A mintavétel soran szakképzett személyek az alanyok konyokvénajabol K2-EDTA
(lila kupak), ACD-A (sarga kupak) és szeparator gélt tartalmazd szérumos csdvekbe

(piros kupak) vették le (BD Vacutainer vérvételi rendszer) a vérmintakat.

- A K2-EDTA tartalmt csovek koziil az egyikbdl a levétel utdn 2-4 o6ran beliil
veérkép elemzés tortént hematoldgiai automata segitségével. A masik cs tartalmat
ketté osztottuk, egy része rogton szarazjégre keriilt (DNS metilacids vizsgalat), a
masikat pedig levétel utan par perccel a helyszinen lecentrifugaltuk (1600g, 15
perc, 4°C) Eppendorf 5804R (Eppendorf AG, Hamburg, Germany) centrifugat
hasznalva. Ezutan pipetta segitségével Ovatosan leszivtuk a vérplazmat
mikrocentrifuga csovekbe szétosztva, szarazjégre tettiik néhdny oOrara, majd
ultramélyhititdben -80°C-on taroltuk feldolgozasig.

- Mindkét ACD-A tartalmu csovet levétel utan 45 percen beliil lecentrifugaltuk
kétszer 2500g-n, 15 percig (Lacroix és mtsai 2012). Az elsd centrifugdlds utan
keletkezik a trombocita-szegény plazma (PPP), majd a plazmat masodszor is

lecentrifugdlva kapjuk a PFP-t, amire sziikség van ahhoz, hogy a mintabodl

31



vezikuldt tudjunk izolalni késébb. Az igy keletkezett PFP-t mikrocentrifuga
csovekbe osztottuk szét, majd szarazjégre tétel utan a felhasznalasig -80°C-on
taroltuk.

- A szérumos mintavételi csoveket lecentrifugaltuk (2500g, 10perc), majd pipetta
segitségével kettéosztottuk a keletkezd szérumot. Egyik részét hlitdszekrényben
+4°C-on taroltuk, majd néhény 6ran beliil 8 kémiai paramétert vizsgaltunk meg
beldle (gliikoz, koleszterin, LDL, HDL, triglicerid, GOT, GPT, gamma GT). A
szérum masik részét eldszor szarazjégen, majd -80°C-on ultramélyhiitben

taroltuk.

A mintavételi csovekbdl végzett vizsgalatok sematikus abrazoldsat az 1.abra
mutatja be. A mintavétel minden esetben a Chester-step teszt eldtt tortént, ennek egyik
lényeges oka az volt, hogy mozgas hatdsara a vérben 1év6 vezikuldk szdma jelentOsen
megnd, ami befolyasolta volna a vizsgalat eredményét (Frithbeis és mtsai 2015, Zhang és

mtsai 2021).

3.4. DNS izolalas, metilacios vizsgalatok, epigenetikai orak

A vizsgalatokat kovetden laboratoriumunkban, a fagyasztott K2-EDTA
alvadasgatloval kezelt mintat szobahdmérsékleten felolvasztottuk, majd lecentrifugaltuk.
Az igy keletkezett sejtes elemeibdl, azon belill is a fehérvérsejteket tartalmazo ,,buffy
coat” részébdl DNS-t izolaltunk (Pure LinkTM Genomic DNA Mini Kit, Thermo Fisher,
Carlsbad, CA, USA). A DNS-metilacié 85 000 helye epigenom szinten keriilt mérésre az
Infinium MethylationEPIC BeadChip (Illumina Inc., San Diego, CA) segitségével, a
gyarto protokolljanak megfeleléen. A DNS-metilacion alapulo biologiai 6rékat, beleértve
a DNAmFitAge, PhenoAge és GrimAge akceleraciokat, a McGreevy és mtsai altal leirtak

szerint szamitottuk ki (Levine és mtsai 2018, Lu és mtsai 2019, McGreevy és mtsai 2023).
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1. Abra: A mintavételi csovekbdl végzett vizsgalatok sematikus abrazolasa

3.5. A trombocita-mentes plazma preanalitikai vizsgélata

A PFP mindségének ellendrzésére azért volt sziikség, hogy a vezikula izolalasi
folyamatot zavar6 tényezoket azonositani tudjuk, ehhez pedig preanalitikai vizsgalatokat
végeztiink. Azokat a mintdkat, amelyek szemmel lathatéoan lipémiasnak vagy
hemolitikusnak tlintek, azonnal kizartuk a tovabbi feldolgozasbdl (Fliser és mtsai 2012).
A trombocita- ¢s hemoglobinszinteket Sysmex XE2100 hematologiai analizatorral
(Symex Corp., Kobe, Japan) mértiik, mig az abszorbanciat kiilonb6z6 hullamhosszakon
néztik LabSystems Multiskan ELISA (Thermo/LabSystems, Vantaa, Finnorszag)

olvasoval.

A preanalitikai vizsgélatok sordn a kovetkezd kizarasi kritériumokat vettiik
figyelembe. A hemolizist 540 nm-en detektaltuk, és az el6zetes mérések alapjan a 0,150
alatti abszorbancidkat nem hemolitikusnak tekintettilk. A hemolizis referenciapaletta
(https://www.cdc.gov/vector-borne-diseases/media/pdfs/hemolysis_palette reference to
ol-p.pdf?CDC_AAref Val=https://www.cdc.gov/ncezid/dvbd/pdf/Hemolysis_Palette B
ookmark-P.pdf) segitségével a 100 mg/dl alatti mintak kertiiltek bevonasra. Az ikteruszos
mintdkat 450 nm és 492 nm hulldamhosszon mértiik, az elfogadasi hatarértékeket 0,400 és
0,340 alatti abszorbanciandl allapitottuk meg. A lipémiat 620 nm ¢és 690 nm
hullamhosszon vizsgaltuk, és a 0,150 és 0,120 abszorbancia alatti hatarértékeket

tartalmazd mintakat dolgoztuk fel. Az 1 g/l alatti hemoglobinszinteket tekintettiik

33



elfogadhaténak. Ha a minta meghaladta az 5 milli¢ sejt/l trombocita koncentraciot,
tovabbi centrifugdlasi lépésen ment keresztiil, mivel az 5 millié sejt/l jelentette a
hatarértéket (Gyorgy és mtsai 2024). Fontos megjegyezni, hogy a vezikula izolalas 0,8
um-es sziirési 1épését kovetden ajanlott a trombocitaszam mérésének ismétlése. A
preanalitikai mérések eredményeit Excel-tdblazatban soronként dsszesitettiikk. A mintak
kizarasat egy sajat pontozasi rendszer alapjan végeztiikk, amely figyelembe vette a

meghatarozott kizarasi kritériumokat és a klinikai kémiai mérési eredményeket.

3.6. A kis méretli extracellularis vezikulak 1zolalasanak 1épései

Legel6szor a pilot kisérlet mintait izolaltuk, hogy a metodikai protokollt sikeresen
beallitsuk. A High-fit és Med-Low-fit alanyoktol szarmazé 40 minta csak ezutan kertilt
izolalasra a beallitott és validalt metodikat alkalmazva. Minden vizsgalati eljaras az sEV-
k izolalasaval kezddédott 2,5 ml kiindulasi PFP-boOl. Azért volt sziikkség minden
résztvevotdl két ACD-A cs6 vér gyljtésére, mivel a plazmabol viszonylag kisebb
mennyiségli vezikulat lehet izoldlni, és sziikség volt még a validacios kisérletek

elvégzésére is. Ezek a vizsgalatok a 3.7. alfejezetben keriilnek részletezésre.

A fagyasztott mintdkat minden esetben az izoldlast megelézden
szobahdmérsékleten olvasztottuk ki. A PFP-mintékat (2,5 ml) 5 ml-re higitottuk 0,2-0,1
pum-es tandemsziiréstit NaCl-Hepes pufferrel, majd 0,8 um-es steril celluloz-acetat (CA)
fecskenddsziirén keresztiil hidrosztatikus nyomdés segitségével megszirtik a
visszamaradt nagyobb részecskék eltavolitasa érdekében (Gyorgy és mtsai 2014, Gaspar
¢s mtsai 2020). A lesziirt PFP-mintdkat 18 000g-n 20 percig centrifugaltuk (5810R
Eppendorf centrifuga), hogy sEV-ben gazdag feliiluszot kapjuk. A feliiliszot tovabb
tisztitottuk egy 0,2 um porusatmérdjii CA fecskenddsziirdvel, majd egy 100 kDa (Amicon
Ultra-4 Centrifugal Filter Unit; Merck, New York, NY, USA) ultrafiltraciés csével
(3000g, 30 perc; 5804R Eppendorf, Eppendorf AG, Hamburg, Németorszag) a mintakat
1000-1500 pl-re koncentraltuk. Annak érdekében, hogy a mintak azonos térfogatuak
legyenek, 1500 uL-ig toltottiik fel Oket pufferrel, majd 10 percig 10 000g-n centrifugaltuk
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O6ket (Z216MK Hermle -centrifuga, HermLe Labortechnik GmbH, Wehingen,

Németorszag) az aggregatumok eltavolitasa érdekében (Gyorgy és mtsai 2024).

A méretkizarasos kromatografia (SEC) hasznélhaté a fehérjék és a lipoprotein
részecskék eltavolitasara a plazmabol, ez a modszer azonban csak az vezikula mintak
fehérje- és a '"plazma lipoprotein részecske" (,,PLP”) szennyezettségét csokkenti
(Brennan ¢és mtsai 2020). A pilot vizsgélatokban két kiilonb6zdé porusméretii SEC-
oszlopot (35 nm és 70 nm gEV-original; IZON Science, Cambridge, MA, USA)
hasznaltunk, mivel szerettiik volna 6sszehasonlitani az sEV izolalas hatékonysagat. Ez a
két porusméret kifejezetten EV izoldldsra alkalmas, amelyet a gyartéi kézikdnyv
(https://files.izon.com/hubfs/manuals-technical-notes-and-customer-support/qev-
columns/qevoriginal-user-manual-TN-DQ-002.pdf) és a szakirodalom is megerdsit
(Yang ¢s mtsai 2021, Bracht és mtsai 2024, Robinson és mtsai 2024). A pilot mintakat
tehat parhuzamosan izolaltuk mind a 35 nm-es, mind a 70 nm-es porusméretii oszlopok
hasznélataval, a fagyasztott és friss mintak 0Osszehasonlitasdhoz pedig 70 nm-es
pérusméretii oszlopot hasznaltunk. A mintakat (1500 pl) a SEC-oszlop sziirdjére
pipettaztuk, majd az eliciohoz NaCl-HEPES puffert hasznaltunk. Az oszloprol lejovo
frakciokat a kdvetkezOképpen gytyjtottiik: hulladékfrakcid (3 ml), majd 1-10. frakcio (0,5
ml/frakcid). A 35 nm-es oszlop esetében 1-3. frakciobol, a 70 nm-es oszlop esetében
pedig 2-4. frakciobdl allitottuk eld a sEV-ket tartalmazo pool frakciot. A SEC-frakciokat
(1-8) és a poolozott mintdkat UC csébe (#:344619; Beckman Coulter, Brea, CA, USA)
pipettaztuk, ezutdn NaCl-Hepes pufferrel feltoltottik, és 100 000g-n 60 percig
centrifugaltuk (Type-100, Beckman Coulter centrifuga). A feliilusz6 leszivdsa utan a
kapott, sEV-ket tartalmazé pelletet 15-20 ul NaCl-Hepes pufferben szuszpendaltuk fel,

majd -80 °C-on taroltuk a késébbi tomegspektrometrids vizsgalatig (2. abra).
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sEV izoldlas SEC+UC
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2. abra: sEV izolalas lépéseinek sematikus abrazolasa (Gyorgy és mtsai 2024)

3.7. A kis méretii extracellularis vezikulak jelenlétének validalasi modszerei

3.7.1. A részecskeszam meghatarozdsa nanorészecske-nyomkovetéses

analizissel

crer

szamlalo muiszerrel (Particle Metrix GmbH, Inning am Ammersee, Németorszag) meértiik.
Meg kell jegyezni, hogy ez a modszer nem képes kiilonbséget tenni a ,,vezikularis” és a
»hem vezikularis” részecskék kozott. Ez utobbihoz tartoznak példaul a fehérjekomplexek,

fehérjeaggregatumok és ,,PLP"-k (Filipe és msai 2010). A sEV-k méreteloszlasanak és

crer

crer

mintakhoz hasznalt beallitdsok a kdvetkezOk voltak: automatikus expozicio, gain: 28,8,
offset: 0, shutter: 100 és érzékenység: 80. A kapott adatokat a ZetaView Analysis 8.05.10
szoftverrel elemeztiik, és mintanként legalabb 8 pozicidt hasznéltunk az elemzéshez

(Gyorgy és mtsai 2024).
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3.7.2. Spektrofotometria

A teljes fehérjetartalmat egy NanoDrop ND-1000 (Thermo Fisher Scientific;
Waltham, MA, USA) miszerrel vizsgéaltuk. A mintdk abszorbanciajat 280 nm-es
hulldmhosszon mértiik, vak mintaként NaCl-Hepes puffert hasznéltunk. A pilot vizsgalat
mintdinal 1-t6l 10-ig egyesével vizsgaltuk a frakcidkat, a tobbi minta esetében pedig
pooloztuk dket, és tigy vizsgaltuk. A mintak térfogata 1,5 pl volt, a mérést haromszor
ismételtiik. Mindkét oszloprol szarmazd mintak esetében az elfogadasi kritérium a 0,75

mg/ml koncentracié alatti mintakat jelentette (Gyorgy és mtsai 2024).

3.7.3. Western blot

Az ISEV ajanlasanak megfeleléen Western blot mddszert is alkalmaztunk, hogy
megerdsitsiik a vezikuldk jelenlétét az izolalt mintakban ugy, hogy a vezikulékra jellemzd
specifikus fehérjéket vizsgaltuk. Az UC utan a sEV pelletet 30 ul proteaz inhibitorokat
(cOmplete Protease Inhibitor Cocktail; Roche F. Hoffmann-La AG, Basel, Svijc)
tartalmazo  lizispufferben  (CellLytic; Sigma,  Darmstadt, = Németorszag)
felszuszpendaltuk, mikozben végig jégen dolgoztunk. A protokoll validalasa érdekében a
SEC-frakciokat (1-8) mindkét oszloptipus esetében kiilon-kiilon elemeztiik, zsebenként
15 pl fehérje lizatumbdl kiindulva. A gélelektroforézis eldtt minden mintat 60 pl-re
higitottunk ki ugyanazzal a lizispufferrel, €s 6 pl-t hasznaltunk a mikro BCA-méréshez.
Ezutan 16 ul 5x Laemmli puffert (0,5 M Tris-HCL, 45 v/v% glicerin, 5 m/m% SDS,
0,25% bromfenol-kék, 12,5% béta-merkaptoetanol) adtunk a mintdkhoz, hogy a
fehérjéket 95 °C-on 5 percig denaturaljuk, majd a mintékat a gél (Criterion TGX 8-16%,
26 lyuk; Bio-Rad, Hercules, CA, USA) lyukakba pipettaztuk. Az elektroforézist jéghtitott
folyofiirdében 10 percig 170 V-on, majd 60 percig 160 V-on végeztiikk. A fehérjéket
ezutan polivinilidén-fluorid (Immun-Blot PVDF Membrane, 0,2 pm porusméret; Bio-
Rad) membranra (wet transfer, Trans-Blot® Cell; Bio-Rad) blottoltuk 3,5 6ran keresztiil

80 V-on metanol transzfer pufferrel (25 mM Tris, 192 mM glicin, 20 v/v% metanol; pH
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8,3). A gélben 1évd fehérjéket Sypro Ruby (Bio-Rad, Hercules, CA, USA) festékkel
(fluoreszcens festék az Osszes fehérjékhez) 15 percig billegtetén festettiik, kétszer 5
percig 1x TBST-vel (10x TBS 100 ml, MQ 900 m, TWEEN20 500 pl) mostuk, majd
fényképeket készitettiink a gélrdl. A membranokat ezutan SuperBlock (TBS) blokkolo
oldattal (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA) blokkoltuk szobahdmérsékleten
1 oran at. Ezt kdvetden a mintdkat egy éjszakan 4t 4 °C-on inkubdltuk anti-humén
elsddleges antitestekkel, melyek nyulbol és egérbdl szarmaztak. Mésnap 30 perces
inkubaciot végeztiink kecskébdl szarmazod poliklonalis anti-nytl és anti-egér HRP-vel
jelolt masodlagos antitestekkel (Abcam, Cambridge, UK). A kemilumineszcens jelhez
Clarity Max Western ECL szubsztratot (Bio-Rad) hasznaltunk. A detektalast Imager
ChemiDoc XRS+ Gel Imaging System (Bio-Rad, Hercules, CA, USA) segitségével
végeztik, a kiértékelést pedig ImageLab (Bio-Rad szoftver 6.1-es verzidja) segitségével
(Gyorgy és mtsai 2024). A vizsgalatban hasznalt antitesteket az 1. tablazat tartalmazza.

