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Bevezetés

A tobbsejtii €161ények sejtek kozotti kommunikacidjanak legismertebb modja a kémiai
transzmisszio, amikor a sejtek Aaltal szekretalt kismolekula vagy fehérje transzmitterek
kornyez6 vagy tavolabbi sejteken talalhato receptoraikhoz kotédve fejtik Ki hatasukat. Az
elmult idében a sejt-sejt kommunikacio egy Ujabb valtozata keltette fel a kutatdk figyelmét és
kertilt az érdeklédés koézéppontjaba. Ismertté valt, hogy a sejtek extracellularis vezikulumok
Kibocsatasaval is kuldhetnek informaciot. Az extracelluléris vezikulumok foszfolipid kett6s
réteggel hatarolt nanométer méretti szubcelluldris struktdrak, melyek a gazdasejt citoszoljabol
szarmazé kiilonboz6 molekularis alkotokat (pl. fehérjéket, mRNS-t, miRNS-t) tartalmaznak.
Ezen vezikulumok kiilonb6z6 modon képesek befolyasolni a kornyezd célsejtek
tulajdonsagait. Mivel a kilonféle molekularis alkotok egyidejiileg hatnak a célsejtekre,
komplexebb, gyorsabb és hatékonyabb miikodésvaltozast eredményezhetnek, mint ami a
klasszikus receptor-ligand kolcsonhatas esetén elérhetd lenne. A vezikulumok rendkiviili
jelentéségét igazolja a kiilonféle bioldgiai, immunologiai folyamatokban bet6ltott szerepik
(pl. tumor patogenezis, autoimmun megbetegedések, fert6z6 agensek terjesztése, T-sejtek
szamdara torténd antigén prezentalds, intercellularis kommunikécio, immunmodulél6 hatas,
stb.).

A vezikulumokban talalhato fehérjék azonositasara elsésorban a tomegspektrometriai
modszereket  alkalmaznak, kihasznalva a technika kitind  érzékenységét és
felbontoképességét. Ahhoz, hogy az extracellularis vezikulumokban talalhatd fehérjéket
tdmegspektrometridval vizsgalni lehessen, els6ként a fehérjéket ki kell nyerni a
vezikulumokbdl. A komplex bioldgiai mintdk fehérje komponenseinek vizsgalatara
altalanosan a ,,bottom up” eljarast alkalmazzak, amely soran a fehérjék emésztesét kovetden
nyert peptidfragmensek keriilnek elvalasztasra és meghatarozasra leggyakrabban
nanoUHPLC-MS(MS) segitsegével.

Meglepé moddon thymus (csecsemOmirigy) eredetti extracellularis vezikulumok
proteomikai vizsgalatar6l mindezidaig nem szamoltak be a szakirodalomban. Tekintve a
thymus kiemelt szerepét az immunsejtek érésében és az immunvéalasz kialakulasaban, a
thymus eredeti mikrovezikulumok és apoptotikus testek proteomikai jellemzése nagyban
elosegitheti ezen szubcellularis szerkezetek biologiai jelent6ségének és funkcidinak

megértését.



Célkitiizés

Kutatdbmunkam soran az irodalomban eddig kevésse vizsgalt extracelluléris vezikulum
tipusok: a mikrovezikulumok és apoptotikus testek fehérje dsszetételének meghatarozasaval
foglalkoztam. A Semmelweis Egyetem Genetikai-, Sejt-, és Immunbioldgiai Intézetével
egylittmiikddésben végzett munkam elsddleges celja az altaluk izoladlt thymus eredetii
mikrovezikulumok és apoptotikus testek fehérjedsszetételenek meghatarozasa volt. Tovabbi
célunk volt az azonositott fehérjek alapjan a vezikuulmok biologiai funkcidinak, valamint a

csecsemomirigy mitkddés szabalyozasaban betoltott szerepének értelemzése.

