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fehérje és lipid mennyiségének jelolésmentes meghatarozasa
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ABSTRACT

Extracellular vesicles (EVs) spontaneously released by cells play an important role in intercellular
communication. Due to their special composition and size (nanosystems bounded by a lipid bilayer,
usually below 200 nm, which also contain proteins and RNA), methods for their characterization are
still under development. Infrared (IR) spectroscopic methods have been used in the last few years to
characterize EVs, but the possibilities offered by the method have not yet been fully explored. Because
IR spectroscopy simultaneously provides information about proteins, lipids, and / or other EV
components, a single quantification protocol could be sufficient for both proteins and lipids
(phospholipids).
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Large EVs (microvesicles) formed ex vivo in erythrocyte concentrates were examined by IR
spectroscopy. The integrated area of the amide band I was shown to be proportional to the amount of
protein in the EV samples (up to 1 mg / ml), regardless of its secondary structure. Results based on
bovine serum albumin (BSA) calibration were also supported by multivariate data analysis of the raw
spectra (least squares regression).

Lipids are essential molecular components of EVs, but there is currently limited knowledge about
their quantification. We aim to develop an appropriate lipid calibration with reference vesicles prepared
from bovine serum albumin and synthetic lipids, thereby extending the possibilities of IR spectroscopy.
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OSSZEFOGLALO

A sejtek altal spontan kibocsatott extracellularis vezikuldk (EV-k) fontos szerepet toltenek be a
sejtek kozti kommunikacioban. Specialis 6sszetételilknek és méretiiknek (lipid kettdsréteggel hatarolt,
altalaban 200 nm alatti nanorendszerek, amelyek fehérjéket és RNS-t is tartalmaznak) kdszonhetéen a
jellemzésiikre alkalmazhatdé modszerek még fejlesztés alatt allnak. Infravords (IR) spektroszkopiai
modszert az utdbbi par évben alkalmazzak EV-k jellemzésére, de a modszer altal nyujtott lehetdségek
még nincsenek teljes mértékben kiaknazva. Mivel az IR spektroszkopia egyidejiileg informéaciot nyujt a
fehérjekrol, lipidekrdl és / vagy mas EV komponensekrol, egyetlen kvantifikacios protokoll mind a
fehérjékhez, mind a lipidekhez (foszfolipid) elegendé lehetne.
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Az eritrocita koncentratumokban ex vivo képzddott nagy méreti EV-ket (mikrovezikulak) IR
spektroszkopidval vizsgaltuk. Az amid I sav integralt teriilete bebizonyosodott, hogy aranyos az EV-
mintak fehérjemennyiségével (legfeljebb 1 mg / ml), fiiggetleniil annak masodlagos szerkezetétol.
Marha-szérum albumin (BSA) kalibracion alapuld eredményeket a nyers spektrumok tobbvaltozos
adatelemzése (legkisebb négyzetek regresszidja) is alatdmasztotta.

Az EV-k elengedhetetlen molekularis komponensei a lipidek, de pillanatnyilag
szamszerlsitésiikr6l csak korlatozott ismeretek allnak rendelkezésre. Arra toreksziink, hogy
kidolgozzunk egy megfeleld lipid kalibraciét marha-szérum albumin és szintetikus lipidekb6l készitett
referencia vezikulakkal, és ezaltal az IR spektroszkopia lehetdségeit kibovitsiik.

A kutatas az NKFIH K 131594 és K 131657 OTKA palyazatok tamogatasaval késziilt.

Kulesszavak: Extracellularis vezikula, infravords spektroszkopia, fehérje mennyiségi
meghatarozas, lipid mennyiségi meghatarozas

EMT-2021 XXVII. Nemzetkdzi Vegyészkonferencia