1. tablazat: Western blot sordan hasznalt antitestek

Antitest név Gyarto Katalégusszam | Koncentracio Higitas
(mg/mL)

Anti—-CD81 Sigma HPA0072340 0.300 1:1000
Anti-ALIX Sigma HPAO011905 0.200 1:1000
Anti—-ApoAl Abcam AB52945 0.159 1:750
Anti-rabbit [gG-HRP | Abcam ab205718 2.000 1:25000
Anti—-mouse [gG-HRP | BioRad 1705047 0.800 1:30000
Anti—Albumin Abcam ab207327 0.643 1:2000
Anit-hu-IgGAM— Invitrogen 31418 0.800 1:10000
HRP

3.7.4. Transzmisszids elektronmikroszkopia

Az sEV-k vizudlis kimutatasa Théry és mtsai altal kidolgozott protokoll szerint

tortént (Théry és mtsai 2018). Az immun TEM soran kisebb moddositasokat hajtottunk
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végre (Théry és mtsai 2006, Koncz és mtsai 2023). A vezikula tartalmu mintakat (5 pl)
formvarral bevont nikkelracsra (SPI Supplies, West Chester, PA, USA) vittiik fel. A 10
perces szobahOmérsékleten torténd inkubaciot kovetden a felesleges folyadékot
szlirOpapirral torténd blottolassal tavolitottuk el. Az EV-ket 4%-o0s paraformaldehiddel
(PFA) 10 percig szobahdmérsékleten fixaltuk. Ezt kovetéen haromszor 5 percig
desztillalt vizzel mostuk Oket. A nem specifikus kotddés megakadalyozasa érdekében
2%-0s szachar6z (Molar Chemicals, Halasztelek, Magyarorszdg) foszfattal pufferolt
sooldatot (PBS) hasznaltunk blokkolasra, 1 6ras inkubacids idovel szobahdmérsékleten
(Koncz és mtsai 2023). Az elsddleges antitestekhez 2%-0s szachar6z-PBS oldatot
hasznaltunk, és egy ¢jszakén at 4 °C-on inkubaltuk dket. Masnap harom 5 perces mosast
végeztiink szobahdmérsékleten, 2%-o0s szachar6zoldattal. A masodlagos antitesteket 2%-
os szachardzoldatban 1 oOrdn &t szObahdmérsékleten inkubaltuk. A szarvasmarha
szérumalbumin (BSA) helyett 2%-o0s szacharézoldatot hasznaltunk, hogy elkeriiljiik a
nem specifikus fehérjekotddést a formvar bevonathoz, és csokkentsiik a BSA-val
szembeni nem specifikus immunreaktivitast. A masodlagos antitestek felvitele utan a nem
kotott antitesteket haromszoros mosassal tavolitottuk el (5 perc, szobahdémérséklet). A
maradék szachardézt PBS oldattal tavolitottuk el, hdrom alkalommal 5 percig,
szobahOmérsékleten. Ezt kovetden a mintdkat 2%-os glutdraldehid oldattal (Serva
Electrophoresis GmbH, Heidelberg, Németorszag) posztfixaltuk, majd harom
alkalommal 5 percig desztillalt vizzel mostuk (Koncz és mtsai 2023). Immunoarany
jelolést kdvetden pozitiv-negativ kontrasztképzést végeztiink. A mintdkat JEOL 1011
transzmisszios elektronmikroszképpal (JEOL, Tokio, Japan) elemeztik. Az EV-k

atmérojét az Imagel szoftver 1.8.0 verzidjanak felhasznaldsaval mértik.

A CD9 vezikula marker (Théry és mtsai 2018) kimutatasahoz nytlbol szarmazo
anti-CD9 IgG antitestet (kat: ab92726; Abcam, Cambridge, Egyesiilt Kiralysag)
hasznaltunk. Masodlagos antitestként poliklonalis kecske anti-nyul IgG-t alkalmaztunk,
amely 5 nm-es arany részecskékkel (kat: G7277; Sigma, Darmstadt, Németorszag) volt

jelolve (Gyorgy €s mtsai 2024).
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3.8. Tomegspektrometrias vizsgalatok

Az izolalt vezikula mintdkat fagyasztasi-olvasztasi ciklusoknak vetettiik ala
(Turidk és mtsai 2011). Ezutan kilencszeres térfogatnyi jéghideg etanolt adtunk a fehérjék
egy ¢jszakan at, -20 °C-on torténd kicsapasahoz. A pelletet kétszeri mosast kovetden 20
ul 8 M karbamid és 50 mM ammoénium-bikarbonat oldatban felszuszpendaltuk.
Ditiotreitolt adtunk hozza 5 mM koncentracioban, és az oldatokat 37 °C-on inkubaltuk
30 percig, majd a mintdkat 10 mM jodacetamid jelenlétében 30 percig sotétben,
szobahdmérsékleten alkileztiik. Az oldatokat 50 mM ammodnium-bikarbonattal
tizszeresére higitottuk. Az oldatban torténd emésztést eldszor Lys-C/tripszin keverékkel
végeztik 1:100 tomegardnyban 37 °C-on 1 oran keresztiil, majd tripszinnel 1:10
tomegaranyban 37 °C-on egy ¢jszakan at. Az emésztést 1 ul hangyasav hozzaadasaval
allitottuk le, majd a mintakat megszaritottuk és forditott fazistt C18 oszlopon tisztitottuk
a korabban leirtak szerint (Bugyi és mtsai 2022). A mintakat 0,1% FA + 2% ACN-ben
oldottuk, majd 1 ug fehérjét injektaltunk a késziilékbe. A méréseket egy Bruker Maxis 11
Q-TOF tomegspektrométeren végeztiik CaptiveSpray nanoBooster ionforrassal,
amelyhez egy Dionex Ultimate 3000 RSLC nanoUHPLC-t kapcsoltunk Acquity M-Class
BEH130 C18 analitikai kapillaris oszlop (Toth és mtsai 2021) segitségével. A peptideket
¢és fehérjéket a Swiss-Prot human adatbazisban kerestiik a Byonic (Bern és mtsai 2012)
segitségével. A tOomegtlirést a prekurzorionok esetében 10 ppm-re, mig a
fragmentumionok esetében 20 ppm-re allitottuk be, engedélyezve 2 kihagyott hasadasi
helyet. A karbamidometilaciot fix modositasként, mig a deamidéciot és oxidaciot valtozo
modositasként kezeltiik. A 2-nél nagyobb LogProb értékkel rendelkezd fehérjéket és
legalabb 2 egyedi peptidet fogadtunk el (Gyorgy €s mtsai 2024). A fehérjék mennyiségi
meghatarozasat a MaxQuant 1.6.17.0 szoftver LFQ algoritmusanak segitségével

végeztiik.

3.9. Statisztikai analizis

Az sEV-k statisztikai elemzését a GraphPad Prism 9.4.1 szoftverrel végeztiik. A

csoportatlagok kozotti variancidk Osszehasonlitasira ANOVA-t hasznédltunk, mig a
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fizikai fittségi mutatok és a fehérjetartalom kozotti Osszefiiggéseket Pearson-
korrelacioval elemeztiik, amelyet az R 4.4.1 verzidjdban a nortest, Imtest é&s WGCNA
csomagokkal valositottunk meg (Langfelder és Horvath 2008). A homoszkedaszticitast
¢s a normalitast a Breusch-Pagan-teszttel és a Lilliefors-teszttel vizsgaltuk. Amennyiben
valamelyik feltétel sériilt, a Pearson-korreldcié helyett Spearman-korrelaciot
alkalmaztunk. A tObbszords tesztekbdl adodd hibdk szabalyozasara q-értékeket
szamitottunk, az FDR szintet pedig 0,05-re allitottuk. Az LFQ nyers értékeket log2
transzformaltuk a normaleloszlas kozelitése érdekében, és a tovabbi elemzések soran
ezeket az atalakitott értékeket hasznéltuk. A korrelacids elemzésekbe csak azokat a

fehérjéket vontuk be, amelyek legalabb a mintak 90%-aban jelen voltak.

A fehérjekészlet-gazdagodasi elemzést (PSEA) a PANTHER (Protein Analysis
Through Evolutionary Relationships - fehérjék elemzése evoltcids kapcsolatokon
keresztiil) osztalyozasi keretrendszer segitségével végeztiik el (Mi és mtsai 2013). A
UniProt azonositokat a Gene Ontology (geneontology.org) online feliiletére kiildtiik be,
a PANTHER tulreprezentaltsagi tesztet (v20240807) alkalmazva. Az annotéci6 verzidja
¢s megjelenési datuma DOI: 10.5281/zenodo.12173881 és 2024-06-17 volt. A referencia-
listat Homo sapiens-re allitottuk (n = 20580). Az elemzéseket harom f6 génontologiai
(Gene Ontology - GO) doménre——cellularis komponens (CC, GO:0005575), biologiai
folyamat (BP, GO:0008150) és molekularis funkcio (MF, GO:0003674) - valamint a
PANTHER fehérjeosztalyokra (verzid: 19.0) végeztiik. A tulreprezentaltsdgot Fisher-féle
egzakt teszttel és FDR korrekcidval teszteltiik (Gyorgy és mtsai 2025).

3.10. EV-Track

Az EV kisérletek értelmezésének és megismétlésének megkdnnyitése érdekében
nagyobb atlathatosagra van sziikség. Ennek elérése érdekében 1étrehoztak egy tudasbazist
(http://evtrack.org), amely kézpontositja az EV bioldgiat és modszertant azzal a céllal,
hogy 0sztondzze a szerzoket, a birdlokat, a szerkesztoket €s a finanszirozokat a kisérleti
iranyelvek gyakorlati megvaldsitasara (Van Deun és mtsai 2017). Ennek megfeleléen
metodikai kisérleteink Osszes relevans adatat benyujtottuk az EV-TRACK tudasbazisba
(EV-TRACK ID: EV240007).
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A modszertan kidolgozasdnak és validaldsdnak, valamint a funkciondlis vizsgalatok

mintainak bemutatdsat és elosztasat a teljes mérési soron a 3. és 4. abra szemlélteti.
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3. abra: A mddszertan kidolgozasahoz és validalasahoz tartozé mintaszamok
eloszlasanak sematikus abrazolasa
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4. abra: A funkcionalis vizsgalatokhoz tartozé mintaszamok eloszlasanak
sematikus abrazolasa a metodikai soron levezetve
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4. Eredmények

4.1. A trombocita-mentes plazma preanalitikai vizsgalatanak eredményei

A modszertanban meghatarozott kizarasi kritériumok alapjan 37 PFP mintat
valasztottunk ki a pilot vizsgéalatokhoz, amelyek célja a mddszertan kidolgozasa és
validalasa volt. A funkcionalis vizsgalatokhoz 6sszesen 303 mintan végzett preanalitikai
vizsgalatok és a fittségi besorolés alapjan 56 High-fit férfi és 10 Med-Low-fit férfi minta
lett volna alkalmas a vizsgalatba, mig a ndk koziil 50 High-fit és 30 Med-Low-fit minta
felelt meg. Mivel a férfi résztvevOkbdl nem tudtunk volna megfeleld elemszamu
csoportot késziteni (n=20), ezért gy dontottiink, hogy 20-20 ndi mintaval folytatjuk
tovabb a vizsgalatokat, igy 0sszesen 40 néi PFP mintat hasznaltunk fel a kutatas soran. A
kovetkezo bekezdésben egyiitt értékelem a pilot (n=37) és funkcionalis (n=40) vizsgalatra
kivéalasztott PFP mintanak preanalitikai eredményeit, azonban a tobbi vizsgalat
eredményét kiilon értékelem a 4.2 (metodikai vizsgalatok) és 4.3 (funkcionalis

vizsgalatok) alfejezetben.

A 77 elokészitett PFP mintabol mintanként 500 pl-t hasznaltunk fel a preanalitikai
mérésekhez. A trombocitaszamot (millidé sejt/l; atlag + szoras = 1,00 = 1,57) és a
hemoglobin szintet (g/1; 4tlag + szoéras = 0,35 + 0,48) hematologiai analizatorral (Sysmex
XE2100) megmértiik. Az sEV izolalasa soran alkalmazott 0,8 pm-es sziirés utdn a
trombocitaszamot ugyanazzal a hematoldgiai analizitorral ismét megmértiik. Az
eredmények azt mutattak, hogy a trombocitaszdm minden mintaban nulla milli6 sejt/1 volt
(n = 77). Masodik Iépésként egy ELISA olvasét hasznaltunk, amely 6t kiilonboz6
hullamhosszon (450 nm, 492 nm, 540 nm, 620 nm és 690 nm) mérte az abszorbanciat,
hogy kikiiszoboljiik a lipémia, hemolizis és ikterusz esetleges interferencidit az izolalas
soran. Hemolizist 540 nm-en detektaltunk (atlag + szordas = 0,091 + 0,026). Az
ikterikuszos mintakat 450 nm-en (4tlag + szoras = 0,339 = 0,073) és 492 nm-en (atlag +
szoras = 0,258 + 0,055) mértiik. A lipémiat 620 nm-en (atlag + szoras = 0,062 + 0,023)
¢€s 690 nm-en (atlag + szoras = 0,059 + 0,017) értékeltiik. Az eredmények alapjan minden

kivalasztott minta valéban alkalmas volt az SEV izoldlasra (n = 77).
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4.2. Metodikai protokoll beallitasi és validalasi eredményei

A kovetkezo részben eldszor az izolalasi protokoll beallitasanak és validalasanak
eredményei keriilnek bemutatasra, amelyek célja az adott modszer megbizhatosdganak és
reprodukalhatosdganak biztositasa. A részletes leirasra azért van sziikség, hogy a kutatasi

eredmények pontosak, 6sszehasonlithatok €s tudoméanyosan megalapozottak legyenek.

4.2.1. A 35 nm-es ¢és 70 nm-es oszlopokon izolalt kis méretii extracellularis

vezikulak karakterizalasa

A 37-b6l, 31 PFP mintdbdl izolaltunk a 35 nm-es vagy a 70 nm-es oszlopok
segitségével sEV-ket. Osszesen 21 PFP mintat izolaltunk egyszerre mind a 35 nm-es,
mind a 70 nm-es oszlopokon az Osszehasonlitdshoz, 2 mintat kizardlag a 35 nm-es
oszlopon, ¢és 8 mintat kizarélag a 70 nm-es oszlopon. Az utdbbi 10 mintat felhasznaltuk
kvantifikélas céljabol a tomegspektrometrids méréseknél is, valamint 6 minta 70 nm-es
oszloprol kapott eredményét felhasznaltuk a fagyasztott ¢és friss mintdk

o0sszehasonlitasanal.

crer

ultracentrifugélt és egyesitett mintdkban mind a 35 nm-es (pool: 1-3; n = 210; min [nm]
= 13,24; max [nm] = 542; atlag [nm] = szoras = 98,594 + 107,2) és a 70 nm-es (pool: 2—
4; n=221; min [nm] = 17,58; max [nm] = 348,8; atlag [nm] + szdérds = 70,83 + 47,96)
oszlopokon, ahol a min, max ¢és atlag az sEV-k atmérgjét jeloli. A vezikuldk alakjaban
tapasztalhatd kiilonbségeket a mintaeldkészités technikai sajatossdgai eredményezik
(Gyorgy és mtsai 2024). A TEM és NTA képek részecskeszamlalasa alapjan harom
enyhén atfedd populécidt kiilonboztettiink meg: ,,PLP”, sEV és mEV (5. A-C abra).

A 5. D abra a 35 nm-es (n=6) és 70 nm-es (n=13) oszlopokon izolalt fagyasztott
sEV-k méreteloszlasat mutatja (X10, X50, X90), valamint a frissen izolalt sEV-ket (n=6)

70 nm-es oszlopokon, NTA alapjan értékelve. A "PLP-k" a vérdramban 1évé komplex
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strukturdk, amelyek feladata a lipidek (beleértve a koleszterint és a triglicerideket)

szallitasa a testben.
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5. abra: A SEC-oszlopokon (35 nm: 1-3. frakcié; 70 nm: 2—4. frakcio) elvalasztott sEV-k
karakterizalasa.
(A) Az sEV-k és részecskék méreteloszlasa a 35 nm-es és 70 nm-es oszlopokon, TEM képek
alapjan, ImagelJ szoftverrel mérve. (B) NTA kép az sEV-k és részecskék 35 nm-es oszloprol és a
(C) 70 nm-es oszloprol gytijtott frakcigjarol. (D) Az NTA méreteloszlasa (X10, X50, X90) a
fagyasztott SEV-k esetében, amelyeket 35 nm-es és 70 nm-es oszlopokon izolaltunk, valamint
frissen izolalt sSEV-k esetében, amelyek 70 nm-es oszlopokon késziiltek (Gyorgy és mtsai 2024).

Morfoloégiai és immun TEM képeket is készitettiink anti-CD9 (Abcam,
Cambridge, UK) EV marker elleni antitesttel, hogy azonositsuk az EV-ket a mintdban (n
=4) (6. A-D abra). Az NTA eredményeket atlagoltuk és a 6. E-F abran abrazoltuk. A
70 nm-es oszlopon (n = 29) a plazmafehérjék jelenléte mar a 4. frakciotol (abszorbancia
> 0,100) volt kimutathatd, mig a 35 nm-es oszlopon (n = 23) mar a 2. frakcioban

megjelentek.

Az elsd 4 frakcid Osszevondsaval megallapitottuk, hogy a 70 nm-es oszlop 1,24-
szer tObb részecskét tartalmazott milliliterenként, mint a 35 nm-es oszlop. Az utolsé
frakcidban (frakcid 10) az atlagos abszorbancia 280 nm-en 16,394 volt a 35 nm-es

oszlopnal és 8,155 a 70 nm-es oszlopnal.