A rendelekzésre &ll6 rendkivil kis mintamennyiség miatt a vezikulumok sikeres
analitikajahoz nélkuldzhetetlen modszerek, protokollok kidolgozasa is szlikséges volt, igy
- a vezikulumok sikeres, és a késébb alkalmazandé LC/MS analitikat nem zavard
feltaréséra,
- olyan emesztési protokoll kidolgozasasa, mely jol alkalmazhat6 kis Osszfehérje
mennyiségli minta kis térfogatban torténd proteolizisére és amely alkalmas
kiilonboz6 komplex bioldgiai mintak minor fehérje komponenseinek hatékony

azonositasara is.



Modszerek

A vezikulumok membranjanak felbontasara és a fehérjék kiszabaditasara harom
kiilonb6zé modszert probaltam ki €s hasonlitottam 0ssze. A modszerek a kovetkezoek voltak:
i) a vezikulumok felbontésa felliletaktiv anyag alkalmazésaval, ii) gélelektroforézis és gélben
torténé emésztés és i) a vezikulumok felbontasa fagyasztas-olvasztas ciklusok
alkalmazasaval. Legjobb mddszernek a fagyasztas-olvasztas ciklusok alkalmazésa bizonyult.
A végsé mddszer, melyet a vezikulumok felbontasara hasznaltam a kovetkezd volt: 8 pL
vezikulum mintdhoz 2 pmol béta-laktoglobulin (BLG) bels6 standardot (2 pL térfogatban)
adtam. A fagyasztas-olvasztas eljaras soran 5 ciklus folyékony nitrogént (30 s) és két ciklus -
20 °C-on (1 6ra) torténé fagyasztast alkalmaztam [1].

A kismennyiségli komplex bioldgiai mintak fehérjéinek emésztésére harom protokollt
vizsgéltam és hasonlitottam 6ssze modell mintan, ami humén plazma és BLG keveréke volt.
Ezen protokollok koziil ketté irodalmi modszer, melyeket modositas nélkil hasznaltam (A és
B protokoll), egy pedig az uj, altalam kidolgozott ,,Mini” protokoll volt [2]. Az alkalmazott

emésztési protokollok paramétereit az 1. tablazatban foglalom dssze.

1. tdblazat Az alkalmazott emésztési protokollok

A protokoll B protokoll **Mini* protokoll

Kiindulasi mintatérfogat 60 pL 12 uL 10 pL

Mintakomponensek Plazma 0,04 uL 0,04 pL 0,004 pL
(Albumin 30 pmol 30 pmol 3 pmol)
BLG 20 pmol 20 pmol 2 pmol

Reagensek, végkoncentracio

RapiGest 0,16 % 0,08 % 0,008%
DTT 53 mM 8,3 mM 2 mM
Jodacetamid 17,8 mM 10,5 mM 6,6 mM
NH;HCO3 17,8 mM 52,6 mM 33 mM
Tripszin: fehérje arany 1:25 1:25 1:2,5



,Mini protokoll”: 10 pL vizsgalati mintat tartalmaz6 oldathoz (2 pL 500 x higitott
human plazma és 2 pmol BLG oldat vizben), illetve feltart mikrovezikulum vagy apoptotikus
test mintdhoz 1 pL 0,13% RapiGest-et és 33 mM ditiotreitolt (DTT) tartalmaz6 reagens
keveréket adtam és a mintdkat 60 °C-on 30 percig termosztaltam. Redukalast kdvetden,
alkilalas céljabol a mintdhoz 3 uL 33 mM jédacetamidot és 167 mM NH4HCOs—ot tartalmazo
oldatot adtam és a mintakat szobahdmérsékleten 30 percig sotétben taroltam. A fehérjék
peptidekre hasitasat tripszin (0,5uL, 4uM) hozzaadasaval biztositottam és a mintat 37 °C-on
90 percig inkubaltam. Ez a tripszin mennyiség 1:2,5 enzim:fehérje aranynak felel meg, mely
tizszer nagyobb az A és B protokoll esetében alkalmazott aranynal. Az emésztés leallitasara
és a RapiGest elbontasara a mintahoz 0,5 pL hangyasavat adtam és 37 °C-on 30 percig
inkubaltam. Ezt a minték 10 percig tart6é centrifugéalasa kdvette 13 500 rpm alkalmazésaval. A
centrifugaldst kovetden a vizben oldhatatlan feliiluszot eltavolitottam, majd a megmarado
tiszta oldatot atpipettdztam egy livegedénybe. Az emésztést kovetden a minta végtérfogata 15
pL volt.

