Kokkuvote

Eksosoomid on endo-lisosomaalse paritolu ja lipiidaembraaniga bioaktiivsed
kehakesed, mida valjutatakse pea koikidest rakidiégp raku homeostaasi voi
patogeneesi tagajarel. Eksosoomid kannavad rakkugegsit valkusid ning
funktsionaalseid nukleiinhappeid, peegeldades Beef@ritoluraku flsioloogilist
seisundit ja organismi uldist heaolu. Eksosoomideimine on vaga oluline, kuna
rakuvélises keskkonnas vbivad eksosoomid mdjutadkkude signalisatsiooni,
tumorigeense taustaga eksosoomid aga hoopis didata vahi arengule. Samas on
teada, et eksosoomidel on ka suur terapeutilinentsial ning on muutumas uha
olulisemateks molekulideks haiguste tapsemal proginasel ning diagnoosimisel,

andes tOuke personaalse meditsiini arengule jaikuieneditsiinile.

Antud magistritdos prooviti leida alternatiivsemhendusi eksosoomide puhastamiseks
erinevatest biovedelikest ning vorrelda saadudnube standardiseeritud eksosoomide
puhastusmeetodiga -ultratsentrifuugeerimisega. ®éea magistritod kaigus jouti

jaredusteni:
Ultratsentrifugeerimine

e Limiteeritud koguse inimese doonorplasma eksosoemigduhastamine
ultratsentrifugeerimise teel on ebaefektiivne jagss on véike. Tulemused
naitasid, et signaali tundlikkus kasvab plasma kegsuurendes, mist6ttu
eksosoomide puhastamine Kliinilstel eesmarkidelratdentrifuugiga oleks

ebatdenaoline.

¢ Invitro kasvatatud s66tme eksosoomide puhastajainende hilisem t66tlemine
proteaasidega viitab hipoteetiliselt sellele, sbsksoomide membraanid véivad
kdrge valise jou mojul viga saada. Eksosoomid dratslentrifuugi tuubi kilge
agregeerunud, lisaks v6ib membraanide katkemistusiada nende mehaaniline
suspendeerimine. Kahjustada saanud eksosoomidaagavikd oma bioaktiivse

toime.



e Eksosoomide puhastamine erinevatest biovedelikagt mimese plasma, uriin
ja s66tmes kasvanud eksosoomid asuvad vaga emsexaljukeskkondades ning
vajaksid seetdttu ka erinevaid protokolli kohenddiiteks plasma filtreerimine

enne ultratsentrifugeerimist aitab vahendada mura.
Immunoafiinsus metoodika aldehiid-sulfaat latekskestega

¢ Immunoafiinsusmetoodika eksosoomide spetsiifilisgikeha ja eksosoomide
pinna antigeeni vahel on efektiivsem meetod plasksasoomide isoleerimiseks,
vorreldes ultratsentrifugeerimisega. Tulemusedttsd, et efektiivsus voib olla

kuni 6 korda parem.

e anti-CD?9, anti-Rab5, anti-CD63 antikehad on eksosde pluudmiseks sobilikud
1.5 suhtes (antikeha:kerakesed) 4 voi 1 pm suurwgtehiadd-sulfaat

latekskerakestega.
Immunoaffiinsus tulemused ELISA metoodikaga (EXOTEY

e 100 pl eel-puhastatud inimese doonorplasma anainisiEXOTESTV ELISA
metoodikaga vOimaldas saada tundliku signaali el@ogde deteketeerimiseks

ning oli vorreldav ultratsentrifuugi teel puhasthiksosoomidega.

e 10 erineva doonori plasma analiiisimine EXOTESTdemonstreeris
eksosoomide variatsiooni erinevate doonorite vafie3 markeri suhtes, mis ol
sarnases korrelatsioonis sama koguse ultratsegggfitud eksosoomide

anltdsimisel.
Eksosoomide sadestamine ammooniumsulfaadiga

*  Ammooniumsulfaadiga eksosoomide sadestamine omnatiene voimalus
eksosoomide isoleerimiseks, mis ei vaja kalleidtatoorseid vahendeid, kuid on

voimalik, et koos eksosoomidega sadenevad ka etsajged valgud.