A SEC utan minden frakciobdl 1-8-ig UC-t csinaltunk, majd az ismertetett

mintael6készités és gélelektroforézis utan a gélben 1évo fehérjéket SYPRO Ruby gél-
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vagy membranfestéssel elemeztiik (n = 8). WB elemzést végeztiink az Alix és CD81 EV
markerek, valamint az ApoA1 nagy stiriségti lipoprotein (HDL) marker esetében (6. G
abra). A 35 nm-es oszlopnal a fehérjék mar a masodik frakcioban jol lathatoak voltak,
mig a 70 nm-es oszlopnal inkabb a 3—4. frakciok kornyékén jelentek meg a gélfestés
alapjan. Az Alix EV marker a 35 nm-es oszlop esetén 2—4. frakciokban volt erdteljesen
lathatd, mig a 70 nm-es oszlopnal 3—6. frakciokban jelent meg. Az enyhén felhds savok
a 7. és 8. frakcidokban valoszinlileg nem specifikus jelet jelentenek, mivel ezekben a
frakciokban magas a plazmafehérjék, példaul albumin és mas ,,PLP-k” szintje. A CD81

EV marker erds jelet mutatott a 35 nm-es oszlopnal az 1-3. frakcidkban és a 70 nm-es
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6. abra: A 35 nm-es (kék) és a 70 nm-es (rozsaszin) oszlopon SEC médszerrel izolalt SEV-k
karakterizalasa.

TEM-képek az sEV-k morfologiajarol (A) 35 nm-es és (B) 70 nm-es oszlopon. Immun-TEM
képek az sEV-krdl (C) 35 nm-es és (D) 70 nm-es oszlopon. Az sEV-k jellemzésének atlagos
eredményei, amelyeket (E) 35 nm-es és (F) 70 nm-es oszlopokon izolaltunk. (G) Elektroforézis
¢és Western blot eredmények az sEV frakciok (1-8) teljes fehérjetartalmardl (Gyorgy és mtsai

2024).
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oszlopnal a 3-6. frakcidkban. A mintdban 1év6 ,,PLP” tartalom/szennyezés kiumtatasara
az ApoAl marker jelenlétét vizsgaltuk, az ApoAl immunopozitiv savok az 35 nm-es
oszlopnal a 3. frakciotol, a 70 nm-es oszlopnal pedig a 4. frakciotol kezdddden jelentek

meg (Gyorgy €és mtsai 2024).

A 7. abra mutatja a WB eredményeket az albuminr6l (A), a nehéz lancu
immunglobulinokrol és a konnyti 1anct immunglobulinrél (B) a 35 nm-es (1-4. frakciok)

¢s 70 nm-es (2-5. frakcidk) oszlopokon izolalt sEV-kben.

A Frakciok

7. abra: A 35 nm-es (1-4 frakcio) és 70 nm-es (2-5 frakci6) oszlopokon izolalt SsEV-kben az
(A) albumin, a (B) nehézlancti immunglobulinok és a konnytilanci immunglobulinok
WB-eredményei (Gyorgy és mtsai 2024)

MS-alapt proteomikai vizsgalatokat végeztiink kilenc alany mintain, amelyeket
mind a 35 nm-es, mind a 70 nm-es SEC-oszlopokon elvalasztottunk (6sszesen n = 18),
majd ultracentrifugaltunk. A kvantifikalas pontossaganak novelése érdekében tovabbi 10
mintat is bevontunk az elemzésbe (2 minta a 35 nm-es, 8 minta a 70 nm-es oszloprol). A
35 nm-es és 70 nm-es SEC oszlopok esetében az 1-3, illetve a 2—4 frakcidk "pool" mintait
hasznaltuk. Jelolés nélkiili kvantitativ proteomikai elemzést végezve sszesen 74 fehérjét
kvantifikaltunk, amelyek az ExoCarta Topl00 exoszéma fehérje kozott szerepelnek,
valamint 539 , nem-vezikularis” fehérjét. Az eredményeket paronként 6sszehasonlitottuk
(8. A, Cabra, 9. A abra, 11. A és 13. B abra) a mintaban gazdagabban jelenlévd fehérjék
szdma, valamint a kvantifikélt ,vezikuléris”, ,nem-vezikularis” és ,,PLP” fehérjék
Osszmennyisége alapjan. A kvantifikalt ,,vezikularis” fehérjék szama 20 és 63 kozott
mozgott, mig a kvantifikalt ,,nem-vezikularis” fehérjék szama 114 és 381 kozott valtozott
az Osszes vizsgalt mintdban (8. A abra és 11. A abra). Hat ,,vezikularis” fehérje (A2M,
ANXAI1, ANXA2, CD5L, GAPDH ¢és LGALS3BP) minden mintaban kimutathaté volt

(Fiiggelék A). Az elemzés azt mutatta, hogy a 70 nm-es oszlopon a ,,vezikularis” fehérjék
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mennyisége magasabb volt, mint az dsszes kvantifikalt fehérjének (8. B abra), és az
aranyok megoszlasa 8,27% + 3,18 a 35 nm-es oszlopon, ¢és 12,31% + 5,27 a 70 nm-es
oszlopon (Gyorgy és mtsai 2024). A statisztikai elemzés a két oszlop 6sszehasonlitasanal
szignifikans  kiilonbséget mutatott minden adatunkban az eltér6 mintak
Osszehasonlitdsanal (8. B abra, jobb oldal). Tovabba, egy paros t-teszt kilenc par

esetében szignifikans kiilonbséget mutatott (8. C abra).

A B .
* - 30 ??
40 w2 ol
80 - R g
- = .
= f, | | ] 5%10° I g E
s B % e a lidm g =
T2 60+ 20 = = I, Be
c =g = 10 I o 3 G
= 0 . g = & , w
2% & . LER N 3
=<:= = [.%¥. .. -_E. g < Z 10 [ | 2o
E oz E - % W 25x107 ) 25
E52E felo & £ . g2 %
EEEE T -] ] S, S ® &5
E= S ;- '::“E‘Z’“U- -
- = ._1 a it [ =
25 201 20 = E 1.5x107-] 10 2 o
s ¢ Lo = N ’ =]
&L = ) 1x107 s 2
- &=
" =
T —L 40 oo z 3
35nm 70nm 70 nm I [ = L=X
- o LU L L g =
35nm 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 & %
C Alanyok
£ 30 20
22 EZ 0
2 BE
=T == z
Te N =
& N2 =
= = 5 204 =
il ) Z
re = g
= o
SE: =
= E £ 104 =y
) =
283 E
g2¢ =
e P D
£ E ~N
o
<EE ol . —L-20
g E 3nm 70nm 70 nm
)

35 -nm

8. abra: SEC médszerrel izolalt sEV-k ,,vezikularis” fehérjéinek tomegspektrometrias
adatelemzése 35 nm-es (kék) és 70 nm-es (rézsaszin) oszlopokrol.
(A) A ,,vezikularis” fehérjék (*p <0,05) szdma a mintakban. (B) Bal y tengelyen a ,,vezikularis”
fehérjék teljes mennyisége a mintakban, és jobb y tengelyen a ,vezikularis” fehérjék
mennyiségének %-a az Osszes szamszerUsitett fehérjéhez képest (*p <0,05). (C) Az abra a
»vezikularis” fehérjék aranyat (%) szemlélteti az Gsszes szamszertsitett fehérjéhez viszonyitva
(**p <0,001). A vonalak az ugyanazon alanyok mintait kotik 6ssze (Gyorgy és mtsai 2024).

Nem voltak kiilonbségek az azonositott ,,PLP” (APOA, APOA1l, APOA2,
APOA4, APOB, APOCI1, APOC2, APOC3, APOC4, APOD, APOE, APOF, APOLI1,
APOM ¢és APOH) fehérjék szamaban (9. A abra). Az elemzés azt mutatta, hogy a 70 nm-
es oszlophoz képest a ,,PLP” fehérjé¢k aranya az dsszfehérjéhez viszonyitva nagyobb volt

a 35 nm-es oszlopon (9. B abra). Az ardnyok a kovetkezok voltak: 10,94% + 6,34 a 35

nm-es oszlopon és 6,68% + 4,36 a 70 nm-es oszlopon. Az eredmények azt mutatjak, hogy
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a 35 nm-es oszlopon végzett izolalas sordn ugyanazon tipusu, azonban nagyobb

mennyiségli "PLP" részecske maradt a mintadkban, mint a 70 nm-es oszlop alkalmazasa

eseten.
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9. abra: SEC médszerrel izolalt sEV-k ,,PLP” fehérjéinek tomegspektrometrias
adatelemzése 35 nm-es (kék) és 70 nm-es (rézsaszin) oszlopokrol.
(A) A ,,PLP” fehérjék szama a mintakban. (B) Bal y tengelyen a ,,PLP” fehérjék teljes mennyisége
a mintakban, és jobb y tengelyen a ,,PLP” fehérjék mennyiségének %-a az 6sszes szamszerisitett
fehérjéhez képest (*p <0,05) (Gyorgy és mtsai 2024).

A 10. A, B abrak a 35 nm-es és 70 nm-es oszlopokon talalt ,,vezikularis”
fehérjéket mutatjak. A Fiiggelék B a ,,nem-vezikularis” fehérjéket dbrazolja, a 35 nm-es
oszloprol kvantifikalt fehérjéket felhasznalva. A ,vezikularis” fehérj¢k STRING
elemzése tipikus vezikuldkkal kapcsolatos biologiai folyamatokat és sejtszerkezeti GO
annotacidkat azonositott, példaul ,extracellularis exoszémdak” lila szinnel jeldlve
(GO:0070062), ,,endomembran rendszer” zold szinnel jelolve (GO:0012505), ,,plazma
membran” kék szinnel jelolve (GO:0058865) és ,,sejtorganellum hatdrol6 membranja”
rozsaszinnel jelolve (GO:0098588). A 74 azonositott ,,vezikularis” fehérjébol 71
rendelkezett annotacioval. Az dbra csak a 10%-os kiiszobértéket meghalado taldlatokat
mutatja (minimalisan két mintdban kvantifikalt), igy a 35 nm-es oszlop esetében 62, mig

a 70 nm-es oszlop esetében 66 fehérjét abrazol (10.A, B abra). A keresési eredmények

teljes listaja a Fiiggelék A, C és D tablazatokban taldlhato (Gyorgy és mtsai 2024).
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membranja eléfordulasat fejezi ki az dsszes

mintaban

10. abra: A ,,vezikularis” fehérje-fehérje kolcsonhatasi halozatok klaszterelemzése.
A STRING adatbazisbol szarmazo fehérjehalozatokat a Cytoscape szoftver StringApp

alkalmazasaval nyertiik ki. Minden pont egy fehérjét reprezental, és a pontozott vonalak jelzik a
fehérje-fehérje kolcsonhatasokat. A grafban a ,,vezikularis” fehérjék pontjainak mérete ardnyos a
mintakban valo eléfordulasaval, a fobb csoportokat szinek jelolik. A ,,vezikularis” eredet
fehérjéket (A) 35 nm-es és (B) 70 nm-es oszlopokon izolaltuk (a 10%-os kiiszobértéket
meghalado6 eredmények kerliltek bemutatasra: minimalisan két mintaban kvantifikalt) (Gydrgy és
mtsai 2024).
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Masrészrol, a ,,nem-vezikularis” fehérjéken végzett halozatelemzes azt mutatta,
hogy specifikus fehérjecsoportok, példaul ,,PLP” és immunglobulinok (,,immunoglobulin
komplex” GO:0019814) kiemelkedd mértékben voltak jelen a ,,vezikularis” fehérjékkel
egyiitt, ami bioldgiai kapcsolatot vagy analitikai hasonldsagot jelez a csoportok kozott. A
tisztasag ¢és egyszerliség érdekében abrankon csak az immunglobulin csoportokat
tiintettiik fel. Az 6sszes fehérjét tekintve a ,,nem-vezikularis” fehérjék (11. abra) a 35
nm-es oszlop esetében a fehérjek 91,73% + 3,04-at, mig a 70 nm-es oszlop esetében
87,69% + 5,12-4t tették ki (amelybdl a 35 nm-es €és 70 nm-es oszlopok esetében 48,72%
+ 19,08, illetve 44,21% = 16,15 immunglobulin volt) (12. abra).
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11. abra: SEC izolalt sEV-k ,,nem-vezikularis” fehérjéi: tomegspektrometrias adatelemzés
35 nm (kék) és 70 nm (rézsaszin) oszlopokrol.

(A) A ,,nem-vezikularis” fehérjék szdma a mintakban. (B) Bal y tengelyen a ,,nem-vezikularis”

fehérjék teljes mennyisége a mintakban, €s jobb y tengelyen a ,jnem-vezikularis” fehérjék

mennyiségének %-a az Osszes szdmszerUsitett fehérjéhez képest. A vonalak az ugyanazon

alanyok mintait kotik 6ssze (Gyorgy és mtsai 2024).

A masodik leggyakoribb fehérjecsoport, amelyet ,PLP-nek” (GO:0034358)
kategorizalunk, a ,,nem-vezikularis” fehérjék 11,82% + 6,35-at, és 7,51% + 4,62-at tette
ki a 35 nm-es és a 70 nm-es oszlopok esetében (Gyorgy és mtsai 2024). Ezenkiviil a
»komplement rendszer” (CL:18846) ¢és a ,hemosztazis, valamint vérrdg feloldasa”
(CL:18731) fehérjéi is azonositasra keriiltek. A Fiiggelék B abran kiemeltiik azokat az
Osszetevoket, amelyek rozsaszin szinnel vannak jel6lve, és amelyek az EV-k koronajanak
részét képezhetik, mint példaul a lipid kettdsréteg, amely az EV-k meghatarozé
komponense (,,sejtorganellum hatarolé6 membranja” GO:0098588) és az albumin (fekete
szinnel kiemelve). Az albumin az EV feliilet¢hez kotddik, és az anyagesere részeként
integralt komponensévé valik. Ugyanakkor jelentds plazma eredetli kontaminansként is

megjelenik jelentés mennyiségben. A kettd kozotti specifikus ardny még nem ismert. Bar
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az ExoCarta Top100-as fehérje listdjan szerepel az albumin is a fent emlitett okokbol
kiilon szerepeltettiik az elemzésben. A plazma membran fehérjék és a sejt felszini fehérjék
vilagoskék szinnel vannak jelolve. Megjegyzendd, hogy az EV korondhoz tartozé

Osszetevoket még nem soroltak fel az ExoCarta Top100-as ,,vezikularis” fehérjéi kozott.
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12. abra: Albumin és immunglobulin arianya az 6sszes fehérjéhez képest 35 nm (kék) és 70
nm (rézsaszin) oszlopokon (Gyorgy és mtsai 2024)

Osszehasonlitottuk az ExoCarta Topl00 altal azonositott fehérjéket az
»extracellularis exoszomakkal” (GO:0070062) kapcsolatos fehérjékkel, ahogy azt a
Fiiggelék A tartalmazza. Az §sszehasonlitd elemzést Venn diagramon abrazoltuk (13. A.
abra). Osszesen 186 fehérjét kaptunk, amelyek szerepeltek a GO listan (Fiiggelék E).
Ebbdl a "PLP", immunglobulin-, hemosztazis- ¢s komplement fehérjék kizarasra
keriiltek. Bar biologiailag relevansak lehetnek az EV-koronaban, jelen vizsgalatunk célja
az EV-specifikus fehérjék feltérképezeése volt, ezért sziikségesnek tartottuk a szlirésiiket.
Tovabba, kizartuk azokat a fehérjéket, amelyek csak egyszer szerepeltek mindkét
oszlopban, igy egy végso, 130 fehérjébdl allo listat kaptunk, amely a mi egyéni, sziikitett
listankat képezi (Fiiggelék C, D). A paros t-tesztet erre a 130 fehérjére elvégezve (13. B.
abra) magasabb taldlati aranyt mutattunk ki a 70 nm-es oszlop esetében. Ez az eredmény
azt mutatja, hogy a 70 nm-es oszlop esetén a ,,vezikularis” fehérjék magasabb talalati
arannyal fordultak eld, mint a 35 nm-es oszlop esetében, ami arra utal, hogy a 70 nm-es

oszlopbol szarmazd mintdkban tobb EV-fehérje volt kimutathat6 (Gyorgy és mtsai 2024).
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13. abra: (A) Venn-diagram, valamint (B) a mintakban nagyobb mennyiségben
eléforduld, lehetséges ,,vezikularis” fehérjék szama az egyéni listak alapjan.
Az adatok a 35 nm-es (kék) és a 70 nm-es (rdzsaszin) frakciobol izolalt sSEV-kbdl szarmaznak
(*p <0,05) (Gyorgy és mtsai 2024).

4.2.2. A 70 nm-es oszlopon friss és fagyasztott trombocita-mentes plazmabol

1zolalt kis méretu extracellularis vezikulak karakterizalasa

Szerettiik volna 6sszehasonlitani a -80 °C-on tobb mint 2,5 évig tarolt fagyasztott
PFP-bdl (n = 6), valamint a frissen vett vérbdl (n = 6) izolalt sSEV-ket. A fagyasztott minta
adataihoz (n = 6) a 70 nm-es oszlop eredményeit hasznaltuk. Az el6zd elemzésiinkben, a
35 nm-es és 70 nm-es SEC-oszlopok Osszehasonlitasa soran azt talaltuk, hogy a 70 nm-
es oszlopbdl szdrmazé mintdkban tobb EV-fehérje volt kimutathatd, mikdézben a
lipoproteinek ardnya alacsonyabb volt. A lipoproteinek egy része azonban a vezikuldk
protein/lipid korondjahoz kapcsoldédhat, igy nem minden "PLP" tekinthetd valddi
kontaminacionak. Ennek megfeleléen a tovabbi vizsgéalatokhoz a 70 nm-es oszlopot

valasztottuk, és az 1-8. frakcidokat izolaltuk.