A plazma illetve az extracelluléris vezikulum peptidjeinek elvalasztasa a somentesitést
kovetéen forditott fazisa, C18-as kapillaris oszlopon tértént NanoAcqiuty UPLC System
(Waters, Manchester, UK) kromatografias rendszer alkalmazasaval. A fehérjék azonositasa
tandem tomegspektrometriaval Waters QTOF Premier tdmegspektrométeren (Waters,
Manchester, UK) tortént. A felvétel pozitiv ioniz&ciés mddban 400-2000 m/z
tomegtartomanyban készilt 4 s ciklusokat hasznalva, mely ciklus egy teljes spektrumbdl és a
3 legintenzivebb ion MS/MS spektrumabol allt. A Kisérlet sordn nyert spektrumok
feldolgozasat a ProteinLynx GlobalServer (Waters, Milford, MA, USA) szoftverrel végeztem.
A feldolgozott spektrumokat a Mascot (www.matrixscience.com, Matrix Science, London) és
X! Tandem (The GPM, thepgm.org; version 2007.01.01.1) programokkal értékeltem ki.

Az extracellularis vezikulum fehérjék azonositasa esetén Mus musculus (hazi egér)
taxondmiat és a SwissProt szekvencia adatbazist hasznaltam. A kereses soran egy kihagyott
hasitasi helyet engedélyeztem, fix modosulaskent a ciszteinek jodacetamid szarmazékat, mig
lehetséges modosulasként a metionin aminosavak oxidaciojat, valamint a szerin, treonin €s
tirozin aminosavak foszforilacidjat allitottam be. Az anyaionok esetén 50 ppm toleranciat,
mig a fragmens ionok esetén 0,15 Da témeg toleranciat engedélyeztem. Az MS/MS alapu
peptid és fehérje azonositds eredményeit Scaffold programmal (Proteome Software Inc.,
Portland, OR) validaltam. A peptidek kozil a 95%-nal (p<0,05) nagyobb valdsziniiséggel
azonositottakat fogadtam el, a fehérjék esetén pedig a 99%-nal (p<0,01) nagyobb

valdszintiséggel azonositottakat, legalabb két egyedi peptidfragmens azonositasa esetén.


http://www.matrixscience.com/

A plazma fehérjék azonositdsa esetén Homo sapiens taxondmiat és a SwissProt
szekvencia adatbazist hasznaltam. A kihagyott hasitdsok és nem specifikus peptidfragmensek
azonositasa is Mascot program segitségével tortént. A fehérjéket két kritérium alapjan
azonositottuk. A ,,szigori” kovetelmény esetén legalabb két 34-es (p <0,005) ,,Mascot ion
score”-al rendelkez6 peptidfragmens azonositasa sziikséges. A ,,laza” kovetelmény esetén a
24-es pontszammal (p<0,05) rendelkezé fehérjéket is elfogadtuk és egy peptidfragmens
azonositasa is elegendd volt. A jelintenzitasok meghatirozdsa a kromatografids futdsokbol
tortént MS {lizemmoddban. A mennyiségi becslésekre a kiilonb6zo peptidfragmensek
ionkromatogramjainak  csUcsteriileteit ~ hasznadltam. A kidolgozott  protokollok
teljesitbképességét a kovetkezé mérészamokkal jellemeztem: () azonositott fehérjék szama:
a fehérjék azonositasa szekvencia darabokon (MS/MS) alapul, a fentebb emlitett két kritérium
(,laza” és ,szigoru”) alapjan, (b) a HPLC-MS kromatogramon eszlelt jelintenzitdsok
0sszehasonlitasa. A kiilonboz6 fehérjékhez tartozo kivalasztott peptidek csucsteriileteit kiilon
HPLC-MS futasokbdl hataroztam meg.

