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|. BEVEZETES

I. 1. Extracellularis vezikulumok és biolégiai jelentéségiik

A tobbsejtii él61ények sejtek kozotti kommunikacidjanak legismertebb modija a
kémiai transzmisszid, amikor a sejtek altal szekretalt kismolekula vagy fehérje
transzmitterek kornyezd vagy tavolabbi sejteken talalhatd receptoraikhoz kotddve fejtik
ki hatasukat. llyen esetben a hatas kialakulasanak feltétele, hogy a célsejt rendelkezzen
az adott molekulara specifikus receptorral. A receptor-ligandum kapcsolddasa jelatviteli
folyamatot indit, melynek eredménye a sejt miikodésének valamilyen valtozasa. A
kémiai jelatvitel alapjan megkilénbdztetiink autokrin, parakrin, endokrin és neurokrin
kommunikacidt [1]. Autokrin jelatvitel esetén a sejt altal szekretalt hirvivé magan a
Kibocsatd sejten talalhatd receptorhoz kotédik. Parakrin jelatvitelrél beszéliink, ha a
hirvivé a kornyez6 sejteken talalhato receptorahoz kotédik. Endokrin kommunikacio
alatt a hormonalis jelatvitelt értjik, amikor a receptorok tavoli sejteken talalhatoak,
neurokrin kommunikécié alatt pedig a klasszikus, elsésorban idegsejtekre jellemzd
neurotranszmissziot.

A kozelmultban a sejt-sejt kommunikacio egy Ujabb valtozata keltette fel a
kutatok figyelmét és keriilt az érdekldédés kozéppontjaba. Ismertté valt, hogy a sejtek
extracelluléris vezikulumok kibocsatasaval is kildhetnek informéciot. Ezek a
vezikulumok specifikus sejtfelszini elemekhez kapcsolddva képesek atadni a bennik
szallitott molekuldkat a fogado sejtnek [2]. Az extracellularis vezikulumok [3]
foszfolipid kettés réteggel hatarolt nanométer méretii szubcelluldris struktarak, melyek a
gazdasejt citoszoljabol szarmazé kiilonbozé molekularis alkotokat (pl. feherjéket,
MRNS-t, mIRNS-t) tartalmaznak. Ezen vezikulumok kiilonb6z6 modon képesek
befolyasolni a kornyez6 célsejtek tulajdonsagait. Receptorkotddést kovetden
intracellularis jelatvitel indukalasara képesek, vagy akar Uj tulajdonsagok megjelenését
(pl. metasztazisra val6 hajlam) idézhetik el6 a vezikulumbdl szarmazd receptorok,
enzimek vagy genetikai anyag atadasat kovetéen [2]. Mivel a kulonféle molekularis
alkotok egyidejlileg hatnak a célsejtekre, komplexebb, gyorsabb és hatékonyabb
mitkodésvaltozast (hatast) valthatnak ki, mint, ami a klasszikus receptor-ligandum

kolcsOnhatas esetén elérhetd lenne.
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A szekretélt extracelluléris vezikulumoknak kiilonboz6é szerkezeti és biokémiai
tulajdonsagokkal rendelkezd csoportjai kiilonithetdek el intracellularis eredetiik alapjan.
Ennek megfelelden ezek a vezikulumok eltéré moédon befolyasoljdk a kdrnyezd vagy a
tavolabbi sejtek mitkodését. A kiillonbozé szovetekben a sejtek allapotatdl fliggden
egyidejlileg tobbféle eredetli és méretli vezikulum populacid is jelen lehet, melyek
Osszetétele idében és térben valtozik [3]. Extracellularis vezikulumokat apoptotikus
sejtek is kibocsatanak [4], igy a pusztulo sejteket is tartalmazd sejtkulturakat
szennyezhetik az apoptotikus sejt eredetii vezikulumok, melyek az €16 sejtbdl szarmazod
vezikulumoktol eltérd Osszetételiiek és tulajdonsaguak.

A vezikulumok rendkiviili jelentdségét mutatja a kiillonféle biologiai,
immunoldgiai folyamatokban betdltott szerepik (pl. tumor patogenezis, autoimmun
megbetegedések, fert6z6 agensek terjesztése, T-sejtek szamara tOrténé antigén
prezentalas, intercellularis kommunikacié, immunmodulalé hatas, stb.). A daganatos
betegek testfolyadékabdl vagy vérplazmajabdl izolalt vezikulumokban egyedi, az adott
daganatra jellemz6 fontos molekulak (biomarkerek) talalhatoak és nyerhetok ki [5].
llyen molekuldk kozé tartoznak bizonyos effektor fehérjék (szoveti faktorok),
onkoproteinek (pl. EGFRVIII) és miRNS-ek. [6-8]. A kozelmultban az extracellularis
vezikulumok Uj terdpids szerekként torténd alkalmazasardl is beszamoltak daganatos
megbetegedések esetén [9-11], kihasznalva, hogy a vezikulumok felszinén jelenlévd
antigén(ek) immunvalaszt indukalnak, ami a daganatos sejteket is elpusztitja. Az 1.
fazisa klinikai vizsgalatok igéretesnek bizonyultak. Egy masik jelent6s alkalmazasi

teriilet lehet a vezikulumok vektorokként torténd felhasznalasa génterapia soran [12].

I. 1. 1. Extracellularis vezikulum populaciok és jellemzoik

A kulonféle méretii és eredetli vezikulum populécidk terminoldgiaja az
irodalomban nem egységes. Jelen esetben a Théry altal javasolt nevezéktant hasznalom
[2], azzal a kilonbséggel, hogy az Osszes sejt-eredetli vezikulum gytijténeveként az
extracelluléris vezikulum Kkifejezést [3] hasznalom, a membrén vezikulum kifejezés
szinonimajaként. KépzOdésiik szerint két f6 csoportot kiilonboztetink meg; a
mikrovezikulumokat (atméré 100-1000 nm), melyek a plazmamembranrol leftizodéssel
keletkeznek, illetve a multivezikularis testekbdl exocitozis hatasara felszabadulo

exoszOmakat (atméré 30-100 nm). Ez a két populacio a legink&bb vizsgalt és jellemzett
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vezikulumok koz¢ tartozik. A nagy atmérdvel rendelkezd apoptotikus testek (atmérd 1-5
um) pedig az apoptdzis alatt all6 sejtekbdl szabadulnak fel. Meglep6 modon a
mikrovezikulumokkal hasonlé elven képz6dé apoptotikus testek [13] sokszor Kivil
esnek az extracellularis vezikulumok vizsgalatanak latokoreén.

Az extracelluléris vezikulumok egyéb csoportjait képezik az exoszOma-szer(i
vezikulumok, valamint a membréanpartikuldk [2]. Az exoszOma-szerii vezikulumok [14]
eredete azonos az exoszomakéval, azonban nem tartalmaznak bizonyos, exoszomakra
jellemz6 lipid komponenseket és méretiik, valamint szedimentécios tulajdonsagaik
szintén eltérnek az exoszémakétol. A membranpartikulak [15] plazmamembranbol
szarmaz6 kisebb, 50-80 nm atmér6jii vezikulumok. A harom legfontosabb
extracellularis vezikulum populécié (exoszéma, mikrovezikulum és apoptotikus test) a

kovetkezOképpen jellemezhetd:

1.1.1.1. Exoszémak

Az exoszémékkal kapcsolatos kutatasok az 1980-as évek elején kerlltek
kdzéppontba. Az exoszoma elnevezest els6ként 1981-ben Trams hasznalta [16], aki az
exoszomakat sejtekrél levald vezikulumokként jellemezte, melyek a gazdasejtre
jellemz6 enzimaktivitassal rendelkeznek. Ezt kovetden a transzferrin receptor vizsgalata
soran Harding és Stahl szamolt be patkany retikulocitakbol képz6dé kicsi vezikulumok
1étezésér6l [17], majd Pan és munkatarsai igazoltdk elektronmikroszkoppal az
exocitozissal keletkezd, kortlbelul 50 nm nagysagu vezikulumok létezését [18].

A foszfolipid kettds réteggel hatarolt exoszoméak mérete (30-100 nm atméré) a
virusok mérettartomanyaba esik. Az exoszémdk endoszomalis eredetliek,
multivezikularis testek exocitdzisa soran keletkeznek konstitutivan vagy indukéalas
hatasara [2]. A multivezikularis testek az endolizoszomalis transzport fontos kéztes
allomasai, tobb korai endoszéma fuzidjakor képzddnek.

Mig eleinte elsésorban immun (dendritikus sejt [13, 19], T-sejt [20], B-sejt [21,
22] és makrofag [19]), valamint tumor sejt eredetii [23, 24] exoszomakat jellemeztek,
jelenleg egyre tobb publikacié szamol be kiilonb6z6 testnedvekbdl (pl. vér [25], vizelet
[26], szinovialis folyadék [27], anyatej [28] stb.) izolalt exoszémak vizsgalatarol is [29].

Kiilsé felsziniikon foszfatidilszerint (PS) [30] és szdmos fehérjét, pl. CD63,
CD81, CD9 és TSG101 hordozhatnak [31]. A kiilonb6z6 sejttipusokbdl és
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testnedvekbdl  szdrmazd  exoszomak  fehérjéit  széles  korben  vizsgaljak
tomegspektrometria, Western blot, aramlasi citometria és immun elektronmikroszkopia
segitségével. A kiilonbozd eredetli exoszomak fehérjéinek nagy része azonos. Az
altalanosan el6fordulé fehérjecsaladok kozé tartoznak a Rab csaladba tartozé GTP-azok,
az annexinek, a tetraspaninok és a hésokk fehérjék [31]. Egyéb, exoszomakban gyakran
azonositott fehérjék kdzé tartoznak metabolikus enzimek (GAPDH, enolézl, aldolazl,
PKM2, PGK1), riboszomalis fehérjék, transzmembran fehérjek (PIGR, LAMP1 és
CD39), jelatvivok (syntenin, 14-3-3, G fehérjek, RAC1), adhézios fehérjék (MFGES és
integrinek), ATP-azok, citoszkeletalis molekulak (aktinok, tubulinok, kofilinl, ezrin,
profilinl, moezin, radixin, miozin, keratinok, gelsolin, fibronektinl) és ubiquitin
molekulak (ubiquitin B és C) [31].

Sokrétli  biologiai funkcioik kozé tartozik az antigén prezentalas,
immunmoduldld hatas, sejt-sejt kommunikacio és feltételezhetéen ferté6zé agensek
(prionok [32] és retrovirusok [33, 34]) szallitdsa és terjesztése. Tumor-eredetii
exoszomakban talalhaté gyakori antigének a donor sejt felszinének transzmembran
fehérjéi (pl. a kiilonbozé rakos megbetegedésekben eléforduldé human EGFR2 ¢és
karcinoembrionalis antigén) vagy a donor sejt endoszomaélis kompartmentjének fehérjéi,
pl. MARTL, gpl00, sth. [2]. Ezen antigének mellett a szekretalt vezikulumok peptid-
MHC komplexeket is hordoznak kiilsd felsziniikon, melyeket kozvetlenil

prezentalhatnak a T-sejteknek.

1.1.1.2. Mikrovezikulumok

A mikrovezikulumokat els6ként 1946-ban Chargaff és West jellemezte a
vérlemezke-mentes plazma kicsaphato alkotojaként, mely képes trombint termelni [35].
Két évtizeddel késébb, 1967-ben Peter Wolf a friss vérplazmabdl ultracentrifugélassal
elvalasztott lipid-gazdag frakcioként karakterizalta [36]. A mikrovezikulumok atméréje
100-1000 nm tartomanyba esik [2], a vérplazmaban 1évéké 100-400 nm [37]. Méretlik
atfed a baktériumok és az oldhatatlan immunkomplexek méretével [3]. A
plazmamembranrdl torténd lefiiz6dés sordn szabdlyozott koriilmények kozott
keletkeznek. A tumor sejtekt6l eltekintve, melyek folyamatosan bocsatanak Ki
mikrovezikulumokat [38], a vezikulum lefliz6désének iiteme altalanosan lassu [39]. A

mikrovezikulumok szabalyozott felszabadulasa hatékonyan indukalhaté bizonyos

10
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sejtfelszini receptorok aktivalasaval, melyek intracellularis kalciumszint emelkedést [2]
és ezaltal plazmamembran atrendez6dést valtanak ki.

Elsédlegesen vérlemezkék, vorosvérsejtek és endotelialis sejtek szarmazékaiként
jellemezték 6ket [3]. A mikrovezikulumok legfontosabb funkcidéi a kovetkezok:
prokoagulans aktivitas [40], IL1b szekrécio [41], részt vesznek a rheumatoid arthritis
patogenezisében [42], hozzajarulnak a tumorok proinvaziv jellegehez [43], sejten belili
onkogén atalakulast indukalnak [44], részt vesznek a fetomaternalis kommunikacioban
[45]. PS-t expresszélnak felszinikon, habar beszamoltak PS externalizacio nélkili
mikrovezikulumok 1étezésérol is [46].

Analitikai meghatarozasuk altaldban &ramlasi citometria és antigén-antitest

reakcio alapjan tortenik [47].

1.1.1.3. Apoptotikus testek

Az apoptotikus test elnevezés Kerrt6l szarmazik [48]. Az apoptotikus testek
apoptozis alatt all6 sejtekbdl szabadulnak fel, 1-5 um kozotti atmérdjiek,
mérettartomanyuk a vérlemezkékével korilbelil megegyezik [49]. Jellemz6 rajuk a PS
externalizacidja és tartalmazhatnak DNS fragmenseket [50]. Fontos szerepet jatszanak
tobbek kozott onkogének [51] és DNS [52] horizontélis széllitdsdban, valamint a B
sejtes autoantigének bemutatasaban [53]. Kimutattak, hogy az apoptotikus testek
felvétele a makrofagokba immunszupresszidhoz vezet [54]. 1zolalasuk helyett a legtébb
vizsgalatban apoptdzis alatt allo sejtek ko-kultarait hasznaljdk ezen struktirak
funkcioinak vizsgalatahoz, szerepiik megértésehez.

Az 1. tablazatban a harom extracellularis vezikulum populacié néhany jellemzé

tulajdonsagat foglaltam dssze
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I. 2. Extracellularis vezikulumok izolalasa, analitikai
vizsgalata

Tekintettel a vezikulum populécidk kis méretére, a vizsgalatukra hasznalhato
analitikai  eszkozok  meglehetdsen  korlatozottak. Az  analitikai  tényezOk
standardizalasara az utobbi idoben egyre nagyobb hangsulyt fektetnek [47, 55]. A
kovetkezbkben osszefoglalom a vezikulumok izolalasaval kapcsolatos nehézsegeket,
valamint az azonositdsukhoz és mennyiségi meghatarozasukhoz hasznalatos analitikai

modszereket.

l. 2. 1. l1zolalas

Annak ellenére, hogy a kiilonb6z6 vezikulum populaciok izolalasa hasonlo elven
torténik, széles korben elfogadott standard protokoll csak az exoszomak izolalasa esetén
all  rendelkezésre. Kinyerésik  (izolalasuk) szachar6z  gradiensen  torténd
ultracentrifugalads (100 000-200 000 g) segitségével lehetséges [56]. Az exoszOmak
stirisége 1,13-1,19 g/ml [2].

A mikrovezikulumok és apoptotikus testek izolalasara nem all rendelkezesre
standard protokoll. Az elébbiek esetében altalanosan 18 000 g (30 perc) — 100 000 g (60
perc) centrifugélast alkalmaznak [57]. Az izol&last neheziti a bioldgiai mintdkban és sejt
felildszokban a tobbféle, méretben atfedé vezikulum populacié egyideji jelenléte.
Tovabbi nehézséget jelenthet a differencial-centrifugalas soran bizonyos populacidk
szelektiv elvesztése is [58]. Ezen problémékra nydjthat megoldast az extracellularis

vezikulumok immunaffinitason alapulé izolalasa [59].

I. 2. 2. Detektalas és méret meghatarozas

A vezikulum populéciék kis meérete miatt viszonylag kevés modszer all
rendelkezésre detektalasukhoz. Meéretik meghatarozasa elsédlegesen transzmisszios
elektronmikroszkoppal (TEM) lehetséges. A felvétel elkészitéséhez szlikséges a
vezikulumok izolalast kovetd koncentraldsa centrifugdlassal, majd dehidratalasa ¢és

rogzitése. Ezek a lépések azonban befolyasolhatjak/megvaltoztathatjak a vezikulumok

= 7=z
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Dale és munkatarsai konfokalis lézer mikroszkoppal jellemeztek vérlemezke
eredetli mikropartikulakat [60]. A detektalas el6tt a mikropartikulakat fluoreszcensen
jelzett antitestekkel jel6lték. A kapott eredményt befolyasolhatja azonban az antitest
specificitasa és affinitasa a cél antigénhez, valamint az antigén mennyisége a
mikropartikula  felszinén. Az emlitett hatranyok ellenére a transzmisszids
elektronmikroszkdpia és a fluoreszcens konfokélis lézer mikroszkopia az egyeduli
modszerek melyekkel egyidejiileg lehet vizsgalni a vezikulumok eredetét, méretét és

szerkezetét.

I
o 4 .
-

.

1. abra Thymus vezikulumokbdl izolalt apoptotikus testek (A) és

mikrovezikulumok (B) elektronmikroszkopos felvétele [61]

A vezikulumok méretének meghatarozasara hasznalhaté a fentieken kivil a
dinamikus fényszdras mérés is. A mddszer a megvilagitott részecskék altal szort fény
vizsgélatan alapul, melybdl a részecskék tulajdonsagaira lehet kovetkeztetni. A technika
hatranya, hogy els6sorban monodiszperz részecskék vizsgalatara hasznalhato, mig a
sejt-eredetli vezikulumok tobbsége polidiszperz. Emiatt a dinamikus fényszorassal

becsilt vezikula méreteloszlas hibaval terhelt, hiszen a kis mennyiségben jelenlévé
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nagyméretli vezikuldk vagy szennyezOk jobban szérjak a fényt a kisméretli
vezikulaknal.