A fagyasztott (2—4 frakcidk "poolja") és friss (2—4 frakcidk "poolja") mintakbol
szarmazd sEV-ket TEM segitségével vizsgaltuk, az eredmények a 14.A-D abran
talalhatoak. A mintak ,,poolozasa” el6tt megmértiik a frakciokban 1év6 részecskeszamot
NTA-val (részecske/ml), a fehérjeabszorbanciat 280 nm-en pedig NanoDrop miiszerrel.

A mérésekhez tartoz6 eredmeények atlagolt adatai a 14. E, F abran keriilnek bemutatésra.
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Az el6z0 mérések nem atlagolt adatait a 15. A-F abra mutatja. Nem volt kiilonbség a két
mintatipus kozott. Hasonldan nem talaltunk kiilonbséget a Scatter Intensity-ben az 1-6
frakciok kozott a fagyasztott (n = 5) és friss (n = 5) mintakban (15. A, B abra). Azt
feltételezziik, hogy a NTA-val mért Scatter Intensity Osszefliggésben allhat a mintdban
jelen 1év6 "PLP” kontamindcioval (Gyorgy és mtsai 2024).
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14. abra: A SEC 70 nm-es oszloprol izolalt sEV-k karakterizalasanak atlag eredményei
fagyasztott (narancssarga) és friss (sarga) PFP-mintak esetén.
TEM-képek az sEV-k morfologiajardl (A) fagyasztott és (B) friss mintakbol. Immun-TEM képek
az sEV-krél (C) fagyasztott ¢és (D) friss mintakbol. Az sEV-k jellemzésének atlagos eredményei
(E) fagyasztott és (F) friss mintakbol izolalva (Gyorgy és mtsai 2024).
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15. abra: A SEC 70 nm-es oszloprdl izolalt sEV-k karakterizalasa (B, D, F) friss és (A, C,
E) fagyasztott PFP esetében egyarant.
(A-B): A grafikon x-tengelye az 1-6 frakciokat mutatja, mig az y-tengely a Scatter intensityt, az

NTA (ZetaView) miiszerrel mért paramétert. (C-D): A grafikon x-tengelye az 1-8 frakciokat
mutatja, mig az y-tengely a Nanodrop késziilékkel 280 nm-en mért abszorbanciat abrazolja. (E-
F): Az y-tengelyen az NTA miiszerrel mért sEV frakciok koncentracioit (részecske/ml), az x-
tengelyen pedig az 1-8 frakcidkat abrazoljuk (Gyorgy és mtsai 2024).

Osszesen 35 “vezikularis” és 279 “nem-vezikuldris” fehérjét kvantifikdltunk. A
“vezikularis" fehérjék szama 14 és 30 kozott valtozott, mig a “nem-vezikularis” fehérjék

szama 110 és 222 kozo6tt volt mintanként (16. A, D abra).

Az 16. B és E abrak a ‘“vezikularis” €és “nem-vezikularis” fehérjék Osszes
mennyiségét mutatjadk hat par minta esetén. A hat parra végzett paros t-teszt elemzés
eredménye alapjan a "vezikularis" fehérjék 6sszes szamszertsitett fehérjéhez viszonyitott
aranyaban nem talaltunk szignifikdns eltérést a két csoport kozott (16. C abra), ami arra
utal, hogy a vezikularis fehérjeprofil hasonlé a két csoportban. Az eredmények tehat azt
sugalljak, hogy nincs egyértelmi kapcsolat a proteomikai profil és a minta eredete (friss
vs. fagyasztott) kozott. Ezért a fagyasztott mintdk ugyanolyan alkalmasak tovabbi

elemzésre (Gyorgy és mtsai 2024).
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16. abra: A SEC 70 nm-es oszloprdl izolalt sEV-k MS-adatainak elemzése fagyasztott
(narancssarga) és friss (sarga) PFP-mintikban.
A vonalak az ugyanazon alanyok mintait kotik Ossze. (A) Az ,,vezikularis” és (D) ,,nem-
vezikularis” fehérjék szama fagyasztott és friss mintakbol. (B) A ,,vezikularis” és (E) ,,nem-
vezikularis” fehérjék teljes mennyiségének Osszehasonlitasa fagyasztott és friss mintakban. (C)
Az ébra a ,vezikularis” fehérjék aranyat (%) mutatja az Osszes szamszerUsitett fehérjéhez
viszonyitva 6 mintapar esetén (Gyorgy ¢€s mtsai 2024).

4.3. Az edzettség mértékének hatasa a vezikulakra

A modszertani kérdéseket sikeresen tisztaztuk, és alkalmaztunk a High-fit és Med-

Low-fit csoportok alanyainak vérmintain is. A két csoport alanyain szamos vizsgalatot
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végeztiink (terhelésélettani, antropometriai, kognitiv, vérvétel) mindkét helyszinen,
valamint Onbevallasos kérddivvel lényeges informacidkat szereztiink meg példaul
egészségi allapotukrol, életmodbeli szokasaikrol. A vizsgélt csoportok edzési és
taplalkozasi jellemzoit tekintve, a High-fit csoportban a rendszeres testmozgassal toltott
évek szama atlagosan 20,32 + 14,90 év volt, mig a heti edzések idétartama 9,11 + 4,28
ora. A csoport étrendi szokasait tekintve 4 0 vegetaridnus étrendet kovetett, 15 f6 nem
alkalmazott specialis étrendet, mig 2 f6 gluténmentes étrendet kovetett. A Med-Low-fit
csoportban a rendszeres testmozgassal toltott évek szdma atlagosan 15,05 15,94 év volt,
mig a heti edzések idotartama 5,91 + 4,51 6ra. Ebben a csoportban 1 f6 vegetarianus
étrendet kovetett, 19 f6 nem alkalmazott specidlis étrendet, mig senki sem étkezett
gluténmentesen. Szdmos mérési eredmény allt rendelkezésiinkre (2. tablazat), ezért
kovetkezd 1épésiink az volt, hogy az sEV mintdkban talalhato proteomikai elemzéssel

Osszevessiik Oket, és értelmezziik az igy kapott adatokat.
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2. tablazat: High-fit és Med-Low-fit alanyok terhelésélettani, antropometriai és kognitiv

eredményeinek atlagértékei és szorasai statisztikai kiilonbségekkel

High-fit Med-Low-fit p-érték

(n=20) (n=20) (t-préba)
Eletkor atlag+szoras 57,650+9,783 57,500+9,583 0,962
VO,max (ml/min/kg) atlag+szoras 44,721+6,564 33,906+8,744  <0,001"""
Testtomeg (kg) atlag+szoras 68,255+9,054 66,990+8,618 0,653
Testmagassag (cm) atlag+szoras 169,395+4,081 164,305+6,443 0,005™
BMI atlag+szoras 23,460+3,129 24,890+3,282 0,167
Max. felugrasi magassag atlag+szoras 29,455+5,686 24,620+6,567 0,018"
(cm)
Max. kézi atlag+szoras 37,010+4,402 28,375+5,254  <0,001""
szoritderd/testsuly
(kg/BM)
LDL atlag+szoras 3,057+0,497 3,304+0,550 0,144
HDL atlag+szoras 1,971+0,378 1,672+0,366 0,015"
Kognitiv teszt atlag+szoras 6,600+1,273 6,150+0,988 0,219
DNAmPhenoAge atlag+szoras 0,340+5,312 -1,521+6,340 0,321
akcerelaracioja
DNAmGrimAge atlag+szoras -1,444+3,092 -0,866+3,516 0,584
akcerelaracioja
DNAmFitAge atlag+szoras -0,586+3,350 0,582+3,170 0,968
akceleracidja

4.3.1. Az 1zolalt kis méretii extracellularis vezikulak analizise metodikai

megfeleldség szempontjabol

Mivel az NTA moédszer onmagaban nem képes megkiilonboztetni a ,,vezikularis”
¢és ,,nem-vezikularis” részecskéket, ezért a vezikuldk azonositdsdhoz TEM-vizsgalat is
sziikséges volt. A morfologiai jellemzést €s az immun-TEM vizsgalatot anti-CD9 antitest
(Abcam, Cambridge, UK) segitségével végeztiik, amely az EV-ket jelolte a mintdkban
(17. A, B abra). A TEM elemzés kimutatta, hogy a mintdkban tipikus csésze alaku
szerkezettel (cup-shaped) rendelkezd EV-k talalhatok.
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A fehérje-abszorbanciat 280 nm-en mértiik NanoDrop miiszerrel. Minden esetben
a teljes fehérjekoncentracid a kizarasi kritériumként meghatarozott 0,75 mg/ml alatt
maradt. Az adatok a 17. C abran lathatéak. Egyik esetben sem mutatkozott szignifikans

kiilonbség a csoportok kozott.

D, E abra). Az sEV-frakciokban a méretbeli atfedés miatt helyenként mEV-
mérettartomanyba es6 vezikuldk is eléfordulhatnak. A koncentraciora vonatkozo kizarasi
kritérium 1 x 10° részecske/ml volt. Az atlagos részecskekoncentracié 5,08 x 10°
részecske/ml volt a High-fit csoportban és 3,46 x 10° részecske/ml a Med-Low-fit
csoportban. A High-fit csoport esetében az NTA 4ltal mért atlagos méretek (nm) a
kovetkezOk voltak: X10 értékek +£ SD = 98,0 + 13,6; X50 értékek + SD = 163,2 + 24,4,
€s X90 értékek = SD =277,9 £ 51,7. A Med-Low-fit csoport esetében az NTA altal mért
atlagos méretek (nm) a kdvetkezdk voltak: X10 értékek £ SD = 98,7 + 14,4; X50 értékek
+ SD = 158,1 £21,6; és X90 értékek + SD = 265,4 + 39,6 (Gyorgy €és mtsai 2025).
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17. abra: A High-fit (piros) és a Med-Low-fit (z6ld) csoportokbdl izolalt SEV mintak
elemzése.
(A) TEM-képek az sEV-ek morfologiajarol, (B) Immun-TEM képek az sEV-krél. Az sEV-k
jellemzésének atlagos eredményei a High-fit és Med-Low-fit csoportokbol:(C) Nanodrop
abszorbancia eredmények (OD280), (D) NTA eredmények részecske/ml-ben, és (E) az NTA
méreteloszlas (X10, X50, X90) (Gyorgy €s mtsai 2025).

A hétérkép abrazolasa (18. A, B abra) a vezikularis markerek (CD9, CD81, Alix)

intenzitasat mutatja a High-fit és a Med-Low-fit csoportok mintdiban, a teljes
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fehérjeintenzitdshoz viszonyitva az MS adatok alapjan. A CDS81 jelenlétét 40 mintabol
39-ben detektaltuk, mig a CD9-et 40 mintabol 27-ben, és az Alix-et 40 mintabol 37-ben
mutattuk ki. Az apolipoproteinek a plazmamintakban egyiitt izoldlédhatnak a
vezikulakkal, amit a mintakban detektalt Apolipoprotein A-II (ApoA-II) fehérje jelenléte
is jelez (Gyorgy és mtsai 2025). A fehérje markerek elemzését a MISEV2023

iranyelveinek megfelelden végeztiik.

A

0.004
0.003
0.002

0.001

CcD9

CD81

Alix
Apolipoprotein A-ll

23 25 27 50 51 52 56 80 88 98 105 110 113 124 125 139 149 189 198 286

0.010
CDS

0.008

CcD81
0.006

Alix 0.004

0.002
Apolipoprotein A-ll

55 81 96 102131163 177 197 206 231 235 236 259 264 269 271 276 285 293 308

18. abra: A High-fit és a Med-Low-fit csoportokbdl izolalt sEV mintak vezikula
markereinek elemzése.
A hotérkép a vezikula markerek relativ intenzitasat mutatja a (A) High-fit és (B) Med-Low-fit
mintak esetében, 0sszehasonlitva a teljes fehérje intenzitassal, az MS adatok alapjan (Gyorgy és
mtsai 2025).

A GO-terminus (Gene Ontology term) dtisulasi analizis eredményei (19. abra, 20.
A, B abra) tovabb igazoljdk a mintdk vezikularis tartalmat, mivel kiemelik az olyan
génontoldgiai kifejezések dusuldsat, amelyek vezikularis bioldgiai folyamatokkal,

molekularis funkcidkkal és sejtszerkezeti komponensekkel kapcsolatosak.
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GO terminus disulasi analizis sejtes
komponensekre vonatkozéan

blood microparticle (GO:0072562) - ‘
immunoglobulin complex (GO:0019814) .
secretory granule lumen (GO:0034774) (@) -lOg 1 O(FDR)
cytoplasmic vesicle lumen (GO:0060205) - .
focal adhesion (G0:0005925) . 00
cell-substrate junction (GO:0030055) - . 150
secretory granule (GO:0030141) +
extracellular exosome (G0O:0070062) 100
extracellular vesicle (GO:1903561) 50
extracellular organelle (GO:0043230)
extracellular membrane-bounded organelle |
(G0:0065010) GénSZ ém

secretory vesicle (GO:0099503)
extracellular space (G0O:0005615)
extracellular region (GO:0005576)
vesicle (G0:0031982)

intracellular vesicle (GO:0097708)

cytoplasmic vesicle (GO:0031410)
cell periphery (GO:0071944)

plasma membrane (GO:0005886)

membrane (G0:0016020)

Dusulasi arany

19. dbra: A vizsgalt fehérjék sejtszintii eloszlasat mutaté GO analizis eredményei.
A fehérjék azonositott sejtszerkezeti és organellaris lokalizacidja az X tengelyen, a
statisztikai szignifikancia (-logl0 p-érték) az Y tengely jobb oldalan lathatd (Gyorgy és
mtsai 2025).
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A Csak a HIGH-fit fehérjék sejtes
komponens GO terminus disulisa

lar region " ) -

extracellular space (G0O:0005615) -{ -

(G0:0065010) |

extracellular vesicle (GO:1903561) o -
immunoglobulin complex (GO:0019814) 4 -
extracellular exosome (G0:0070062) < -
ruffle membrane (GO:0032587) + -

vesicle (GO:0031982) - -

ruffle (GO:0001726) - -

leading edge membrane (GO:0031256) - -

cell proj (GO: - -

cell periphery (GO:0071944) o -

cell leading edge (G0:0031252) - -

pigment granule (GO:0048770) - -
melanosome (G0:0042470) - -
0 3 6 9
-log10(FDR)
B
AgeAccelFit-hez kapesolédo fehérje sejtes
komponens GO terminus disulisa

blood microparticle (G0:0072562) - -

(GO:0065010) |

space (GO ) -

extracellular organelle (G0O:0043230) - -

extracellular vesicle (GO:1903561) 4 -

{FF ) -
vesicle lumen (G0:0031983) 4 -
cytoplasmic vesicle lumen (GO:0060205) - -
fibrinogen complex (GO:0005577) -| -

secretory granule lumen (GO:0034774) - -

matrix |
(G0:0062023)
extracellular region (GO:0005576) 4 -

external lati 2 ) -

extracellular matrix (G0:0031012) 4 -

lumen (GO )

vesicle (G0:0031982) 4 -

plasma membrane (GO:0005886) -{ -
secretory granule (GO:0030141) - -

cell periphery (GO:0071944) - -

cell surface (GO:0009986) - -

-log10(FDR)

20. abra: A kizarolag (A) High-fit egyénekben kimutatott fehérjék, és (B) a DNAmFitAge-
akceleraciohoz (AgeAccelFit) kapcsolodo fehérjék dusulasi elemzése (Gyorgy €s mtsai
2025)
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4.3.2. Az izolalt kis méretli extracellularis vezikuldkban taladlhatd fehérjék

tomegspektrometrias analizisének eredményei

Az eredményeinkbdl hotérképet készitettiink, hogy vizualizaljuk a normalizalt
fehérje tomegspektrometrias intenzitasvaltozok ¢és a fizioldgiai markerek kozotti
korrelaciot (21. abra). A sEV-kbdl szarmazd fehérje mennyiség nem mutatott
kiilonbséget a High-fit és Med-Low-fit csoportok egyénei kozott, hasonldoan nem
detektaltunk szignifikans Osszefiiggéseket a fehérjeszintek és a fizioldgiai fittségi
mutatok kozott az FDR<0,05 szinten. Mintankban a memoriafunkcio (kognitiv), vérzsir-
markerek (LDL, HDL) és a testtomegindex (BMI) kozotti korrelaciok nem érték el a
statisztikai szignifikanciat a tobbszords Osszehasonlitasok korrekcidja utan (Gyorgy és

mtsai 2025).

A harom oOregedési ora, a PhenoAge, a GrimAge és a DNAmFitAge életkor-
akceleraciojat vizsgaltuk az EV-kben taldlhato fehérjékkel Osszefliggésben.
Megallapitasaink szerint 10 fehérje kapcsolodik a DNAmFitAge-akceleracidhoz q<0,05
szinten (22. abra). Szignifikdns Osszefliggéseket talaltunk a kovetkezd fehérjék és a
DNAmFitAge-akceleracio kozott: Annexin 2A (r=0,61, q=0,004, n=36), Protein S100-
A9 (r=0,55, q=0,012, n=37), Fibrinogén béta lanc (r=-0,52, q=0,012, n=39), Fibrinogén
gamma lanc (r=-0,52, q=0,012, n=39), Komplement C4-A (r=-0,5, q=0,02, n=37),
Fibrinogén alfa lanc (r=-0,47, q=0,024, n=39), Immunglobulin nehéz valtoz6 3-7 (r=-
0,45, g=0,035, n=38), Gliceraldehid-3-foszfat dehidrogendz (r=0,45, q=0,035, n=37),
Komplement C3 (1=-0,44, g=0,035, n=38), Vitronectin (r=-0,44, q=0,038, n=37) (Gyorgy
¢és mtsai 2025).