A mikrovezikulumokban és apoptotikus testekben talalhaté hiszton mennyiségét egy
,.Jjelzés nélkuli” eljarassal hasonlitottam 6ssze. Az adott fehérje harom legintenzivebb peptidje
jelintenzitasainak atlagat az ismert mennyiségii belsd standard, a BLG harom legintenzivebb
peptidje intenzitdsanak atlagahoz hasonlitottam a nanoUPLC-MS futas soran. Mivel a bels6

standard koncentrécidja az oldatban ismert volt, lehetévé valt a kvantitativ becslés.



Eredmények

Az extracelluléris vezikulumok témegspektometriai vizsgélatardl szo6lo irodalom a
vezikulumok feltarasaval kapcsolatban igen sziikkszavi. A mddszer fejlesztés sordn a
vezikulumok membranjanak felnyitasara és a fehérjék kiszabaditasara harom eljarast
hasonlitottam 0Ossze. Az elsé esetben a membran vezikulum frakciot feliiletaktiv anyag
feluletaktiv anyagok hasznalatinak nagy hatranya azonban, hogy a vezikulumok
membranjanak felbontasahoz szlikséges koncentracioban mar zavarjak a tomegspektrometrias
méréseket. A detergensek tomegspektrumban észlelt jelei elnyomjak a vezikulumok
fehérjéinek jeleit és nem tudtam a tandem tomegspektrometriai mérések alapjan
vezikulumokbdl fehérjéket azonositani. A kovetkez6 modszer, amelyet kiprobaltam, a minta
kozvetlen SDS poliakrilamid gélen torténé futtatasa volt, mivel az irodalomban ez a
leggyakrabban alkalmazott modszer. A minta-elokészités azonban elég hosszadalmas 46
1épés, koriilbeliil 2 napot vesz igénybe. Tovabbi hatrany, hogy a peptidek gélbdl torténd
extrakcidja hibakkal terhelt, valamint a kivagott gélcsikok szdménak megfelel6 nanoUPLC-
MS(MS) felvétel sziikséges, ami az ateresztOképesség csokkenéséhez vezet. Ezért kevésbé
1ddigényes ¢és kevesebb hibaval terhelt minta-elokészitési eljarast szerettem volna kidolgozni,
amit a fagyasztas-olvasztas ciklusok alkalmazésaval probaltam elérni. A modszer kidolgozésa
soran kiilonbozd szdmu ciklusokat és kiilonboz6 fagyasztasi lépéseket hasznaltam. Ezek koziil
az 6t ciklus folyékony nitrogent (30 s) és a két ciklus -20°C-on (1 6ra) torténé fagyasztast
tartalmaz6 modszert taldltam a legmegfelelébbnek. A feltarasi  modszereket
0sszehasonlitottam a legfontosabb paraméterek alapjan: minta-elokészitési 1épések szama és
az egy mintabol azonositott fehérjék szdma. A paraméterek alapjan a fagyasztas-olvasztas
ciklusok alkalmazasa bizonyult a legjobbnak. Ez a modszer tehat gyorsnak, egyszeriinek és
hatékonynak bizonyult a vezikulumokban talalhato fehérjék kiszabaditasara.

Kovetkezé célom olyan emesztesi protokoll kidolgozasa volt, mely jol alkalmazhatd
kis 0sszfehérje mennyiségii minta kis térfogatban torténé emésztésére. A tripszines emésztés a
proteomikai vizsgalatok kulcslépése, az irodalomban szamos protokollt hasznalnak. Mig a
nmol mennyiségli fehérjék 100-500 pL térfogatban torténd emésztése rutinszerti, addig a kis
mennyiségli fehérjekeverékek (fmol €s pmol mennyiség) oldatban torténd emésztése nem
megoldott. Annak érdekeében, hogy azonositani tudjam a vezikulumban kis mennyisegben
talalhato fehérjéket, olyan modszer kifejlesztése volt a célom mely jol mikddik:

- kis minta térfogatokkal



- amikor az 0sszfehérje mennyiség limitalt (<5 pmol)