A dinamikus fényszorashoz hasonl6 mddszer a ,,nanoparticle tracking analysis”
(NTA). A moddszer folyadékban jelenlevd részecskék vizsgalatdra alkalmas,
mozgasukbdl kovetkeztet méretiikre. A moddszer Oridsi elénye, hogy fluoreszcens
Uzemmodban alkalmas 50 és 1000 nm kdzotti polidiszperz részecskek vizsgélatara [62].
A kapott eredmenyek pedig jol egyeznek a transzmisszios elektronmikroszkdppal
készitett felvetelekevel [62].

A vezikulumok feliiletén talalhatoé anyagok vizsgalatara atomer6-mikroszkop
hasznalatos. Az atomerd-mikroszkop miitkodése a feliiletet pasztazo tii végén elhelyezett
egyetlen, legtobbszor CO molekula és a feliilet atomjai kozott fellépd taszitdo erd
mérésen alapul. Nemrégiben Yuana és munkatarsai [63] igazoltak, hogy az atomer6-
mikroszkop érzékenyen képes azonositani a mikropartikulak bizonyos alcsoportjait az
aramlasi citometria altal mérhetd mérettartomanynal joval kisebb, nano-tartomanyban
1s. Az atomerd-mikroszkopot vérlemezke eredeti mikropartikuldk képzodésének
nyomon kovetésére is felhasznaltak mar [64].

A Western blot eljarast gyakran alkalmazzék vezikulumokban talalhaté fehérjék
kimutatasara. A tomegspektrometrian alapul6 fehérje azonositas elterjedése 6ta azonban

foként a tomegspektrometriai adatok validalasara hasznalatos.

I. 2. 3. Vezikulumok mennyiségi meghatarozasa

A vezikulumok mennyiségi meghatarozasara elsddlegesen az 4dramlasi
citometriat hasznaljak. A vezikulumok egy lézer el6tt haladnak el a minta dramlasa
soran. A kiertékelés a vezikulumok fenyszorasan alapul. A modszer elényei kozé
tartozik gyorsasdga es hogy lehetdséget ad a vezikulumok eredetének és mennyiségének
meghatarozasara is. Hatranya, hogy csak a 200 nm-nél nagyobb méretii vezikulumok
detektalasara képes, igy az exoszomak és kisebb méretii vezikulumok a modszerrel
kdzvetlenil nem vizsgalhatoak. Az extracellularis vezikulumok aramlasi citometrian
alapulé meghatarozasanak standardizalasa terén az elmult idében oOriasi elérelépések
torténtek [65, 66]. A vezikulumok abszolut szdménak, illetve koncentraciojanak
meghatarozaséahoz ismert koncentracioju gyongyokkel végzett kalibracidt alkalmaznak.

A mikrovezikulum populacié meghatirozasdhoz 1 pum atméréji  gyongyoket
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hasznalnak, melyek a fels6 mérethatart jelolik. A vezikulumok eredetének
meghatarozéasa fluoreszcensen jel6lt antitestek hozzdadasaval lehetseges. Habar nem
minden mikrovezikulum expresszal PS-t a kiils6 felszinén [46, 67], a mikrovezikulumok
teljes mennyiségének meghatarozasara fluoreszcens festékkel jeldlt annexin V antitestet
alkalmaznak. Az annexin V PS-hez vald kotddését azonban befolyasolja a kalcium
koncentracid, valamint a membran PS tartalma [46]. A mennyiségi meghatarozasban
tovabbi problémat jelenthet a mikrovezikulumokkal méretben atfedé oldhatatlan
immunkomplexek jelenléte, melyekrdl kimutattak, hogy szintén jelet adnak az aramlasi
citométerben [37].

A mikrovezikulumok és fehérjekomplexek &ltal adott jelek kis koncentracioju
detergens hozzaadasaval elkiilonithet6ek, hiszen ezek a vezikulumok lizisét okozzak,
viszont az immunkomplexeket és fehérjeaggregatumokat nem bontjak szét [37]. A
detergens optimalis koncentracidjat minden esetben titralni kell.

A vezikulumok alcsoportjainak mennyiségi meghatarozésa torténhet antigén-
antitest reakci0 alapjan is. Az antitesttel reakcioba 1épé vezikulumok masodlagos
antitest segitségével [68] vagy valamilyen egyéb tulajdonsaguk alapjan, pl.
prokoaguléns aktivitds [69] jellemezhetéek illetve kvantifikalhatoak. A modszer elénye
pl., hogy kozvetlenil lehetséges a mikrovezikulumok vérbol torténd meghatarozasa,
mig hatranya a korlatozott tapasztalat, illetve a kotédés kinetikajaval kapcsolatos
kérdések tisztazatlansaga.

A vezikulumok fehérje Osszetételérdl a legrészletesebb informaciot a

tdmegspektrometriai vizsgalatok nyujtjék.

I. 3. A tdmegspektrometria szerepe extracellularis
vezikulumok vizsgalataban

A vezikulumokban taldlhatdo  fehérjék  azonositdsara elsdsorban a
tomegspektrometriai modszereket alkalmaznak, kihasznalva a technika kitlind
érzékenysegét és felbontOképessegét. Ehhez azonban szilkseges a fehérjék
extrakciojanak és a kis anyagmennyiségekkel kapcsolatos egyéb problémaknak a

megoldasa. A tomegspektrometridhoz szervesen csatlakoznak a mintaelvalaszto
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modszerek (pl. HPLC és elektroforézis), ezeket a technikdkat néhany széban szintén

ismertetem.

I. 3. 1. Tomegspektrometria

A tomegspektrometria a vegylletek molekulatdbmegének meghatirozasan
alapulé nagy hatékonysagu analitikai eljaras, melynek feltétele a molekulak ionizacidja.
A tdmegspektrométer a kovetkez6 részekbdl all: ionforras, analizator — itt torténik a

képz6dott ionok tomeg/toltés (m/z) szerinti elvalasztasa — €s a detektor (2. abra).

Tomegspektrométer

lonforras [mmlmsdl  Analizator )| Detektor

nagyvakuum

s — — — —

mintabevitel adatfeldolgozas

% opte
Vg

2. abra A tomegspektrometrias vizsgalat folyamata (Az abra sajat készitési a

http://www.astbury.leeds.ac.uk/facil/MStut/mstutorial.htm internetes oldal

felhasznéalasaval)

A tomegspektrométerrel készitett felvetelen, a tdomegspektrumban a vizsgalt
mintamolekula intenzitasa szerepel tdmeg/téltés aranyanak fuggvényében. A mddszer
Oriasi elényei kozé sorolhatok nagy érzékenysége (107° mol anyag egyszeriien
vizsgalhatd), a rovid analizisidék, valamint kromatografias rendszerekhez valo

kapcsolhatdsaga, mely bonyolult keverékek vizsgalatat is lehetdvé teszi. Hatranyaiként
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emlithetd, hogy a felvett spektrumok kiértékelése bonyolult lehet, valamint az izomerek
megkulonboztetése nehézségekbe (itkozhet elézetes kromatografias elvalasztas vagy
minta-el6készitési 1épések alkalmazasa nélkiil.

Az eltéré elveken miikodé ionforrasok rendkiviil sokféle anyag (atomok,
molekulak, fehérjék, polimerek, komplexek stb.) vizsgalatat teszik lehet6vé. A pontos
tOmeg meghatarozasan kiviil a tomegspektrométer jelentds szerkezetvizsgald modszer
is. A tandem tomegspektrometria segitségével nyomon kovethetd valamilyen
kivalasztott molekula fragmentacioja, igy fontos informéaciot nyerhetiink a vizsgalt
anyagunkrol. Ez kilonosen fehérjék meghatarozasakor fontos, hiszen a tandem
tomegspektrometria segitségével lehetséges a peptidszekvencia meghatarozasa. A rutin
analitikaban els6sorban szennyezések kimutatasara, illetve metabolitok szerkezetének

felderitésére alkalmazzak.

I. 3. 1. 1. lonizacios médszerek biomolekulak vizsgalatara

A tomegspektrometria elényei jol kihasznalhatéak a proteomikai vizsgéalatok
soran. A proteomika az €16 szervezetben el6forduld Osszes fehérje, azaz a proteom
megismeresevel foglalkozo tudomanyteriilet. Célja a fehérjék szerkezetének, bioldgiali
funkcidjanak és ezek térbeli és id6beli valtozasanak felderitése [70]. Korszerii kémiai
analitika eszk6zok felhasznalasaval valik lehetévé az igen eltéré mennyiségii fehérjék
kimutatasa, azonositasa, szerkezetilk meghatarozasa [70]. A proteomikaval kapcsolatos
vizsgélatokat nagyban eldsegitette a tomegspektrometria rohamos fejléddése. Az 1980-as
évek végén felfedezett ket lagy ionizacios modszer — az elektroporlasztasos ionizacio
(ESI), valamint a matrix segitett Iézer deszorpcid ionizacié (MALDI) — bevezetése tette
lehetdvé ezen nagy molekulatomegli anyagok analizisét és a proteomika igazi
térhoditasat. A két ionizacids modszer feltalaloit 2002-ben Nobel-dijjal jutalmazték.

Az oOriasi biomolekuldk vizsgalatara is alkalmas ESI-t 1989-ben Fenn és
munkatarsai [71] irtdk le, ami azéta is a proteomikai kutatasok egyik leggyakrabban
alkalmazott ionizéciés technikaja. A folyékony halmazallapotban 1évé minta egy
kapillarison athaladva jut el az ionforrésig, ahol a nagy fesziiltség, porlasztogaz és fiités
az ionizaciot segitik eld. A kapillaris és a vele szemben elhelyezett ellenelektrod kézott
kialakul6 elektrosztatikus tér hatasara a kapillarisbol kilépd folyadék toltott cseppekre
esik szét. Az ESI mechanizmusat kétféle modellel magyarazzak: a téltésmaradvany
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modell szerint a képzddott tobbszordsen toltott cseppek a fellépd parolgas
kovetkeztében egy kritikus méretet elérve a toltés taszitds miatt ,,szétrobbannak”
(Coulomb robbanas). Ennek kovetkeztében egyre kisebb méretii cseppek keletkeznek,
és végill csak a minta protonalt ionjai (MH") jelentkeznek. Az ion evaporacios modell a
tobbszordsen toltott ionok képzddését azzal magyarazza, hogy a toltott aeroszol csepp
Kisebb olddszer cseppeket 16k ki magabol, amelynek kovetkeztében az sszes olddszer
elparolog. Az ESI oriasi elénye, hogy kapcsolhatd kromatogréfias rendszerhez. A
vizsgalandd minta bejuttatdsa nem csak kozvetlenul direkt injektalassal torténhet,
hanem on-line HPLC-ESI-MS kapcsolassal is. Az elvalasztds hatékonységa jelentésen
novelheté nanoUPLC alkalmazasaval [72]. A gyorsabb és hatékonyabb elvalasztas
érdekében a nanoUPLC a HPLC-nél magasabb nyomason milkodik és a toltet
szemcsemérete kisebb (< 2 um). Az utobbi idében a nanoUPLC-t altalanosan
alkalmazzék biologiai mintak elvalasztasara.

Fontos azonban, hogy a kromatografia soran csak illékony pufferek
hasznalhatdéak (pl. ammonium-formiat, ammadnium-karbonat), mivel a rendszer nem
tolerdlja a sokat és szennyezéseket. Mivel tobbszoérésen toltétt molekulaionok is
keletkezhetnek, a mddszerrel vizsgalhatd molekulak kore rendkivil széles: nagy
molekulatomegili proteinek, gliikoproteinek, oligonukleotidok és polimerek analizisét
teszi lehetdvé. A modszer rendkiviil érzékeny, 10™2-10"° mol anyag kimutatasa és
azonositasa rutinszerii, tovabba mennyiségi meghatarozasra is alkalmas. Az ionforrast
leggyakrabban kvadrup6l (Q)/harmas kvadrupdl (QQQ), repiilési idé6 (TOF) ill.
ioncsapda (iontrap) analizatorokkal kapcsoljak. Manapsadg egyre gyakrabban
alkalmazzéak ezek kombincidit is (pl. QTOF, Qtrap stb.).

A proteomikaban a masik altalanosan hasznélt, szintén nagy molekulatomegii
biomolekulak ionizéciojara alkalmas modszert, a MALDI-t 1988-ban Tanaka [73] és
t6le fiiggetleniil Hillenkamp és mtsai dolgoztak ki [74]. A mintat az alkalmazott lézer
hulldmhosszan erés fényelnyelést mutatd molekulaval (pl. nikotinsav, fahéjsav stb.)
egyutt kristalyositjak. A matrix a minta gazfazisu ionizaciojat segiti elé és minimalizalja
a minta bomlasat. A lézer besugarzas hatasara a kristalyos anyag elparolgasa soran a
minta molekuldi szeparaltan Iépnek at a gazfazisba. Az ionizécié sordn elsdsorban
egyszeres, esetleg kétszeres toltésii ionok, protonalt, gyakran kationizalt molekuldk

(pl.(M+Na)", (M+K)") keletkeznek és észlelhetdek a spektrumban. Elényei, hogy nagy
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molekulatomegli anyagok vizsgalatara is alkalmas (~3 000 - 200 000 Da), rendkivdl
érzékeny médszer (107°-10%'mol). Az ESlI-vel ellentétben tolerans s6-szennyezéssel
szemben (mmol/l koncentracioban) és alkalmas keverékek kozvetlen analizisere.
Legfobb hatranyai, hogy mennyiségi meghatarozasra kevésbé alkalmas, on-line nem
kapcsolhaté kromatografids rendszerhez ¢és, hogy nagy tomegii molekuldk esetén a
molekulacsucs széles lehet. A MALDI ionforrést leggyakrabban TOF analizatorral
kapcsoljak.

I.3.1. 2. Analizis

Az analizator feladata a képzOdott ionok tOmeg/toltés alapjan torténd
szétvalasztasa. A Q-TOF késziilék két kiilonbozé elven miikodd analizatorral
rendelkezé tandem tomegspektrométer. Ez a tomegspektrométer egy Q és egy TOF
analizatorbdl all, a ketté6 kozott pedig egy {itkozési cella helyezkedik el. Ezaltal
lehetséges a proteomikai mintak molekulainak és fragmenseinek analizise is. A
késziilék kétféle izemmodban miikodtethetd.

MS-mddban a kvadrupdl analizatoron majd Gtkdzési celldn athalado ionizalddott
molekulak a reptilési id6 analizatorban fokuszalédnak, ahol tomeg/tOltés szerint
szétvalasztodnak.

MS-MS modban (3. abra) a kvadrupol analizatorral tetszélegesen kivalasztott

ionizalodott molekula jut csak az Utkozési cellaba, ahol inert gaz (argon) hatasara

lonizdcié Kivalasztas  Aktivalas, Fragmentacio Tomeg szerinti elvalasztas

: : g} . 3 J‘J
s b ¢ & 9
————————————————————————————
Analizator Utkozési cella Analizator

3. &bra MS/MS mérés elvének szemléltetése (Az abra sajat szerkesztésii a

http://notijenck.com.ar internetes oldal felhasznalasaval)
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fragmentacio kovetkezik be és a képzodott fragmensek tomeg /tOltés szerint
szétvalasztodnak a repiilési i1d6  analizdtorban. Az egyes biomolekuldk

crcr

optimalizalni kell.

I.3.1. 3. ,,Bottom up” eljaras

A fehérjék tomegspektrometrian alapuld azonositasanak két f6 iranyvonala
létezik [75] [76]. A ,bottom-up” eljaras alulrdl felfelé épitkezik, azaz a tisztitott
fehérjek vagy fehérje keverékek proteolitikus hasitdsat kovetéen a képzodott
peptidfragmenseket ionizalja és vizsgalja [77]. Ezzel szemben a ,top down” eljaras
sorén az intakt fehérjéket vagy oriasi fehérje fragmenseket fragmentaljak gaz fazisban
[77].

A ,bottom-up” eljaras soran a témegspektrometerben peptideket vizsgalunk,
melyeket egy vagy sok fehérje proteolitikus hasitdsdnak (,,emésztésének”)
eredményeként nyerlink (4. abra). Ebben az esetben azonban az emésztett minta akar
tobb ezer vagy tobb szdzezer peptidet is tartalmazhat. Az emésztést megelézden a
komplex minta fehérjéit szétvalaszthatjuk elektroforézis vagy kromatografia
segitségével, igy csokkentve a minta komplexitasat.

Lehetéség van a peptidek emésztést kovetdé elvalasztasara is. Erre
folyadékkromatografiat vagy kapillaris elektroforézist alkalmaznak, melyek on-line
kapcsolhatéak ESI ionforrassal rendelkez6 tomegspektrométerhez. A CE-MS
technikanak szamos el6nye lehet, igy az idealis ionizacid szempontjabol kedvezd
aramlasi profil, az olcsé kapillarisok, a nagy felbontds és gyors elvalasztas, a kis
oldészerfogyasztas, valamint az, hogy alkalmas heterogén mintak vizsgalatara is [78].
Ugyanakkor a CE-MS kapcsolds még mindig nem tekintheté robosztus, rutin
megoldasnak. Ezért rutin eljarasként manapsag a HPLC-MS kapcsolt technikéat
alkalmazzak. Nagyon nagyszamu peptidfragmenst tartalmazé minta esetében azonban
két vagy tobb dimenzids kromatogréfias elvalasztas elvégzésére is szikseg lehet a
tomegspektrometriai vizsgalat elvégzése eldtt.

A ,bottom-up” eljardssal a fehérjék ketféleképpen azonosithatdak: ,,peptide mass

fingerprint” vagy tandem MS (MS/MS) mddszerrel. A ,,peptide mass fingerprint”
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4. dbra A ,,bottom up” eljaras folyamatabraja

azonositds soran az MS felvétellel nyert peptidek tomegét hasonlitjuk valamely
adatbézisban  taladlhato  fehérjeszekvencidknak a  kisérletinkben  hasznélt

emésztéenzimnek megfelelé "in silico" hasitasaval nyert, szamolt peptid

tomegértékeihez. A modszer fo hatranya, hogy csak tiszta fehérjék és egyszeru
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fehérjekeverékek esetén alkalmazhato, illetve, ahhoz, hogy egyedileg azonositsunk egy
fehérjét, szdmos peptidfragmensének azonositidsa sziikséges. A peptidfragmensek
azonositasara alkalmas miiszerek a MALDI ionforrassal rendelkezd repiilési 1d6
tomegspektrométerek és a tandem tomegspektrometriara alkalmas miiszerek. A modszer
elonye a nagy ateresztOképesség, azonban a ,peptide mass fingerprint”-en alapuld
fehérje azonositéast a proteomik&ban ma méar nem fogadjak el.