Mas bioldgiai ¢életkormutaték, mint példaul a GrimAge- és a PhenoAge-

akceleracio, nem mutattak szignifikans korrelaciot az proteomikai/MS-adatokkal.
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21. abra: A fehérje MS normalizalt intenzitasvaltozoi és a fiziologiai markerek kozotti
korrelaciot abrazolo hétérkép.
Az oszlopon a fizioldgiai markereket, a sorok az egyes fehérjéket jelolik. A szinintenzitas a
Pearson-korrelacios egyiitthato értékének megfelelden valtozik, ahol a sotétebb szinek erésebb

korrelaciot jeldlnek (Gyorgy és mtsai 2025).
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22. abra: Osszefiiggés a biologiai regedés becsléjével, a DNAmFitAge-akceleraciéval
(években abrazolva), és a normalizalt log2-transzformalt fehérje-mennyiségekkel.
(A) Annexin A2, (B) Protein S100 A9, (C) Fibrinogen beta chain, (D) Fibrinogen gamma chain,
(E) Complement C4-A, (F) Fibrinogen alpha chain, (G) Immunoglobulin heavy variable 3-7, (H)
Glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase, (I) Complement C3, (J) Vitronectin (Gyorgy és
mtsai 2025).

A fehérje készlet dusulasanak elemzése soran harom feltételkészletet vizsgaltunk:
(1) az 0sszes fehérje, amelyet tomegspektrometriaval detektaltunk (n=509), a vezikularis
eredet megerdsitésére, (i1) a High-fit egyénekben jelenlévo fehérjék (n=24) (23. A abra),
és (ii1)) azok a fehérjék, amelyek szignifikans Osszefiiggést mutatnak a FitAge-

akceleracioval az FDR<0,05 szinten (n=10). Az 6sszes detektalt fehérje diisulasa esetén
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a 19. és 23.B abra azt mutatja, hogy szdmos erdsen szignifikdns eredmény utal a
mikrovezikularis eredetre, beleértve a kovetkezdket: Blood microparticle (GO:0072562),
extracellular exosome and vesicle (GO:0070062, GO:1903561) (Gyorgy és mtsai 2025).

Med-Low-fit
24
(4.72%)
High-fit
GO terminus disulasi analizis a
bioldgiai folyamatokra vonatkozdan
complement activation (GO:0006956) - .l
immunoglobulin mediated immune response | .
(GO:0016064)
B cell mediated immunity (GO:0019724) .

lymphocyte mediated immunity (GO:0002449)
blood coagulation (GO:0007596) -

o
coagulation (GO:0050817) . . 200
@

immune based on i
recombination of IR... (GO:0002460)

hemostasis (GO:0007599)

p

leukocyte mediated immunity (GO:0002443)

immune effector process (G0O:0002252) .
wound healing (G0:0042060) | . -Iog10(FD R)

adaptive immune response (G0:0002250) .
response to wounding (GO:0009611) - . 60
cell adhesion (GO:0007155) 50

immune response (GO:0006955)

immune system process (GO:0002376) - 40
regulation of immune system process (GO:0002682) 30

biological process involved in interspecies |
interaction between org. (GO:0044419)

defense response (G0:0006952)

response to stimulus (GO:0050896)

5 9 o O

Drisulasi arany

23. abra: Az MS-el kimutatott vezikularis fehérjék jellemzai.
Az (A) éabra a fehérjék jelenlétét mutatja a Med-Low- és High-fit csoportokban. A (B) ébra
a top20 Gene Ontology (GO) terminus analizis eredményét mutatja meg a bioldgiai
folyamatok esetében (Gyorgy ¢s mtsai 2025).
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GO utvonal (GO pathway) elemzést végeztink annak érdekében, hogy
meghatdrozzuk a High-fit és a DNAmFitAge-akceleracioval 0Osszefiiggd fehérjék

természetét a vezikularis mintakbol (20. A, B és 24. és 25. abra).

A
AgeAccelFit-hez kapcsolédé fehérjék
biologiai folvamat GO terminus disulasa
negative regulation of lation (GO:0050819) 1
gative r lation of h asis (G0:1900047) -
negative regulation of blood coagulation |
(G0:0030195)
fibrinolysis (G0O:0042730) 1
regulation of blood ion (GO:0030193)
gative regulation of wound healing (GO:0061045) -

plasminogen activation (G0:0031639)

positive regulation of heterotypic cell-cell |
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24, abra: A (A, B) DNAmFitAge-akceleraciohoz (AgeAccelFit) kapcsolodo
fehérjék disulasi elemzése (Gyorgy és mtsai 2025)
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A Csak a HIGH-fit fehérjék PANTHER
fehérje osztaly dasulasa

mmneglotulin (FGNE _

defense/immunity protein (PC00090) 1

[#%]
N
W

0 1 2
- logl(FDR)}

Csak a High-fit fehérjék bioldgiai

folvamat GO terminus dasulasa

immune system process (G0:0002376)

adaptive immune response (G0:0002250) -

regulation of actin filament organization |
(G0:0110053)

immune response (G0:0006955) 1

- 1og10(FDR)

25. abra: High-fit egyénekben kimutatott fehérjék dusulasi elemzése (A, B) (Gyorgy
¢és mtsai 2025)

A GO dusulasi analizis jelentds dusulast mutatott a fehérjék kozott a biologiai
folyamatok, sejtes komponensek, molekularis funkciok és a PANTHER fehérje osztalyok
terén. Azonban az AgeAccelFit esetében nem figyeltiink meg dusulast a PANTHER
fehérje osztalyban. Hasonldan, a kizardlag a High-Fit csoportban detektalt fehérjék nem
mutattak dasulast a molekularis funkci6 GO terminusaiban. A fehérjék jelentOsen
dasultak a ‘extracellularis régid’, ‘extracellularis tér’ €s ‘vér mikrorészecske’ sejtes
komponens kategéridkban. Ezen kiviil a bioldgiai folyamatok terén jelentds dusuléast
figyeltink meg a ‘immunrendszeri folyamat’, ‘adaptiv immunvalasz’, koagulacié és
hemosztazis teriiletén. Tovabbi megfigyeléseink alapjan sok fehérje kapcsolodott a
proteaz szabalyozashoz ¢és a sejtfelszini adhézidhoz a molekularis funkciok elemzése
soran. A 3. tablazat azt a 24 fehérjét mutatja be, amelyek csak egy vagy tobb, High-fit
alany mintdiban voltak detektalhatok (Gyorgy és mtsai 2025).
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3. tablazat: Egy vagy tobb High-fit alanyban mintdiban detektalt fehérjék

n (megegyezik a pozitiv
Fehérje név észlelések szamaval az adott
csoportban)

Alpha-2-antiplasmin 9

Immunoglobulin lambda variable 9-49

5
Immunoglobulin lambda variable 4-60 4
4

SH3 domain-binding glutamic acid-rich-like
protein 3

W

Immunoglobulin heavy variable 3-73

Immunoglobulin heavy variable 4-4 3

SH3 and multiple ankyrin repeat domains protein 3
1

A disintegrin and metalloproteinase with 2
thrombospondin motifs 13

Amino acid transporter heavy chain SLC3A2

Apolipoprotein A-V

Carboxypeptidase N catalytic chain

Cartilage acidic protein 1

Cathelicidin antimicrobial peptide

Complement C2

N N N D N N N

Epidermal growth factor receptor Kinase
substrate 8
Growth factor receptor-bound protein 2

Immunoglobulin heavy variable 3-53

Immunoglobulin kappa variable 1D-8
Inter-alpha-trypsin inhibitor heavy chain H3
Plastin-2

Pleckstrin

Protein disulfide-isomerase
Ras-related protein Rab-35

NS N R (O X B (O N I NG i (S 2 (O N O ) B\

Synaptic vesicle membrane protein VAT-1
homolog

A Med-Low-fit csoport esetében csupan 2 fehérjét azonositottunk be, amelyek
kizarolag egy vagy tobb Med-Low-fit alany mintdiban fordultak eld: Transforming
growth factor beta activator LRRC32 (n=2) és Equilibrative nucleoside transporter 1
(n=2). Erdekes modon nem talaltunk osszefliggést a vezikulakban 1é6vé fehérjék és a
rendszeres testmozgasban eltoltott évek szdma, valamint az alapvetd téplalkozasi

szokdsok kozott (26. abra). Masrészrol, a heti edzésordk pozitivan korreldltak a
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Koagulacios faktor V-tel (rho = 0,75, q = 0,0002), a C4b koto fehérje alfa lancaval (rho
=0,7,q=0,0007), és a Komplement C1q alegység B-vel (tho =0,67, q=0,0027) (Gyorgy

¢és mtsai 2025).
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26. abra: Hotérkép, amely a fehérje MS normalizalt intenzitasvaltozok és az
életmoddbeli markerek kozotti korrelaciot abrazolja.

Az oszlopon a fiziologiai markereket, a sorok az egyes fehérjéket jelolik. A szinintenzitas a
Pearson-korrelacios egyiitthatd értékének megfeleloen valtozik, ahol a sotétebb szinek
erdsebb korrelaciot jeldlnek (Gyorgy €s mtsai 2025).
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A jelen fejezet eredményei részben vagy egészben megegyeznek a korabban megjelent
kozleményekben (Gyorgy és mtsai 2024, Gyorgy és mtsai 2025) kozolt adatokkal,

amelyek megfelelden hivatkozasra keriiltek.
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5. Megbeszélés

5.1. A metodikai protokoll beallitasanak és validalasanak megbeszélése

5.1.1. Trombocita-mentes plazma preanalitikai eredményének megbeszélése

A metodikai protokoll elkészitése céljabol 6sszesen 19 egyéntdl (férfi n=11, nd
n=8) vettiink vérmintat. Mivel ebben a vizsgalatban nem csoportos 0sszehasonlitast,
hanem preanalitikai és technikai eljardsok optimalizalasat végeztiik, a mintak eredete és
az esetleges ismétlodések nem befolydsoltdk a vizsgélat érvényességét. A levett
vérmintakbol Osszesen 37 PFP mintat allitottunk eld, amelyeket a tovabbi metodikai
elemzésekhez hasznéltunk fel. Kiilonds figyelmet forditottunk a résztvevok egészségi
allapotara, és a mintavételt megeldzéen kértiik, hogy tartsanak egy 12 6ras bojtot annak
érdekében, hogy a mintdk ne legyenek példaul lipémidsak, mivel az negativan
befolyasolja a méréseket. Tovabba torekedtiink arra, hogy a mintavételek egyszerre
torténjenek, és a mintdk eldokészitésétdl a preanalitikai vizsgalatokig minden miivelet a
leheté legnagyobb egységességgel torténjen, elésegitve ezzel az eredmények

reprodukalhatosagat (Clayton és mtsai 2019).

A modszertan tekintetében a Nemzetk6zi Trombodzis és Hemosztazis Tarsasag
(International Society on Thrombosis and Haemostasis - ISTH) altal kidolgozott
protokollt kovettiikk a PFP el6készitése soran (Lacroix és mtsai 2012, Bettin és mtsai
2022). Az EV szeparalasi folyamat kezdetén egy 0,8 pm-es sziirési 1épést alkalmaztunk
(Ialongo és Bernardini 2016, Koncz és mtsai 2023), majd egy hematoldgiai analizator
segitségével megmértilk a trombocitaszimot. Az eredmények azt mutattdk, hogy a
mintdkban nem maradt kimutathatdé mennyiségli trombocita, és ennek szdma minden

mintadban (n =37) 0 x 1076 sejt/1 volt.

Osszességében a PFP megfeleld el8készitése fontos 1épés az EV-k human vérbol
torténd 1zolalasaban, mivel biztositja az EV populécio tisztasagat és specifikussagat, és
elkeriili a trombocitdk okozta zavard hatdsokat. A hemolitikus €s a lipémas mintak

kivalasztasa is kulcsfontossdgt a human vérbdl torténd EV izolalas soran. A hemolizis,
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vagyis a vorosvérsejtek lebomlésa, kontaminalhatja az EV mintakat és befolyasolhatja az
azt kovetd analizist. A lipémas plazma, amelyet a megemelkedett vérzsirszint okozhat,
zavarhatja az EV izolalast, majd a késébbi karakterizalast. Ezeknek a tényezdknek a
megismerésével €és kezelésével a kutatok biztosithatjak az EV preparatumok tisztasagat
¢s megbizhatosagat, hogy a vizsgéalatok minél pontosabbak legyenek (Dhondt és mtsai
2023). Elkeriilhetetlennek tartottuk tehat, hogy az izolalas el6tt preanalitikai 1épéseket is
beiktassunk a protokollba, amelyet a MISEV2023 irdnyelvek is hangsulyoznak (Welsh
¢és mtsai 2024).

Az éltalunk vizsgalt, metodikai protokollra szant mintdk kdzott nem tapasztaltunk
hemolitikus vagy lipémias interferenciat. A hemolitikus mintakat tobb koncentracijatol
fligg, amit az étkezés, genetikai tényezok vagy kiillonb6zd egészségiligyi allapotok
befolyasolhatnak. Mivel nem észleltiink ilyen interferenciat, annak valdszinii oka lehet a
j6 mintakezelés és a megfeleld mintavételi protokollok betartdsa, és feltételezhetok az

alanyok jo egészségiigyi allapota.

5.1.2. A 35 nm-es és 70nm-es oszlopokon izolalt kis méretli extracellularis

vezikuldk mennyiségi €s mindségi elemzésének a megbeszélése

Vizsgélataink sordn eldszOr Osszehasonlitottuk a 35 nm-es és 70 nm-es
oszlopokon izolalt sEV-k mennyiségét és mindségét TEM, NanoDrop, NTA és WB
modszerek alkalmazéasaval, valamint elvégeztiik a "vezikularis" és "nem-vezikularis"
fehérjék azonositasat MS elemzés segitségével. Boing és mtsai (Boing €s mtsai 2014)
bemutattak a vezikulak tisztitasat human PFP-bdl Sepharose CL-2B téltetii SEC oszlopok
segitségével, amelyet sajat kutatasunk is alatdmasztott. A mi kutatdsunkhoz Izon qEV
original oszlopokat valasztottunk, amelyek Sepharose CL-2B gyantdval vannak toltve.
Azért erre a tipust oszlopra esett a valasztasunk, mert a legtisztabb sEV frakciot szerettiik
volna kinyerni a plazmdbdl, minimalis ,,PLP” szennyezddéssel. Ezen tulmenden,
modszertanunk kialakitdsdhoz egy standardizalt, kereskedelmi forgalomban kaphato
oszlop hasznalatat helyeztiik eldtérbe. A modszer kivalasztasat az elozetes szakirodalmi
kutatasban talaltak is eldsegitették. Sidhom és mtsai (Sidhom és mtsai 2020) bdvebb

irodalmi attekintést végeztek, amely megerdsitette, hogy a SEC gyors, reprodukélhato és
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viszonylag tiszta technika az EV-k frakcionaladsara. Ezenkiviil Baranyai és mtsai
(Baranyai és mtsai 2015) megjegyezték, hogy a vérplazmabol SEC segitségével izolalt
EV-k jelentds albuminmentes frakcidval rendelkeztek, bar mellette a EV-k mennyisége
is csokkent. Stranska és mtsai (Stranska ¢s mtsai 2018) kimutattadk, hogy a SEC
viszonylag gyors modszer, ami jelentésen nagyobb tisztasagih EV mintdkat szolgaltat,

mint példaul a membran affinitadst kromatografia.

