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Roviditésjegyzék

Rovidités Jelentés
ACN Acetonitril
Arg Arginin
Asn Aszparagin
BEBM Bronchialis hamsejt bazalis médium
BEGM Bronchialis hamsejt noveszté médium (,, bronchial epithelial growth medium”)
CE Kapillaris elektroforézis
CS Kondroitin-szulfat
CSPG Kondroitin-szulfat proteoglikan
DDA Adatfiigg6 analizis (,, data dependent acquisition ™)
DIA Adatfiiggetlen analizis (,, data independent acquisition”)
DS Dermatan-szulfat
DTT Ditiotreitol
ECM Extracellularis matrix
ESI Elektroporlasztasos ionizacio (,, electrospray ionisation”)
EV Extracellularis vezikula
FBS Magzati marha szérum (,, fetal bovine serum”)
FDR Hibas talalati arany (,,false discovery rate”)
Fuc Fukoéz
GAG Gliikkozaminoglikan
GalNAc N-acetil-galaktozamin
GlcA Gliikuronsav
GlcNAc N-acetil-gliikdzamin
HA Hialuronsav
HILIC

Hidrofil kélcsonhatason alapul6 kromatografia

Hidrofil interakcios kolcsonhatason €s gyenge anioncserén alapuld kromatografia
HILIC-WAX S BT . . »
(,, hydrophilic interaction liquid chromatography with a weak anion exchange ™)

HPLC Nagyteljesitményli folyadékkromatografia (,, high performance liquid
chromatography”)
Nagyteljesitményti folyadékkromatografiaval kapcsolt tomegspektrometria
HPLC-MS (,, high performance liquid chromatography — mass spectrometry”)
HS Heparan-szulfat
IAA Jodacetamid
IdoA Iduronsav
IR Infravords spektroszkopia
LC Folyadékkromatografia (,, liqguid chromatography”)
KS Keratan-szulfat
Lys Lizin
Lys-C A lizinmaradék C-terminalis oldala
MALDI Matrix-szal segitett [ézerdeszorpcios ionizacid
MRPS Mikrofluidikus rezisztiv impulzus technika (,, microfluidic resistive pulse
sensing”)
MS Tomegspektrometria
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MS/MS Tandem témegspektrometria
m/z Tomeg/toltés
PAGE Poliakrilamid gélelektroforézis
PBS Foszfattal pufferelt sooldat (,, phosphate buffered saline”)
PCA Foékomponens-analizis (,, principal component analysis”)
PG Proteoglikén
PGC Porézus grafit allofazis (,, porous graphitic carbon”)
PTM Poszt-transzlaciés modosulas
RP-IC Forditott fazisu ionpar kromatografia (,, reversed-phase ion chromatography ™)

Forditott fazisu folyadékkromatografia (,, reversed-phase liquid

RP-LC chromatography”)
Q Kvadrupdl (,, quadrupole ) analizator
SEC Meéretkizarasos kromatografia (,, size exclusion chromatography”)
Ser Szerin
sEV Kisméretii extracellularis vezikula (,, small extracellular vesicle”)
SPE Szilard fazisu extrakcio (,,s0lid phase extraction™)
Thr Treonin
TFA Trifluorecetsav
TMT ., Tandem mass tag”
TOF Repiilési id0 (,, time of flight ) analizator

UHPLC-MS Ultranagy teljesitményt folyadékkromatografiaval kapcsolt tomegspektrometria
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Bevezetés és célkituzések

Az extracellularis vezikulak (EV-k) kicsi (30-1000 nm-es), lipidekkel hatarolt részecskék,
melyeket az extracellularis kornyezetbe szabaditanak fel a sejtek, és amelyek kulcsfontossagu
szerepet jatszanak az intercellularis kommunikéacidoban. A valtozatos biomolekulékat (példaul
fehérjéket, lipideket és nukleinsavakat) tartalmazod, 30-150 nm-es mérettartomanyba esé
kisméretli extracellularis vezikuldk (small extracellular vesicle, sEV) az EV-k egy
alcsoportja [1-3], melyek kiilonféle testfolyadékokban is megtalalhatoak (példaul vér, vizelet,
nyal). Az sEV-k nemcsak az egészséges sejtek kozotti kommunikacioban vesznek részt, hanem
kardinalis szerepet toltenek be bizonyos betegségekben, tobbek kozott a daganatos

megbetegedések progresszidjaban is, emiatt vizsgalatuk rendkiviil fontos [4, 5].

Munkdm céljaul tiztik ki az A549 tiid6 adenokarcindma sejtvonalbdl, valamint a
BEAS-2B nem tumoros sejtvonalbdl izolalt sEV fehérjék glikozildcidés poszt-transzlacios
moédosuldsainak (PTM) (N-glikozilacid, kondroitin-szulfat (CS) gliikozaminoglikanok (GAG))
karakterizalasat. Az A549 sejtvonalak sEV-inek izoldldsdhoz a sejteket magzati marha
szérumot (fetal bovine serum, FBS) nem tartalmaz6 F12 médiumban tenyésztettiik, a BEAS-2B
sejtvonalak sEV-inek izolaldsdhoz pedig bronchidlis hamsejt novesztd médiumban (bronchial
epithelial growth medium, BEGM) tenyésztettiik a sejteket 72 oran at. Az sEV-ket ezt kvetden
mini méretkizarasos kromatografiaval (size exclusion chromatography, SEC) izolaltam sajat
készitésti oszlopokon. Az sEV-kben gazdag frakciokat betoményitettem, oldoszercserét
végeztem, majd egymas utani fagyasztasi-olvasztési ciklusokkal tartam fel az SEV-ket. A 6-6
parhuzamosban izolalt vezikulakbol a feltarast kovetéen a mintadkat tripszinnel, illetve
kondroitindz ABC enzimekkel emésztettem meg, ezaltal az azokat alkotd fehérjéket peptidekkeé,
a CS GAG-okat pedig CS diszacharidokka hasitottam. A triptikus emésztménybdl az
N-glikopeptideket acetonos kicsapas segitségével dusitottam, mig a feliiliszoban a nem
glikozilalt peptidek maradtak. Tisztitds utdin nanoUHPLC-MS(MS)-sel analizéltam a mintak
peptid, N-glikopeptid és CS diszacharid dsszetevoit.

Munkdm tovabbi célja volt a kétféle sejtvonal kozotti biologiai kiilonbségek (a
glikozilaciés mintdzatok megvaltozasanak, illetve a GAG profilok kozotti eltérések)
karakterizalasa. Ezen kiilonbségek feltarasa nagymértékben hozzajarulhat a daganatos
megbetegedések folyamatainak jobb megértéséhez, valamint a potencidlis diagnosztikai és

gyogyszeres tamadaspontok felfedezéséhez.
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1. Irodalmi attekintés

1.1. A tiidorak és vizsgalata

A tidorak viladgszerte a rak okozta haldlozas vezetd oka mind a férfiak, mind a ndk
korében [6-8]. A WHO szerint a tiidorakot két, szovettanilag kiilonallo tipusba lehet sorolni a
rosszindulati sejtek mérete és megjelenése alapjan; ezek szerint megkiilonboztetiink kissejtes
¢s nem kissejtes tiidorakot. A tiidorakos megbetegedések tobb, mint 80 %-at a nem kissejtes
tiidorak teszi ki, amely tovabb kategorizalhato adenokarcinomadra, laphdmsejtes karcindmara és
nagysejtes karcinomara [9]. A kiilonféle kezelések, mint példaul a kemoterapia fejlodése
ellenére a tiidorakban szenvedd betegek klinikai progndzisa tovabbra is gyenge, melynek
legfobb oka az, hogy a diagno6zis megallapitasakor a legtobb tiidorakos beteg mar elérehaladott
stddiumban van. Emiatt kiilonosen fontos a tiidérak diagnosztikai mddszereinek javitasa,

valamint (jabb diagnosztikai és prognosztikai biomarkerek felfedezése [6].