- lehetdvé teszi fehérjekeverékek minor komponenseinek azonositasat

- fél-kvantitativ eredményeket szolgaltat

A protokoll kidolgozasahoz modell mintakeverékként kezeletlen, higitott plazma
minta és BLG bels6é standard keverékét hasznaltam. A plazma szamos komponenssel
rendelkezik, igy felhasznalhatdo bonyolult keverékek modellezésére. A belsé standard két
szempontbol jelentds: egyrészt kompetitiv adszorpcid révén megakadalyozhatja a keverék kis
komponenseinek kitapadasat az edényzet falara, masrészt segitségével fél-kvantitativ
eredményeket kaphatunk. A kidolgozott protokoll soran 10 pL mintat emesztettem, mely 50-
5000 fmol mennyiségli fehérjekeveréket tartalmazott. Az emésztés egyes Iépéseinek
elvégzését kovetden a minta alig higul fel, hiszen a térfogat csak 5 pL -rel né meg.

A modszer optimalasa soran valtoztattam az egyes reagensek mennyiségét, s azt
tapasztaltam, hogy a nagy mennyiségii denaturaloszer (RapiGest) neheziti a kis komponensek
azonositasat ezért csokkentettilk mennyiségét az irodalomban szerepld protokollokhoz képest.
Vaéltoztattuk a redukélészer (DTT) és alkilaloszer (jodacetamid) mennyiségét is, de ezek a
paraméterek nem befolyasoltdk jelentésen az eredményeket. Ezt kdvetden a tripszin:analit
aranyt és az emésztés idejének hosszat vizsgaltuk. Eredmeényeink szerint a nagyobb
tripszin:analit arany eldnyosebb a kisebb fehérjekomponensek azonositasadban, ezért az 1:2,5
aranyt alkalmaztuk és az emésztés ideje 90 perc volt.

A kidolgozott ,,Mini” protokollal kapott eredményeket két, az irodalomban leirt nagy
mennyiségli fehérje emésztésére alkalmas protokoll eredményeivel vetettilk 6ssze. Tovabba
elvégeztiikk a kismennyiségi minta nagy térfogatban térténd emésztését, majd beparlasat és
visszaoldasat kis térfogatban. Minden esetben azonos mennyiségll triptikus emésztményt
injektaltunk az oszlopra. Az eredmények alapjan megallapithat, hogy a ,,Mini” protokoll
teljesitoképessége legalabb olyan jo, mint az altalanosan ismert protokolloké.

Ellendriztiik tovabba a ,Mini” protokoll reprodukalhatdsagat is; a valasztott
csucsintenzitasok esetén a széras 8,3% volt, mig az azonositott fehérjek szama 16 és 20 kdzott
valtozott. Ez a pontossdg a legtobb proteomikai vizsgalat esetén teljesen elfogadhato,
kilonoskeppen, ha figyelembe vessziik, hogy az emésztés soran tobb esetben is 1 pL
térfogatl reagenst adtam a mintahoz.

A thymus az egyik f6 immunszerv és kiemelt szerepet jatszik az immunsejtek
érésében és az immunvalasz kialakulasaban. Fontosnak tartottuk tehat a thymus sejtek altal
szekretalt mikrovezikulumok és apoptotikus testek fehérjéinek azonositasat. A fehérjék
azonositasa a peptidekrdl késziilt tandem tomegspektrumok alapjan az irodalomban leirt

legszigorubb kdvetelmények szerint tortent. llyen modon 142 fehéréjt azonositottam az egér
7



thymus sejtekb6l szarmazo apoptotikus testekben és 195 fehérjet a mikrovezikulumokban. Az
azonositott fehérjék nagy része meglepd modon atfedést mutatott a két populacid kozott
(47%). Mindkét populacioban sikerult azonositani tobbek kozott citoszkeletalis (aktin és
tubulin) és citoszkeletalis kotoéfehérjéket (ezrin, moezin, kofilin-1), metabolikus enzimeket
(gliceraldehid-3-foszfat-dehidrogenaz, alfa-enolaz, malat-dehidrogenazl) és dajkafehérjéket
(T-komplex fehérje alegységek, hsp90). A vezikulumokban azonositott fehérjék bioldgiali
relevancidjat igazolja, hogy a fehérjék nagy részét korabban madas eredetli vezikulum
tipusokban is azonositottak mar.