A 35 nm-es ¢és 70 nm-es oszlopok 0Osszehasonlitasabol —szarmazd
eredményeinkben megfigyeltiilk, hogy a "cup-shaped" alaki sEV-k jelenléte a TEM
képeken megerdsitette az SEV-k jelenlétét a mintdkban. A TEM mintael6készitést Théry
¢s mtsai (Théry és mtsai 2006) munkaja alapjan végeztiik aprobb modositasokkal. A
"cup-shaped" alaka és viszonylag kor alaku vezikuldk kozott megfigyelt eltérés a
mintaelokészités technikai eltéréseinek tulajdonithat6, ami a mintak kézotti kontrasztbeli
eltérést eredményezi. Emellett immunjeldlést végeztiink az sEV-ken egy CD9 vezikula
marker-specifikus antitesttel, hogy azonositani tudjuk a jelenlétiiket. A NanoDrop és
NTA analizisekbdl nyert eredmények azt mutattdk, hogy az OD 280 nm-en mért
abszorbancidban jelentds kiilonbségek voltak a két oszlop kozott mind a 10 frakcioban.
A 70 nm-es oszloprdl gytijtott frakciok kovetkezetesen alacsonyabb fehérjetartalommal
rendelkeztek. Ter-Ovanesyan és mtsai (Ter-Ovanesyan és mtsai 2021) harom modszert
(SEC, UC és ExoQuick) vizsgaltak az EV-k izolalasara plazmabol és liquorbol (CSF). A
mi eredményeinkkel ellentétben, 6k azt figyelték meg, hogy a 35 nm-es oszlop adta a
legtisztabb EV frakciot a 70 nm-es oszloppal szemben. Fontos megjegyezni azonban,
hogy az ¢ elemzésiik kizarolag az albumin- és EV aranyra Osszpontositott, mig mi
proteomikai elemzést és albumin, ApoAl WB vizsgélatokat végeztiink a mintdkon. Az
NTA eredmények (részecske/ml) alapjan jelentds kiillonbségek voltak a két oszlop kozott
az Osszes frakcié koziil 6tben. Ugy tiint, hogy a 70 nm-es oszlopon a sEV-k késSbbi
frakciotol elualddnak, ami sziikségessé tette a kissé eltérd dsszevonasi sémat, ahol a 35
nm-es oszlopnal az 1-3. frakciokat, mig a 70 nm-es oszlopnal a 2-4. frakcidkat
egyesitettilk. A WB-eredmények alatdmasztottak korabbi megfigyeléseinket. A SYPRO
Ruby gélfestésnél a gélelektroforézist kovetden a két oszlop kozott vizudlisan is
megfigyelhetd kiilonbségek voltak. A fehérjék a 35 nm-es oszlop esetében a 2. frakciotol
kezdtek megjelenni, mig a 70 nm-es oszlop esetében ez kortilbelil a 3.—4. frakcidoknal

tortént. Hasonlo tendenciat figyeltink meg az ApoAl marker frakcidkban valo

77



megjelenésére is (Gyorgy és mtsai 2024). A frakciok 0sszevondsat (35 nm = 1-3 frakcid,
70 nm = 2—4 frakcio) a WB eredmények alapjan hatdroztuk meg. Fernandez-Rhodes és
mtsai (Fernandez-Rhodes ¢s mtsai 2023) SEC-kapcsolt ultraszlirést alkalmaztak az EV-k
sejtkulturabol torténd izolalasara. WB-eredményeik nagyon hasonlitottak a miénkhez, az
ApoAl lipoprotein marker erdsebb jelenlétét mutattak ki a késébbi frakciokban, mig a
CD9 és az Annexin A2 vezikuldris markerek a korabbi frakciokban voltak markdnsabbak.
Ekstrom ¢s mtsai (Ekstrom és mtsai 2022) megfigyelték a CD63 ¢és Flotillin-1 vezikula
markerek jelenlétét a korai frakciokban, valamint az ApoAl dominanciajat a késObbi
frakciokban, amikor SEC segitségével izolaltak az EV-ket a nyirokcsatorna folyadékbol.
Kovetkeztetésként az Alix és CD81 EV markerek jelenléte a frakcidkban szintén
megerdsitette a frakcidk egységesitésére hasznalt mddszeriinket. Fontos megjegyezni,
hogy a biologiai variancia miatt még a 70 nm-es oszlop 5. frakcidja is tartalmazhat

vezikuldkat (Gyorgy és mtsai 2024).

A MS eredményekhez Venn diagramot is készitettiink, hogy 0sszehasonlitsuk az
ExoCarta top100 és az ,,extracellularis exoszomak™ (GO:0070062) fehérjéit, szemléltetve
a kozos (65 fehérje) és kiilonbozo fehérjéket. A kilenc par 0sszehasonlitasakor mind az
ExoCarta top100, mind a sajat listank alapjan a 70 nm-es oszlopndl magasabb volt a
»vezikularis” fehérjék szama. Ugyanakkor a 35 nm-es oszlop mintdiban részben tobb, a
vezikuldkhoz ko6t6do protein/lipid korona fehérje maradhatott meg, ami szintén

befolyasolhatja az 6sszes kvantifikalt fehérje aranyat (Gyorgy és mtsai 2024).

Fontos megjegyezni, hogy egyes fehérjék az EV-kel egylitt izolalodnak amiatt,
hogy a felszinlikhoz tapadnak. Ilyenek lehetnek példaul bizonyos immunglobulinok (T6th
¢és mtsai 2021), apolipoproteinek (Sédar és mtsai 2016), és az albumin, amelyek védd
szerepet is jatszhatnak (Buzas és mtsai 2018). Egy ugynevezett fehérjekorona képzddik
az EV-k koril a vérplazmaban (Toth és mtsai 2021), és vizsgalatunkban ezeket a
koronafehérjéket a '"nem-vezikularis" eredetli fehérjékként osztalyoztuk. Sajat
eredményeink és mas tanulmanyok (Veerman és mtsai 2021) alapjan a 70 nm-es oszlopot
valasztottuk a fagyasztott (>2,5 év) és a friss (ugyanazon a napon) sEV-k

Osszehasonlitasara, amelyeket ugyanazon egyének PFP-mintaibdl izolaltunk.
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Arra a kovetkeztetésre jutottunk, hogy mind a 35 nm-es, mind a 70 nm-es oszlop
alkalmas a vezikulak izolalasara, azonban az eredményeink alapjan a 70 nm-es oszlop

hasznalatat javasoljuk.

5.1.3. A 70nm-es oszlopon a fagyasztott €s friss trombocita-mentes plazma
mintakbol izolalt kis méreti extracellularis vezikuldk mennyiségi és

mindségi elemzésének a megbeszélése

A vizsgalat masodik részében nem talaltunk kiilonbséget a fagyasztott, illetve friss
PFP mintdk TEM képein. Az oszlopok 0Osszehasonlitdsdnak eredményei alapjan
megallapitottuk, hogy a fagyasztott és friss mintak elemzéséhez elég 8 frakciot gyijtent,
mivel efelett mar nem észlelt részecskéket a mintakban az NTA késziilék. A fagyasztott
¢s friss PFP mintdkbol izolalt SEV-k kozott nem talaltunk kiillonbséget sem az sEV-k
megerdsitettek (Gyorgy és mtsai 2024). Hasonl6an a mi megfigyeléseinkhez, Yuana és
mtsai (Yuana és mtsai 2015) sem taléltak kiilonbséget a fagyasztott és friss EV-k mérete
kozott, amelyet szintén NTA segitségével hataroztak meg. Kabagwira ¢és mtsai
(Kabagwira és mtsai 2021) arra a kovetkeztetésre jutottak, hogy az EV-k hosszl tavi
fagyasztasa nem 1déz eld valtozasokat az EV-k méretében. Tovabba Yuana és mtsai
(Yuana ¢s mtsai 2015) 1 éven keresztiil tartd fagyasztds hatdsat is vizsgaltak a PFP-re,
majd centrifugalast alkalmaztak az EV-k izolalasara. Kabagwira ¢s mtsai (Kabagwira €s
mtsai 2021) 16 honapig fagyasztottak a feldolgozatlan plazmat, és az ExoQuick modszert
hasznaltak az EV-k izolalasara. Ezzel szemben mi preanalitikailag megvizsgalt PFP-t
fagyasztottunk legaldbb 2,5 évig, és nem talaltunk jelentOs kiilonbségeket a fagyasztott
és friss mintak kozott. Tomegspektrometrias adataink is azt sugalljak, hogy nincs
Osszefiiggés a proteomikai profil és a minta eredete (friss vs. fagyasztott) kozott. Ezért
arra a kovetkeztetésre jutottunk, hogy a hosszu ideig (>2,5 év) tarolt PFP mintak
ugyanolyan alkalmasak sEV izoldldsra, mint a frissen eldkészitett PFP mintak.
Eredményeink segithetnek olyan kisérletek tervezésében, amelyekben valamilyen okbol
nem lehetséges azonnal feldolgozni a mintékat, vagy az Osszes minta egyidejii vagy

egymashoz kozeli levétele.
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A tanulmany Osszegzéseként, bar a WB eredmények a vezikuldris mintak
tisztasdgdban nagyobb kiilonbséget sugalltak, a tomegspektrometrids adatok nem
tamasztottak ald ezeket a megfigyeléseket. Ezenkiviil a ,,PLP-k”, az albumin és az
immunglobulinok esetében nem volt megfigyelhetd statisztikai szignifikancia a
tomegspektrometrids adatokban. A kilenc par minta 6sszehasonlitdsaval megerdsitettiik,
hogy a ,,vezikularis” fehérjék szdma nagyobb mértékben volt jelen a 70 nm-es oszloprol
izolalt sEV mintdkban. Klinikailag nem mindig lehetséges azonnal feldolgozni a
mintakat, ezért fontos tudni, hogy a tarolt mintak megbizhatoak-e. Megallapitottuk, hogy
a megfelelden elokészitett PFP biztonsdgosan tarolhatdo —80 °C-on akar 2,5 évig (Gyorgy
¢és mtsai 2024).

5.1.4. A korlatozo tényezok megbeszélése

Korlatoz6 tényezdk kozé tartozik, hogy vizsgalataink kezdetekor az Izon qEV
oszlopok ujabb verzidja (Gen2) még nem volt elérhetd. A Gen2 oszlopok jobb
teljesitményt nyujtanak a sziirési folyamat soran, nagyobb kapacitassal rendelkeznek, és
nagyobb szelektivitast biztositanak a kisebb és nagyobb EV-k izolalasiban. Ugy
gondoljuk az j generacios oszlopokkal hatékonyabban lehet EV-t izolalni és kevesebb a
lipoprotein és egyéb szennyezdanyag kontaminacio, ezért ennek hidnyat korlatozo
tényezoként ismertetjiik. Figyelembe véve az Izon Science folyamatos fejlesztését az
SEC oszlopok terén, a jovoébeli kutatdsok uj betekintéseket nytjthatnak a sEV
izolaldsdban ezen Ujonnan kiadott oszlopok vizsgalatdnak segitségével. A modszer
korlatozo tényez6i kozé tartozik tovabba az is, hogy viszonylag nagy mennyiségii mintara
van szlikség (legalabb 8 ml vér egy vizsgélathoz) és megteleld felszerelésre, ami igen
koltséges pl. ultracentrifugara. Tovabbi korlatozo tényezd, hogy a kapott izolatum nem

tul specifikus és nem 100%-os tisztasagu.

5.2. Az eltér6 edzettségi szintli csoportok eredményeinek megbeszélése
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5.2.1. Az izolalt kis méretil extracellularis vezikulak karakterizalasanak

megbeszélése

Vizsgalatunk ezen részében 40 human ndi vérplazma mintat hasznaltunk sEV
izolaldsara. A mintak kivalasztisa a preanalitikai vizsgalatok alapjan EV izolalasra
alkalmas 80 f6bdl tortént (n=50 High-fit, n=30 Med-Low-fit csoportbol). A korcsoportok
egyenletes reprezentalasa érdekében minden életkori kategdriabol azonos szdmu High-fit
¢s Med-Low-fit egyént valasztottunk ki, kizarolag olyan résztvevok koziil, akiknél teljes
vizsgalati adattartalom 4llt rendelkezésre, 1igy biztositva az eredmények
Osszehasonlithatosdgat. Ennek koszonhetéen a High-fit és Med-Low-fit csoportok
egymashoz viszonyitva életkor szerint homogénnek tekinthet6k, ami lehetévé tette a
fittség hatdsadnak elemzését az életkorbol fakado torzitd tényezdk minimalizaldsa mellett.
Kiemelt figyelmet forditottunk arra, hogy mind a High-fit (n=20), mind a Med-Low-fit
(n=20) csoport résztvevoi ugyanazon teszteken essenek at (pl. fizikai fittség mutatoi,
vérbdl szarmazo biomarkerek), és az altalunk készitett, egységes protokollt alkalmaztunk
a vezikulak elemzésének minden szakaszaban, a preanalitikai mintakezeléstol kezdve az

MS eredmények kiértékeléséig.

Kutatdsunk ezen részének célja nem az EV izoldlds moddszertandnak wjboli
validalasa volt, hanem a High-fit és a Med-Low-fit csoportok alanyaitdl szarmazo
vezikuldk proteomikai elemzése. Ettdl fiiggetleniil minden egyes izolalt EV mintan
mindségi €s mennyiségi vizsgalatokat végeztiink az ISEV altal kozzétett MISEV2018 és
MISEV2023 iranyelveknek megfeleléen. NTA-t hasznaltunk a SEV-k méreteloszlasanak
kissé atfedd populaciot figyeltiink meg: ,,PLP-ket”, sSEV-ket és mEV-ket. A koncentracid
kizarasi kritériuma 1 x 10° részecske/ml volt. Mivel ez a modszer nem képes kiilonbséget
tenni a ,vezikularis” és a ,nem-vezikularis” részecskék kozott, a vezikulak
azonositdsdhoz TEM-re is sziikség van. A TEM-felvételeken a vezikuldk jellegzetes
"cup-shaped" morfologidja volt megfigyelhetd itt is. Az immun-TEM képen a CD9
antitestet hasznaltuk a mintdban 1évé EV-k jelolésére. A mintdkban talalhato teljes
fehérjekoncentracié minden esetben a 0,75 mg/ml-es kizarasi kritérium alatt volt (Gyorgy

¢s mtsai 2025).
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Az MS a molekuldk tomeg-toltés aranyat méri, és széles korben alkalmazzék az
EV-vizsgalatokban az EV-hez kapcsolodd fehérjék kimutatasara ¢€s jellemzésére
kiilonb6zé mintdkban (Choi és mtsai 2015). Az adatok hotérképes abrazolasa a CD9,
CD81 ¢és Alix vezikularis markerek jelenlétét mutatja a mintakban. A GO-terminusok
feldiisulasdnak eredményei tovabb validaljak a mintak vezikularis tartalmat, kiemelve a
vezikuldkkal kapcsolatos biologiai folyamatokhoz, molekuladris funkcidokhoz és

sejtkomponensekhez kapcsolddo génontologiai kifejezések feldusulasat.

Osszességében elmondhatjuk, hogy nem talaltunk kiilonbséget a High-fit és a
Med-Low-fit  csoportok  vizsgalatakor az EV  mintdk fehérjetartalmaban,
tette a megfeleld mindségii EV mintdk kivalasztasat és validalasat a proteomikai

elemzéshez.

5.2.2. A kis méretlh extracellularis vezikula mintak proteomikai

eredményeinek €s az oregedésnek a kapcsolata

Az Oregedés egy Osszetett folyamat, amely szervspecifikusan és egyéni mdodon
zajlik. Ebben a vizsgélati részben az sEV-k fehérjedsszetételét vizsgaltuk, amely
Osszefiiggésbe hozhatd a DNS-metilacid alapti 6regedési folyamatokkal, kiilonosen a
PhenoAge, GrimAge és DNAmFitAge markerekkel. Korabbi kutatasok kimutattak, hogy
a PhenoAge és a GrimAge kivalo eldrejelzdi a halalozasnak (Horvath és Raj 2018).
Kideriilt azonban, hogy a DNAmFitAge, amely a fizikalis funkciokkal kapcsolatos DNS-
metilaciods helyeket tartalmaz (McGreevy és mtsai 2023), az egyetlen olyan 6regedési ora,
amely kapcsolatban all az sEV-k proteomikajaval. Ez felveti annak lehetdségét, hogy a
testmozgas altal termelt sEV-k fontos szerepet jatszanak az epigenetikai Oregedés

folyamataban (Gyorgy és mtsai 2025).

Egyre tobb bizonyiték tamasztja ald, hogy a magasabb szintli fizikai fittség
Osszefiigg a betegségek csokkenésének az eléfordulasaval, a hosszabb ¢lettartammal
(Lang és mtsai 2024) és az oregedési folyamatok lassabb litemével (Sanchez-Sanchez és
mtsai 2024). Friss kutatasok szerint az olimpiai bajnokok 6regedési folyamata lassabb,

mint a szabadiddsportolok és il6 életmaddot folytatd egyének esetében (Radak és mtsai
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2024b). Az edzés oregedésre gyakorolt jotékony hatasainak molekularis mechanizmusai
rendkiviil dsszetettek. Ide tartozik a telomerhossz fenntartasa (Seki és mtsai 2023), az
nanti-aging” fehérjék, példaul a klotho ¢€s a szirtuinok expresszidjanak fokozasa (Aczel
¢s mtsai 2023, Koltai és mtsai 2010), az oxidativ stressz elleni védelem erdsitése (Radak
¢s mtsai 2008), a mitokondrialis hal6zat megutjitasa (Koltai és mtsai 2012), valamint az
immunrendszer szabalyozasanak fokozasa (Simpson és mtsai 2012). A DNS-metilacio
alapt 6regedési orak célja az 6regedés litemének rogzitése, és ezek folyamatos fejlesztése

arra utal, hogy az 6regedési orak evolticidja még mindig zajlik.

A PhenoAge és a GrimAge kivalo eldrejelz6i a haldlozdsnak. Az oregedés a
legtobb fiziologiai funkciod, igy az erd és alloképesség csokkenésével is egyiitt jar,
amelyek kulcsszerepet jatszanak szamos betegség megeldézésében ¢€s a halalozas
csOkkentésében (Allen és mtsai 2017). Ugyanakkor a PhenoAge ¢€s a GrimAge korlatozott
érzékenysége ezen tényezOkre Osztondzte kutatocsoportunkat a DNAmFitAge
kifejlesztésére, amely a fiziologiai funkcidkhoz kapcsolddd géneket is magaban foglalja
(McGreevy és mtsai 2023). Az sEV-k fehérjetartalma ¢s a DNAmFitAge kozotti
korrelacié azt jelzi, hogy a fizikai fittség szintje O0sszefligg az epigenetikai 6regedéssel,
¢és felveti, hogy az EV-k potencidlisan szerepet jatszhatnak az Oregedés szervkozi

szabalyozasaban (Gyorgy és mtsai 2025).