Az A549 egy altalanosan hasznalt sejtvonal a tiidérak kutatdsaban, amelyet egy 58 éves,
tiidé adenokarcindmaban szenvedd kaukazusi fehér férfibol izolaltak [10, 11]. Az A549 sejtek
hamszertiek, és széles korben alkalmazzak azokat in vitro modellként a tiidérak biologia, a
gyogyszerszirés és a daganatok progresszidjanak, valamint a metasztazis mechanizmusainak
tanulmanyozasara. A BEAS-2B sejtvonal egy immortalizalt humén bronchialis hamsejtvonal,
amelyet egy nem rakos egyén normal horgéhdmsejtjeibdl szdrmaztattak [12, 13]. A BEAS-2B
sejteket gyakran hasznaljak egészséges kontrollként a tiidérdk kutatdsaban, hogy
Osszehasonlitsak a rakos sejtvonalakkal, példaul az A549-cel, azaz a BEAS-2B modellként

crer

1.2. A glikozilacio rakban betoltott szerepe

A rakos megbetegedésekbdl fakadod halalesetek nagy részét a késdi diagnozis és a
hatékony célzott terapidk hidnya okozza [14]. A jelenlegi kezelések tobbnyire a hagyomanyos
kemoterapidra tdmaszkodnak, néhany célzott terapiaval kiegészitve. Sok kisérleti bizonyiték
van arra, hogy a rdkos bioldgiai mintdk joval diverzebb fehérjeglikozilacios profilokkal
rendelkeznek a nem tumorosakhoz képest [15-18]. Mivel a tumorsejtek glikdnokban gazdagok,
¢s a karakterisztikus glikdnvazak egyedileg jelennek meg a tumorsejteken, ezek nagyon jo

célpontokként szolgéalhatnak a diagnosztika, valamint a prognozis szempontjabol.

A glikozilacio rendellenessége tobbféle modon is befolyasolja a rak kialakulasat és

crer
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manipulacidja. A sejtfelszini fehérjék glikozilaciés mintdzatainak megvaltozasa fokozza a
komplex eldgazd N-glikdnok, valamint a csonka O-glikanok expresszidjat (azaz az abnormalis
glikan expressziot) a sejtfelszini fehérjéken, amelyek az extracellularis matrixszal (ECM)
Iépnek kolcsonhatasba. A membréan-lokalizalt glikanok abnormalis expresszidja jelentésen
megkonnyiti a sejtek rosszindulativa valasdhoz sziikséges sajatossdgok megszerzését azaltal,
hogy lehetdvé teszi a rakos sejtek levalasat az elsddleges daganatrol és a tavolabbi helyekre

torténd elszallitasukat, azaz az attétképzodést [19-21].

A glikozilacidé megvaltozasa a tumor mikrokdrnyezetének Osszetételét €s tulajdonsagait
is befolydsolja az ECM atalakitasan (1d. 1.3. fejezet), valamint a sejt-sejt €s sejt-matrix
interakciok és az immunfelismerés modositasan keresztiil [14]. Ezek a valtozasok kedvezo
kornyezetet hoznak 1étre a tumor ndvekedéséhez és az immunszuppresszidhoz. A sejtfelszini
antigének megvaltozott glikozilacioja példaul megakadalyozza az immunsejtek felismerését és
megcélzasat, ezaltal lehetové téve a daganat szamara az immunrendszer kijatszasat €s a tovabbi
novekedést. A rendellenes glikozilaciés mintdzatok gyakran tarsulnak a kiilonbdzo
raktipusokhoz, ennek koszonhetden biomarkerekként szolgalhatnak a betegség diagnozisanak

felallitasahoz, valamint annak progresszidjanak megfigyeléséhez.

1.3. Glikoproteinek és proteoglikanok

A proteomika egy biologiai rendszerben el6forduld Osszes fehérje tulajdonsagainak
vizsgalataval foglalkoz6 tudomanyteriilet [22]. Céljai kozott szerepel a fehérjék azonositasa,
mennyiségi meghatarozasa, szerkezeti €s funkcionalis analizise, valamint a fehérjék kozotti
kolesonhatasok feltérképezése. A fehérjek biologiai funkcidjuk betdltéséhez szamos valtozason
mennek keresztiil szintézisiiket kovetden, példaul enzimatikus folyamatok altal
poszt-transzlacios modosulasok (PTM) jonnek rajtuk 1étre [23]. A PTM olyan kovalens
modositast jelent, amely soran nem fehérje jellegli csoportok kapcsolodnak a fehérjéhez. A
PTM-ek alapvetden befolyasoljak az egyes fehérjék biologiai funkcidit: az aktivitasukat,
lokalizaciojukat, valamint mas fehérjékkel vald kdlcsonhatdsaikat. Egy gyakori PTM a
glikozilacid, melynek soran szénhidrat-szerkezetek kapcsolodnak a fehérjék meghatarozott
aminosavainak oldallancdhoz, ennek eredményeként pedig glikoproteinek jonnek létre. Az
emberi fehérjéknek igen jelentds része, mintegy 80 %-a glikozilalt formaban van jelen a
szervezetben, ami jol kiemeli a glikozilacid kiilonbozd élettani folyamatokban betoltott
kozponti szerepét [24]. A glikoproteineknek tobb alosztdlya is van, melyek kozil a
legfontosabbak az N-glikoproteinek, az O-glikoproteinek, valamint a proteoglikanok (PG). Az

N-glikozilacio soran a glikdnok az aszparagin (Asn) amid csoportjahoz kapcsolddnak hozzé az
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Asn-X-Ser/Thr konszenzus szekvenciaban, ahol X a prolint kivéve barmely aminosav lehet [25].
Az O-glikozilacié soran a glikan lancok foként a szerin (Ser) vagy treonin (Thr) oldallanc
hidroxilcsoportjahoz kapcsolodnak, leggyakrabban egy N-acetil-galaktézamin (GalNAc)
egyseégen keresztiil [26]. A PG-knél nagyméretli linearis poliszacharidok, gliikozaminoglikanok
(GAGQG) kapcsolodnak a fehérjevazhoz [23, 27]. A kapcsolddas a kondrotin-szulfat (CS) és
heparan-szulfat (HS) osztalyok esetén szerineknél, tetraszacharid 6sszekotd (linker) région

keresztiil torténik (1. dbra).

ngj& Fehérjevaz
b !

i .
|=oSzerln ‘
H—C—CH:—0~(xil6z) galaktéz — galaktéz —< gliikuronsav A - B
fa ‘
' N J n
) Vv _
Osszekotd tetraszacharid
GAG-lanc
£, Fehérjevaz

J
1

1. abra — A proteoglikanok sematikus szerkezete (késziilt: Toth és mtsai [23] abraja alapjan). A kdzponti
fehérjékhez kapcsolodd GAG lancok ismétlodo diszacharid egységekbdl allnak

(A: hexuronsav/galakt6z, B: hex6zamin)

A fehérje-GAG interakcioknak szdmos funkcioja lehet (példaul immobilizalas,
proteolizis elleni védelem), emiatt a PG-k szamos biologiai folyamatban kritikus szerepet
jatszanak. Két f6 elhelyezkedési teriiletiik a sejtek felszine, valamint az ECM. Az ECM egy
nem sejtes haromdimenzids alkotdelem, amely minden szdvetben és szervben jelen van [28].
Nemcsak alapvet6 fizikai ,,allvanyzatot” biztosit a sejtes alkotoelemek szdmara, hanem elinditja
a szoveti morfogenezishez, differencidlodashoz, valamint a homeosztidzishoz sziikséges
biokémiai parancsokat is [29]. Habar az ECM 6 komponensei ugyanazok, mégis minden szovet
egyedi fizikai, topoldgiai és biokémiai Osszetételli ECM-mel rendelkezik. Az ECM nemcsak
szovet-specifikus, hanem meglehetdsen heterogén is, azaz a biokémiai és biomechanikai
tulajdonsagai oridsi mértékben eltéréek lehetnek nemcsak a kiilonbozd szovettipusokban,
hanem akér egy szoveten beliil, valamint a kiilonboz6 élettani allapotokban is (egészséges/rakos)
[23, 27, 29]. Ennek oka az, hogy a sejtek kozotti kommunikéacié miatt az ECM folyamatos

enzimatikus és nem-enzimatikus atalakuldsokon megy keresztiil, ennek kdszonhetden

10.
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meglehetdsen dinamikus struktaraval rendelkezik, molekularis komponensei pedig szamtalan

PTM-nek vannak kitéve.