A vezikulumokban azonositott fehérjék  alatdmasztjak a  vezikulumok
kommunikéacioban betdltott szerepét. Szamos olyan fehérjét azonositottam, melyekrol
korabban mar igazoltdk, hogy autoantigének human autoimmun megbetegedésekben. Mindkeét
populécio tartalmazott egy glikolitikus enzimet az alfa-enolazt, melyrdl feltételezik, hogy
szerepet  jatszik a rheumatoid arthrithis és egyéb autoimmun betegségek
patomechanizmusaban. Sikeriilt tovabba hdésokk fehérjéket is azonositanom, melyek
feltételezhetden atherosclerosisban jatszanak szerepet, mint autoantigének.

A vizsgalat masik érdekes eredmeénye a vezikulumokban kulcsfontossagu szabalyozé
¢s jelzé molekulak, mint példaul az elongécios faktor 2 (EF2) azonositdsa. Az EF2 a
transzkripciés faktorok egyik csoportjat képezi; feladatai kozé tartozik a sejtciklus
szabalyozdsa, az emlds sejtekben a DNS szintézise, tumorigenezis, apoptdzis és
differencidci6. Egy masik szabalyoz6 molekula, melyet a thymus eredetli vezikulumokban
azonositottunk a tirozin-protein kindz Ick (LCK). Ez a molekula elengedhetetlen szerepet
jatszik a T-sejt receptor (TCR)- kapcsolt jelatviteli folyamatban. Eppen ezért ez a molekula
kiilonos jelent6ségii a thymusban fejlédo T-sejtek kivalasztasaban és érésében, valamint az
érett T-sejtek funkcidiban.

Meglep6 médon mind a mikrovezikulumok mind az apoptotikus testek jelentds
mennyiségli hisztont tartalmaztak. Elvégeztem néhany kvantitativ becslést is a mintdkban
talalhatd hisztonok mennyiségének Osszehasonlitasara. A hisztonok relativ mennyisége az
apoptotikus testekben az Osszfehérjék 20,3%-a, mig a mikrovezikulumok esetén 6,1%. A
hisztonok mennyisége az apoptotikus testekben nem meglepd, ha a képzddésiik
mechanizmusédra gondolunk. Meglepd modon azonban a mikrovezikulumokban is nagy
mennyiségli  hiszton fehérjét azonositottam. Feltételezhetleg a thymus eredetll

mikrovezikulumok egy része apoptozis soran képzddik.



Kovetkeztetések

1. Megoldottam vezikulumok feltarasat, mely a kés6bb alkalmazand6 nanoUPLC-MS(MS)
analitikat nem zavarja és szamos el6nnyel rendelkezik a szokasos gélelektroforézishez
képest. A modszer fagyasztas-olvasztas ciklusok alkalmazasan alapul, és segitségével
kortlbelll négyszer tobb fehérjét azonositottam a vezikulum mintadkban, mint
gélelektroforézis alkalmazésa esetén.

2. Kidolgoztam egy miniaturizalt tripszines emésztési protokollt (,,Mini protokoll”), mely jol
alkalmazhat6 kis Osszfehérje mennyiségii minta kis térfogatban torténd emésztésére és
amely alkalmas kiilonb6zé komplex biologiai mintdk minor fehérje komponenseinek
hatékony azonositasara. Az eredmények alapjdn megallapithato, hogy a ,,Mini protokoll”
legalabb olyan eredményes, mint a ,,standard” protokollok. Az eredmeények azt mutatjak,
hogy ennek segitségével még 100 fmol (10 ng) mennyiségii fehérjekeverék is jol
kezelhet6. Az emésztést koveté HPLC-MS/MS vizsgélat sordn ebben a keverékben 10-20
fmol mennyiségben jelen levé minor fehérjekomponensek is kimutathatok. A kidolgozott
protokoll a gyakorlati proteomika egyik fontos problémajat oldja meg. A kidolgozott
protokoll segitségével kis mennyiségben rendelkezésre all6 mintdk is analizalhatdk, ez
tette lehetdvé extracellularis vezikulumok vizsgalatat.