523. A kis méretli extracellularis vezikula mintdk proteomikai

eredményeinek €s a szervezet szabalyozasi folyamatainak kapcsolata

Felvetddott, hogy az sEV-k szerepet jatszhatnak szdmos életmodfiiggd betegseg
megeldzeésében. Az sSEV-k fehérjetartalma részben segithet megérteni e megel6z6 hatasok

egyes részleteit.

Az Annexin A2 egy multifunkciondlis, kalcium- és foszfolipidkotd fehérje. A
magas fittségi szintll résztvevok sEV mintaiban detektalt magasabb Annexin A2-szint,
amely a DNAmFitAge akceleracioval pozitivan korreldl, fokozhatja az EV-k sejtszintli
felvételét, ezaltal hozzajarulva olyan folyamatokhoz, mint az angiogenezis (Desai €s
mtsai 2022). Tovabba az Annexin A2 képes moduldlni a gyulladast, és a protein S100-

A9-hez hasonléan — amely szintén pozitiv korrelaciot mutat a DNAmFitAge
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akceleracioval — segitoként vagy ellenségként miikodhet a sejtfunkcidkban, a
mikrokdrnyezet fiiggvényében. Az EV-kben talalhato fibrinogén béta negativ korrelaciot
mutat a DNAmFitAge akceleracidval, ami felveti, hogy potencialisan biomarkerként
szolgalhat sziv- €s érrendszeri betegségek, illetve bizonyos rakos allapotok esetén (Liu és
mtsai 2024). Ezenkiviil az EV-k fibrinogéntartalma hozzajarulhat a trombusképzddéshez
(Suades és mtsai 2022). A komplement C4A ¢és C3 az EV-kben fontos szabalyozoja lehet
az immunvalasznak, a gyulladasnak ¢és a sejtk6zi kommunikacionak. Az EV-k
immunglobulin-tartalma szintén kozremiikddik az immun- €s metabolikus valaszokban
(Nederveen ¢és mtsai 2021). Az EV-kben 1év0 gliceraldehid-3-foszfat-dehidrogenaz
(GAPDH) szerepe magaban foglalhatja a TNF-alfa altal kozvetitett gyulladascsokkentést
(Das és mtsai 2021). A GAPDH tartalom eldsegitheti az EV-k széles kori aggregaciojat,
novelheti az EV-k terdpids potencialjat az agyban (Dar és mtsai 2021), valamint
szabalyozhatja az anyagcserét (Romani és mtsai 2022). A vitronektin egy glikoprotein,
jelentés szerepet jatszik kiilonféle élettani folyamatokban, példaul a sejtadhézidban,
migracioban ¢és szovetregeneracioban. Emellett az EV-k vitronektinje részt vesz a

csontslirliség szabalyozasdban (Pepe és mtsai 2020).

A résztvevok étrendjét onbevalldsos kérdoiv alapjan térképeztiik fel, kvantitativ
modszerek vagy standardizalt étrendi intervencio nélkiil, igy az eredmények elsésorban
feltaro jellegliek. Mivel korabbi kutatasok szerint a taplalkozas befolyasolhatja a keringd
EV-k mennyiségét és osszetételét (Mendivil-Alvarado és mtsai 2022, Monfoulet €s mtsai
2022), érdekesnek tartottuk megvizsgalni, mutat-e az étrend kapcsolatot az EV-
jellemzokkel. Eredményeink alapjan nem talaltunk kapcsolatot a taplalkozasi szokéasok
¢és az EV-kben azonositott fehérjék kozott. Ugyanakkor fontos kiemelni, hogy ez csupan
egy kérddives, onbevallason alapuld vizsgalat volt, amely korlatozza az eredmények

értelmezhetdségét.

52.4. A kis méretli extracellularis vezikula mintdk proteomikai

eredményeinek €s a fizikai aktivitdsnak a kapcsolata

Az sEV-k proteomikai vizsgéalata a High-fit és a Med-Low-fit csoportok kdzott

bizonyos kiilonbségeket mutatott. Az eldzd alfejezetben emlitett fehérjéken kiviil itt az
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alfa-2-antiplazmin (A2AP), amely a fibrinolizis kulcsfontossagti gatldja, a High-fit
csoport 20 tagjabol kilenc esetében volt jelen az sEV-kben, mig a Med-Low-fit
csoportban nem fordult el6. Az alfa-2-antiplazmin, mint az EV-k ,cargo” -ja,
befolyéasolhatja az alvadas ¢és a fibrinolizis egyensulyat (Singh és mtsai 2024), ami
intenziv fizikai aktivitas soran kiilondsen fontos a tlzott vérzés vagy vérrogképzodés

megeldzése érdekében (Gyorgy és mtsai 2025).

Az SH3 domain-binding glutamic acid-rich-like protein 3 (SH3BGRL3), amely
négy High-fit, de egyetlen Med-Low-fit alany mint4jdban sem volt jelen, olyan fehérje,
amelyrdl feltételezik, hogy szerepet jatszik az EV-kben a testmozgés altal kivaltott fizikai
stressz sejtszintll valaszainak moduldldsaban (Di Pisa és mtsai 2021). Ezen tulmenden, a
szervezet alacsonyabb szintjén az SH3BGRL3 részt vesz a redox szabalyozasban

(Mazzocco és mtsai 2001).

A heti edzésorak szdma Osszefiiggésbe hozhatdé olyan fehérjékkel, amelyek
kulcsfontossagu biologiai folyamatokban vesznek részt, mint példaul a véralvadas, az
immunvalasz vagy a komplementaktivacié. Tanulményunkban a heti edzésorak és az
sEV-k ,,cargo” -jaban talalhatd6 C4b kotofehérje alfa-lancanak (C4BPA) szintje kozotti
pozitiv korrelacié arra utalhat, hogy a rendszeres fizikai aktivitds képes modulalni az
immunfunkcidkat. Ez 6sszhangban all a legujabb kutatdsok eredményeivel, amelyek
szerint a C4BPA kritikus szerepet jatszik a CD8+ tumort infiltrdld limfocitak
felhalmozodasanak eldsegitésében, valamint a daganatos mikrokdrnyezet javitasaban,
amely hozzdjarul a daganatos folyamatok visszaszoritasahoz (Sasaki és mtsai 2021). Ezek
az eredmények ramutatnak az edzés szélesebb korli szisztémds eldnyeire, amelyek
nemcsak az Aaltalanos egészségre, hanem az immunvalaszt érintd folyamatokra is

kiterjednek (Gyorgy €s mtsai 2025).

Néhany tanulmany vizsgalta az EV-k "cargo"-jat egészséges iddsebb alanyokban.
Chong ¢és munkatarsai (Chong ¢és mtsai 2024) egy friss kutatasukban az EV-k
proteomikajat vizsgaltak akut, 20 perces kerékparos edzés utan, amelyet az el6re becsiilt
VOacstcs 70%-an végeztek. Azt talaltak, hogy az EV-k fehérjetartalma 6sszefiiggésben
all mind a fizikai fittségi szinttel, mind az életkorral. Annak ellenére, hogy a Chong és
munkatarsai, valamint az altalunk hasznalt protokoll eltér6 volt, atfedést talaltunk példaul

az S100-A9 fehérje tekintetében, amit EV fehérje "cargo"-ként azonositottunk.
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5.2.5. A korlatozo tényezdk megbeszélése

Kutatasunk ezen része is szamos limitacidval rendelkezik. Csak ndi alanyokat
valasztottunk ki, a résztvevok a 2019-es Master Evezds Bajnoksagon vettek részt, €s
onként jelentkeztek. Kizartuk azokat az dnkénteseket, akiknek vérzsir-profilja jelentésen
befolyasolhatta volna az EV izolalds mindségét, és ez a férfi résztvevok esetében nagy
szamban fordult eld. Az életkor, az edzésmult, a fizikai fittségi szint, az életmdd és a
taplalkozasi szokasok (amelyeket nem lehetett standardizalni a versenyt megel6zden)
valtozatossaga befolyasolhatta eredményeinket. A plazma EV-populacié heterogenitasa
miatt az egyes szovetek hozzajarulasa nem teljesen elkiilonithetd, igy az eredmények
inkdbb az atlagolt plazma EV-profilra vonatkoznak, ¢és nem adnak teljesen
szovetspecifikus informaciot. Ezen korlatozasok ellenére azonban hatdrozottan ugy
gondoljuk, hogy jelen tanulmanyunk értékes és 0j betekintést nytijt az EV-k szerepébe az
¢letmddhoz kapcsolddd oregedés folyamataba. Jelenleg az dregedés szervfiiggd DNS-
metilaciojat vizsgaljuk, és ugy véljiik, hogy az edzés indukalta adaptacidkban résztvevo
EV-k donor- és fogadosejtjeinek azonositdsa kulcsfontossagi 1épés lesz az edzés

oregedésre gyakorolt szisztémas hatdsainak mélyebb megértése felé.
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6. Kovetkeztetések

Kutatasunk soran azt a célt tliztilk ki, hogy megvizsgéljuk a tobb évtizedes
testedzés hatasat a human vérben keringé sEV-kre. Ehhez vizsgélatainkat két f6bb részre

bontottuk.

Els6 1épésként sziikséges volt egy olyan metodikai protokoll elkészitése és
validalasa, ami alkalmas a mi altalunk gyijtott vérmintakbol a sziikséges mennyiségli €s
mindségli EV minték eldallitasara. A protokoll elkészitése soran az ISEV altal kozzétett
MISEV2018 és MISEV2023 iranyelvek figyelembevételével, sajat pilot vizsgalatok és
tovabbi irodalmi kutatas eredményeit felhasznalva valasztottuk ki az altalunk alkalmazott

modszereket.

A vizsgéalatunk masodik részében az elkészitett protokoll hasznalataval sEV-ket
izolaltunk a két csoportunk (High-fit és Med-Low-fit) mintaibol. Az igy kapott
izolatumokbdl proteomikai vizsgalatokat végeztiink, hogy a feltart fehérjéket, és az
altalunk kapott fizioldgiai paramétereket Osszehasonlithassuk, és ez altal keressiink

kapcsolatot a testmozgés, és annak sEV-kre gyakorolt hatdsa kozott.

Legfontosabb eredményeink ¢és az ezekbdl levonhaté kovetkeztetések az

alabbiakban foglalhatok Ossze:

1. A vérmintak feldolgozasat minden esetben a mintavételt kovetd 45 percen beliil
elvégeztiik. A kapott PFP mintak egyarant alkalmasak voltak az azonnali, illetve
a hossza idejii tarolasukat kovetd sEV izoldlasra. A PFP preanalitikai
vizsgalatanak bevezetése viszonylag Ujszerli dolog volt résziinkrdl, azonban azdta
mar a MISEV2023-as irdnyelvek is felhivjdk a figyelmet a fontossagara. A
preanalitikai vizsgalatok soran sikeriilt minden olyan mintét kiszelektdlunk, ami
nem lett volna alkalmas az sEV izoldlasra. Ezzel mi is alatamasztottuk a helyes
mintael6készités a preanalitikai mérések fontossagat, ami az sEV-kel valo munka
soran hatvanyozottan fontos, mivel nincsenek egységes protokollok ¢és

modszerek.
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2. Az sEV izolélashoz kivalasztott f6 modszeriink a méretkizarasos kromatografia
volt, ahol elséként 6sszehasonlitottuk a 35 nm-es és a 70 nm-es oszlopokat, mivel
szerettiik volna megtudni, hogy melyik oszloptipus alkalmasabb annak a
feltételiinknek eleget tenni, hogy minél tobb sEV-t és minél kevesebb
kontaminéciot tartalmazzanak a mintak. Az izolalas hatékonysagat az IZON qEV
original 35 nm-es €s 70 nm-es oszlopok hasznalatidval, részletes proteomikai
elemzéssel értékeltiik. A pérusméret alapjan gy gondoltuk, hogy a 70 nm-es
oszlop lesz alkalmasabb erre a célra. A 9 par mintanak az eredményei azt mutattak,
hogy mindkét oszlop hatékonyan izolélta a vezikuldkat, 4m a 70 nm-es oszlopon
nagyobb mennyiségben mutattunk ki ,vezikularis” fehérjéket. Arra a
kovetkeztetésre jutottunk, hogy humén plazma mintabol valo sEV izolalas esetén,
kiilondsképp, ha proteomikai vizsgalat a végceél az izolatumokbol, akkor a 70 nm-

es oszlop a megfeleldbb erre a célra.

3. Klinikai és kutatési koriilmények kozott nem mindig biztositott a mintdk azonnali
feldolgozasa, ezért 1ényeges megallapitani, hogy a mintdk meddig tarolhatoak
biztonsdgosan anélkiil, hogy az az eredmények sikertelenségét vagy erds
torzuldsat okozna. Az ugyanazon alanyok (n=6) friss plazmdjabol és a >2,5 évig
tarolt fagyasztott plazmébol izolalt vezikuldk Osszehasonlitdsa a 70nm-es
oszlopon nem mutatott jelentds kiilonbségeket, ami azt jelzi, hogy a fagyasztott
PFP mintak is alkalmasak a vezikuldk elemzésére. Megallapitottuk tehat, hogy a
megfelelden elOkészitett PFP biztonsagosan tarolhaté —80 °C-on legalabb 2,5

évig.

4. A fehérje mennyiségében nem taldltunk eltérést a High-fit és a Med-Low-fit
csoport tagjai kozott. Hasonloképpen, a fehérjeszintek és a fiziologiai fittségi
mutatok kozotti kapesolatok sem értek el statisztikai szignifikanciat az FDR<0,05
szintjén. Elemzéseinkben a memoriafunkcio (kognitiv képességek), a vérzsir-
paraméterek (LDL, HDL) és a testtomegindex (BMI) kozott mutatkozo
korrelaciok a tobbszords Osszehasonlitdsokra alkalmazott korrekcid utdn nem
bizonyultak statisztikailag szignifikansnak. Az eredmények alapjan a vizsgalt

fehérjék szerepe ezekben a fizioldgiai folyamatokban nem zarhat6 ki teljesen,
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azonban a minta mérete, a bioldgiai variabilitds vagy az alkalmazott statisztikai

modszerek korlatai miatt a lehetséges kapcsolatok kimutatasa nem volt sikeres.

. A kutatocsoportunk altal korabban kifejlesztett DNAmFitAge oregedési ora -
amely a fiziologiai funkciokhoz kapcsolodd géneket is magéaban foglalja - és 10
sEV mintdban izolalt fehérjének a mennyisége kozott kapcsolatot tudtunk
kimutatni. Ez arra utal, hogy a testmozgas soran keletkezé EV-k kulcsszerepet

tolthetnek be az epigenetikai 6regedés mechanizmuséaban.

. Nem taldltunk Osszefiiggést a vezikuldkban 1év0 fehérjék és a rendszeres
testmozgésban eltoltott évek szdma, valamint az alapvetd taplalkozasi szokasok
kozott, azonban a heti edzésorak pozitivan korreldltak a Koagulacios faktor V-tel,
a C4b koto fehérje alfa lancéval, és a Komplement Clq alegység B-vel. Ezek a
fehérjék kulcsfontossagu biologiai folyamatokban vesznek részt, példaul a
véralvadasban, az immunvalaszban ¢és a komplementrendszer aktivalasaban.
Mivel az életmoddal kapcsolatos paraméterek felmérése onbevallason alapult, és
nem kozvetlen mérési adatokon, ezért vizsgalatunk elsésorban az Osszefliggések
feltérképezésére iranyult, ebbdl kovetkezden ezekbdl az adatokbol nem kivantunk

erds, egyértelmii kovetkeztetéseket levonni.

. Az alfa-2-antiplazmin (A2AP), amely a fibrinolizis egyik f6 gatloja, a High-fit
csoport 20 résztvevojebol kilencnél volt jelen az sEV-kben, mig a Med-Low-fit
csoportban nem detektaltuk. Az A2AP, mint az sEV-k "szallitoja", hatassal lehet
az alvadas és a fibrinolizis egyensulyéara, ami kiilondsen fontos lehet intenziv

fizikai aktivitds sordn a tulzott vérzés vagy vérrogképzddés elkeriilése érdekében.

. Az SH3BGRL3, amely négy High-fit, de egyetlen Med-Low-fit alany mintdjaban
sem volt jelen, olyan fehérje, amelyrdl feltételezik, hogy szerepet jatszik az EV-
kben a testmozgas altal indukalt fizikai stressz sejtszintli valaszainak
szabalyozéasaban. Ezenkiviil, a szervezet alacsonyabb szintjén az SH3BGRL3 a

redox szabalyozéasban is részt vesz.

89



Eredményeink alapjan a kovetkezé6 megallapitasokat tehetjiik a modszertan

kidolgozasa soran felallitott hipotéziseinkrol:

1.1: Feltételezziik, hogy a mintdk alapos preanalitikai vizsgélata segit az sEV
izolalasra legalkalmasabb mintak kivalasztasaban. IGAZ

1.2: Feltételezzikk, hogy a 70 nm-es porusnagysagi oszlop kisebb
kontaminacioval, hatékonyabban izoldl sEV-ket tomegspektrometrids mérésre,
mint a 35 nm-es oszlop. IGAZ

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

fagyasztva tarolt PFP egyarant alkalmas az sEV izolalasra. IGAZ

Eredményeink alapjan a kovetkez6 megallapitasokat tehetjiik az edzettségi szint és
a kis méretii extracellularis vezikulak (sEV) kapcsolatanak vizsgalatara vonatkozo

hipotéziseinkrol:

2.1: Feltételezziik, hogy az sEV mintak proteomikai elemzése soran kapcsolatot
talalunk a vezikuldkban talalhato fehérjék, és az epigenetikai Oregedés iiteme
kozott. IGAZ

2.2: Feltételezziik, hogy szignifikans kiilonbség mutathat6 ki a két csoport sSEV
mennyiségi meghatarozasaban. NEM IGAZ

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

fiziologiai fittségi mutatok kozott az edzettségi szint fiiggvényében. NEM IGAZ

6.1. Uj tudomanyos eredmények és gyakorlati hasznalhatosag

Kutatasunk egyik 0j tudoményos eredménye, hogy kimutattuk: friss, valamint
hosszu tavon (tobb mint 2,5 évig) fagyasztva tarolt trombocita-mentes plazmabol is
ugyanolyan mindségli sSEV izolalhato. Ez jelentds gyakorlati eldnnyel bir, mivel lehetoveé
teszi a hosszu ideig tarolt mintdk megbizhatd felhasznalasat a késébbi vizsgalatokban.