A PG-k szdmos biologiai funkciot latnak el, melyek koziil a legfontosabb az ECM
jelatviteli folyamatainak szabalyozasa. Emellett szamos olyan sejtfelszini jelatviteli folyamatot
is befolydsolnak, amelyek a sejtek életciklusara hatnak ki, illetve a novekedési faktor
receptorokkal is kolcsonhatasba 1épnek [30, 31]. A rak kialakulasa soran a GAG-ok
szerkezetének megvaltozasa kiilonbdz0 modokon segitheti elé a tumorképzddést, ezaltal
modositva a PG-k funkcioit. A tumorsejtek olyan novekedési faktorokat valasztanak ki,
amelyek serkentik azok tovabbi novekedését. Ezenkiviil a rosszindulatu sejtek részt vesznek az
ECM 1jjaszervezésében is: modositjak a tumor mikrokornyezetében a PG expressziot, hogy

ezaltal megkonnyitsék onmaguk novekedését és késdbb az attétképzodést [30].

1.3.1. Az N-glikozilacio

Az el6z6 fejezetben mar emlitettem, hogy az N-glikozilacio soran a glikdnok az Asn amid
csoportjahoz kapcsolédnak hozza az Asn-X-Ser/Thr konszenzus szekvencidban, ahol X a
prolint kivéve barmely aminosav lehet [25]. Minden eukaridta N-glikdnnak ko6zos a mag
pentaszacharid szerkezete: ManzGIcNAc,. Ez a mag épiilhet tovabb és agazhat el az N-glikanok
harom f6 csoportjara [32]: magas manndztartalmu, komplex vagy hibrid N-glikdnokka (2. dbra).
A magas mannéztartalmu N-glikdnok a magszerkezeten kiviil csak manndz egységeket
tartalmaznak. A komplex N-glikdnok esetén az antenna felépitése tobbnyire fix: kiilonféle
cukrokat, példaul galaktozt, szidlsavat és GalNAc-ot tartalmaznak. A hibrid N-glikanok mind a
magas manndztartalmu, mind pedig a komplex N-glikanok jellemzdit magukban foglaljak. A
mag fukozildcio (al-6 fukozilacid) soran a fukoéz kozvetleniill a mag pentaszacharid
szerkezethez, azon belill a glikdan legbelsd részéhez, az N-acetil-gliikozaminhoz (GIcNAc)
kapcsolodik hozza [33]. Ezzel szemben az antenna fukozilacid sordn a fukéz az oligoszacharid
oldallancok (antenndk) cukormaradékaihoz (gyakran a galakt6zhoz) kotédik al-3 vagy al-4
kotéssel, amely jelentds mértékben megvaltoztatja a glikanok tulajdonségait. A glikan egységek
nevezéktandban a monoszacharidok esetén az egyedi cukoregységeket gyakran harom betlis
kodokkal roviditik, példaul Fuc (fukédz) [34]. A monoszacharidok kozotti kapcsolatot szamok
¢s betiik jelzik, amelyek leirjak a kotésben részt vevo szénatomokat és a glikozilacids kapcsolat
tipusat, példaul a Man(a1-3)Man rovidités egy al-3 kotést jelez két mannodz maradék kozott.
Az elagazasi pontok és kiterjesztések részletes strukturdkban vannak feltiintetve, gyakran
diagramon abrazoljak azokat. A Funkciondlis Glikomikai Konzorcium kifejlesztett egy

szabvanyositott, szimbolumokbdl 4ll6 nevezéktant a glikanok grafikus abrazolasara [35-37].
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Ezekben az egyes formak és szinek kiillonb6zd monoszacharidokat jeldlnek, megkdnnyitve

ezzel a bonyolult glikanszerkezetek megjelenitését és megértését (2. dbra).

Mag pentaszacharid

Mag fukozilacio
szerkezet

O O Jelmagyarazat
oQ © © Mannéz (Man)
Q 9 O Galaktéz (Gal)
O B N-acetil-gliikézamin (GIcNAc)
@ Szidlsav (Neu5Ac)
D> Fukéz (Fuc)
Magas mannéz Komplex Hibrid

2. dbra — Az N-glikanok alapvéza, a mag fukozilacid €s a harom f6 N-glikan tipus

1.3.2. A gliikozaminoglikanok tulajdonsagai

A GAG lancok linedaris heteropoliszacharidok, amelyek N-acetilalt uronsav/galaktéz és
hexdzamin 1ismétlodd diszacharid egységekbdl allnak [27, 38]. Négy alapvetd GAG-osztaly
kiilonboztethetd meg az ismétlodo egységekben 1évé monoszacharidok tipusai alapjan [38-40]:
a hialuronsav/hialurondn (HA), a keratan-szulfait (KS), a kondroitin-szulfat (CS)/

dermatan-szulfat (DS), és a heparan-szulfat (HS)/heparin (Hep) (1. tdbldzat).

1. tablazat — A négytéle GAG-osztaly szerkezetei. A kék S betii a lehetséges szulfatalas helyét jeloli; a HS
esetén az N-szulfatalas (piros N betii) helyett lehetséges az N-acetilalas is [41]

GAG osztaly neve Szerkezeti képlet
[ COOHO 1
Hialuronsav/hialuronan (HA) e oo A o
L OH NHAC n
[oH9S SO
Keratan-szulfat (KS) i > A ol
OH NHAC 4n
COOH =0 i
Kondroitin-szulfat (CS)/dermatan-szulfat 0 Q
(DS) /MO 0
L 0s NHAc n
COOH 0s
° (o]
Heparan-szulfat (HS)/Heparin (Hep) “on . %o
O NS o

A GAG-ok valtozatos szerkezetiiknek kdszonhetden szamos sejtmitkddést befolyasolod

funkcioval rendelkeznek. A CS rendkiviil széles korben megtalalhaté az emberi szervezetben
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[42-44]. Lancainak ismétlodd egységei egy gliikuronsavbol (GlcA) és egy GalNAc-bol
allnak [45], melyek leginkébb a sejtek felszinén, valamint az ECM-ben PG-okként fordulnak
el6. A DS a CS-t6l annyiban kiilonbozik, hogy a GIcA helyett iduronsav (IdoA) van a
szerkezetében (habar néhany hexuronsav monoszacharid is lehet GlcA). A CS szamos
kulcsfontossagu molekulaval 1ép kolcsonhatasba (példaul ndvekedési faktorokkal, adhézios
molekulakkal és lipoproteinekkel), amelyek szdmos bioldgiai folyamatot, valamint a sejtek
viselkedését is szabalyozzédk [46]. A CS lancok fehérjékhez wvaléo kapcsolodasakor
kondroitin-szulfat proteoglikdnok (CSPG-k) jonnek Iétre. A CSPG-k bioszintetikus
egyensulyzavarahoz szamos betegség tarsul, ilyenek példaul a csontrendszeri rendellenességek,
a sziv és érrendszeri megbetegedések, valamint a daganatos elvaltozasok is. A CSPG-k
mennyisége jelentdsen megndvekszik ezen betegségek kezdetén, ezaltal fontos szerepet toltve
be a lipidek visszatartasdban, modositasaban, végiil pedig a felhalmozasukban.