A fehérjék tandem tomegspektrometriai azonositasa soran a tomeganalizatorban
kivalasztott peptidek izolalhatoak és fragmentélhatoak. A fragmensionok témegeibdl
kdvetkeztetni lehet a prekurzor ion aminosav sorrendjére; ez az alapja az MS/MS-sel
torténd szekvenalasnak [79], ami azonban rendkiviil iddigényes eljaras. A
fragmentacios adatok szintén felhasznalhatdak az aminosav szekvencia kisebb
darabjainak meghatarozasahoz, mely alapjan lehetséges a szekvencia adatbazisokban
torténd keresése [80]. Manapsag a tandem tomegspektrométerek sokasagat hasznaljak a
,bottom up” MS/MS proteomikai vizsgalatokban, gyakran folyadékkromatografias
elvalasztassal kapcsolva. A fehérjék meghatarozésara és jellemzésére ez a
legaltalanosabban hasznalt modszer. Hatranya viszont, hogy fontos informéaciok
elveszhetnek, példaul a poszt-transzlaciés modosulasokkal kapcsolatban. Tovabbi
nehézséget jelent az elnyomasi effektus, miszerint a nagy mennyiségben el6forduld
fehérjék peptidjeinek nagy intenzitdsai elnyomjdk a kis mennyiségli fehérjék
peptidjeinek jeleit és ezekrdl nem késziil tandem tomegspektrometriai felvétel.

A ,bottom up” eljarast alkalmazok két f6 csoportra oszthatéak [81]. Az els6
csoportba tartozoak egy- vagy kétdimenzios gélelektroforézist kovetéen gélben
emésztik az elvalasztott fehérjéket és a peptidek kinyerését kovetden azokat LC-MS-
MS-sel, MALDI-TOF-fal vagy CE-MS-sel vizsgaljak. Ebben az esetben el6ny, hogy az
emésztett fehérje molekulatbmege es izoelektromos pontja is ismert a 2D
gélelektroforézis vizsgalatokbol. Bizonyos esetekben még a poszt-transzlacios
modosulasok is meghatarozhatéak. Hatrany viszont, hogy a gélelektroforézis, az
emésztés €s a peptidek kinyerése nagyon iddigényes. A nagyméretii hidrofob fehérjék
esetén a rossz kinyerés és bizonyos kis mennyiségben el6forduld fehérjék elvesztese az
elvalasztds és emésztés sordn tovabbi hatranyt jelent. A MALDI-TOF, az LC-MS
mellett az egyik leggyakrabban alkalmazott megoldés peptidek analizisere. Kilondsen a

proteinek kétdimenzios gélelektroforézis segitségével torténd elvalasztast kdvetd

23



DOI:10.14753/SE.2012.1772

vizsgalatdra alkalmas. A MALDI technika f6 el6nye, hogy az analizisidé rovid,
kilondsen az LC-MS-nél elkeriulhetetlen hosszu kromatogréfiaval 6sszevetve. Az LC-
MS technika ugyanakkor sokkal alkalmasabb komplex fehérjekeverék vizsgalatara —
adott mintabdl joval tobb protein mutathatd ki. A MALDI tovabbi elényei a kitin
érzékenység, soOszennyezésekre kevésbé érzékeny és apolaros anyagok is jol
vizsgalhatok. A MALDI-TOF MS mérések esetén hatranyt jelent viszont a viszonylag
gyenge reprodukalhatdsag, igy kvantitativ vizsgalatokra kevéssé alkalmas.

A masik csoport képviseldi tobbdimenzios kromatografiat hasznalnak, mellyel
az egész folyamat automatizalhato és a kis mennyiségli fehérjék azonositasa kevesebb
hibaval terhelt. igy azonban elvesznek a fehérjével kapcsolatos tovabbi informaciok

(tomeg, pl), és csokken az ateresztOképesség a hosszu analizisidok miatt.
1.3.1.4. ,Top down” eljaras

A top-down” eljards soran a tomegspektométerben intakt fehérjék ESI
ionizacioval eldallitott molekulaionjait vizsgaljadk, melyeket gazfazisban torténd
fragmentalassal nyernek. A fragmentacio gazfazisu CID (Utkézés altal Kkivaltott
disszociacio), ECD (elektron befogas indukalta disszociacidé) vagy ETD (elektron-
transzfer disszociacio) maddszerrel tortenik. CID esetén a fragmentacidt semleges
itk6zési gaz alkalmazésaval lehet eldidézni. Az ETD a fragmentalandod tobbszords
pozitiv toltéssel rendelkezd ion és egy gydkanion elektronbefogasos reakcidjan alapul.
ECD fragmentacié pedig elektronnyalab alkalmazasaval idézhet6 el6. ,,Top-down”
vizsgalatokra részben a MALDI ionizacié is alkalmas lehet [82]. A MALDI
alkalmazéasanak hatranya, hogy a molekula csak kis mértékben ionizalt (féleg egyszeres
toltésti ionokat eredményez) ezek fragmentacidja pedig sokkal kedvezdtlenebb, mint a
sokszor toltott ionok (vagyis az ESI) esetén. Ennek kovetkeztében a MALDI inkabb
csak nagyméretli polipeptidek top-down vizsgalatara alkalmas.

A top-down” moédszer legfobb elénye, hogy a teljes protein szekvencia
vizsgalhatd, tovabba lehetséges a poszt-transzlaciés mddosuldsok kdzvetlen analizise és
elkeriilhetd a fehérjék iddigényes emésztése. Korlatai kozé tartoznak a tobbszordsen
toltott fehérjék fragmentacioja sordn keletkezd bonyolult spektrumok értelmezése, a
»top down” eljarashoz szikséges dréga késziilékek, valamint az, hogy a vizsgalhato

fehérjéknek molekulatomeg korlatja van. A fehérjék molekulatomegének felsd hatara 50
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kDa, e mérethatar felett a modszer nem miikodik jol. A ,top-down” technikaval nyert
adatok értékeléséhez haszndlt bioinformatikai eszkdzok is kevésbé fejlettek

0sszehasonlitva a ,,bottom up” proteomikai vizsgalatokat szolgalokéval.
I. 3. 1. 5. Adatfeldolgozas

A proteomikai mérések soran rogzitett szdmtalan  tomegspektrum
kiértékelésében szamitdgépes programok segitenek. A tdmegspektrumban szerepld
tdmeg/toltés értékeket adatbazisokban rogzitett peptidek és peptidfragmensek elméleti
tdmegeéhez hasonlitjak és az igy azonositott peptidfragmensekbdl hatarozzak meg, hogy
a minta milyen fehérjéket tartalmaz. Ezek a kilonféle proteomikai szoftverek rendkivil
meggyorsitjak és megkonnyitik a komplex proteomikai mintak adatfeldolgozéasat. A
»bottom up” proteomikaban leggyakrabban alkalmazott szoftverek a Mascot
(www.matrixscience.com [83], a ProteinLynx Global Server (Waters, Milford, MA,
USA), a SEQUEST (http://fields.scripps.edu/sequest) és a Scaffold (Proteome Software
Inc., Portland, OR). Ezen szoftverek kiilonboz6 algoritmusok szerint osztalyozzak a
mintaban azonositott fehérjéket es egyedi pontrendszerrel rendelkeznek. Az
eredmények megadasakor megszabnak egy konfidencia intervallumot és az ezen
megbizhatésaghoz tartozé ponthatart. A Mascot program altal generalt pontszam
valosziniiség alapu, és szamos eldnnyel rendelkezik: egyszeriien megallapithato, hogy
az eredmény szignifikans-e, a pontszdm &sszehasonlithatd masok kereséseinek
eredményével, a keresési paraméterek konnyen optimalizalhatéak [83].

Az irodalomban az MS/MS alapt peptid €s fehérje azonositasnak kiilonb6zo
mindségi kdvetelményei szerepelnek. Altalaban szigori kévetelmények hasznalatosak
[84]. A Mascot kereséprogram alkalmazasa esetén ez azt jelenti, hogy a fehérje
azonositasa akkor fogadhato el, ha a hozzatartozo un. ,,Mascot score” értéke biztos
talalatnak felel meg (p<0,01) és a fehérje legaldbb két egyedi peptidfragmense is
azonositott [85]. A peptidek kozil a 95%-nal (p<0,05) nagyobb valdszintiséggel
azonositottakat fogadjak el az irodalomban [86]. A fehérje elfogadasahoz sziikséges
minimalis ,,Mascot score” értéke adatbazis fliggd. A tévesen azonositott fehérjék
mennyiségének meghatarozasara forditott szekvencia adatbazisban torténé kereséseket
hasznélnak [87].
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A top down” vizsgalatok soran nyert spektrumok altaldban nehezebben
értelmezhetdek, azonban manapsag mar egyre tobb szdmitdgépes program elérhetd az

intakt fehérjék MS/MS spektrumainak kiértekelésére is.

I. 3. 2. Extracellularis vezikulumok témegspektrometriai vizsgalata

Az extracelluléris vezikulumok tomegspektrometridn (tripszines emésztést
kovetd peptidek azonositasan) alapuld elsé proteomikai vizsgalatarol az 1990-es évek
vegén szamoltak be [88]. Elséként dendritikus sejtek altal szekretalt exoszomak fehérje
Osszetételét hataroztak meg [88], melyet szamos hasonld vizsgalat kovetett kiilonb6z6
eredetli exoszomdkon. Egy évtizeddel késdbb egy akadémiai csoport javasolta ezen
adatok Osszegytijtését [89] és ennek szentelve létrehoztak egy adatbazist és weblapot
(http://exocarta.ludwig.edu.au), mellyel az eredmények konnyebb megismerését
szeretnék eldsegiteni.

Nemcsak exoszomak, hanem mikrovezikulumok fehérje &sszetételét is
vizsgaltdk mar az irodalomban, els6sorban a vérlemezke eredetiickét [90]. Ezen
mikrovezikulumok a vérlemezkékre jellemz6 membranfehérjékkel rendelkeztek
(példaul 1b, 1ib, Illa, 1V, V és IX glikoprotein receptorok), melyek a von Willebrand
faktor megkotésére képesek [90]. A llb-llla glikoprotein komplex a vérlemezkéken
talalhatd legfontosabb fibrinogen receptor, mely fontos szerepet jatszik nem csak a
vérlemezke eredetli mikrovezikulumok tartalmaztak még szamos véralvadasban fontos
fehérjét (pl. fibrinogén, protein S, von Willebrand faktor, sth.), integrineket (pl.
CD49b), valamint kemokineket [90]. Szamos olyan fehérjét is azonositottak, melyek a
verlemezkekben nem taldlhatoak meg (pl. a koleszterin bioszintézisben szerepet jatszo

foszfomevalonat) [90].

I. 3. 2. 1. Feltarassal kapcsolatos nehézségek

Ahhoz, hogy az extracellularis vezikulumokban talélhatd fehérjéket
tomegspektrometridval vizsgalni lehessen, els6ként ki kell nyerni a fehérjéket a
vezikulumokbdl. A vezikulumok feliletén talalhaté antigenek jellemzden nagy

molekulasulyu, hidroféb fehérjék, melyek extrakcioja nehézkes [92]. Ezért erre a célra
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altalanosan ionos/nem ionos fellletaktiv anyagot (pl. SDS, Triton X-100) vagy magas
pH-ju oldoészert (natrium-hidrogénkarbonat pH 11) hasznalnak [92]. Lehetséges tovabba
a membranok felbontdsa fagyasztas-olvasztas ciklusok [93] alkalmazésaval is. Ezt
kdvetden két lehetéség all rendelkezésre: a kinyert fehérjék kdzvetlen emésztése vagy
emésztés elbtt a fehérjék gélelektroforézissel torténd elvalasztasa. A fehérjék kozvetlen
tripszines emésztése kedvezébb lehet, hiszen a munkafolyamatot jelentésen lassitja a
gélelektroforézis alkalmazasa, tovabba jelentds lehet az informéacidvesztés a gélbol
nehezen kioldhato fehérjék miatt. Az emésztéssel nyert peptidek forditott fazisu
folyadékkromatografiaval szétvalaszthatdak és ESI ionizacidval vizsgalhatéak. A
peptidekrdl késziilt tandem tomegspektrometrids felvételek alapjan a minta fehérjéi
azonosithatdak adatbazisokban torténd keresés alapjan.

Sajndlatos modon az  extracellularis  vezikulumok témegspektometriai
vizsgalatarol sz416 irodalom a vezikulumok feltardsaval kapcsolatban igen szitkkszavu. A
legtobb esetben a tomegspektrometriai vizsgalatokat megelézden gélelektroforézist
alkalmaznak [29, 90, 94-96], kihasznalva, hogy a mintaoldo és futtaté pufferekben

talalhato fellletaktiv anyag a vezikulomokat lizalja.

l. 3. 2. 2. Kis mennyiségii anyagok emésztésének nehézségei

A gyakran korlatozott mennyiségben rendelkezésre allo bioldgiai mintak a
nanoUPLC-MS alkalmazéasanak elterjedéséhez  vezetett. Ezzel az analizis
érzékenységének jelent6s novekedése érhetd el, azonban minddssze néhany puL minta
injektalhaté az oszlopra. Eppen ezért nagyon fontos a hagyomanyos protokollok mellett
kisebb mintamennyiségek kezelésére is alkalmas eljardsok kidolgozasa [97-99]. A
tripszinnel torténé emésztésre az irodalomban szamos protokoll talalhatd. Ezek
altalanosan nagy mennyiségii (mikrogramm) fehérje nagy térfogatban (100-500 pL)
[100-104] t6rténé emésztése esetén idealisak. Nagy térfogatban torténd emésztés esetén
a kovetkezO lehetéségek koziil valaszthatunk: az emésztett mintanak csak egy Kis
részletét vizsgaljuk, ami jelentés Ossz-érzékenység csokkenéshez vezet; vagy a mintat
bepéroljuk, és kis térfogatban visszaoldjuk [98, 104]. Ez utdbbi szintén nem kedvezd,
hiszen ez egy Ujabb mintaclokészitési 1épést jelent, tovabba nagy a veszélye, hogy a
minta egy részét elveszitjik, mert kitapad az edény falara, valamint az eljarassal

dusitjuk a vegyszerekben 1évé szennyezéseket is.
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A Kis térfogatd mintakkal val6 munka soran egy tovabbi gyakorlati probléma —
kiilonosképp magas hémérsékleten — az oldoszer parolgasa. Jellemz6, hogy az emésztés
soran nehany pL olddszer elparolog és az edény tetején kicsapddik. Ez a jelenség nem
okoz gondot, amikor a minta mennyisége 100 uL feletti, azonban 10 pL-nél kisebb
mintamennyiség esetén a vizsgalatot neheziti (féként a reprodukalas és fehérje
azonositas szempontjabadl).

A fenti szempontokat figyelembe kell venni a vezikulum mintak emésztése

soran.

I. 3. 2. 3. Extracellularis vezikulumok vizsgalatanak hianyossagai

A extracelluléris vezikulumok proteomikai vizsgalatainak f& korlatja, hogy
kvantitativ eredményeket eddig nem szolgaltattak. Igy a vezikulumokban azonositott
fehérjek mennyisége nem ismert (kivéve, ha utdlagosan Western blot vizsgalatot
végeznek). Eppen ezért nehéz eldénteni bizonyos kis mennyiségben eléforduld fehérjék
esetén, hogy az adott fehérje csak egy vezikulum szubpopuléciora jellemzd vagy esetleg
kiilsé szennyezd. Példaként emlithetéek a nuklearis fehérjék, foként a hisztonok és
transzlacios fehérjék (pl. elongacids faktor). Ezen fehérjéket szdmos vezikulum
mintaban azonositottak mar és nem ismert, hogy jelenlétiik specifikus-e vagy esetleg a
preparatumot szennyez6 haldoklo sejtekbdl szarmazo szennyezések [30].

A vezikulumokban talalhaté fehérjék relativ. mennyiségének becslésére
felhasznalhaté az Ugynevezett ,,jelzés nélkili” eljaras [101]. Ezt a mddszert gyakran
alkalmazzak biologiai mintdkban megtalalhaté fehérjék fél-kvantitativ becslésére. A
»jelzés nélkuli” mennyiségi becslésnek két valtozata létezik. Az egyik modszer azon az
elméleten alapul, hogy egy fehérje mennyisegét a fehérje harom legintenzivebb
peptidjének mennyisége jellemez. Egy adott fehérje harom legintenzivebb peptidje
jelintenzitasainak atlagat egy ismert mennyiségii bels6 standard hdrom legintenzivebb
peptidje intenzitasanak atlagahoz hasonlitjak a HPLC-MS futas soran. Mivel a bels6
standard koncentracidja ismert, lehetdvé valik a kvantitativ becslés. A masik modszer,
az ugynevezett spektrum szamlaldsi modszer esetén a fél-kvantitativ becslés a

peptidekrol késziilt spektrumok szamabol lehetséges.
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I. 3. 2. 4. Thymus (csecsemoémirigy) eredetii extracellularis vezikulumok vizsgalata

Meglep6 modon thymus eredetii extracellularis vezikulumok proteomikai
vizsgalatarol ezidaig nem szamoltak még be. Tekintve a thymus kiemelt szerepét az
immunsejtek éresében és az immunvalasz kialakuldsdban, a thymus eredetii
mikrovezikulumok és apoptotikus testek proteomikai jellemzése nagyban elésegitheti
ezen szubcelluléris szerkezetek biologiai jelentéségének és funkcidinak megeértését.