Eredményeink tovabba ramutattak, hogy az sEV-k izolalasara az IZON qEV original 70
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nm-es porusadtmérdji  toltetet tartalmazd méretkizarasos kromatografids oszlop
alkalmasabb valasztds, mint a 35 nm-es porusatmérdji valtozat, kiilondsen akkor, ha a

mintak tovabbi proteomikai vagy tomegspektrometrids elemzésre kertilnek.

Vizsgalataink soran kapcsolatot tartunk fel a kutatocsoportunk altal kifejlesztett,
edzettség-szenzitiv . DNAmFitAge oregedési ora és az sEV mintdkban azonositott
fehérjék (Annexin A2, Protein S100-49, Fibrinogén béta lanc, Fibrinogén gamma lanc,
Komplement C4-A, Fibrinogén alfa ladnc, Immunoglobulin nehéz valtozo,
Glicerinaldehid-3-foszfat dehidrogenaz, Komplement C3, Vitronectin) mennyisége
kozott. Emellett megallapitottuk, hogy a heti edzésordk szama pozitiv korrelaciot mutatott
tobb fehérjével, igy a Koagulacids faktor V-vel, a C4b kot6 fehérje alfa lancaval, valamint

a Komplement Clq B alegységével.

Kiemelend6 tovabba az alfa-2-antiplazmin (A2AP) szerepe, amely a fibrinolizis
egyik fo gatloja. Ezt a fehérjét a magas fittségli csoport 20 résztvevoje koziil 9 esetben
detektaltuk, mig a kdzepesen alacsony fittségli csoportban nem volt jelen. Ez arra utal,
hogy az sEV-k 4ltal szallitott A2AP befolyassal lehet az aktiv testmozgdas sordn tapasztalt

fokozott fibrinolizisre.

Osszefoglaldsként eredményeink azt sugalljak, hogy a rendszeres testmozgas és
az egeészség kozotti kapcsolat kozvetitéi részben az EV-k lehetnek. Az EV-k altal
szallitott fehérjék és egyéb molekuldk hozzdjarulhatnak a testedzés ismert szisztémas
hat4saihoz. A kiilonboz6 fittségli csoportokbdl szarmazd EV-k proteomikai dsszetétele

tovabba korreldlt a DNAmFitAge-akceleracioval, amely az edzés altal indukalt

crer
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7. Osszefoglalas

Manapsag egyre népszerlibbek a szabadidds sporttevékenységek, és gyakran
hangsulyozzak a rendszeres mozgas egészségre gyakorolt jotékony hatdsait. A kutatasok
folyamatosan vizsgaljak a fizikai aktivitds szerepét a betegségek megeldzésében és az
Oregedési folyamatok lassitasaban. Bar ismert, hogy a rendszeres testmozgas kedvezden
befolyésolja az egészséget, a mogottes mechanizmusok még nem teljesen feltartak. Egy
lehetséges kozvetitd szerepldk az extracelluldris vezikuldk, amelyek szabadon keringenek
a véraramban, ¢és membranjukba csomagolva nukleinsavakat, fehérjéket és lipideket

szallitanak, igy hozzajarulhatnak a testmozgés szisztémas hatdsaihoz.

Kutatasunk soran szerettiik volna megvizsgéalni azt, hogy egy magas- és egy
kozepesen alacsony fittségli csoport alanyaibol izoladlt kis méretli extracellularis
vezikuldkat tartalmazé mintaban milyen proteomikai kiilonbségek jelennek meg. Ezzel
szerettiink volna a fenti kérdésre keresett valasz ismereteit boviteni. Eldszor egy
megfeleld metodika kidolgozasa/megalkotasa volt a célunk, amivel megfeleld mindségii
¢s mennyiségli kis méretli extracellularis vezikuldt tudunk izoladlni az alanyok

vérmintaibol.

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

mintak proteomikai vizsgalatat elvégeztiik, majd adatainkat szoftveresen értékeltiik.

Osszegzésként megéllapitottuk, hogy a kiilonbozd fittségi szintli csoportokbol
szarmazo extracellularis vezikuldk proteomikai tartalma korreldl a DNAmFitAge-
Specifikus fehérjetartalmuk szerepet jatszik a gyulladas, az immunrendszer szabalyozasa,
az anyagcsere €s a sejtes regeneracio folyamataban. Eredményeink ravildgitanak arra,
hogy a fizikai allapot és a DNS-metilaci6 alapu 6regedés modulacidja Osszefiigg, az edzés
preventiv hatasa pedig részben az extracelluldris vezikuldk kozvetitésével valdsulhat

meg.
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8. Summary

Recreational physical activities are becoming increasingly popular nowadays, and
the beneficial effects of regular exercise on health are often emphasized. Research
continuously investigates the role of physical activity in disease prevention and the
slowing of aging processes. While it is known that regular exercise positively impacts
health, the underlying mechanisms are not yet fully understood. One possible mediator
could be extracellular vesicles, which circulate freely in the bloodstream and transport
nucleic acids, proteins, and lipids encapsulated in their membranes, potentially

contributing to the systemic effects of exercise.

In our research, we aimed to investigate the proteomic differences in small-sized
extracellular vesicle-containing samples isolated from individuals of high and moderately
low fitness levels. Through this, we hoped to expand the current knowledge on the
aforementioned topic. Our first goal was to develop a suitable methodology to isolate
high-quality and sufficient quantities of small extracellular vesicles from the blood

samples of the subjects.

In our study, we isolated small extracellular vesicles from the blood plasma of
healthy subjects using the protocol we developed. We then performed proteomic analysis

of the isolated samples and evaluated the data through software.

In conclusion, we found that the proteomic content of extracellular vesicles from
groups of different fitness levels correlates with DNAmFitAge acceleration, indicating
exercise-induced modulation of epigenetic aging. The specific protein content of these
vesicles plays a role in inflammation, immune system regulation, metabolism, and
cellular regeneration. Our results suggest that physical condition and DNA methylation-
based aging modulation are interconnected, and the preventive effects of exercise may be

partly mediated by extracellular vesicles.
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Sejt- és Immunbiologiai Intézet valamennyi munkatdrsanak €s hallgatoinak — kiemelten
Karacsony-Péloczi Krisztindnak - hogy mindig készséggel alltak rendelkezésemre,
legyen sz6 technikai segitségrdl, adminisztrativ igyekrdl vagy éppen baratsdgos 1égkor

biztositasarol.
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Molekuléris Immunologia és Toxikologia osztalydnak valamennyi dolgozdjanak, akik

segitették vizsgalataim elvégzését.

Kiilon koszonettel tartozom opponenseimnek, amiért idejiiket és figyelmiiket
szantdk munkam birdlatara, ¢és épitd javaslataikkal segitették a disszertacid végso

formajéanak kialakitésat.

Haélas szivvel szeretném megkoszonni csaladomnak a tamogatdsukat ¢&s
szeretetiiket, amely végigkisérte utamat, és lehetové tette szamomra, hogy elérjem ezt a
mérfoldkovet. Kiilon  szeretném megkoszonni  édesanydmnak, édesapamnak,
nénikémnek, testvéremnek és nagysziileimnek, hogy megmutattak a csaldd egy olyan
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Szeretném megkdszonni barataimnak, akik hozzajarultak ahhoz, hogy ne érezzem
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¢és szeretetet adott, ami felbecsiilhetetlen szdmomra. Végsd, de nem utolsé sorban
szeretném megkoszonni a bennem ¢l kislanynak, hogy gyermekként volt batorsadga

1gazan nagyot almodni, magamnak pedig azt, hogy ezt az 4lmot tlizon-vizen at hajtottam.

Legvégiil pedig alljon itt egy idézet Madame Curie-t6l, akinek inspirald ¢letuatja,
¢s a tudomany iranti szeretete mar gyermekként elinditott vegyész palyafutasomon, és

késdbbi kutatoi palyafutdsom alatt is barmikor tudott inspiralni és motivalni.

., Nekem azt tanitottak, hogy a haladas utja se nem gyors, se nem kénnyi.”
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PECA1 _|platelet endothelial cell adhesion molecule x X X X X 0/3
CATA Catalase X X X X X X 5/4
SYNE2  [mesprin 2 X % X X X X 2/0
PROS __|vitamiin -dependent protein X X X X 474
GBB2 Guanine nuclectide-binding protein G{IJ/G{S/G(T) subunit beta-2 X Ed X X /0
GTR1 Solute carrier family 2, facilitated ghucose transporter member 1 X X X X 0/4
PLEC Plectin X X X X 0f4
CTLL Choline transportar.like protein 1 x x x 0/2
CIB1 Calcium and integrin olein 1 X X X X X X X X 0/1
RHOC  |aho-related GT0-binding protein fhoc x X X X x x o/1
COBA2 _|collagen alpha 2V chain X X X 5/4
COB6A3 _|collagen alpha-3{1] chain x | x X 5/4
VTNC vitronectin X X X X X a/a
CAP1 | Adenyiyl cyelase-assodated protein 1 X X X X 01
CAN1  Jcalpain-1 eatalytic subunit x | x x o4
PCYOX 1 X X X 0/2
COF1 Cofilin-1 X X X X X 2f2
PLSL Plastin 2 X X X 0/3
PLAK__ |iunction plakoglobin x | x X x 54
PEPL poriplakin X x x 0/0
FSCN1  Jrasein X X X 0f2
TITIN Titin x * X 5/0
WDR1  Jwo repeat-containing protein 1 X X X X 0/1
B3AT Band 3 anion transport protein X X X 4/4
PODXL |rodocalyin X X X X X 3/3
S10A8  [erotein $100-A8 X X X X 5/4
S10A9  |Pratein 5100 AS X X 3 X 54
CYTM_ |oystatin-m X X 02
TGM1 _ |rrot il K X x 5/4
AQP1 _ |aguaperin X X X X 0/2
AT1B3  |sodium/potassium-transporting ATPase subunit beta-2 X b3 o/2
GGT1 Glutathione hydrolase 1 proenzyme X X X 2/0
GNA13 |Guanine nucleotide-binding protein subunit alpha 13 X % X X 01
ILIRA__ |interleukin-1 receptor antagonist protein X X X o2
ITIH4 Inter-alpha-trypsin inhibiter heavy chain HA X X 2/3
JAM1 __ Jiunctional adhesion molecule A x X X X of2
MUCSB wucin-se x X 02
S100P_ ferotein s100- X X of2
A2AP |Alpha-2-antiplasmin X X X 0/2
TERA [ Transitional endoplasmic reticulum ATPase X X X X X o/2
X X X 0/3
X X X 0/1
HEP2 IH:nalm cofactor 2 X X of2
ITIH2  |inter-alphatrypsin inhibitor heavy chain 12 x x 34
KPYM Pyruvate kinase PKM X X 4/4
NUCB1 _|Nuckeobindin-1 X X 0/2
TKT Transketolase X X 0/2
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Fiiggelék D

> Cellular Component Biological Process
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£ : 3 §72 slE1E° )2
TPP1 Tripepticyi-pepticdase 1 X X X
ILEU Leuikoeyte elastane inbibilor X x x
ALAGZ Alpha-1-acid ghyooprotein 2 X x x
[Beta-g ot onidane X X
3 X X | ]
|Gamma ghutamyl hydrolase L3 X
Besitin X X ||
TOLIP Toll interacting protein i X -
PSA1 Preteasome subunit alpha type 1 X X X * -
ARPCA [Actin salstod protein 313 compled subusl 4 * X -
MYLE Myersin tgh polvpeptise & x x ||
CANT Calpsin- 7 X X x
GDIR2 Wi GUP-dissociation inhibiter 2 X X X | ]
IF6 Ilu Earyotic U amlalion initistion factor & X X X
|K2C6B Ium-\.z-wummmdu X 3
PROF1 Profitin:1 % x X | ]
PSA2 [Proteasome subunit alpha type 2 x * .
PSA3 [Peotcasome subnit alpha type 3 X X 73]
PSA4 [Froteasome subunit alpha type 4 X X -
PSAG Preteasome subunit alpha type-& ® X -
PSAT [Brenomsome ubunk alpha type- 7 » ¥
P5EB1 [Protpasoms subsnit beta type-1 x x | ]
PsB2 [Protaasome subanit beta type-2 * x [ ]
PSE3 [Bronmusone subunit beta type-3 * X [
S10AE Pratein S100-A14 X ¥ X ||
LEGT Gabectin 7 x x X
PNPH [Puris sucieoside phosphonisse X x X [ ]
BPIBL [P1 foad-containing family B member 1 X X -
Hd Jriistone ke X X
IT4332 14-3-3 prolein ota/dela X X
|NDK8 Fedeoside diphosphate kisne 8 X X -
[THIO [ Thistedenin X X
S10AB  [eretcin 5100 a11 X X ||
AlBG | Alpha 18 ghcoprotein ® -
AlgAL s e x [l
|BLMH [Bloomeycin hydrolae X
CALL3 € almcsdulin- ke protoin 3 ® -
CAMP Cathelicidin antimicrobial protice X 5/0 1o
OTE Cstatin-g X 04 o4
DCD Devnucidin X 5/4 5/4
F-box ooy proteia 50 X 44 Afs
| Glutathione synthetse X o2 o3 -
H33 Hiistone H1.3 » 3/3 3 -
IDHC uceie ste dctryogenane [NADP) ctoplzsemic X o3 ofa ||
ITIH1 sater alpha rypeim inbibitor hoavy chain 111 x 31 53 | ]
KPRP Keratinocyte proline-rick pretein ® 5/4 5fa
MODHM [Malate dehydrogenaue, mitochondrial E o/ o4 -
SMR38 o W x 30 s/ [ ]
TPIS Teivsapharnphate omerase x /4 ofa
26168 Javmosen grasule protein 16 homslez 8 * 10 o
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Figgelék E

» < —_— Term. o 5 #Hattér FDR -érték [Transzponilt SUID
Kategoria Leiras név #Génck| Gének gének érték p FDR érték hilézat

PSMAA | SLC2A3|APOH | TGM1 | SERPIND1 | PSMA3 |PROCR| CORO1A|RETN |PONZ |PSMA2|CS | PFN1|VTN
|CTSC |APOC3 |ARHGDIB | TPIL|LTF|HRG | APOB | APOAL | CAT|VASP |GGT1| SNAP23 |KRT6B| APOE | BPIFBL
|CAPN7 |LGALS3|ILIRN |GGH |PZP |VWF | PSMAG |BLMH |COH1 |ATPSF1B| PSMB1|SLC4A1|A1BG |PACSIN2
|C6 |CP | ICAM1|HPX | IDE|ITIH4 | SERPINB13 | S100A11|ITIH1| AHSG |SERPINGT | RHOC|ATP1B3 |PSMB4 |PIP
|CSTB|AZGP1|NCSTN | COL6A3 |S100P|CAMP| FABPS | TPP1|COL6A2 |GUSB|GNB2|FG8 | PLG |AQP1|CSTE
| TOLLIP|CALML3 | TLN1|STX4 | PKM|SERPINF2 | TUFM |PLEC| HSPAS | MDH2 | DEFA2 | SERPINAS | 8SG |FGG |PPL

GO Cellular Component Extracellular exosome | GO:0070062 186 ||NCCRP1|APOD |CTSB|ALDH9AL|FNI |APOA4 |SYNE2|ITIH2|VCP|HLA-DRB1|C8A |PNP|TGM2 |AGT 2096 9,45E-102 7,55E-08 | 0,56161846 218

|H3-3A| SERPINCI | APOA2 | F11R | TAGLNZ | S100A14 | S100A16 | S100A8| S100A9| DMBTI | PSMA7| GNG22 | CTSA
|CAP1|YWHAB |PSMB2| EIF6 | TXN | SLCA4A1 | HLA-C|SLC3A2 | PODXL|LGALST | DSP |SERPINB1|CZQTNF3

|12G16B| FSCNL| NME2| CNP [JUP| PROS1 | PSAP | HLA-DRA| YWHAZ |HLA-A | ITGA4| ITGB2| LCP1| MASP2 [NUCB1
|PCYOX1| ARPCA |IDH1|TKT|ORM2 | C44 | HLA-B|PTPRI | GNA13| DCD |PTPRC |LRRC1S | PSMA1 | C48 |SERPINAL
|SLC2A1| SELENOP |WDR1 |LYN|/GLLS | CAPN1|CFLL| FCGR3B |MUCSB|JCHAIN |HPR | MYL6 |IGKV2D-28

|ITGB3| PECAM1 [TTN|KPRP|H4CL| CIB1 |SMR3B|IGKV1D-33 |PSMB3 [HB8 |GSS|ROX |ITGAM [B2M|SPN
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