A CS ismétlédé diszacharidokat tartalmazd lancaiban az GalNAc egység C4 ¢s Co6
(Lawrence kod: D0a0), egyszeresen szulfatalt (Lawrence koédok: DOa4 illetve D0a6), valamint
kétszeresen szulfatalt (Lawrence kod: D0al0) CS diszacharidokrél (3. dbra) [40].

COOH

HO;; SO OSO,H HO,SO OSO,

NHAc NHAc NHAc

AHexA-GalNAc AHexA-GalNAc4S AHexA-GalNAc6S AHexA-GalNAc4S6S
D0a0 D0a4 D0a6 D0al10

3. abra — A kiilonboz6 szulfataltsag CS diszacharidok szerkezete, valamint azok Lawrence-kodjai [47, 48]

1.4. Glikoproteinek analitikai vizsgalati lehetoségei

Az el6zo fejezetbdl lathatd, hogy a PG-k az ECM meghatarozd Osszetevoi, €s az
N-glikozilacié mellett donto szerepet jatszanak a kiilonb6z0 fiziologiai folyamatokban [27, 49].
Ezért a proteomikai és glikomikai analizis kulcsfontossagu a fehérjék, a glikoproteinek és a
GAG-ok bioloégiai funkcidinak, valamint a betegségekben betoltott szerepiik pontosabb
megértésé¢hez [50]. Azonban a biologiai matrixok szerkezeti diverzitasa és komplexitasa miatt
a teljeskorti vizsgalat meglehetdsen nagy kihivas [51]. Az altalanos elemzés soran a fehérjék és
a GAG-ok vizsgalata kizardlag kiilon lehetséges, viszont ennek kdszonhetéen pontosabb kép

kaphat6 azok rendkiviil 0sszetett szerkezetérdl, tulajdonsagairdl €s biologiai szerepérol.

A tomegspektrometria (MS) egy nagymiiszeres szerkezetvizsgalati és analitikai modszer,

amely egyre nagyobb teret hodit a molekularis bioldgia, proteomika és a glikomika
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teriiletén [22, 52]. A tdmegspektrometrias analizis elonye, hogy kis anyagmennyiségii komplex
biologiai mintdk komponenseinek kvalitativ és kvantitativ meghatarozasara egyarant alkalmas.
A tomegspektrometiras analizis mellett sz6l az extrém érzékenység és a kromatografiaval
torténd kapcsolas lehetosége is. Tovabbi elénye, hogy kifejezetten szelektiv technikanak
tekinthetd, ugyanis nagyon kis szerkezeti (molekulatomegbeli) kiillonbségek kimutatdsara és

parhuzamos elemzésére alkalmas.

A fehérjék ¢és peptidek vizsgalatira napjainkban az elektroporlasztdsos ionizaciot
(electrospray ionization, ESI), valamint ennek nanoaramlasos verzidjat (nanoESI) és a
matrixszal segitett 1ézerdeszorpcios ionizacidt (MALDI) alkalmazzak [22]. Az ESI-nél a
folyékony halmazallapotii mintaoldat kapillarison keresztiil jut az ionforrasba, ahol nagy
fesziiltség alkalmazasa, porlasztogdz és fiités segiti az ionizaciot. Az elektroporlasztasos MS
nagyon érzékeny modszer, mely kis és nagy tomegii molekulak, pozitiv €s negativ ionok, erésen
polaris/ionos komponensek vizsgalatara is alkalmas. Elénye, hogy konnyen kapcsolhatd
kromatografiaval, és mennyiségi meghatarozasra is alkalmazhat6 [22, 53]. Fontos tulajdonsaga,
hogy kevéssé toleralja a szervetlen sokat és a nem illékony szennyezdket, ezért a kromatografias
rendszerben csak illékony puffer hasznalhato. Az ionizacios folyamat soran tobbszordsen toltott
molekulaionok is keletkezhetnek, ezért alkalmas nagy molekulatomegli fehérjék,
glikoproteinek, peptidek, oligonukleotidok, polimerek szerkezeti meghatdrozasara. Az ESI
ionforrason keresztiil a tomegspektrométer folyadékkromatograffal kdzvetlentiil kapcsolhato,
ezt nevezzilk HPLC-MS-nek (high performance liquid chromatography — mass spectrometry).
A nanoHPLC elonye a normal HPLC-hez képest az, hogy joval kisebb a kapillaris atméroje és
benne a folyadék aramlasi sebessége is, igy az nanoESI-vel kapcsolva nagyobb ionizéciods
hatékonysagot és érzékenységndvekedést biztosit [54]. Hasznalata olyan esetekben idedlis,

amikor nagyon kevés a minta mennyisége.

A MALDI moddszer sordn a mintat olyan szerves matrixban oldjak fel, amely az
alkalmazott lézer hullamhosszan jelentdésen abszorbedl [22, 55]. Az oldatot felviszik a
mintatartd lemezre, amit hagynak megszaradni, ezutan lézerrel besugarozzak azt. A matrix a
1ézersugarzas elnyelt energidjaval gerjeszti a minta molekulait €s segiti azok ionizaciojat [56].
Legnagyobb eldénye, hogy kivaldéan alkalmas szintetikus makromolekuldk ¢és fehérjek
vizsgélatara, a nagy molekulatomegli intakt fehérjék vizsgalatdnak gyakran alkalmazott
ionizacios modszere. Meglehetdsen érzékeny mddszer, fragmentacio nem jellemzo ra. Eldnye,
hogy tolerans sdszennyezésre, ¢s alkalmas keverékek direkt analizisére [22]. Hatranya, hogy

on-line nem kapcsolhatéd elvalasztastechnikai modszerekkel, mivel a vizsgélat eldtt a minta
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kristalyositasa sziikséges. Hatranya tovabba az is, hogy nagy tomegi molekulak esetén a
molekulacsucs széles lehet, valamint mennyiségi meghatarozasra csak nagyon korlatozottan
alkalmas. Az ESI-vel torténd mérések reprodukalhatésaga jobb, mint a MALDI ionforrassal

torténd analiziseké a MALDI-nal alkalmazott kristalyositas rossz reprodukalhat6saga miatt.

Az analizator feladata a tomegspektrométerben az ionok elvalasztasa tomeg/toltés (m/z)
alapjan [22]. Mivel nagyon sokféle analizator 1étezik, és mindegyiknek megvannak a maga
elényei ¢és hatranyai, emiatt nincs koztiik olyan, amely minden szempontbol tokéletes
lenne [57]. Eppen ezért a megoldandd feladattol és a mérés tipusatol fiiggden kell a
legalkalmasabbat kivalasztani. A proteomikaban leggyakrabban a kvadrupol (quadrupole, Q),
az ioncsapda, a repiilési id6 (time of flight, TOF), az orbitrap, valamint az ion ciklotron
rezonancia analizatorokat hasznaljdk. A tandem tomegspektrometriads (MS/MS) mérésekhez
lehet egyszerre tobb, kapcsolt analizatort is alkalmazni (példaul kvadrupol — repiilési id6

analizatorok (Q-TOF)).

Az 1j, kiméletesebb ionizacids lehetdségek, mint példaul a kémiai ionizacid, illetve a
miszertechnikai fejlesztések lehetdvé tették az MS/MS szélesebb korii elterjedését, amely a
vizsgalt vegyiiletrdl a korabbinal sokkal részletesebb informaciot szolgaltat [58]. Az MS/MS
modszerek soran a gdzfazist fragmentaciés folyamatokban a prekurzor—fragmens ion kapcsolat
hatdrozhaté meg [59]. A hagyomanyos MS Kkisérletek esetén az ionizaciot kovetéen az
ionforrasban képzddd ionokat m/z szerint egybdl elvalasztjak és detektaljak, mig az MS/MS
esetén az ionizacidt kovetden kivalasztjdk azt az iont, amelynek szerkezetét meg akarjak
hatarozni, és csak azt az iont gerjesztik/fragmentaltatjak, majd az igy nyert fragmenseket m/z

értékeik szerint elvalasztjak.