A thymust a tobbi szovettdl két fontos tulajdonsaga kiilonbozteti meg. Elséként
a thymocytak rendkivili apoptdzis ardnya; becslések szerint a thymusban torténd érési
folyamatok soran a T-limfocita-el6alakok koriilbeliil 95%-a pusztul el apoptozissal
[105]. Maésik egyedi tulajdonsaga a szdvet-specifikus antigének sokasaganak ektdpikus
génexpresszioja. A thymus-veldallomany epithelsejtjein (MTEC-medullary thymic
epitheal cells) tobb ezer olyan gén fejezddik ki, melyekrdl kordbban tigy gondoltik,
hogy kizarélag parenchymalis szervekre korlatozottak [106]. Mivel becslések szerint a
MTEC-ek mennyisége nagyon kicsi, felmerdilt a sejtek kézotti antigén transzfer (példaul
extracellularis vezikulum atadas) megvalosulasanak lehetésége [107]. Ez magyarazatul
szolgélna a szovet-specifikus antigének nagyszamu thymus eredetii antigén prezentald
sejthez torténd eljuttatasara, valamint tovabb novelné azon fontos feladatok listjat,
melyekben az extracellularis vezikulumok immunfolyamatokban betoltott szerepérél
beszamoltak [2].

Osszességében  megallapithatd, hogy az extracellularis  vezikulumok
tomegspektrometriaval torténd proteomikai vizsgalata egyre fontosabb a vezikulumok

funkcioinak megértése szempontjabol.
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II. CELKITUZESEK

Munkam soran az irodalomban eddig keveéssé vizsgalt extracellularis vezikulum
tipusok: a mikrovezikulumok és apoptotikus testek fehérje Osszetételének
meghatarozasaval foglalkoztam. Bar az extracelluléris vezikulumok szerepét szamos
immunfolyamatban igazoltdk, az egyik f6 immunszerv, a thymus altal szekretalt

extracellularis vezikulumokat még nem karakterizaltak.

A Semmelweis Egyetem Genetikai-, Sejt-, és Immunbioldgiai Intézetével
egyuttmikodésben végzett munkam elsédleges célja az altaluk izolalt thymus eredeti
mikrovezikulumok és apoptotikus testek fehérjedsszetételenek meghatarozasa volt.
Tovabbi célunk volt az azonositott fehérjék alapjan a vezikulumok biologiai
funkcioinak, valamint a csecsemOmirigy mitkodés szabalyozasaban betoltott szerepének

értelemzése.

A rendelekzésre &l16 rendkivil kis mintamennyiség miatt a vezikulumok sikeres
analitikdjahoz nélkuldzhetetlen mddszerek, protokollok kidolgozésa is sziikséges volt,
igy

- a vezikulumok sikeres, és a késObb alkalmazanddé LC/MS analitikat nem

zavaro feltaraséara,

- olyan emésztési protokoll kidolgozasasa, mely jél alkalmazhaté Kis

Osszfehérje mennyiségli minta kis térfogatban torténé proteolizisére és amely
alkalmas  kiilonboz6  komplex  biologiai  mintak  minor  fehérje

komponenseinek hatékony azonositasara is.
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111. MODSZEREK

I11. 1. Anyagok, minték, miiszerek, szoftverek

I11. 1. 1. Anyagok

A folyadékkromatografiahoz alkalmazott eluensek LC/MS-tisztasaguak voltak.
A desztillalt vizet Milli-Q Ultrapure Water System, Milli gradient készilékkel nyertiik
(Millipore, Billerica MA, USA). Az emésztéshez az alabbi reageneket alkalmaztam:
RapiGest (Waters, Milford, MA, USA), tripszin (Promega, Madison, WI,USA). A gél
futtatashoz sziikséges reagenseket az Invitrogen kft-tél (Carlsbad, CA, USA); minden
egyéb felhasznalt reagenst a Sigma-Aldrich kft-t6l (Steinheim, Németorszag)

szereztink be.

1. 1. 2. Mintak

A thymus eredetii mikrovezikulum és apoptotikus test mintak, valamint a
kezdeti mddszerfejlesztéshez (vezikulumok feltardsa) hasznalt Jurkat T-sejt eredetii
extracellularis vezikulumok a Semmelweis Egyetem Genetikai-, Sejt- €s
Immunobioldgiai Intézett6l; a human plazma mintdk pedig a Bajcsy-Zsilinszky
Korhéazbol szarmaztak.

A thymus eredetli mikrovezikulum és apoptotikus test mintak Sszerkezetét és

méretét egylittmiik6do partnereink TEM-mel igazoltak (1. abra).

I11. 1. 3. Miiszerek

A folyadékkromatografias vizsgalat el6tt a mintakat Table Top Refrigerated
Centrifuge Hermle Z300K (Hermle Labortechnik Gmbh, Wehingen, Németorszag)

készuléken centrifugaltam.

Az egydimenzios gélelektroforézist Novex® NuPAGE® SDS-PAGE Gel System

rendszeren (Invitrogen Corporation, Carlsbad, CA, USA), el6redntott NuPAGE® gélen

(Invitrogen Corporation) végeztem.
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A folyadékkromatografias elvalasztast C18 trap oszlopon (180 pum x 20 mm)
torténé somentesitést kovetéen 75 um x 150 mm BEH C18, 1,7 um nanooszlopon
vegeztem, nanoAcquity UPLC rendszer alkalmazasaval (Waters, Manchester, UK). A
tomegspektrometrias vizsgalatok Waters QTOF Premier tdémegspektromeéteren (Waters,
Manchester, UK) torténtek.

I11. 1. 4. Szoftverek

A kromatogramok és spektrumok felvételéhez és elemzéséhez a MassLynx
szoftver 4.1 valtozatat (Waters, Milford, MA, USA) alkalmaztam. A peptidek
azonositasahoz a ProteinLynx Global Server 2.3 (Waters, Milford, MA, USA) és
Mascot Server (www.matrixscience.com) 2.2.7 verzioju szoftvereket hasznaltam. A
technikai és  biologiai  reprodukalasok  eredményeinek  kiértékelésehez a

Scaffold_3_00_03 (www.proteomesoftware.com) programot alkalmaztam.

I11. 2. A vezikulumok feltarasara alkalmazott modszerek

A vezikulumok membranjanak felbontasara és a fehérjék kinyerésére harom
kiilonb6z6 modszert alkalmaztam és hasonlitottam 6ssze. A modszerek a kovetkezdek

voltak.

I11. 2. 1. Vezikulumok felbontasa feltiletaktiv anyag alkalmazasaval

Fellletaktiv anyagként Triton X-100 (0,2% és 0,5%) és SDS (1%) oldatokat
alkalmaztam; melyek jelenlétében a Jurkat T-sejt eredetii vezikulum mintékat 1 6raig
szonikaltam. Beparlast kovetéen a mintat 20 pL vizben visszaoldottam és tripszinnel
emésztettem. Emésztést kovetéen koncentralas céljabol a mintat nitrogen aram alatt
beparoltam, majd 20 pL 0,1% hangyasavat tartalmazé vizben visszaoldottam és a mintat
C18-as Zip-Tip (Millipore, Billerica MA, USA) pipettaheggyel tisztitottam. A Zip-Tip
pipettahegy jol alkalmazhatdé mintak koncentralasara és tisztitasara. Alkalmazasa a
kovetkezo 1épésekbdl all:

- kondicionalas (2 x 10 uL ACN)

- ekvilibralas (3 x 10 pL 0,1% hangyasavat tartalamzé Milli-Q viz)
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- mintafelvitel

- mosas (10 x 10 pL 0,1% hangyasavat tartalamzé Milli-Q viz)

- megkotédott peptidek leoldasa (5 pL 70% ACN 0,1% hangyasav, 30 %
Milli-Q viz)

A leoldott peptideket a vizsgalatot megel6z6en hatszorosara higitottam.

I1I. 2. 2. Gélelektroforézis és gélben torténo emeésztés

A masodik mddszer az irodalomban alkalmazott gélelektroforézis és gélben
torténd emésztés volt. Ezen elvalasztastechnika elsd 1épése alkalmas a vezikulumok
membranjanak feltarasara. A Jurkat T-sejt eredetii vezikulumokban talalhaté fehérjék
molekulatomeg szerinti elvalasztasat NUPAGE Bis-Tris 12% akrilamid tartalma gélben
(Invitrogen kft.) végeztem. A 15 pL mintdhoz 5 pL NUPAGE LDS 4X (Invitrogen kft.)
mintaold6 puffert és 2 uL 500 mM 1,4-ditio-DL-treitolt (DTT) adtam. A mintat 15
percig 90 °C-on tartottam, melyet 30 perc szonikalas kdvetett. Ezutan ismét 15 percig
90 °C-on tartottam a mintat, majd 3 uL 200 mM jédacetamidot adtam hozza és 30
percig szobahémérsékleten sotétben taroltam, majd 3 percig centrifugaltam 13 500
rpm-en. A molekulastly markert a kovetkezOképpen készitettem el6: 7 L markert 10
percig 70 °C-on tartottam, majd 5 percig centrifugdltam 13 500 rpm-en. Az
elektroforézishez NUPAGE SDS (Invitrogen kft.) puffert hasznaltam.

Az elektroforézis paraméterei:
fesziiltseg (konstans): 200 V
aramerdsség (limit): 200 mA

futtatas ideje: 50 perc

A fehérjéket SimplyBlue SafeStain (Invitrogen kft.) festékkel torténd festéssel
detektaltam, a gyarto szerinti protokollt kdvetve. A fehérje-savokat kivagtam, mostam,
majd felapritottam Kis darabokra. Ezutan a gél darabokat sorrendben 50% és 100%
acetonitrillel; 200 mM NH4HCO;3; pufferrel, végil 100% acetonitrillel mostam, minden
esetben 15 percig, hogy a festéket cltavolitsam a gélb6l, majd a gél darabokat
beszaritottam. A fehérjéket 5 uL 100 mM DTT-vel redukaltam 60 °C-on (30 percig),

33



DOI:10.14753/SE.2012.1772

majd sotétben 8 pL 200 mM jédacetamid hozzaadaséaval alkilaltam (30 percig). A
mintat acetonitrillel és pufferrel torténé mosast kovetden beszaritottam. A teljesen
beszaradt géldarabokhoz 20 pL RapiGest 0,2%-0s vizes oldatat adtam és a géldarabokat
37 °C-on 10 percig inkubaltam, majd ismét beszaritottam. A géldarabokhoz 3 pL
tripszint (0,5 mg/ml) és 47 pL 100 mM NH4HCO; puffert adtam, és a mintakat 45
percig jégen inkubaltam. Ezt kovetéen a mintdk emésztése egy éjszakan keresztiil (16
6ra) 37 °C-on ammonium-bikarbonat pufferben tortént. Az emésztés leéllitasat 1%
hangyasav (FA) oldattal végeztem.
A peptidek extrakcidjat a gélbdl egy korabban leirt modszer alapjan végeztem
[108], mely a kdvetkezd 1épésekbdl allt:
1 25 pL 5% hangyasav + 50% ACN + 45% Milli-Q viz (20 perc inkubalas)
2 centrifugalas 2 percig 13 500 rpm-en, majd az oldat lepipettazasa a
géldarabrol (frakcid)
Az elsé két 1épést haromszor megismételtem ¢és a frakciokat egy
Eppendorf cs6ben egyesitettem.
3 Géldarabok beszéritasa (30 perc, 50 °C)
4 Visszaoldas 30 puL Mill-Q vizben és egyesités a 2-es pont frakcioival

Az igy kapott oldatot C18-as Zip-Tip pipettaheggyel tisztitottam.

I11. 2. 3. Vezikulumok felbontasa fagyasztas-olvasztas ciklusok
alkalmazasaval

A harmadik modszer melyet a vezikulumok felbontasara hasznaltam, a
fagyasztas-olvasztas ciklusok alkalmazasa volt. Elséként a vezikulum mintakat 5
fagyasztas-olvasztas ciklus hatdsénak tettem ki. Fagyasztasi lépésként a mintat egy 6ran
keresztiil -20 °C-on troltam, vagy més esetben a mintakat a ciklusok soran fél percig
folyékony nitrogénbe martottam. Egy harmadik esetben pedig a fagyasztas-olvasztas
eljaras soran 5 ciklus folyékony nitrogént (30 s) és két ciklus -20 °C-on (1 6ra) torténd
fagyasztast alkalmaztam. Az olvasztas minden esetben vizflirdében szonikaldssal (10
perc) tortént.

A végsd modszer, melyet a vezikulumok felbontasara alkalmaztam a kovetkezd

volt: 8 pL felolvasztott vezikulum mintahoz 2 pmol béta-laktoglobulin (BLG) bels6
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standardot (2 pL térfogatban) adtam. A fagyasztds-olvasztas eljaras soran 5 ciklus
folyékony nitrogént (30 s) és két ciklus -20 °C-on (1 o6ra) torténé fagyasztast
alkalmaztam. A felbontast kovetden lehetévé valt a vezikulumok fehérje tartalmanak
emésztése. A 10 pL mintat a Ill. 3. 3. fejezetben leirt modszerrel emésztettem meg;
centrifugalas utdn a mintakat kozvetleniil vizsgaltam, nem koncentraltam Oket a
nanoLC-MS(MS) vizsgalat el6tt.

I11. 3. Fehérje emésztésre hasznalt protokollok

A komplex biologiai mintdk fehérjéinek emésztésére harom protokollt
alkalmaztam és hasonlitottam 6ssze human plazma mintan. A plazma szamos
komponenssel rendelkezik, igy felhasznalhaté bonyolult keverékek modellezesere. Ezen
protokollok koziil kettd irodalmi moédszer (A és B protokoll), melyeket modositas
nélkil hasznaltam, egy pedig az Uj, altalam kidolgozott ,,Mini” protokoll volt. A

protokollok 6sszefoglalasa a 2. tablazatban talalhato.

I11. 3. 1. A protokoll [109]

60 L vizsgélati mintat tartalmazé oldathoz (4 pL 100 x-ra higitott plazma és 20
pmol BLG oldat vizben) 30 pL 0,5 % RapiGest oldatot adtam. A diszulfid csoportok
redukalashoz szilkséges DTT-t valamint az alkilalashoz sziikséges joédacetamidot 100
mM NH4HCO; oldatban oldottam fel. 5 uL 100 mM DTT hozzéadasat kévetéen a
mintakat 60 °C-on 30 percig termosztaltam, majd a mintdhoz 12 pl 200 mM
jodacetamidot és 38 pL 200 mM NH4HCO3;  puffert adtam és a mintékat
szobahOmérsékleten 30 percig soOtétben taroltam. A fehérjék peptidekre hasitasat
tripszinnel (1:25 tripszin:fehérje arany) végeztem, a mintat 37 °C-on 90 percig
inkubaltam. Az emésztés ledllitasara és a RapiGest elbontasara a mintahoz 4 pL
hangyasavat adtam és 37 °C-on 30 percig inkubaltam. Ezt a mintak 10 percig tartd
centrifugalasa kovettel3 500 rpm alkalmazasaval. A centrifugalast kovetéen a vizben
oldhatatlan feltiluszét eltavolitottam, majd a megmaradé tiszta oldatot atpipettaztam egy
Uvegedénybe.
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I11. 3. 2. B protokoll [110]

12 pL vizsgéalati mintét tartalmazé oldathoz (4 pL 100 x-ra higitott plazma és 20
pmol BLG oldat vizben) 10 uL 0,2 % RapiGest oldatot adtam. A redukalashoz
szlikséges DTT-t, valamint az alkilalashoz sziikséges jodacetamidot 100 mM NH4HCO;
oldatban oldottam fel. 2 pL 100 mM DTT hozzaadasat kdveten a mintakat 60 °C-on 30
percig termosztaltam, majd a mintahoz 3 ul 200 mM jodacetamidot és 30 uL 100 mM
NH4HCO; puffert adtam és a mintakat szobahémérsékleten 30 percig sotétben taroltam.
A fehérjék peptidekre hasitasat 1:25 aranyban (tripszin:fehérje) hozzaadott tripszinnel
biztositottam és a mintat 37 °C-on 90 percig inkubaltam. Az emésztés leallitasara és a
RapiGest elbontasara a mintahoz 3 pL hangyasavat adtam és 37 °C-on 30 percig
inkubaltam. Ezt a mintak 10 percig tarté centrifugalasa kdvette 13 500 rpm-en. A minta
vegtérfogata 61 pL, melyet 150 pL-re egészitettem ki Milli-Q vizzel.

Az emésztést ugyanilyen korulmények kozott elveégeztem tized mennyiségii
plazmat és belsé standardot tartalmazo mintan is. Emésztést kovetden a mintat Speed
Vac késziléken teljesen beparoltam, majd visszaoldottam 15 puL 1% FA-at tartalmazo
Milli-Q vizben.

I11. 3. 3. ,,Mini” protokoll [111]

10 pL vizsgalati mintét tartalmazo oldathoz (2 pL 500 x-ra higitott plazma és 2
pmol BLG oldat vizben) 1 pL 0,13% RapiGest-et és 33 mM DTT-t tartalmazo reagens
keveréket adtam és a mintakat 60 °C-on 30 percig termosztaltam. Redukalast kovetden,
alkilalas céljabol a mintdhoz 3 pL 33 mM jodacetamidot és 167 mM NH4HCOs;—ot
tartalmazo oldatot adtam és a mintakat szobahémérsékleten 30 percig sotétben taroltam.
A fehérjék peptidekre hasitasat tripszin (0,5uL, 4uM) hozzéadéséval 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 FA-at
adtam és 37 °C-on 30 percig inkubaltam. Ezt a mintak 10 percig tarté centrifugalasa
kovette 13 500 rpm alkalmazasaval. A centrifugalast kovetden a vizben oldhatatlan
feluluszot eltavolitottam, majd a megmarado tiszta oldatot atpipettaztam egy edénybe.

Az emésztést kovetden a minta végtérfogata 15 pL volt.
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I11. 4. A peptidfragmensek nanoUPLC-MS(MS) analizise

A proteomikai munkak sordn nyert triptikus peptidek elvalasztasa és analizise
altalanosan nanoLC-MS(MS) modszerrel torténik. Elvalasztisra elsdsorban forditott

fazist C18-as oszlopokat hasznalnak.

I11. 4. 1. Nanoaramlasos folyadekkromatogréafia

A plazmafehérjék illetve az extracellularis vezikulum peptidjeinek elvalasztasa a
somentesitest kovetden forditott fazisu, C18-as kapillaris oszlopon tortént NanoAcqiuty
UPLC System kromatografids rendszer alkalmazasaval. Eluensként A) 0,1%
hangyasavat tartalmaz6 HPLC tisztasdgu vizet és B) 0,1% hangyasavat tartalmazo
acetonitrilt hasznaltam. A folyadékkromatografids mérés soran alkalmazott gradiensek

paraméterei a 3. tablazatban lathatok.