3. A kidolgozott munkafolyamat segitségével sikeresen azonositottam egér thymus eredetii
extracellularis vezikulumok fehérjéit. Apoptotikus testekben 142, mikrovezikulumokban
pedig 195 fehérjét azonositottam. Megallapitottam, hogy az apoptotikus testek és
mikrovezikulumok fehérjéi nagy részben azonosak. Az azonositott fehérjék alapjan tébb,
biologiai szempontbdl jelentds kovetkeztetést tudtunk levonni. Szamos olyan fehérjét
azonositottam, melyekr6l korabban mar igazoltak, hogy autoantigének human autoimmun
megbetegedésekben. A vizsgalat masik érdekes eredménye kulcsfontossagu szabalyozo és
jelzémolekuldk, mint példaul az elongéacios faktor 2 (EF2) azonositasa a vezikulumokban.

4. A mikrovezikulum és apoptotikus test mintakban meghataroztam a hisztonok mennyiségét
.jelzés nélkiili” kvantifikalassal a peptidfragmensek ionkromatogramjainak csucstertilete
alapjan. Az azonositott hisztonokat hiszton-csaladokba soroltam és ezek mennyiségét
szintén meghataroztam. Megallapitottam, hogy a vizsgalt esetben mindkét tipusu

vezikulum féleg apoptdzis soran képzodik.



Osszefoglalas

A Semmelweis Egyetem Genetikai-, Sejt-, és Immunbioldgiai Intézetével
egyiittmiikodésben végzett munkdm soran thymus eredetii mikrovezikulumok és apoptotikus
testek fehérje  Gsszetételét hataroztam meg folyadékkromatografiaval — kapcsolt
tdmegspektrometrids modszerrel. Szamos, az immunrendszerben kulcsfontossagu molekula
jelenlétét azonositottam a vezikulumokban. Ez arra utal, hogy létezik kétiranyu extracellularis
vezikulumok altal kozvetitett parbeszéd az éré T-sejtek és az antigén prezentalo thymus sejtek
kozott [1].

A kis mennyiségben rendelkezésre all6 vezikulumok, illetve az ebbdl kinyerhetd
komplex fehérjemintak analizisének tébb problematikajat megoldottam. Mddszert dolgoztam
ki a vezikulumok feltarasara, mely a késobb alkalmazandé LC/MS analitikat nem zavarja. A
modszer fagyasztas-olvasztas ciklusok alkalmazasan alapul, alkalmazasaval korulbelil
négyszer tobb fehérjét azonositottam a vezikulum mintdkban, mint az irodalomban
altalanosan alkalmazott gélelektroforézissel. Ezt kovetdéen egy miniatiirizalt emésztési
protokollt dolgoztam ki. A protokoll alkalmas Kkis osszfehérje mennyiségli minta kis
térfogatban torténd emésztésére tovabba kiilonb6z6 komplex bioldgiai mintdk minor fehérje
komponenseinek hatékony azonositasara is [2]. A protokoll konnyen kivitelezhetd, tovabba
nem igényel kulonleges laboreszkdzoket. Igazoltam, hogy az éaltalam fejlesztett miniaturizalt
emésztési protokoll robosztus és jol felhasznalhato kiilonbozé tomegspektrometrian alapuld
proteomikai alkalmazédsokra. A kidolgozott munkafolyamatot egér thymus eredetii
extracellularis vezikulumok fehérjéinek meghatérozasara alkalmaztam. Az apoptotikus
testekben 142, mikrovezikuulmokban pedig 195 fehérjét azonositottam. Ezen fehérjék kozott
megfigyelhetéek voltak tobbek kozott autoantigének és kulcsfontossagu szabalyozo és

jelzdmolekulak.
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