A kromatografidas modszereket, azon beliil a folyadékkromatografiat (liquid
chromatography, LC) is gyakran hasznaljak a fehérj¢k és a GAG-ok vizsgéalatahoz a
tomegspektrometrias detektalast megeldzden [60]. A tobbi kromatografids modszerrel szemben
az LC eldnye, hogy a mozgo6- és allofazisok, valamint az elvdlasztasi mechanizmusok nagy
valasztéka ¢és sokoldali kombinalhatésdga a legkiilonboz6bb mintdk analizisét,

komponenseinek preparativ tisztitasat teszik lehetové [22].

A kromatografias technikdk koziil a proteomikdban az elsddlegesen alkalmazottak a
forditott fazisu (reversed-phase liquid chromatography, RP-LC), a forditott fazisi ionpar
kromatografia (reversed-phase ion chromatography, RP-IC), a SEC és a hidrofil
kolcsonhatason alapuld kromatografia (HILIC) [22]. Kevéssé elterjedtek és ritkdbban hasznalt

modszerek az affinitas kromatografia, a rogzitett fém-kelat kromatografia, illetve a hidrofob
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kolcsonhatason alapuld kromatografia. A diszacharidok vizsgéalata esetén az elsddlegesen
alkalmazott kromatografias technikédk az RP-LC, az RP-IC, a por6zus grafit all6fazisos (porous
graphitic carbon, PGC) kromatografia, a SEC és a HILIC (4. dbra) [39, 61]. Az egyes technikak

elényeit és hatranyait a fehérjék és a GAG-ok esetén kiilon fogom részletezni a kdvetkezd

alfejezetekben.
RP-'C polaris analat SEC
® ©)
®
® apolaris
analat @ .
o] kisméreti analdtok
@ @ nagyméret( analdtok
©
polaris analat
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0. - . ®
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&)
< © // 2
() A poléris analat kot6dik
o @ a polarizalt felszinhez
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polaris
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4. abra — A fehérjék és a GAG-ok elemzéséhez hasznalt leggyakoribb kromatografias modszerek [61]

1.4.1. Fehérjék vizsgalata

A fehérjék komplex bioldgiai kdrnyezetben vald vizsgalatara jott 1étre a proteomika,
amely egy biologiai rendszerben eléforduld Gsszes fehérje tulajdonsagainak vizsgalataval
foglalkoz6 tudomanyteriilet [22, 62]. F6 célja a biologiai rendszerben 1évo fehérjék kiilonbozo
szintli szerkezetének, a mutaciok sordn képzddd 0j szekvenciak, a polipeptidlancon talalhato
PTM-ek, a fehérjék sejtbeli lokalizaciojanak, valamint azok koncentracidinak, illetve
koncentraciovaltozéasainak egy adott torténés soran valé megismerése. A proteomika legfobb
miszeres analitikai eszkdze az MS, amelynek soran lagy ionizacids technikédk (ESI, MALDI)
alkalmazasa sziikséges [23]. Altalanosan hasznalt, elvalasztastechnikéval kombinalt modszer a
nanoméretli, ultranagy  teljesitményti =~ folyadékkromatografiaval  vald6  kapcsolas

(nanoUHPLC-MS).

A fehérjék elemzése altalanosan az alabbi megkozelitéssekkel lehetséges: a top-down

vagy a bottom-up modszerrel (5. dbra) [22, 63]. A top-down technika soran az elvalasztott
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fehérjéket intakt formaban, emésztetleniil analizaljak tomegspektrometriaval, melynek nagy
elénye az, hogy az un. proteoformak (egy adott gén termékei, beleértve a genetikai
polimorfizmusokat, muticiokat, az alternativ hasitdsokat és a poszt-transzlacidsan modositott
formakat is), sO6t megfeleld6 koriilmények kozott a nemkovalens kolcsonhatasok is

karakterizalhatok [23].

Adatok ) s
e Top-down fehérje analizis
{ ‘L“d Peptid MS Sejt/szﬁxet

TMS

TEIvéIasztés LC-vel
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Gél- vagy oldatbeli Fehérje 1 Fehérje2  Fehérje 3
emésztés
.»i ) Elvla'llaiztéfs I
gt gélelektroforézissel
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5. abra — A bottom-up és a top-down fehérje vizsgélatok altalanos séméja

(késziilt: Gregorich és mtsai [64] abraja alapjan)

Héatranya viszont az, hogy mivel a fehérjék nagy méretiiek, kiilonb6z6 konformacidkat
vehetnek fel és szamos PTM-mel rendelkezhetnek, az elemzés soran kapott adatokat nehezen
lehet értelmezni és feldolgozni, igy komplex mintdk nem vizsgalhatok ezzel a modszerrel. A
fehérjék elvalasztasara (esetleg izolaldsara) alkalmazhat6 az RP-LC, az RP-IC, a SEC, az
affinitaskromatografia, a rogzitett fém-kelat kromatografia, a hidrofob kolcsdnhatasu

kromatografia és a HILIC [22].

A bottom-up technika alapja az, hogy a fehérjéket enzimatikusan peptidekké hasitjak,
amelyet kiilonb6z6 proteolitikus enzimek (példaul tripszin) segitségével végeznek [22, 23, 63].
A keletkez6 peptidkeverékeket ezutan elvalasztjak egymastol, majd ezt kdvetéen MS/MS-sel
elemzik azokat. A proteomikdban alapvetden kétféle adatfelvételi technikat hasznalnak: az
adatfliiggd (data dependent acquisition, DDA) és adatfiiggetlen (data independent acquisition,
DIA) analizist [65]. DDA esetén a legintenzivebb prekurzorokrol késziil MS/MS felvétel, mig
a DIA esetén tomegtartomanyokra osztjak a teljes spektrumot, és az egyes tartomanyokat

fragmentaljak meg, igy minden prekurzorrdl késziil MS/MS felvétel. A megfeleld adatfelvételi
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technikaval kivitelezett tomegspektrometrias mérések soran felvett eredmények ezutan
Osszevethetok a kiilonboz6 adatbazisokban rendelkezésre 4all6 in silico peptid
tomegspektrumokkal, igy a szoftveres kiértékelés segitségével valoszinliségi alapon
meghatarozhatéva valik a mintdkban azonositott peptidek (részleges) aminosavsorrendje.
Ezutan a jelen 1évO karakterisztikus peptidek segitségével azonosithatok a mintat alkoto
fehérjék.

A proteomikai elemzési eljarasok négy f6 1épést tartalmaznak [66]: (1) mintael6készités
(extrakcio, emésztés, dusitas), (2) a fehérjék vagy a megemésztett peptidek szeparalasa, (3) a
fehérjék azonositasa MS-sel (top-down vagy bottom-up) €s (4) a hatalmas mennyiségli generalt

informdaciok feldolgozasa (funkciondlis osztilyozés vagy dsszehasonlitoé elemzes).

A HPLC-MS vizsgalatok eldtti megfeleld mintaelkészités elengedhetetlen a kisérletek
sikerességéhez [22]. A mintaelOkészités két nagy részre oszthatd, melyek koziil az elsd a
biologiai minta feltardsa, amely a (sejt)ymembran/(sejt)fal elroncsolésat takarja, hogy ezaltal a
bent 1évé komponensek is elérhetévé valjanak az enzim szamara. A masodik Iépésben a
fehérjekeverékbdl a tomegspektrometrids analizisre alkalmas mintat kell eldkésziteni,

leggyakrabban enzimatikus emésztéssel.

A fehérjék kivonasdhoz eldszor fel kell tarni a mintat, amely tobbféle moddszerrel is
torténhet [22], példaul cseppfolyds nitrogénes hiitéssel, szovetlizaloban valo hiitéssel, késes,
kézi vagy motoros homogenizalassal, illetve ultrahangos szonikaltatassal. A hatékony és teljes
mintafeltaras elengedhetetlen a sikeres fehérje vizsgéalatokhoz, mert nélkiile nagy veszteségek
Iéphetnek fel. A fehérjeemésztést tovabbi tisztitasi, dusitasi, szeparald 1épések elozhetik meg,
hogy minél tisztabb legyen a vizsgalandd minta és az emésztéenzim hatékonyan tudjon
miikddni, valamint hogy a késdbbiekben a peptidek MS/MS spektrumai a lehetd legtobb

informaciot hordozzak majd [67].