3a. tablazat A nanoLC gradiens az emésztési protokoll kidolgozasa esetén

Idé6 (perc) Ararrz:lai;;::)(gsseg A eluens aranya (%) | B eluens aranya (%)
0 0,4 90 10
70 0,4 50 50
72 0,4 15 85
80 0,4 15 85
82 0,4 90 10
100 0,4 90 10

3b. tdblazat A nanoL.C gradiens extracellularis vezikulumok vizsgélata esetén

1d6 (perc) Ararrg:lai;;::)(gsseg A eluens aranya (%) | B eluens aranya (%)
0 0,4 90 10
150 0,4 60 40
155 0,4 15 85
180 0,4 15 85
182 0,4 90 10
200 0,4 90 10
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A meérések sordn 2,0-5,0 uL. mintamennyiséget injektaltam az oszlopra, ami
kdzvetlenll kapcsolddott a tomegspektrométer nanoESI ionforrasahoz.

I11. 4. 2. Tdmegspektrometria

A fehérjék azonositasa tandem tdmegspektrometridval tortént. A felvétel pozitiv
ionizéacios modban 400-2000 m/z témegtartomanyban késziilt 4 s ciklusokat hasznélva,
mely ciklus egy teljes spektrumbdl és a 3 legintenzivebb ion MS/MS spektrumabol allt.
A hasznalt gradiens esetén az alapvonalon mért csicsszélesség korulbelil 1 perc, ez 4
mp-es ciklusid6é esetén fél-kvantitativ mérésekhez megfelel. Az MS/MS Kkisérletek
soran argon gazt alkalmaztam, az (tkozési energidkat pedig a prekurzor ion toltési
allapota és tomege alapjan valtoztattam a 18-80 eV tartomanyban. A referenciaoldat 100
pg/uL leucin-enkefalin oldat volt 1:1 aranyud acetonitril:viz elegyben oldva; az olddszer

0,1 % hangyasavat tartalmazott.

A tomegspektometriai paraméterek
lonizacios mod: pozitiv ionizacio
Kapillaris fesziltség: 3,3 kV
Cone fesziltség: 30,0 V

Forras hdmérséklete: 85 °C

I11. 4. 3. A nanoLC-MS/MS adatok értékelése, a fehérjék azonositasa

A Kkisérlet soran nyert spektrumok feldolgozasat a ProteinLynx GlobalServer
(Waters, Milford, MA, USA) szoftverrel végeztem. A feldolgozott spektrumokat a
Mascot (Matrix Science, London) és X! Tandem (The GPM, thepgm.org; version
2007.01.01.1) programokkal értékeltem Kki.

Az extracellularis vezikulum fehérjék azonositasa esetén Mus musculus (hazi
egér) taxonomiat eés a SwissProt_51.6 szekvencia adatbazist hasznaltam. A kereses
soran egy kihagyott hasitasi helyet engedélyeztem, fix mddosulasként a ciszteinek
jédacetamid szarmazékat, mig lehetséges mddosulasként a metionin aminosavak
oxidaciojat, valamint a szerin, treonin és tirozin aminosavak foszforilaciojat allitottam

be. Az anyaionok esetén 50 ppm toleranciat, mig a fragmens ionok esetén 0,15 Da
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tobmeg toleranciat engedélyeztem. Az MS/MS alapu peptid és fehérje azonositas
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 valdsziniiséggel
azonositottakat, legalabb két egyedi peptidfragmens azonositasa esetén. A forditott
szekvencia adatbazisban torténd kereséssel meghatdroztam a tévesen azonositott
fehérjek mennyiségét; p<0,01 szignifikancia szintet hasznalva a mikrovezikulumok
0,51%-a, mig az apototikus testek fehérjeinek 0,40%-a volt tévesen azonositott. Az
eredmények harom fliggetlen bioldgiai minta eredményeinek Osszesitésébol
szdrmaznak. Az egyik minta esetén harom technikai replikdtum vizsgélatat is
elvégeztem.

A plazmafehérjék azonositasa esetén Homo sapiens taxondémiat és a
SwissProt_52 szekvencia adatbazist hasznéltam. A fehérjeazonositas két kritérium
alapjan tortént. A ,,szigort” kdvetelmény esetén legalabb két 34-es (p<0,005) ,,Mascot
ion score”-ral rendelkez6 peptidfragmens azonositasa sziikséges. A ,,1aza” kdvetelmény
esetén a 24-es pontszammal (p<0,05) rendelkez6 fehérjéket is elfogadtuk és egy
peptidfragmens azonositasa is elegendd volt. A jelintenzitasok meghatarozasa a
kromatografias futasokbol tortént MS Uzemmddban. A mennyiségi becslésekre a
kiilonboz6 peptidfragmensek ionkromatogramjainak csUcstertleteit hasznaltam. A
kihagyott hasitasok és nem specifikus peptidfragmensek azonositasa is Mascot program
segitségével tortént, az utobbi esetben szemi-tripszin emésztdenzim beallitasaval.

A ,,Mini” emésztési protokoll és az irodalmi protokollok teljesitoképességének
jellemzése a kovetkezd mérdszamokkal tortént: azonositott fehérjék szama és a HPLC-
MS kromatogramban észlelt jelintenzitdsok 6sszehasonlitasa. A fehérjék azonositasa a
fentebb leirt két kritérium (,,laza” és ,,szigor(™) alapjan tortént. A kivalasztott peptidek
csUcstertleteinek meghatarozasat kulon HPLC-MS futasokbdl végeztem. A “Mini”
protokoll reprodukalhatosagat a fenti mérészdmokkal jellemeztem harom emésztés
esetén (melyet kiilonb6zé személyek kiillonb6z6 napokon készitettek). A ,,Mini”
protokoll eredményességét ket irodalmi protokollal (A és B protokoll [109, 110])
torténd Osszehasonlitast kovetden allapitottam meg. Az irodalmi protokollok nagyobb
mintamennyiségek nagy térfogatld emésztésére alkalmasak, igy alkalmazasuk esetén a

»Mini” protokollhoz képest tizszeres anyagmennyiseget emésztettem tizszer nagyobb
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térfogatban. Ellendriztem tovabba az egyik irodalmi protokoll esetén a beparldsi 1épés
reprodukalhatésagra és fehérjék azonositasara gyakorolt hatasat is. A ,,Mini”
protokollban bevezettem tetszdleges, kismértékii valtoztatasokat is, hogy megfigyeljem,
azok milyen mértékben befolyasoljak a kapott eredményt. Végil ellendriztem a

protokoll alkalmazhatdsagat rendkiviil kis mennyiségli fehérje emésztése esetén.

I11. 4. 4., Jelzés nélkuli” kvantifikalas

A mikrovezikulumokban és apoptotikus testekben tal&lhato hiszton mennyiségét
»jelzés nélkuli” eljarassal hasonlitottam Ossze. Az adott fehérje hdrom legintenzivebb
peptidje jelintenzitdsainak atlagat az ismert mennyiségli bels6 standard, a BLG harom
legintenzivebb peptidje intenzitasanak atlagahoz hasonlitottam a nanoUPLC-MS futas
soran. Mivel a bels6é standard koncentracioja az oldatban ismert volt, lehetévé valt a

kvantitativ becslés.
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V. EREDMENYEK

1V. 1. Az extracellularis vezikulumok feltarasa

Elsé feladatom a vezikulumok feltardsanak megoldasa volt olyan eljarassal,
mely a késObb alkalmazandé nanoUPLC-MS analitikdt nem zavarja. A feherjék

extrakcidjara harom maodszert hasonlitottam dssze.

IV. 1. 1. FelUletaktiv anyagokkal

Az els6é esetben az extracelluléris vezikulum frakciot kiilonbozo fellletaktiv
anyagok hatasanak tettem ki a Ill. 2. 1. fejezetben leirtak szerint. A mintael6készités
ebben az esetben viszonylag kevés, 13 1épésbol allt. A fellletaktiv anyagok
alkalmazasanak nagy héatrdnya azonban, hogy a vezikulumok membréanjanak
felbontasdhoz szikséges koncentracioban mar zavarjdk a tomegspektrometrias
méréseket. Méréseim soran azt tapasztaltam, hogy a detergensek tomegspektrumban
észlelt jelei elnyomjak a vezikulumok fehérjéinek jeleit és nem tudtam a tandem

tomegspektrometriai mérések alapjan vezikulumokbol fehérjéket azonositani.

1V. 1. 2. Gélelektroforézissel

A kovetkez6 modszer, amelyet alkalmaztam, a minta kozvetlen SDS
poliakrilamid gélen torténé futtatasa és emésztése volt a Ill. 2. 2. fejezetben leirtak
szerint. Az 5. abran egy altalam futtatott gélelektroferogram részlete lathat6. Az &bra bal
oldalan a molekulasuly markerek talalhatok.

A bekeretezett gélcsikokat kivagtam, megemeésztettem tripszinnel, majd kdvetkezett a
tdmegspektrometrids analizis. Van olyan bekeretezett rész, ahol tobb fehérjecsik is
lathatd. Ez a meghatarozast nem zavarta, ezekben a mintakban tobb fehérje jelenlétét
mutattam ki. A moddszer alkalmazasaval néhany fehérjét azonositottam a vezikulum
mintakban. A mintael6készités azonban elég hosszadalmas 46 lépés, korulbeltl 2 nap.
Tovéabba a peptidek gélbdl torténd extrakcidja hibakkal terhelt, valamint a kivagott
gélcsikok szamanak megfelel6 nanoUPLC-MS(MS) felvétel szikséges, ami az
atereszt6képesség csokkenéséhez vezet. Ezért kevéshé iddigényes és kevesebb hibaval

terhelt mintael6készitési eljarast szerettem volna kidolgozni.
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5. abra Jurkat T-sejt eredetii extracellularis vezikulum gélelektroferogramja

(baloldalon a molekulasuly markerekkel).

IV. 1. 3. Fagyasztas-olvasztas eljarassal

Az altalam kifejlesztett kevésbé idoigényes mintaelokészitési eljaras a
fagyasztas-olvasztas alkalmazésa volt. A modszer kidolgozasa soran kiilonb6z6 szamu
ciklusokat és kiilonbozé fagyasztasi 1épéseket hasznéltam. Ezek kozil az 6t ciklus
folyékony nitrogént (30 s) és a két ciklus -20 °C-on (1 o6ra) torténé fagyasztast
tartalmazd modszert vélasztottam a vezikulumok felbontasara. A két fagyasztasi
modszert egyittesen tartalmazd protokollt hatdsosabbnak taldltam a csak folyékony
nitrogént vagy csak -20 °C-on torténd fagyasztast tartalmazé protokolloknal. Féként a
membranfehérjék azonositasa szempontjabol volt eldnyos ezek kombinalasa.

A mintael6készités 1ényegesen rovidebb a gélelektroforézisnél; 19 1épés
szemben a 46 lépéssel. Ezzel az eljardssal korulbeltl négyszer tébb fehérjét
azonositottam a vezikulum mintdban. Ez a modszer gyorsnak, egyszerinek és
hatékonynak bizonyult a vezikulumokban talalhatd fehérjék kiszabaditasara.
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IV. 2. Protokoll kidolgozasa kis mennyiségii anyagok
emeésztésere

Az elOkisérletek soran azt tapasztaltam, hogy a kis mennyiségben rendelkezésre
allé vezikulumok fehérjéinek analizise az irodalmi emésztési modszerekkel nem
val@sithatdé meg. Ezért szikségessé valt a tripszines emésztési protokoll miniatirizalasa,
illetve kis anyagmennyiségre és mintatérfogatra torténé optimalasa.

Olyan mddszer kidolgozésa volt a célom, ami jol miikodik
a) kis mintatérfogat esetén
b) amikor az 6sszfehérje mennyiség limitalt (<5 pmol)
c) képes fehérjekeverékek minor komponenseinek azonositasara

d) fel-kvantitativ eredményeket szolgaltat

A kidolgozott protokoll részletes leirdsa a 111.3.3 fejezetben talalhatd.

IV. 2. 1. A kidolgozott protokoll reprodukalhatésaga, robosztussaga

A protokoll kidolgozésa sordn humén plazma mintat emésztettem. Mielbtt a
kidolgozott protokollt a nagy térfogat olddszereket alkalmazd [109, 110] irodalmi
protokollok  eredményéhez  hasonlitottam volna, ellenériztem a modszer
reprodukalhatosagat. Harom emésztés eredményeit (melyet kiilonboz6 szemelyek
kiilonb6z6 napokon készitettek) hasonlitottam Ossze az azonositott fehérjék szama és a

kivalasztott csucsok tertlete alapjan. Az eredményeket a 4. tablazatban mutatom be.
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A valasztott csucsok esetén a csucsteriiletek relativ szérasa 8,3% volt. Az
azonositott fehérjék szama a ,laza” kritériumok esetén 16 és 20 kozott valtozott. Az
ilyen mértékli pontossag a legtobb proteomikai vizsgalat esetén teljesen elfogadhato,
kilonoskeppen, ha figyelembe vesszilk, hogy az emésztés soran tobb esetben is 1 pL
térfogatl reagenst adtam a mintdhoz. Ezen kivil a mért ionintenzitasok is rendelkeznek

egy adott szorassal.

IV. 2. 2. A kidolgozott protokoll jellemzésére hasznalt méroszamok,
irodalmi adatokkal torténé osszevetése

A ,Mini" protokollal kapott eredményeket két masik emésztési protokoll
eredmeényeivel vetettem 6ssze, melyek nagyobb mintamennyiségek nagy térfogati
emésztésére alkalmasak (A és B protokoll [109, 110]). Annak érdekében, hogy az
eredmények a ,,Mini” protokollal 6sszehasonlithatoak legyenek, az A és B protokoll
esetén tizszer nagyobb térfogatban tizszeres anyagmennyiséget emésztettem és 2 uL
mintat injektaltam. fgy minden injektdlas sordn azonos mennyiségii 400 fmol
albuminnak és 260 fmol BLG-nek megfelel6 mennyiségli mintat juttattam az oszlopra.

A kidolgozott protokollok teljesitoképességét a kovetkezd mérdszamokkal
jellemeztem: (a) azonositott fehérjék szama. A fehérjék azonositasa szekvencia
darabokon (MS/MS) alapul, a Ill. 4. 3. fejezetben leirt két kritérium (,laza” és
»szigoru”) alapjan. (b) A HPLC-MS kromatogramban észlelt jelintenzitasok
0sszehasonlitasa. A kiilonb6z6 fehérjékhez tartozo kivalasztott peptidek csucsteriileteit
kilon HPLC-MS futdsokbol hataroztam meg. Ehhez a kovetkezd peptidfragmenseket
valasztottam ki: egy belsé standardhoz tartozot (BLG, m/z 858.40); egy f6 fehérje
komponenshez tartozét (albumin, m/z 1013.60); és két kisebb mennyiségben jelenlévé
komponenshez tartozot (transzferrin, m/z 708.35; és immunoglobulin gamma lanc, m/z
839.39). A minor komponensek esetén korulbelll 30-40 fmol kertlt az oszlopra az
injektalas soran. Szamos tovabbi azonositott fehérje mennyisége a 1-10 fmol
tartomanyban volt. A harom emésztési protokollal kapott eredményeket az 5.

tablazatban foglaltam Gssze.
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Az eredmények alapjan megallapithato, hogy a ,,Mini” protokoll legalabb olyan
eredményes, mint a ,standard” protokollok. A belsé standardhoz tartozd cstlcs
intenzitdsa gyakorlatilag mindharom esetben azonos. A plazmafehérjék peptidjei
tipikusan a kifejleszett ,,Mini” protokoll esetén a legintenzivebbek. Kiléndsen fontos,
hogy ezzel a protokollal tudtam a legtobb fehérjét azonositani, mind a ,,szigord” mind
pedig a ,,laza” kdvetelményekkel. Az intenzivebb jelintenzitasokhoz és a tovabbi minor
fehérje komponensek azonositdsahoz hozzajarulhatott a RapiGest mennyiségének
csOkkentése és tripszin mennyiségének novelése is.

Végeztem vizsgalatot azonos mennyiségli fehérje (5 pmol 0Osszfehérje
mennyiség) B protokoll szerinti nagytérfogatl (61 pL) emésztése esetén ugy is, hogy az
emésztést kovetden a mintat beparoltam, majd 15 pL térfogatban visszaoldottam ¢és 2
uL részletét vizsgaltam. A jelintenzitasok azonban igy legalabb tizszer kisebbek voltak;
mindossze két fehérjét, az albumint és a BLG-t tudtam azonositani a ,laza”
kovetelmények alkalmazasaval is. Emellett a reprodukalasi eredmények is nagyon
rosszak voltak. A minta beparlasa tehat elkeriilendd, hiszen jelentds mintaveszteséghez
vezet.

Egy tovabbi vizsgalatot is elvégeztem annak megfigyelésére, hogy a
protokollban bevezetett tetszéleges, kismértékii valtoztatasok milyen mértékben
befolyasoljak a kapott eredményt. Ennek érdekében a RapiGest mennyiségét
kétszeresere a puffer mennyiségét pedig 50%-kal néveltem, mig a DTT, jédacetamid és
tripszin mennyiségét 10%, 25% és 50%-kal csOkkentettem. Az eredmények csak
kismértékben véltoztak (20 fehérjét azonositottam; a csUcsteriiletek esetén a szorés a
»,Mini” protokollhoz viszonyitva éatlagban 16% volt). Ezzel igazoltam, hogy a
kidolgozott protokoll robosztus; nem érzékeny a reagensek mennyiségének kismértékii

valtozasa irant.

