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Celoslovenska Studentskd vedecka konferencia s medzindrodnou ucastou pod nazvom ,Chémia

a technoldgie pre Zivot” je organizovand v odbore chémia a chemickd a potravindrska technoldgia.

Studentska vedeckd konferencia sa dlhodobo profiluje ako platforma na podporu vedeckej prace
a zdielania kreativnych myslienok talentovanych Studentov. Podporujeme vedecky vyskum
prindsajuci inovativne rieSenia, ktoré zohladnuju udriatelnd priemyselnd produkciu,

environmentalnu a spolo¢ensku zodpovednost.
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Porovnanie réoznych metod pripravy extracelularnych vezikil
z krvného séra

Veronika Lukafoval?, Matus Juréik?, Peter Barath®?

1Slovenskd akadémia vied, Chemicky tistav, Centrum glykomiky, Dibravska cesta 9,
SK-845 38 Bratislava, Slovensko;
2MEDIREX GROUP ACADEMY n.0., Novozdmockd 1/67, SK-949 05 Nitra, Slovensko

Veronika.Lukacova@medirexgroup.sk
Uvod

Pojem extracelularne vezikuly oznauje heterogénnu skupinu Castic ohrani¢enych lipidovou
dvojvrstvou, ktoré st prirodzene uvolfiované z takmer vSetkych typov buniek v ludskom tele.
Struktiry patriace do tejto skupiny sa medzi sebou ligia vel’kostou, obsahom a spésobom ich vzniku.
Najznamej$imi druhmi extracelularnych vezikul su exozomy (50 — 150 nm) a mikrovezikuly (100 —
1000 nm). Su sGcastou mnohych fyziologickych a patofyziologickych procesov. Doéleziti ulohu
zohréavaju prave pri medzibunkovej komunikécii, ¢i uz na kratke, alebo dlhé vzdialenosti. Ich obsah
je tvoreny nukleovymi kyselinami, proteinmi a lipidmi, ktoré su Vv pripade mikrovezikal podobné
materskej bunke. Prave vd’aka tejto skuto¢nosti st vhodnymi néstrojmi na detekciu zndmych, ale aj
identifikaciu novych biomarkerov pre mnohé ochorenia, vratane ongologickych.

Experimentalna ¢ast’

Vzorky krvného séra (500 pl) boli najprv centrifugované pri 4°C, 300 X g, 10 minut a nasledne
bol supernatant centrifugovany pri 4°C, 3000 X g, 30 mint.

Na izol4ciu extracelularnych vezikul zo séra boli pouzité kity SubX™-Exo Plasma isolation kit
(Capital BioSciences, Inc., USA), Exo-spin™ mini (Cell Guidance Systems, UK) akolonky
gEVoriginal / 70 nm Gen 2 Column (Izon Science Ltd., NZ). Extracelularne vezikuly boli zo vzoriek
izolované podl'a instrukcii vyrobcov. V pripade SubX kitu, boli izolované extracelularne vezikuly
predistené pomocou odsolovacich koléniek (500 ul) naplnenych Sephadex G-75 (Cytiva, USA) do
180 pul PBS.

V pripade izolacie pomocou kolony gEVoriginal / 70 nm Gen 2 bol ako eluény roztok pouZity
200 mM trietylamonium acetat a frakcie, koré obsahovali extracelularne vezikuly (6 - 9) boli spojené.

Pre potreby proteomickej analyzy boli proteiny izolovanych extracelularnych vezikil
denaturované, redukované, alkylované a Stiepené trypsinom. Vzniknuté peptidy boli precistené na
reverznej faze C18 SPE a premyté etylacetatom.

LC-MS/MS analyza peptidov bola vykonana na hmotnostnom spektrometri LTQ Orbitrap Elite
(Thermo Fisher Scientific, USA) spojenom s Ultimate 3000 RSLC nano-HPLC systémom (Dionex,
DE) aEASY-Spray zdrojom (Thermo Fisher Scientific, USA). Ziskané spektralne data boli
analyzované v programe MaxQuant.

Vysledky a diskusia
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Vysledky proteomickej analyzy extracelularnych vezikil zo vzoriek I'udského séra st uvedené

v Tab. 1.

Tab. 1. Proteomickd analyza izolovanych extraceluldrnych vezikul s vyuZitim roznych kitov.

. . . . . Vesicliopedia | Vesiclopedia | UniProt
Proteiny | Gény Ve:édol%%d'a V:|S|§;0;i):gsla Urglz)rot top 100 H. sapiens GO
2 S [%] [%] [%]
E’i‘ﬁ;s”'” 172 161 9 133 106 5,6% 82,6% 61,6%
T . 168 21 145 115 12,5% 86,3% 65,3%
70 nm
SubX 188 178 11 153 122 6,2% 86,0% 64,9%

Identifikované proteiny sme porovnali voéi databaze Vesiclopedia [1] a Specifickym GO
z UniProt databazy [2] - extracelularny exozom (GO:0070062), mikrovezikula (GO:1990742)
a extracelularna vezikula (GO:1903561). Vo vsetkych vzorkach sa nam podarilo identifikovat
priblizne rovnaké mnozstvo proteinov. Najviac proteinov sme identifikovali vo vzorke izolovanej
kitom SubX, av$ak pri porovnani so zoznamom 100 najéastejsie identifikovanych proteinov
z Vesiclopedia bol pocet identifikovanych proteinov vo vzorke izolovanej pomocou kolony qEV
original takmer dvojnasobny v porovnani s d’al§imi vzorkami.

Zaver

Extracelularne vezikuly v suCasnosti patria medzi vhodné zdroje biomarkerov pre rozli¢né
ochorenia. Cielom tejto prace bolo porovnat’ rozne dostupné produkty, ktoré sa venuju izolacii
extracelularnych vezikul z krvného séra. Ziskané vysledky budu slizit ako podklad pre d’alSie
experimenty, ktoré budu viest’ k vytvoreniu protokolu vhodného na izolaciu extracelularnych vezikul
70 séra pre potreby vyskumu biomarkerov réznych ochoreni.

Pod’akovanie

Tato praca vznikla vd’aka podpore v ramci Operacného programu Integrovana infrastruktira pre
projekt: Centrum pre biomedicinsky vyskum — BIOMEDIRES — I1. etapa, kéd ITMS: 313011W428,
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