A fehérjék denaturaldsa azért sziikséges, mert ezaltal elérhetdbbek lesznek az alkalmazott
enzim szdmara a belsé peptid kotések. Denaturdloszerként gyakran hasznaljak példaul a
metanolt, az acetont, az acetonitrilt (ACN), vagy példaul az ureat [22, 68]. A feliiletaktiv
teszik azokat. Gyakran hasznalt feliiletaktiv anyagok példaul a natrium-dodecil-szulfat, a

Rapigest, vagy a Triton X-100.

A fehérjék harmadlagos szerkezetét diszulfidhidak stabilizaljak, melyek akadalyozzék az

emésztdenzimek hatékony miikodését, ezzel gatolva a fehérjelanc egyes részeihez valo szabad
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hozzaférést, valamint bonyolitjak a tomegspektrometrids mérést is [22, 68]. Emiatt igyekezni
kell megszabadulni ezektdl kiilonbozé kémiai dgensek segitségével. A diszulfidhidakat a
proteolizis el6tt redukalni kell, majd a keletkezd szabad cisztein oldallancokat alkilezéssel kell
védeni a késobbi Ujraoxidalodastol [67]. Tobbféle redukalod- és alkilaloszer hasznalatos, a
megfeleld kivalasztasanal figyelembe kell venni a minta puffer pH-jat, 6sszetételét stb. Gyakran
hasznalt redukéloszerek példaul a 2-merkaptoetanol, a ditiotreitol (DTT), amelyek nagyon
hatékonyak a diszulfidhidak lebontdsdban. A 4-vinilpiridint, a jodecetsavat, valamint a
jodacetamidot (IAA) alkilaloszerekként alkalmazzak, amelyek a ciszteinmaradvanyok
alkilezése altal megakadalyozzak a diszulfidkotések jboli kialakulasat, ezéltal biztositjak,
hogy a fehérje teljesen denaturdlt és redukalt allapotban maradjon. Az adott enzim
miikodéséhez sziikséges optimalis pH fenntartdsdhoz kiilonféle puffereket szoktak hozzaadni a

mintakhoz az emésztés megkezdése eldtt [22, 68].

Végiil a mar teljesen redukalt, alkilezett és a megfelelé pH-ra beallitott minta készen all
az enzimatikus emésztésre. Az emésztéenzimek koziil leggyakrabban a tripszint szoktdk
alkalmazni [22]. Az enzimatikus emésztést kovetden sziikség lehet a mintaban kis
koncentracioban jelen 1év0, PTM-mel rendelkezd (példaul foszforilalt vagy N-glikozilalt)
peptidek dusitasara, hogy ezaltal konnyebb legyen azok azonositasa és vizsgalata [69, 70]. A
glikopeptidek dusitasanak egyik modja a glikopeptidek kicsapasa [71], amely torténhet szerves
oldoszerrel, illetve olddszerkeverékkel (példaul aceton, kloroform-metanol), savval (példaul
triklorecetsav) vagy soval (példaul ammonium-szulfatos kisdzéas). Legaldbb hatszoros
térfogatnyi szerves oldoszert kell adni a mintdhoz, amelyet ezutan jégen vagy -20 °C-on
legalabb 1-2 oréan at kell inkubalni. Nagy sebességii centrifugalas (10000-15000 g) utan az
oldhat6 szennyezddéseket és nem glikozilalt peptideket tartalmazod feliiluszot dvatosan kell
eltavolitani a pelletrdl. Ezt kovetden egy rovid szaritas utan a glikopeptid csapadék marad

vissza, amelyet a késdbbi tomegspektrometrias elemzéshez a megfeleld pufferben kell feloldani.

A nem glikozilalt peptideket tartalmaz6 feliiliszok miiszeres analitikai vizsgalata eldtt
azonban sziikséges még egy tisztitasi 1épés, melynek soran az analatot izoldljak, koncentraljak
¢s megtisztitjak a mérést zavard biologiai matrixtol [72, 73]. Ez a folyamat egyrészt azért fontos,
mert ezaltal megnd a tomegspektrometrias elemzés érzékenysége és pontossaga, amely igen
hangsulyos a fehérjék mindségi és mennyiségi elemzése soran, masrészt pedig igy elkeriilhetd
a tomegspektrométer elszennyezése. Sokféle modszer all rendelkezésre a mintak tisztitasara,
mint példaul a SEC, a magneses gyongyokkel valo tisztitas, valamint a szilard fazisu extrakciod

(solid phase extraction, SPE). Az SPE az egyik leghatékonyabb modszer a megemésztett
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mintakban 1évé szennyezOdések eltavolitasara, ezéaltal a matrix zavar6 hatasanak
kikiiszobolésére €s az analat dusitasara [74]. Az SPE all6fazisa lehet szilikagél alapu (példaul
Cis, Cg vagy fenil csoporttal modositott), polimer alapt, illetve 1éteznek ioncseréld allofazisok
is.

Az SPE-vel végzett tisztitas soran eldszor aktivalni, majd ekvilibralni kell az allofazist,
hogy ezaltal az alkalmas legyen a tisztitas elvégzésére [72]. Ezutan kell felvinni a mintat az
allofazisra, amelybdl a szdmunkra fontos analat(ok) megkotddnek az adszorbens feliiletén.
Utana egy mosasi 1épés segitségével a meg nem kotdédott szennyezok eltavolitasra keriilnek az
allofazis feliiletérél, majd végiil az utols6 Iépésben a megfeleld oldoészerrel elualjak a

megkotddott analatot/analatokat.

Az enzimatikus emésztést, valamint a tisztitast kovetden a peptidek és glikopeptidek
elvalasztasara leggyakrabban az RP-LC-t, illetve a HILIC-et alkalmazzak [22, 23]. Mivel az
RP-LC soran a molekulak hidrofébicitasa, a HILIC soran pedig a vegyiiletek polaritasa alapjan
torténik az elvalasztas, ezért ezek a modszerek egymast kiegészitd informaciot szolgaltatnak,
igy gyakori ezek kombindlt alkalmazdsa is 2D-s kromatografids -elvalasztasokban
(multidimenzios kromatografia). Bar a multidimenziés kromatografia jelentés mértékben
javitja az elvalasztds hatékonysagat, 6nmagaban nem nyujt sem mindségi, sem mennyiségi
informaciot a mintat alkotd komponensekrdl. Az elvalasztott alkotdelemek azonositdsdhoz és
mennyiségi meghatarozasahoz ez esetben is sziikség van tomegspektrométerre. A HPLC-MS
lehet6vé teszi nagyon kis mennyiségii mintabol akar 3000-5000 fehérje azonositasat kiilonb6zo

adatbazisok segitségével, valamint azok koncentracidja is meghatarozhato [22].