IV. 2. 3. A ,,Mini” protokoll alkalmazhatésaga kis mintamennyiség
esetén

Végso ellendrzésként megvizsgéaltam a protokoll alkalmazhatosagat rendkiviil
kis mennyiségli (a 2 pmol mennyiségben talalhaté BLG-t leszamitva 300, 100 és 50
fmol Osszfehérje mennyiségnek megfeleld) fehérje emésztése esetén. Ehhez a plazma

mintat tovabb higitottam 10, 30 és 60-szorosara; igy 10 pL oldat 300, 100 es 50
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femtomolnyi albumint (és egyéb minor plazma komponenseket) tartalmazott. A
mintakhoz 2 pmol BLG bels6 standardot is adtam és a mintat a Kisérleti részben leirt
»Mini” protokoll szerint emésztettem. Ebben az esetben az emésztett mintabol 2 pL
helyett a maximalis 5 pL-t injektdltam a nanoUPLC oszlopra. Az eredmények (6.
tablazat) is alatdmasztjak, hogy még ilyen Kkis fehérjemennyiség is sikeresen
megemészthetd jelentés mintaveszteség nélkiil, hiszen az albumin mellett egyéb minor
plazma komponenseket is azonositottam, mikézben az emésztett 6sszfehérje mennyiség
minddssze kb. 110 fmol (13 ng) volt.
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V. 3. Thymocyta-eredetii mikrovezikulumok és apoptotikus
testek proteomikai jellemzése

Thymus eredetii extracellularis vezikulumok proteomikai vizsgalatarol ezidaig
nem szamoltak még be. Mivel a thymus kiemelt szerepet jatszik az immunsejtek
érésében és az immunvélasz kialakuldsdban, fontosnak tartottuk a thymus sejtek altal
szekretélt mikrovezikulumok és apoptotikus testek fehérjéinek azonositasat. Miutan
megoldottam a vezikulumok feltarasat és a kis mintamennyiség sikeres emeszteset,
kovetkezo feladatom a peptidek elvalasztasara alkalmazott kromatografia optimaléasa és

a tomegspektrometriai felvételek kiértékelése volt.

IV. 3. 1. A kromatografias paraméterek optimalasa

A fehérjék emésztését kovetden a triptikus peptideket nanoUPLC-MS(MS)-sel
vizsgaltam. Tekintettel arra, hogy a vezikulumok rendkivil dsszetett biologiai mintak és
sok fehérjét tartalmaznak, a kromatografia iddétartamanak optimalasa volt az elsédleges
szempont. A gradiens idejének novelésével a csucskapacitas novelhetd. Kiilonb6zo
idejii gradienseket alkalmaztam 70 és 250 perc kdzott. Mérési eredményeim szerint a
kromatografias elvalasztas koriilményeitdl fliiggéen a legtobb fehérjét a 150 perces
gradiens alkalmazasaval azonositottam. A 6. abran megfigyelhetd, hogy még 150 perces
gradiens (I11.4.1 fejezet) alkalmazasa soran is siriin talalhatbak a cstcsok a
kromatogramon. A gradiens hosszanak tovabbi ndvelése azonban nem ndéveli az

azonositott fehérjek szamat.
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6. abra Thymus eredetii apoptotikus test (a) és mikrovezikulum (b) mintak

tripszines emésztést koveto baziscsucs kromatogramja.

IV. 3. 2. Azonositott fehérjek

Az egér thymus sejtekbdl szarmazo apoptotikus testekben 142, mig a
mikrovezikulumokban 195 fehérjét azonositottam. A thymus eredetii apoptotikus
testekben és mikrovezikulumokban azonositott egyedi és kdzos fehérjék listajat a 7.
tablazat tartalmazza. Az egyes feherjékhez azonositott peptidek listaja mérete miatt a
dolgozatban nem szerepel, a lista megtalalhatd a
http://dx.doi.org/10.1016/j.jprot.2011.05.023 cimen.
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7. tablazat Thymus eredetii mikrovezikulumokban és apoptotikus testekben

azonositott fehérjék az egyedi peptidszammal és szekvencia lefedettséggel

Mikrovezikulum Apoptotikus test
Fehérje azonosité Egyedi Szekvencia Egyedi Szekvencia
peptidek lefedettség peptidek lefedettség
szama szama
1433E_MOUSE 3 15.70% 200.00% 15.70%
1433T_MOUSE 2 21.60% 0.00% 0.00%
1433Z_MOUSE 5 23.70% 400.00% 29.80%
2AAA_MOUSE 2 7.98% 0.00% 0.00%
4F2_MOUSE 8 26.00% 0.00% 0.00%
6PGL_MOUSE 3 28.80% 0.00% 0.00%
ABI3_MOUSE 2 8.17% 0.00% 0.00%
ACADL_MOUSE 0 0.00% 300.00% 14.20%
ACON_MOUSE 0 0.00% 400.00% 9.49%
ACTB_MOUSE,ACTG_MOUSE 18 68.50% 2100.00% 73.60%
ACTC_MOUSE,ACTS_MOUSE 2 22.30% 200.00% 22.30%
ACTN4_MOUSE 4 7.79% 200.00% 4.39%
ADA_MOUSE 2 14.20% 0.00% 0.00%
ADT2_MOUSE 0 0.00% 200.00% 13.80%
ALBU_MOUSE 0 0.00% 200.00% 4.44%
ALDH2_MOUSE 0 0.00% 200.00% 6.94%
ALDOA_MOUSE 2 9.34% 0.00% 0.00%
AN32A_MOUSE 2 18.20% 0.00% 0.00%
AN32E_MOUSE 2 12.70% 0.00% 0.00%
ANK1_MOUSE 0 0.00% 400.00% 4.51%
ANX11_MOUSE 2 6.36% 0.00% 0.00%
ANXA2_MOUSE 7 39.80% 800.00% 26.30%
ANXA5_MOUSE 4 21.90% 200.00% 9.72%
ANXA6_MOUSE 17 36.10% 200.00% 4.90%
AQP1_MOUSE 0 0.00% 200.00% 23.40%
ARF1_MOUSE,ARF3_MOUSE 19.90% 300.00% 27.60%
ARP2_MOUSE 3 17.00% 300.00% 12.70%
ARP3_MOUSE 5 26.80% 300.00% 18.90%
AT1A1_MOUSE 17 21.60% 1300.00% 18.50%
AT1B1_MOUSE 2 8.22% 0.00% 0.00%
AT1B3_MOUSE 3 22.30% 0.00% 0.00%
ATPA_MOUSE 3 10.50% 700.00% 15.70%
ATPB_MOUSE 4 15.10% 1500.00% 47.80%
B3AT_MOUSE 3 5.17% 900.00% 20.50%
BASI_MOUSE 3 9.77% 200.00% 7.20%
C1QBP_MOUSE 0 0.00% 200.00% 20.10%
CALM_MOUSE 2 36.20% 0.00% 0.00%
CALX_MOUSE 2 9.48% 0.00% 0.00%
CAP1_MOUSE 4 13.10% 200.00% 8.65%
CAPZB_MOUSE 2 16.20% 0.00% 0.00%
CATD_MOUSE 3 17.60% 200.00% 10.70%
CAZA1_MOUSE 2 9.79% 200.00% 9.79%
CD45_MOUSE 14 19.40% 900.00% 14.90%
CD5_MOUSE 5 15.80% 0.00% 0.00%
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Mikrovezikulum Apoptotikus test
Fehérje azonosité Egyedi Szekvencia Egyedi Szekvencia
peptidek lefedettség peptidek lefedettség
szama szama
CD97_MOUSE 2 3.55% 0.00% 0.00%
CDC42_MOUSE 2 16.80% 0.00% 0.00%
CH60_MOUSE 0 0.00% 600.00% 17.30%
CHM4B_MOUSE 2 12.10% 0.00% 0.00%
CISY_MOUSE 0 0.00% 300.00% 18.30%
CLH_MOUSE 15 17.70% 400.00% 3.16%
CLIC1_MOUSE 3 16.60% 200.00% 14.10%
CN37_MOUSE 2 9.76% 0.00% 0.00%
COF1_MOUSE 5 47.00% 500.00% 44.00%
COR1A_MOUSE 7 28.00% 600.00% 25.80%
COX2_MOUSE 2 26.00% 300.00% 30.40%
COX5A_MOUSE 2 31.00% 0.00% 0.00%
DDX5_MOUSE 4 8.63% 200.00% 3.75%
DEK_MOUSE 2 6.84% 0.00% 0.00%
DHSA_MOUSE 0 0.00% 200.00% 7.23%
DHX9_MOUSE 3 3.19% 0.00% 0.00%
DPP4_MOUSE 3 5.53% 0.00% 0.00%
ECHB_MOUSE 0 0.00% 200.00% 9.05%
EF1A1_MOUSE 8 31.60% 800.00% 36.80%
EF2_MOUSE 13 23.70% 600.00% 12.50%
EFTU_MOUSE 0 0.00% 200.00% 7.30%
ENOA_MOUSE 8 34.80% 800.00% 32.00%
ENPL_MOUSE 2 6.98% 200.00% 4.11%
ETFA_MOUSE 0 0.00% 200.00% 12.00%
EZRI_MOUSE 4 12.60% 300.00% 10.90%
FA62A_MOUSE 2 4.12% 0.00% 0.00%
FAS_MOUSE 2 1.80% 0.00% 0.00%
FMNL_MOUSE 5 8.14% 200.00% 3.02%
G3P_MOUSE 11 45.90% 1200.00% 53.80%
GBB1_MOUSE 5 34.40% 0.00% 0.00%
GBB2_MOUSE 8 41.80% 300.00% 15.60%
GBLP_MOUSE 2 10.10% 0.00% 0.00%
GDIB_MOUSE 5 16.90% 300.00% 14.20%
GDIR_MOUSE 3 27.90% 200.00% 20.10%
GDIS_MOUSE 5 53.50% 0.00% 0.00%
GNA13_MOUSE 2 9.55% 0.00% 0.00%
GNAI2_MOUSE 8 35.80% 400.00% 23.90%
GNAI3_MOUSE 3 24.60% 200.00% 16.70%
GRP75_MOUSE 0 0.00% 400.00% 8.39%
GRP78_MOUSE 3 9.01% 500.00% 13.40%
GSTP1_MOUSE 3 25.70% 0.00% 0.00%
H12_MOUSE 6 20.80% 500.00% 17.50%
H15_MOUSE 4 15.20% 200.00% 5.83%
H2A2A_MOUSE,H2A2C_MOUSE 2 50.80% 200.00% 45.40%
H2AV_MOUSE,H2AZ_MOUSE 2 33.60% 200.00% 33.60%
H2AX_MOUSE 4 46.20% 400.00% 47.60%
H2AY_MOUSE 2 10.20% 0.00% 0.00%
H2B1B_MOUSE,H2B1F_MOUSE, 6 49.20% 600.00% 41.30%
H2B1K_MOUSE,H2B1P_MOUSE
H33_MOUSE 4 43.40% 500.00% 43.40%
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Mikrovezikulum Apoptotikus test
Fehérje azonosité Egyedi Szekvencia Egyedi Szekvencia
peptidek lefedettség peptidek lefedettség
szama szama
H4_MOUSE 10 50.50% 900.00% 58.30%
HA12_MOUSE 3 11.00% 300.00% 9.59%
HA21_MOUSE,HA22_MOUSE 4 31.80% 0.00% 0.00%
HA2D_MOUSE 4 26.20% 300.00% 26.20%
HB22_MOUSE 3 23.10% 0.00% 0.00%
HB2D_MOUSE 6 31.30% 300.00% 22.30%
HBA_MOUSE 4 43.00% 800.00% 90.10%
HBB1_MOUSE 3 27.90% 1000.00% 85.00%
HBB2_MOUSE 2 21.80% 300.00% 51.70%
HCDH_MOUSE 0 0.00% 200.00% 18.80%
HMGB1_MOUSE 2 14.40% 200.00% 14.40%
HMGB2_MOUSE 2 14.80% 0.00% 0.00%
HNRPF_MOUSE 4 22.70% 200.00% 12.00%
HNRPM_MOUSE 3 7.00% 0.00% 0.00%
HS90A_MOUSE 10 18.30% 500.00% 15.10%
HS90B_MOUSE 16 32.70% 1000.00% 19.50%
HSP74_MOUSE 2 3.92% 0.00% 0.00%
HSP7C_MOUSE 15 30.80% 900.00% 16.70%
IDH3A_MOUSE 0 0.00% 200.00% 9.56%
IFAA1_MOUSE 4 21.20% 400.00% 22.90%
IF5A1_MOUSE 2 22.70% 0.00% 0.00%
IQGA1_MOUSE 3 3.08% 300.00% 3.08%
ITA6_MOUSE 4 7.88% 0.00% 0.00%
ITAL_MOUSE 8 13.50% 0.00% 0.00%
ITB1_MOUSE 3 6.14% 0.00% 0.00%
ITB2_MOUSE 7 15.70% 200.00% 6.23%
K1C10_MOUSE 3 8.42% 400.00% 8.07%
K2C5_MOUSE 2 3.62% 0.00% 0.00%
KPYM_MOUSE 10 29.90% 600.00% 23.40%
LAP2_MOUSE 3 3.71% 0.00% 0.00%
LAT_MOUSE 2 15.70% 0.00% 0.00%
LCK_MOUSE 9 26.70% 400.00% 11.20%
LDHA_MOUSE 5 24.10% 300.00% 11.70%
LDHB_MOUSE 3 18.60% 300.00% 17.10%
LEG1_MOUSE 2 20.70% 0.00% 0.00%
LGUL_MOUSE 2 20.10% 0.00% 0.00%
LMNB1_MOUSE 3 8.16% 200.00% 6.12%
LSP1_MOUSE 0 0.00% 0.00% 10.90%
LY6D_MOUSE 2 21.30% 0.00% 0.00%
MDHC_MOUSE 6 34.70% 400.00% 18.00%
MDHM_MOUSE 4 17.50% 900.00% 37.00%
MOES_MOUSE 16 35.90% 700.00% 16.30%
MPCP_MOUSE 0 0.00% 200.00% 10.90%
MPRD_MOUSE 2 16.20% 0.00% 0.00%
MYH9_MOUSE 9 7.96% 1500.00% 13.40%
MYL6_MOUSE 2 15.90% 200.00% 15.90%
NDKA_MOUSE 4 37.50% 200.00% 17.10%
NDUA9_MOUSE 0 0.00% 200.00% 10.60%
NP1L1_MOUSE 2 12.30% 0.00% 0.00%
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Mikrovezikulum Apoptotikus test
Fehérje azonosité Egyedi Szekvencia Egyedi Szekvencia
peptidek lefedettség peptidek lefedettség
szama szama
NP1L4_MOUSE 3 11.70% 0.00% 0.00%
NPM_MOUSE 3 21.20% 0.00% 0.00%
NT5C_MOUSE 2 23.00% 0.00% 0.00%
NUCL_MOUSE 7 13.40% 0.00% 0.00%
ODPB_MOUSE 0 0.00% 200.00% 7.52%
PARK7_MOUSE 3 29.10% 0.00% 0.00%
PCBP1_MOUSE 4 21.90% 0.00% 0.00%
PCBP2_MOUSE 2 7.46% 0.00% 0.00%
PDC6I_MOUSE 5 10.10% 0.00% 0.00%
PDIA1_MOUSE 0 0.00% 200.00% 10.80%
PDIA3_MOUSE 2 4.76% 400.00% 10.50%
PGK1_MOUSE 5 26.10% 300.00% 14.90%
PHB2_MOUSE 0 0.00% 300.00% 16.40%
PLSL_MOUSE 6 18.50% 300.00% 9.41%
PP1A_MOUSE,PP1B_MOUSE, 2 10.60% 600.00% 53.00%
PP1G_MOUSE
PPIA_MOUSE 6 38.40% 0.00% 0.00%
PRDX1_MOUSE 4 29.10% 300.00% 22.10%
PRDX2_MOUSE 5 26.80% 600.00% 45.50%
PRDX6_MOUSE 2 16.50% 0.00% 0.00%
PROF1_MOUSE 4 29.30% 400.00% 48.60%
PSA5_MOUSE 0 0.00% 200.00% 10.40%
PSB3_MOUSE 2 18.00% 0.00% 0.00%
PSB4_MOUSE 0 0.00% 200.00% 14.00%
PTBP1_MOUSE 3 13.90% 200.00% 8.16%
PUR6_MOUSE 2 6.82% 0.00% 0.00%
RAB5C_MOUSE 3 18.50% 300.00% 18.50%
RAB7_MOUSE 2 15.50% 0.00% 0.00%
RAB8B_MOUSE 3 17.40% 0.00% 0.00%
RAC1_MOUSE 6 44.30% 300.00% 18.20%
RAC2_MOUSE 4 39.60% 300.00% 40.60%
RAN_MOUSE 4 21.80% 200.00% 11.60%
RAP1B_MOUSE 6 52.70% 400.00% 29.30%
RAP2C_MOUSE 2 15.30% 0.00% 0.00%
RB11B_MOUSE 2 10.10% 0.00% 0.00%
RHOA_MOUSE 5 46.10% 400.00% 26.90%
RHOG_MOUSE 3 31.90% 200.00% 19.90%
RL3_MOUSE 2 6.45% 200.00% 11.90%
RL4_MOUSE 2 8.35% 0.00% 0.00%
RL7_MOUSE 2 12.20% 0.00% 0.00%
RL8_MOUSE 2 12.10% 0.00% 0.00%
RLA2_MOUSE 2 27.00% 200.00% 27.00%
ROA2_MOUSE 3 14.40% 0.00% 0.00%
ROAA_MOUSE 2 12.30% 0.00% 0.00%
RS18_MOUSE 2 13.20% 0.00% 0.00%
RS2_MOUSE 3 11.90% 0.00% 0.00%
RS3_MOUSE 0 0.00% 300.00% 18.50%
RS6_MOUSE 0 0.00% 200.00% 8.03%
RS7_MOUSE 2 11.90% 0.00% 0.00%
RS8_MOUSE 4 23.60% 300.00% 18.80%
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Mikrovezikulum Apoptotikus test
Fehérje azonosité Egyedi Szekvencia Egyedi Szekvencia
peptidek lefedettség peptidek lefedettség
szama szama
RSSA_MOUSE 2 9.49% 200.00% 10.20%
SDCB1_MOUSE 2 14.70% 0.00% 0.00%
SERA_MOUSE 2 5.44% 0.00% 0.00%
SET_MOUSE 3 20.40% 0.00% 0.00%
SFRS1_MOUSE 6 30.20% 0.00% 0.00%
SFRS5_MOUSE 2 8.89% 0.00% 0.00%
SODC_MOUSE 2 14.90% 200.00% 14.90%
SPTA1_MOUSE 0 0.00% 800.00% 7.12%
SPTB1_MOUSE 0 0.00% 200.00% 1.55%
STAT1_MOUSE 2 3.74% 0.00% 0.00%
TADBP_MOUSE 2 14.50% 0.00% 0.00%
TAGL2_MOUSE 2 15.10% 0.00% 0.00%
TBA2_MOUSE 10 33.90% 600.00% 23.30%
TBB2C_MOUSE 2 29.70% 0.00% 0.00%
TBB5_MOUSE 16 52.90% 800.00% 31.30%
TCP4_MOUSE 2 18.90% 0.00% 0.00%
TCPA1_MOUSE, TCPA2_MOUSE 4 15.60% 200.00% 5.76%
TCPB_MOUSE 3 10.30% 200.00% 6.36%
TCPD_MOUSE 5 20.00% 400.00% 16.50%
TCPE_MOUSE 4 19.40% 300.00% 11.30%
TCPG_MOUSE 4 11.60% 200.00% 7.34%
TCPH_MOUSE 2 9.01% 0.00% 0.00%
TCPZ_MOUSE 2 8.29% 0.00% 0.00%
TERA_MOUSE 7 13.40% 500.00% 9.93%
THIL_MOUSE 0 0.00% 200.00% 9.67%
THIM_MOUSE 0 0.00% 500.00% 23.40%
THY1_MOUSE 5 25.90% 500.00% 25.90%
TKT_MOUSE 5 12.20% 300.00% 9.47%
TLN1_MOUSE 10 9.17% 0.00% 0.00%
TM16F_MOUSE 2 4.28% 0.00% 0.00%
TPIS_MOUSE 5 41.80% 200.00% 19.30%
UBE1X_MOUSE 6 10.10% 300.00% 5.10%
UBIQ_MOUSE 2 32.90% 0.00% 0.00%
UQCR2_MOUSE 0 0.00% 200.00% 5.52%
URP2_MOUSE 5 12.80% 200.00% 4.21%
VDAC1_MOUSE 0 0.00% 300.00% 14.50%
VDAC2_MOUSE 0 0.00% 200.00% 10.80%
WASF2_MOUSE 3 9.05% 0.00% 0.00%
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A Genetikai-, Sejt- és Immunbioldgiai Intézet munkatérsai validaltak néhany, a
tdmegspektrometriai mérés sordn azonositott fehérjét. Az Annexin V fehérjét aramlasi
citometriaval is detektdltdk mind az apoptotikus testekben mind a
mikrovezikulumokban. Az apoptotikus testekhez és a teljes sejthez viszonyitva is a
mikrovezikulumok kevesebb felszini annexin V-t tartalmaztak. Néhany tovabbi fehérje
jelenlétét pedig Western Blottal igazoltak.