A minték proteomikai vizsgalatat kovetd szamitdogépes adatértékelés egy meglehetdsen
komplex, tobblépéses folyamat. Az adatelemzéshez példaul a MaxQuant, a Proteome
Discoverer, a Byonic ¢és a SkyLine programok hasznalatosak [75]. Az MS mérések
eredményeibdl (bottom-up technika esetén) eldszor a peptidek azonositasa torténik. Az MS/MS
spektrumok tiikrozik az egyes peptidekbdl szarmazo fragmensionok m/z aranyat és intenzitasat.
A spektrumokbdl szarmaz6 adatok ezutdn dsszevetésre keriilnek egy mar meglévd peptid- vagy
fehérjeadatbazisban rendelkezésre allo in silico peptid tomegspektrumokkal [23]. A
szoftverben 1év0 egyes algoritmusok valdsziniiség alapi modellt kovetnek, amelyek
rangsoroljdk a spektrumokat az egyezések josaga alapjan, és meghatdrozhatéva valik az
azonositott peptidek (részleges) aminosavsorrendje. Ennek eredményeként egy-egy pontszam

keriil hozzarendelésre minden egyes spektrumhoz, amely az egyezés mértékét tiikrozi [75].
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A (gliko)proteomikai adatbazis-keresés egyik kritikus pontja a hibas talalati arany (false
discovery rate, FDR) meghatarozasa [22]. A fehérjeazonositdsban bevett megkozelités az un.
Htarget-decoy” modszer, melynek soran randomizalt vagy forditott aminosav-szekvencidkon
torténd keresésbol becsiilik az FDR értékét. Proteomikai vizsgélatokban tipikusan Gigy huzzak

meg a talalatok elfogadasanak hatarat, hogy 1 %-os FDR-t kapjanak.

Ezutan kovetkezik a peptidek dsszekapcsolasa a fehérjékkel, melynek soran a szoftver a
peptid szekvencidk alapjan valosziniisiti a mintaban 1évd fehérjéket. Mivel sok olyan peptid
van, amely tobb kiilonb6zd fehérjében is megtalalhato, a szoftver az egyedi peptidek szdma
alapjan donti el, hogy mely fehérjék jelenléte a legvaloszinlibb [76]. Léteznek olyan
karakterisztikus peptidek, amelyek lehet6vé teszik az adott fehérje egyértelmli azonositasat,
azonban a mindossze egyetlen peptiddel tortént fehérjeazonositds nem elegendd a teljes
bizonyossaghoz. Minél tobb egyedi peptidet azonositott a program egy adott fehérjébol, annal

nagyobb a valoszintisége, hogy a fehérje ténylegesen jelen van a mintaban.

A mennyiségi meghatdrozas tobbféleképpen is lehetséges: a meghatarozas torténhet
abszolut vagy relativ skalan. El6bbihez izotdpjelzett standardok haszndlata sziikséges, emiatt
koltségesebb, ¢és foként klinikai alkalmazasokban talalhatok meg [75]. A kiilonb6zé mintakat
kiilonbozd izotdpokkal jelolik, majd az MS/MS spektrumokbodl az izotopjeldlések relativ
intenzitasa alapjan hatarozzak meg a fehérjék mennyiségét. A relativ mennyiségi meghatarozas
leginkabb a felfedez6 kutatasokban terjedt el, amelynek oka az, hogy néhany fehérje izotopos
jelolését még viszonylag problémamentesen meg lehet oldani, viszont ha tobb ezer fehérje
jelenlétét kivanjak egyszerre monitorozni, akkor az sajnos nem kivitelezhetd [22]. Gyakran
alkalmazott modszer viszont a ,,tandem mass tag” (TMT), amely sordn nem kdzvetleniil a
fehérjéket, hanem az emésztés soran keletkezd peptideket jeldlik izotopokkal [77]. A TMT-vel
felvett tandem tomegspektrometrias spektrumok alapjan a peptidek izotopos jeloléseinek

intenzitasat 0sszehasonlitva nyerhetdk ki a relativ mennyiségi informaciok.

A jelolésmentes modszer az egyes peptidek spektralis intenzitasait vagy az MS1 szinten
mérhetd m/z cstcsok intenzitdsat haszndlja a mennyiségi meghatdrozasra. A kiilonféle
szoftverek (példaul MaxQuant vagy Skyline) ezeket az intenzitdsokat hasznaljak a peptidek és

a hozzajuk tartozo fehérjék relativ mennyiségének becslésére.

1.4.2. GAG-ok vizsgalata

Az 1.3.2. fejezetben leirtak alapjan lathatd, hogy a GAG-ok mennyire fontos szerepet

toltenek be a kiilonboz6 élettani folyamatokban. Ennek kovetkeztében kulcsfontossagi a
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GAG-ok analizise ezen folyamatok pontos részleteinek, valamint a GAG-oknak az azokban
betdltott szereplik jobb megértése érdekében [78]. Mivel a GAG-ok biologiai aktivitdsa és
szerkezete k6zott meglehetdsen bonyolult a kapcsolat, elengedhetetlen a pontos szerkezetiik
feltérképezése a funkcioik tisztdzasa érdekében [79]. A GAG-ok szerkezetének karakterizalasa
a mogottes szerkezeti komplexitds (az alapvaz polaritasa, illetve a kiilonb6zé mértékii
szulfatacid) miatt nem egyszerli, de megfeleléen beallitott iitkdzési energiaval lehetséges,

minimalis fragmentacioval.

A GAG-ok altalanos szerkezeti analizise sok 1€pést foglal magaban. Mivel a GAG-lancok
meglehetdsen hosszaak (akar 100 kDa-osak is lehetnek), igy intakt analizisiik meglehetdsen
nehézkes [27, 80]. Elemzésiikhoz emiatt célszerli kémiai vagy enzimatikus hasitasi 1épést
alkalmazni, ezaltal elérhetd egy joval kisebb di- vagy oligoszacharid-keverék vizsgalata [23].
Sajnos egyetlen analitikai modszer sem biztosit oGnmagaban teljeskorii mindségi és mennyiségi
informacidt a GAG-ok szerkezetérdl, ezért kell kiilonbozo analitikai modszereket kombinalni,
pl. az infravords spektroszkopiat (IR), illetve a folyadékkromatografiaval vagy a kapillaris
elektroforézissel (CE) kapcsolt tomegspektrometriat. A négy GAG-osztaly miiszeres analitikai

vizsgalata torténhet top-down vagy bottom-up technikaval (6. dbra).

Di-/OIigoszaCharid anaII’Zis _
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LC vagy CE
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&2 e—m
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+ \4
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6. abra — A bottom-up és top-down GAG-analizisek munkafolyamatai (késziilt: Solakyildirim és mtsai [39]

abraja alapjan)

A top-down technika alkalmazasakor a GAG-ok szerkezetének egészét vizsgaljak (intakt

modon) elézetes enzimatikus vagy kémiai hasitas nélkiil, amelynek nagy elénye az, hogy
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teljeskorti informécidt nyujt az erésen heterogén GAG-poliszacharidok szerkezetérdl és
diverzitasarol [80]. A top-down analizis keretében sziikség van a heterogén minta elvalasztasara,
amelyre kivaloan alkalmas a CE és az LC, azon beliil is leginkdbb az RP-IC és a HILIC, mivel
ezek teszik lehetové a GAG-ok magas foku érzékenységgel torténd elvalasztasat és elemzését
mind kvalitativ, mind pedig kvantitativ modon [81, 82]. Ezeket az effektiv elvalasztasi
technikdkat altalaban tomegspektrometridval kombindljak, amelyet szintén rendkiviil széles
korben hasznéalnak a GAG-ok fop-down szerkezeti analizisére, mivel nagy érzékenységet és jO
felbontast biztosit [83, 84]. Azonban az LC-MS alapt technikdk hatranya, hogy sajnos csak a
kis méretli GAG-lancok (példaul bikunin) intakt analizisére alkalmazhatok sikeresen, ugyanis

a nagy GAG-lancok intakt analizise éppen azok mérete miatt okoz jelentds nehézséget [85].

A bottom-up technika a fop-down technika ellentéte, amely a GAG-ok esetén szinte
kizarélagosan alkalmazott mddszer, mivel ez jelentdsen megkonnyiti a GAG-ok analizisét. A
modszer kezdetén az intakt GAG poliszacharidokat enzimatikusan vagy kémiai uton
diszacharidjaikra hasitjadk. Az emésztést kovetden keletkezd kis méretli GAG diszacharidok
analizise mar jol megvaldsithatd egy tisztitdsi lépést kovetden, melyhez szdmos
elvalasztastechnikai modszer all rendelkezésre [23], példaul az RP-LC, a SEC, ¢és a kiilondsen
polaros vegyiiletekre gyakran alkalmazott porozus grafit- vagy amid-HILIC kromatografia. Az

elvalasztast kovetben MS-sel elemzik a GAG diszacharidokat.