Erdekes modon a fehérjék nagy részét (47%) mindkét vezikulum populécioban
azonositottam. Az egyedi, mikrovezikulumokra jellemzd fehérjék szama (38%)
meghaladta az apoptotikus testekre jellemz6 fehérjékét (15%).

Az azonositott citoplazmatikus és membranfehérjék aranya a fehérjék szama
alapjan az apoptotikus testben 3,82; a mikrovezikulmban 2,47, ami jol korrelal a kisebb
méretli vezikulumok relativ nagyobb membranfeliilet méretével. Az azonositott fehérjek
kozott szerepeltek enzimek (pl. kindzok, peptidazok), transzporterek, citokinek,
ioncsatorna alkotdk, transzkripcid és transzlacio szabalyozok, transzmembrén
receptorok (pl. G-fehérje-kapcsoltak), sth.. A 7 A és C abran mutatom be eloszlasukat
az AT-ben és MV-ban, mig a 7 B és D abran az azonositott fehérjek szubcellularis

lokalizacidjat mutatom be a két vezikulum populacidban.
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A két minta feherjéi kozott egyardnt megtaldlhatak a citoszkeletalis fehérjék
(aktin és tubulin), citoszkeletalis kotéfehérjék (ezrin, moezin, kofilin 1), metabolikus
enzimek (gliceraldehid-3-foszfat-dehidrogenaz, alfa-enolaz, malat-dehidrogenaz 1,
laktat-dehidrogendz A és B) és dajkafehérjek (T-komplex fehérje alegységek, hsp90).
Erdekesség, hogy mind a mikrovezikulumok, mind az apoptotikus testek jelentds
mennyiségben tartalmaztak kiilonb6zd hisztonokat. A mintdkban a hisztonok relativ
mennyiségét  jelzés nélkali”  kvantifikdlassal, Kkivalasztott csdcsintenzitasok
figyelembevételével hataroztam meg. Az egyes hiszton csalddok relativ mennyiségét
szintén meghataroztam. Az adott fehérje harom legintenzivebb  peptid
ionkromatogramjanak intenzitdsa alapjan a hisztonok relativ mennyisége az apoptotikus
testben az Osszfehérje mennyiség 20,3%-a, mig a mikrovezikulumokban 6,1%-a (8.
tablazat). Az azonositott hisztonokat hiszton csaladokba soroltam és a csaladok relativ

mennyiségét szintén meghataroztam (8. tablazat)

8. tablazat. A hisztonok relativ mennyisége thymus eredetii apoptotikus testben és

mikrovezikulumban.

Apoptotikus test Mikrovezikulum

% %

Osszes hiszton 20,3 6,1
Hiszton H1 csalad 1.8 0.6

Hiszton H2A csalad 5,4 1,2

Hiszton H2B csalad 5,2 1,6

Hiszton H3 csalad 3,9 1,5

Hiszton H4 csalad 4 1,1

IV. 3. 3. Biologiai és technikai reprodukalas

A fenti eredmények 3 bioldgiai és 3 technikai reprodukalasbol szarmaztak. Mind
a mikrovezikulumok mind pedig az apoptotikus testek eseten a technikai és a bioldgiai
replikatumokbol kapott eredmények (fehérjelistak) nagyon hasonloak. Mind a technikai,
mind pedig a bioldgiai reprodukalas nemzetkdzi 6sszehasonlitasban kivalonak szamit. A
gyakorlati szempontbdl fontosabb bioldgiai reprodukéalas soran mikrovezikulumokban a
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fehérjek 72%-at, apoptotikus testekben pedig a fehérjek 64%-at észleltem mindharom
esetben. A fehérjék tovabbi 20% ill 23%-at 2 mintdban azonositottuk, a fehérjék
minddssze ca. 10%-a jelent meg csak egy minta esetén. A 8 A és B abran lathat6 a 3
bioldgiai reprodukalds soran azonositott fehérjék szama Venn-diagramm formajaban

mikrovezikulumok és apoptotikus testek esetén.

8. A abra Thymus eredetii mikrovezikulumokban azonositott fehérjék 3

bioldgiai reprodukalas esetén
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8. B &bra Thymus eredetii apoptotikus testekben azonositott fehérjék 3
biolégiai reprodukalas esetén
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V. MEGBESZELES

Kutatdmunkam soran a fehérjék vizsgalatara ESI ionforrassal rendelkezé Q-TOF
Premier tomegspektrométert hasznaltam. Mivel a munkdm soran elsdsorban fehérje
keverékeket vizsgaltam, a minta ionforrasba juttatdsa nanoUPLC-n keresztil tortént,
mellyel az elvélasztas hatékonysaga és az érzékenység jelentésen ndvelhetd. Mintaim
vizsgalatahoz az ESI ionforrast valasztottam, a folyadékkromatograthoz torténé on-line
kapcsolas miatt, mivel komplex mintak vizsgélata esetén a minta komponenseinek
szétvalasztasa nélkilozhetetlen. A fehérjék azonositasat a ,,bottom up” eljarassal
végeztem.

Ahhoz, hogy a thymus eredeti mikrovezikulumok ¢€s apoptotikus testek fehérjéit
vizsgalhassam, szamos gyakorlati problémat kellett megoldanom. Ezeket a

kovetkezOkben targyalom.

V. 1. Extracellularis vezikulumok feltarasa

Mivel az extracellularis vezikulumok tdémegspektometriai vizsgalataval
kapcsolatos irodalom a vezikulumok feltdrasdnak modszerét kevéssé targyalja, munkédm
els6 1épése a vezikulumok a kés6bbi nanoUPLC-MS(MS) mérést nem zavard
feltarasanak megoldasa volt.

A vezikulumok membréanjanak felnyitasara és a fehérjék kiszabaditaséra
kiilonb6z6 moddszereket vetettem Ossze. A modszerfejlesztés soran harom modszert
alkalmaztam. Az egyes modszereknek eltéré a munkaigényiik. Az els6é esetben az
extracellularis vezikulum frakciot kiilonb6z6 feluletaktiv anyagok hatasanak tettem Kki.
Ezen kivil elvégeztem a mintdk kézvetlen SDS poliakrilamid gélelektroforézisét kovetd
gélben torténd emésztését is, mivel az irodalom elsésorban ezt a modszert hasznélja. Az
utolso esetben a vezikula frakciot fagyasztas-olvasztas ciklusoknak tettem ki [92, 93]. A
mintael6készités modja megszabta a tripszines emesztés modjat is; az elsé és utolsd

esetben oldatban, mig a gélelektroforézis esetén gélben tértént az emésztés.
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V. 1. 1. Az egyes feltarasi modszerek elonyei, hatranyai

Fellletaktiv anyag alkalmazéasa esetén a mintael6készités viszonylag kevés, 13
1épésbal allt. A fellletaktiv anyagok azonban elnyomtak a jelet a tomeg spektrumban a
ZipTip-es tisztitas és somentesités ellenére és nem azonositottam a mintaban feherjét. A
minta kozvetlen SDS poliakrilamid gélen torténd futtatisa és emésztése segitsegevel
néhany fehérjét azonositottam; a mintaelokészités azonban igen hosszadalmas, 46
Iépesbol all (2 nap). A fagyasztas-olvasztasos modszer alkalmazasaval tudtam elérni
ennél rovidebb idejii és megfelelé mintafeltarast. A fagyasztas-olvasztas eljaras soran az
ot ciklus folyékony nitrogént (30 s) és a két ciklus -20 °C-on (1 o6ra) torténd fagyasztast
tartalmaz6 maddszert taladltam a legjobbnak. A mintael6készités 1ényegesen rovidebb a
gélelektroforézisnél (19 1épés szemben a 46 1épéssel). A 6 elény azonban az, hogy a
fagyasztas-olvasztas eljarassal korilbelil negyszer tobb fehérjét azonositottam a
mintabol (9. tablazat). A fagyasztés-olvasztas eljarassal egy gyors, egyszerii és hatékony
maodszert dolgoztam ki a fehérjék feltarasara az extracellularis vezikulumokbol.

9. tablazat Vezikulumok feltarasara alkalmazott  modszerek

0sszehasonlitasa

Moédszer Mintael6készités Azonoantt fenérjek
szama
Fellletaktiv anyag 13 1épés 0
Fagyasztas-olvasztas 19 |épés 35
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V. 2. ,,Mini” protokoll kis mennyiségii fehérje keverékek
emesztésere

A proteomikai vizsgélatok egyik kulcslépése a minta fehérjéinek emésztése. Ez
standard fehérjék, illetve fehérjéket nagyobb mennyiségben tartalmazo biolégiai mintak
esetén rutinszeri. Az emeésztés tortenhet oldatban vagy gélben. Mindkét mddszernek
vannak el6nyei, munkam soran azonban az oldatban torténé emésztés optimalasat
tliztem ki célul, mely alkalmasabb nagy ateresztéképességii vizsgalatok esetén.

Az irodalomban szamos protokoll talalhatdé az oldatban torténd tripszines
emeésztésre. Fontos, hogy a protokollok, melyeket hasznalunk, robosztusak legyenek,
hiszen igazoltak, hogy a protokoll akar kis moddositasa is jelent6s hatassal lehet a
keverékek fehérjéinek meghatarozésara [97]. Az inkubacidés id6 18 orardl 1 oOrara
csokkentését példaul kedvezonek talaltak [100], feltehetéen a nem-specifikus hasitdsok
csOkkenése miatt. Egyéb mddositasok kdzé tartozik a sav hatasara elbomlo feliiletaktiv
anyagok alkalmazasa [98], amelyek elsésorban a tomegspektrometria szempontjabol
elényosek. Az emésztés eldsegitheté mikrohullam [102, 103, 112], vagy ultrahang [104]
alkalmazasaval. Leirtak monolit szilikara rogzitett immobilizalt tripszin [113]
hasznélatot és chip-alapu technikat [114] is. Egy nemrég megjelent kozlemény a kis
mennyiségi fehérje (150 ng) emésztését egy specialis késziilékben (thermocycler)

javasolja. Az emesztés 5 perc alatt megtortenik [99].

V. 2.1 Kis térfogatban torténé emésztés nehézségei

Kis térfogati mintak emésztése esetén szamos olyan tényezot is figyelembe kell
venni, melyek nagy térfogati mintak emésztése esetén nem jelentenek gondot igy
példaul a minta parolgasa, anyag kitapadasa az edényzet falahoz stb. Esetemben a 15 pL
mintatérfogat még kezelhet6 volt, hiszen a reprodukalés és a fehérjeazonositas hasonlo,
mint nagy minta térfogatok emesztése esetén.

Ezen szempontok alapjan dolgoztam ki egy egyszerli tripszines emésztési
protokollt, mely alkalmazhaté kis mennyiségli fehérje kis térfogatban torténd
emésztéseére (ng nagysagrendt 6ssz-fehérje mennyiség, 15 pL térfogatban). A mddszer
tovabbi elénye, hogy hagyomanyos laboreszkozoket igényel és protein keverékek

emeésztésére is alkalmazhat0. Az emésztés sikerességét és a mintaban azonositott minor
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és f6 fehérje komponenseket nanoUPLC-MS(MS)-sel vizsgaltam. Az eredményeket az
irodalomban szerepldé nagy térfogati emésztési protokollok eredményeivel vetettem

0ssze.

V. 2. 2 Valasztott minta

A protokoll kidolgozasahoz higitott vérplazmat valasztottam, mely egy f6
komponenssel (albumin) és szamos jol ismert, kisebb mennyiségii komponenssel
rendelkezik. Célom nem a plazma komponenseinek vizsgélata, hanem a
modszerfejlesztés volt. Kiindulasi mintamennyiségként 10 pL higitott plazmat
hasznaltam, ami korulbeltl 3 pmol (200 ng) albumint és 0,3 pmol 6sszmennyiségben
egyeb minor komponenseket tartalmaz. Ehhez a mintahoz 2 pmol BLG bels6 standardot
adtam, mely szamos egyedi peptidfragmenssel rendelkezik. A belsé standard
alkalmazasanak két eldnye van: elsGsorban lehetové teszi a fél-kvantitativ becslést,
masrészt segithet a minta fehérjéinek kiilonbozé feliiletekre torténd kitapadasanak
csokkentésében. Ez kiilondsen kis mennyiségli ismeretlen mintak (fmol tartomany)
esetén kritikus. llyen esetben, a nagyobb mennyiségben jelenlevé bels6 standard (pl.
BLG) fehérje segithet a mintaveszteség csokkentésében a kompetitiv adszorpcid révén.

Az emésztett fehérjekeveréket nanoUPLC-MS(MS) mddszerrel vizsgaltam, a
I1l. 4 fejezetben ismertetett modon. A minta fehérjéit és az emesztes melléktermékeit
(pl. kihagyott hasitas) tandem tomegspektrometriaval azonositottam. A kvantitativ
becsléseket a kulon HPLC futasbdl szarmazo, normal MS tzemmodban észlelt
kiilonb6z6  jelintenzitdsok Osszehasonlitasaval végzetem. Az eredményeket a
jelintenzitasok és azonositott fehérjék szama alapjan értékeltem ki. Az emésztést
kovetden nyert mintabol (15 pL végtérfogat) 2 uL-t injektdltam a nanoUPLC-MS(MS)

rendszerre.
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V. 2. 3 Reagensek mennyiségenek optimalasa

A kezdeti modszerfejlesztés soran valtoztattam a minta és a reagensek, igy a
RapiGest, DTT és jodacetamid mennyiségét. Mivel azt tapasztaltam, hogy a nagy
mennyiségben alkalmazott RapiGest hatranyos a minor fehérjék azonositasa
tekintetében, 5-10-szeresére csOkkentettem mennyiségét az irodalmi protokollokhoz
[98, 109, 110] képest. A jodacetamid és DTT mennyiségének valtoztatdsa nem
befolyasolta jelentésen a kapott eredményeket. Az el nem reagalt jodacetamid jelenléte
miatt minimalis O-alkilezés megfigyelhet6 volt a Mini protokoll esetén, ez azonban nem
hatrdltatta a fehérjék azonositdsat. A kezdeti optimalési lépések utdn a tripszin
mennyiségének (1:2,5, 1:5, 1:20 enzim: fehérje arany) és az inkubacios idének (90 és
180 perc) az emésztésre gyakorolt hatasat vizsgaltam. A Kkiértékelés soran a
kovetkezoket ellendriztem: azonositott fehérjek szama, kihagyott és nem-specifikus
hasitas aranya és tripszin 6nemésztési fragmensek mennyisége. Az eredmények arra
engedtek kovetkeztetni, hogy a magasabb tripszin: minta arany elGnydsebb,
kilonoskepp a kis fehérjék azonositasa szempontjabol, ezért a végsé protokollban 1:2,5
aranyt hasznaltam. A minta tulzott higuldsanak elkertilése érdekében csak Kis
térfogatban adtam a reagenseket a mintahoz. A reprodukélhatésag névelése érdekében
az 1 pL-nél kisebb folyadék mennyiségek hozzéaadasat elkertiltem és reagens

keverékeket adtam a mintadhoz.

V. 2. 4 Nagy tripszin : fehérje arany hatasai

A kidolgozott ,,Mini” protokoll az altaldnosan javasoltnal nagyobb tripszin:
fehérje aranyt alkalmaz. A kezdeti modszerfejlesztés arra engedett kovetkeztetni, hogy
ez a kis mennyiségben talalhato fehérjék azonositasat elésegiti. Annak igazolasara, hogy
a nagyobb tripszin: fehérje arany alkalmazdsa nem jar kedvezdtlen hatasokkal,
megvizsgaltam szadmos tényezOt, mely erre hatassal lehet. Tripszin Onemésztési
fragmenseket azonositottam a mintaban, melyek mennyisége névekedett a tripszin
mennyiségével €s az emésztés idejének eldrehaladtaval. Ezen fragmensek intenzitisa
azonban a legmagasabb tripszin: fehérje arany (1:2,5, mint a Mini protokoll esetén) és
leghosszabb emésztés (3 dra) esetén sem kozelitette meg az albumin fragmenseinek

intenzitasat; mennyiségik a minor fehérje komponensekhez hasonlitott; és jelenlétiik
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nem akadalyozta a plazmafehérjék azonositasat. llyen korlilmények kozott egyetlen
nem-specifikus hasitast azonositottam, mely fragmens az albuminhoz tartozott, és
szintén nem hatréltatta a vizsgalatot. Ezzel szemben kihagyott hasitasok (olyan
szekvencidk melyben a protedznak hasitania kellene, de nem hasit) gyakran
elé6fordultak. Az adatbazisokban torténd keresések soran egy szekvencia szakaszon
belll egy kihagyott hasitasi helyet engedélyeztem. A ,,Mini” protokoll esetén ezen
kihagyott hasitasok kis mennyiségben voltak jelen, mennyisegiik azonban névekedett a
tripszin mennyiségének csokkentésével az altalanosan hasznalt 1:20 és 1:50 aranyra.
Harom kivélasztott normal hasitasu és a megfelelé kihagyott hasitast is tartalmazo
peptid par esetén dsszehasonlitottuk az intenzitasokat. Minden par esetén ezek 0sszegét
tekintettik 100%-nak. Ez alapjan kovetkeztetni tudtam a kihagyott hasitasok
gyakorisagara. A triptikus fragmensekhez viszonyitva a kihagyott hasitasok atlagosan.
10%-ban voltak megfigyelhetéek a Mini protokoll esetében, mely arany 2%-ra csokkent
az inkubécios 1d6 3 orara torténd novelésével. A tripszin mennyiségének 1:20 aranyra
csokkentésekor a kihagyott hasitasok nagyobb szézalékban voltak jelen; masfél 6ra
emésztés soran 25%-ban, mig 3 Ora esetén 15%-ban. Ugy tiinik, hogy alacsonyabb
tripszin: fehérje arany esetén az emésztés nem valosul meg néhény ora alatt. A
kidolgozott protokoll hatékonysaganak ellenérzésére az azonositott fehérjék szamanak
Osszehasonlitasa a legkézenfekvobb. A Mini protokollt hasznéalva, de a tripszin
mennyiségét csokkentve 1:2,5, 1:5 és 1:20 aranyra az azonositott fehérjék szama (a
»laza” kdvetelményt hasznalva) a kovetkezOképpen csokkent: 20, 18 és 15. Az emésztés
idejének 3 orara torténd ndvelése nem volt jelentds hatdssal az azonositott fehérjék
szamara. Hosszabb, pl. éjszakan at tartd6 emésztés vagy mikrohulldmu besugarzas esetén
az optimdlis tripszin mennyiség feltételezhetéen csokkenthetdé, munkam soran ezek
optimalasaval nem foglalkoztam.

Szeretném hangsulyozni, hogy a kidolgozott protokollal nem a jobb eredmények
elérése volt a célom, hanem az, hogy olyan protokollt talaljak, mely mukodik kis
mintamennyiség kis térfogatl emesztése esetén. Habar a protokoll kidolgozéasa tripszin
emésztéenzim alkalmazasaval tortént, valosziniisithetd, hogy a koncepcidé mas
emésztdenzimek példaul Glu-C esetén is mitkddne. Ilyen esetekben (miként a tripszines

protokoll esetén) a felhasznalt reagensek térfogatanak minimalizalasara kell torekedni;
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relativ magas enzim: analit aranyt szikséges hasznalni és a minta teljes bepérlasa

elkeriilendé.

V. 3. Thymus eredetii mikrovezikulumokban és apoptotikus
testekben azonositott fehérjék jelentosége

A thymus (csecsemOmirigy) egy kézponti immunszerv, melyben a T-limfocita-
eldalakok el6bb a pozitiv majd a negativ szelekcion esnek at. A thymus tehat a sejtes
immunvalaszért felelés T-limfocitak termelddésének és érésének legfobb helyszine, igy
a szervezet ellenallo rendszerének legfontosabb kézponti szerve. Jelentdsen hozzajarul a
védekezd sejtes immunvalasz kialakulasdhoz ¢s egyidejiileg megakadalyozza a
patologias autoimmunitast. Egyik fontos tulajdonsdga az antigének sokasdganak
ektopikus genexpresszidja.

Vizsgalataim kdzéppontjaban a thymus altal szekretalt két vezikulum populcécid
proteomikai vizsgalata 4allt, melyek az irodalomban meglep6 modon kevésbé
jellemzettek az exoszomaknal. A T-limfocitak érése sordn a sajat epitdpok bemutatasa
kulcsfontossagu. Elsésorban az érdekelt, hogy a thymus eredetii apoptotikus testek és
mikrovezikuluomok szerepet jatszanak-e a szOveti antigenek terjesztésében és ezaltal
szerepet jatszanak-e a szelekciés folyamatokban. Habar tomegspektrometria
segitségével nem mutattam ki a mintakban ektdpikusan expresszalt szoveti fehérjeket,
ez nem zarja ki jelenlétiket a vezikulumokban a tomegspektrometria kimutatasi
hataranal alacsonyabb mennyiségben. Szamos olyan fehérjét azonositottam, melyek
segitségével ezen szubcellularis struktirak thymusban betoltétt szabalyozd szerepével

kapcsolatos Uj informéaciokhoz juthatunk.

V. 3.1 A preparatum lehetséges szennyezései

Az egyiittmiikdo partnereink egy nemrég megjelent kézleményiikben igazoltak,
hogy a mikrovezikulumok a fehérje komplexekkel azonos biofizikai paraméterekkel
rendelkeznek [37]. Eppen ezért nemcsak a mikrovezikulumok detektalasakor zavarnak a
fehérje aggregatumok, hanem a mikrovezikulum preparatumokat szennyezhetik is a
fehérje komplexek [37]. Fontos ezért az izolalt mikrovezikulumok proteomikai

adatainak kellé koriiltekintessél vald kezelése. A jelen munka sordn thymocytak
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szérummentes szovettenyészeti felllUszojat vizsgaltam. A nem vezikula eredetii
szennyezd fehérje aggregatumok jelenlétét az egyiittmiikodo partnerek 0,05% Triton X-
100-zal torténd lizis alapjan aramlési citométerrel torténd detektalas alapjan kizartak,

hiszen a vezikulum preparatum minden struktaraja eltiint.

V. 3. 2 Azonositott fehérjék jelentosége

A taldlati listaban szerepld fehérjék koziil azokat fogadtam el, melyekhez

legalabb két peptidfragmenst azonositottam €s a minimum Mascot pontszam egy biztos
taldlatnak felelt meg (p<0,01). llyen feltételekkel az egér thymus sejtekbdl szarmazo
apoptotikus testekben 142, mig a mikrovezikulumokban 195 fehérjét azonositottam.
A fehérjék tobbséget (citoszkeletalis fehérjék, citoszkeletalis kotéfehérjék, metabolikus
enzimek stb.) mar kiilonb6z6 eredeti exoszémakban [22, 23, 115] is azonositottak; ugy
tinik tehat, hogy a kiilonféle tipusi vezikulum populaciok azonos fehérjékkel is
rendelkeznek.

Szadmos olyan fehérjét azonositottam, melyekrdl korabban mar igazoltak, hogy
autoantigenek human autoimmun megbetegedésekben. Mindkét populacio tartalmazott
egy glikolitikus enzimet az alfa-enolazt, melyrdl feltételezik, hogy szerepet jatszik a
rheumatoid arthrithis és egyéb autoimmun betegségek patomechanizmusaban [116-
118]. Sikeriilt tovabba hésokk fehérjéket is azonositanom, melyek feltételezhetden
atherosclerosisban jatszanak szerepet, mint autoantigének [119, 120]. Mindkét
vezikulum populacioban detektaltam hisztonokat (H1-H4). A hisztonok a nukleoszomak
6 alkotoi, melyeket elsddleges autoantigén célpontnak tekintenek a szisztémas lupus
erythematosus-ban (SLE) [121]. Ezen autoantigének jelenléte a thymus eredetli
apoptotikus testekben és mikrovezikulumkban rendkivil érdekes, hiszen a patoldgias
autoimmunitas kialakuldsénak hatterében a centralis tolerancia autoantigének iranti
megvaltozasa all.

A hisztonok mennyisége az apoptotikus testekben nem meglepd, ha a
képzddésik  mechanizmusara  gondolunk.  Meglep6  moddon  azonban a
mikrovezikulumokban is nagy mennyiségli hiszton fehérjét azonositottam.
Feltételezhetéleg a thymus eredetii mikrovezikulumok nagy része apoptosis soran

képzodik.
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A vizsgalat masik érdekes eredménye a vezikulumokban kulcsfontossagu
szabalyozo ¢€s jelzé molekuldk, mint példaul az elongécios factor 2 (EF2) azonositasa.
Az EF2 a transzkripcios faktorok egyik csoportjat keépezi; feladatai kdzé tartozik a
sejtciklus szabalyozasa, az emlds sejtekben a DNS szintézise, tumorigenezis, apoptdzis
és differenciacio [122]. Egy masik szabalyozé molekula, melyet a thymus eredeti
vezikulumokban azonositottunk a tirozin-protein kinaz Ick (LCK). Ez a molekula
elengedhetetlen szerepet jatszik a T-sejt receptor (TCR)- kapcsolt jelatviteli
folyamatban. Eppen ezért ez a molekula kiilonos jelentéségii a thymusban fejlodé T-
sejtek kivalasztasaban és érésében, valamint az érett T-sejtek funkcidiban. A galectin-1
feltételezhetleg szerepet jatszik az apoptOzis indukalasaban és a T-sejt pusztulas
szabalyozésaban [123, 124]. Munkam soran kimutattam a galectin-1 fehérjét a thymus
eredetli mikrovezikulumokban tomegspektorometria segitségével. Ezt az eredményt az
egylttmiikod6 partnereink Western Blot segitségével is igazoltdk. Ez alatdmasztja az
extracelluldris vezikulumoknak a thymus miikodésének szabalyozésban betoltott
szerepét.

Kimutattam a thymus eredetii mikrovezikulumokban egy kalcium-koté fehérjét a
kalmodulint is, melyrdl szintén igazoltak, hogy kiilonbozo sejtes funkciokat szabalyoz,
igy példaul a limfocitak aktivalodasat és érését is [125].

Az apoptozissal Osszefiiggd extracellularis vezikulum képzddés a thymusban
varhatdéan nagy mennyiségben fordul eld, kiilonosképp, ha figyelembe vesszik a
thymusra jellemz6 rendkiviil nagy apoptozis aranyt [105]. Ezért feltételezhetéen ezen
szubcellularis szerkezetek a thymus kornyezetében jelentés modulalé hatdsok
kozvetitésében jatszhatnak szerepet.

Szamos immunrendszerben kulcsfontossagu molekula jelenlétét azonositottuk a
vezikulumokban, igy példaul az MHCI és MHCII molekulékat, valamint CD5 és CD97
(mikrovezikulumokban), tovabba mindkét vezikulum tipusban a CD45 molekulét. Az
adatok arra utalnak, hogy létezik kétiranyu extracellularis vezikulumok altal kdzvetitett

parbeszéd az ér6 T-sejtek és az antigénprezentald thymus sejtek kozott.
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VI. KOVETKEZTETESEK

Kutatdmunkam soran folyadékkromatografiaval kapcsolt
tomegspektrometrias modszert alkalmaztam thymus eredetii membran veziukulmok
fehérjéinek meghatarozasara. A vezikulumok sikeres analitikajahoz nélkildzhetetlen
modszereket, protokollokat dolgoztam ki. Legfontosabb eredményeim ¢és az ezekbdl

levonhato kovetkeztetések az alabbiakban foglalhatok dssze:

1. Megoldottam vezikulumok feltarasat, mely a késobb alkalmazandé nanoUPLC-MS
analitikdt nem zavarja és szamos elénnyel rendelkezik a szok&sos
gélelektroforézishez kepest. A modszer fagyasztas-olvasztas ciklusok alkalmazasan
alapul, alkalmazéasaval korulbelll négyszer tobb fehérjét azonositottam a vezikulum
mintékban, mint gélelektroforézissel.

2. Kidolgoztam egy miniatlrizalt tripszines emésztési protokollt (,,Mini protokoll”),
mely jol alkalmazhato kis Osszfehérje mennyiségli minta kis térfogatban torténd
emésztésére és amely alkalmas kiilonb6z6é komplex bioldgiai mintdk minor fehérje
komponenseinek hatékony azonositasara. Az eredmények azt mutatjak, hogy ennek
segitségével még 100 fmol (10 ng) mennyiségii fehérjekeverék is jol kezelhetd. Az
emésztést kovetd6 HPLC-MS/MS vizsgalat soran 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 mintak is
analizalhatdk, ez tette lehetdvé extracellularis vezikulumok vizsgalatat.

3. A kidolgozott munkafolyamat segitsegével sikeresen azonositottam egér thymus
eredeti extracellularis vezikulumok fehérjéit. Apoptotikus testekben 142,
mikrovezikuulmokban pedig 195 fehérjét azonositottam. Megallapitottam, hogy az
apoptotikus testek és mikrovezikulumok fehérjéi nagy részben azonosak. Az
azonositott fehérjék alapjan tobb, biologiai szempontbol jelentés kovetkeztetést
tudtunk levonni. Szamos olyan fehérjét azonositottam, melyekrél kordbban mar
igazoltak, hogy autoantigének human autoimmun megbetegedésekben. A vizsgalat
masik érdekes eredménye kulcsfontossagu szabalyozd és jelzémolekuldk, mint

példaul az elongéacios faktor 2 (EF2) azonositasa a vezikulumokban.
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4. A mikrovezikulum és apoptotikus test mintdkban meghatéroztam a hisztonok
mennyiségét ,,jelvés nélkali” kvantifikdlassal. Az azonositott hisztonokat hiszton-
csaladokba soroltam és ezek mennyiségét szintén meghataroztam. Megallapitottam,

hogy a vizsgalt esetben mindkét tipusu vezikulum féleg apoptdzis soran képzodik.
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VII. OSSZEFOGLALAS

A Semmelweis Egyetem Genetikai-, Sejt-, és Immunbioldgiai Intézetével
egylttmiikodésben végzett munkam soran thymus eredetii mikrovezikulumok és
apoptotikus testek fehérje 0Osszetételet hataroztam meg folyadékkromatografiaval
kapcsolt  tomegspektrometrids  modszerrel.  Szamos, az  immunrendszerben
kulcsfontossagt molekula jelenlétét azonositottam a vezikulumokban. Ez arra utal, hogy
létezik kétiranyu extracellularis vezikulumok altal kdzvetitett parbeszéd az ér6 T-sejtek
és az antigén prezentalo thymus sejtek kozott.

A kis mennyiségben rendelkezésre all6 vezikulumok, illetve az ebbdl kinyerhetd
komplex fehérjemintak analizisének tobb problematikajat megoldottam. Maodszert
dolgoztam ki a vezikulumok feltarésara, mely a kés6bb alkalmazandé LC/MS analitikat
nem zavarja. A modszer fagyasztas-olvasztds ciklusok alkalmazasan alapul,
alkalmazasaval korilbelul negyszer tébb fehérjét azonositottam a vezikulum mintakban,
mint az irodalomban altaldnosan alkalmazott gélelektroforézissel. Ezt kovetéen egy
miniatlrizalt emésztési protokollt dolgoztam ki. A protokoll alkalmas kis 6sszfehérje
mennyiségli minta kis térfogatban torténd emésztésére tovabba kiilonbozd komplex
bioldgiai mintdk minor fehérje komponenseinek hatékony azonositasara is. A protokoll
konnyen kivitelezhetd, tovabba nem igényel kiilonleges laboreszkozoket. Igazoltam,
hogy az Altalam fejlesztett miniatlrizalt emésztési protokoll robosztus és jol
felhasznalhat6 kiilonboz6 tomegspektrometrian alapulod proteomikai alkalmazéasokra. A
kidolgozott munkafolyamatot egér thymus eredetli extracellularis vezikulumok
fehérjéinek meghatarozasara alkalmaztam. Az apoptotikus testekben 142,
mikrovezikuulmokban pedig 195 fehérjét azonositottam. Ezen fehérjék kozott
megfigyelhetéek voltak tébbek k6zott autoantigének és kulcsfontossagu szabalyozé és

jelzémolekulak.
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VilIl. SUMMARY

In my PhD work, in collaboration with the Department of Genetics, Cell-
and Immunobiology of the Semmelweis University, | have determined the protein
composition of thymocyte-derived microvesicles and apoptotic bodies using a nanoLC-
MS/MS technique. The presence and abundance of proteins with high immunological
relevance within thymocyte-derived apoptotic bodies and microvesicles suggest that
these subcellular structures may substantially modulate T-cell maturation processes
within the thymus.

In order to achieve these results, | had to solve a number of analytical problems
related to the analysis of minute amounts of protein mixtures; such as those present in
extracellular vesicles. | have developed a method for extracting the protein content of
extracellular vesicles; which does not interfere with LC-MS analysis. The method is
based on freeze-thaw cycles and using this method | have identified four times more
proteins than with gel electrophoresis used in the literature. Next, | have developed a
miniaturized tryptic digestion protocol. The protocol works well for small amounts of
proteins using a small volume of reagents and is capable of detecting minor proteins
present in complex biological mixtures. The developed miniaturized digestion protocol
proved to be robust and well suited for mass spectrometry based proteomic applications.
The developed workflow has been applied for the determination of proteins present in
mouse thymocyte-derived extracellular vesicles. The developed workflow has been
applied for the determination of proteins present in mouse thymocyte-derived
extracellular vesicles. | have identified 142 and 195 proteins respectively, in apoptotic
bodies and microvesicles. Among these | could detect autoantigens and important
regulatory and signaling molecules.
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