A HILIC az egyik legalkalmasabb modszer a GAG-ok elvélasztdsara [86], ugyanis az
alkalmazott, magasabb szerves olddszerdsszetétel kompatibilisebb a tomegspektrometriaval ,
ugyanis csokkenti a solerakodas mértékét a tomegspektrométer ionforrdsadban. Az amin vagy
amid kotésit HILIC oszlopokon 1évé amin vagy amid csoportok erds hidrogénkotéseket
alakitanak ki a GAG-okkal, ennek koszonhetden kivaloan alkalmasak azok elvalasztasara [87].
A nativ GAG diszacharidok elvalasztasara régebben amid-HILIC oszlopokat hasznaltak ESI-
vel negativ ionizaciés modban [88], azonban azt figyelték meg, hogy a jelenleg kereskedelmi
forgalomban kaphat6 HILIC kolonndkon a szulfatdlatlan diszacharidoknak nincs kelld
visszatartdsa [89]. A kutatocsoportunkban korabban kifejlesztettek egy sajat toltésti hidrofil
interakcids kolcsonhatason ¢€s gyenge anioncserén alapuld kromatografias (hydrophilic
interaction liquid chromatography with a weak anion exchange, HILIC-WAX) oszlopot ¢s

sogradienst [90], kutatdmunkam soran €n is ezeket hasznaltam.

Korabban mar emlitettem, hogy a fehérjékhez hasonloan (1.4.1. fejezet) a GAG-oknal is
sziikséges még egy tisztitasi [épés a miiszeres analitikai vizsgalatok eldtt, melynek soran a GAG

diszacharidokat megtisztitjdk az emésztési maradvanyoktol, illetve a zavard biologiai
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matrixtol [72]. A GAG-ok esetén is sokféle modszer 4all rendelkezésre a mintak
megtisztitdsdhoz, példaul a poliakrilamid gélelektroforézis (PAGE), a SEC vagy az SPE. Ezek
koziil az SPE a leghatékonyabb, ugyanis az lehetévé teszi a GAG-ok szelektiv retencigjat és
GAG-ok karakterisztikus kémiai tulajdonsagaitol (példaul toltés, méret, hidrofilitas) fiigg. SPE
allofazisnak alkalmasak a tradiciondlis HILIC all6fazisok, ugyanis a HILIC hasznalataval
lehetséges a peptidek és a sok hatékony eltavolitasa a glikan frakcidokbol [88, 92, 93]. A HILIC
alkalmazasa soran a polaris allofazis feliiletén kialakult stabil, vizben gazdag réteg elOsegiti a
hidrofil glikdnok retencigjat, mig a kevésbé hidrofil peptidek €s sok inkabb a szerves
mozgofazisban maradnak, igy korabban eludlodnak [94, 95]. Ezt bizonyitja, hogy kordbban mar
sikeresen alkalmaztak hidrofil anyagokat (példaul vattat és cellulozt) az N-glikanok szelektiv

dusitasara [96, 97].

A porozus grafit is egy rendkiviil hatékony all6fazis, amely nagy feliiletének, erds
adszorpcids képességének, kémiai stabilitdsdnak, valamint az elicids koriilmények kozotti
sokoldalisaganak koszonhetd [94, 98]. Mivel a PGC feliilete eredetileg apolaris, emiatt
elsésorban hidrofob vegyiiletek elvalasztasara alkalmas. Azonban a grafiton [évd
n-elektronoknak, valamint a grafit nagy polarizdlhatosdganak koszonhetden ion-dipdlus
kolcsonhatasba is tud lépni a GAG-okban jelen 1évé negativ toltésti szulfat- és
karboxilcsoportokkal [99]. Mivel ezek a kolcsonhatasok kiilondsen erdsek €s szelektivek, ez
teszi lehetévé a kiilonbozo szulfataltsagun — €és ennélfogva eltérd hidrofilitast — GAG-ok
hatékony adszorpciojat [100, 101]. Habar a pontos kdlcsonhatasi mechanizmusok még nem
teljesen ismertek, a PGC fentebb emlitett tulajdonsagai folytdn meglehetdsen igéretes allofazis
lehet a glikomikai SPE tisztitdsokhoz. Kutatomunkdm sordn egy, a kutatécsoportban

kifejlesztett vatta-grafit kétlépéses tisztitasi protokollt alkalmaztam.

1.5. Az EV-k glikomikai vizsgalatara alkalmazott munkafolyamat

bemutatasa

Munkam sordn (7. dbra) a sejtek tenyésztése és elOtisztitdsa utdn sajat toltésit SEC
oszlopokkal izoldltam az sEV-ket, majd a frakciok betoményitését és azok oldoszercseréjét
kovetden fagyasztasi-olvasztasi ciklusokkal feltartam az sEV-ket. Ezutdn a proteomikai
emésztés megkezdése elott denaturdloszerként metanolt, redukéaloszerként DTT-t, feliiletaktiv
anyagként Rapigestet, alkilezdszerként IAA-t, pufferként pedig ammonium-bikarbonatot adtam

hozza a mintdkhoz. Ezt kovetden a fehérjéket tripszinnel peptidekké, a CS GAG-okat pedig
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ammonium-acetat hozzaadasat kovetéen kondroitinaz ABC-vel CS diszacharidokka
emésztettem. Emésztés utan a CS diszacharidokat egy kombindlt (vatta és grafit allofazisok
egylittes alkalmazasa) SPE tisztitast kdvetden elvalasztottam egymastol HPLC-vel, majd
MS-sel elemeztem azokat. Az N-glikozilacid vizsgalata végett a megemésztett
fehérjemintakban acetonos kicsapassal dusitottam az N-glikopeptideket. Centrifugéalas utan a
mintakbol elvalasztottam az N-glikopeptideket tartalmazd pelleteket a feliiliszoktol,
amelyekben féleg a nem glikozilalt peptidek voltak megtalalhatok. Az N-glikopeptideket
tisztitas nélkiil, a nem glikozilalt peptidkeverékeket egy Cig-as SPE tisztitast kdvetden

HPLC-MS-sel elemeztem, amelyet az adatok szamitogépes kiértékelése kovetett.
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Sejttenyésztés, SEV |zolalas és oldoszercsere | G

el6tisztitas =) - Q
O .
g ~~~ MassLynx

©rSTRING ki

Adatok kiértékelése

E) =~
- Emesgt_e§ U ' Szilard fazisu
Feltaras kondroitindz Q ‘ extrakcios tisztitas
B ABC-vel &2 e—m i (kombinalt) —
‘ - CS diszacharidok | l
N
[ N, | Pellet:
[ ] D, / N-glikopeptidek
tripszinnel g é ‘ =
v\/ff ’ \ i Szilard fazist .
Peptidek \ eliiliszé: > extrakciés HPLC-MS mérések
Apetongs peptidek | tisztitas (Cre)
kicsapas J

-/

7. abra — A munkam soran alkalmazott proteomikai és glikomikai vizsgalat folyamata
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2. Kisérletek leirasa

2.1. Felhasznalt anyagok, eszkozok adatai

Anyag/eszkoz neve

Anyag toménysége/eszkoz tipusa, cég neve, cég székhelye

Acetonitril

100 %, VWR Chemicals, Radnor, Pennsylvania, USA

10 kDa-os koncentrator
(Falcon-csdbe valo)

10 kDa-os Amicon Ultra - 15 ml koncentratorok, Sigma-Aldrich (Merck
KGaA), Darmstadt, Németorszag

10 kDa-os zsebes szUr6
(Eppendorfba vald)

10 kDa-os Amicon Ultra - 0,5 ml centrifuga szlir6k, Sigma-Aldrich
(Merck KGaA), Darmstadt, Németorszag

30 pm-es sz{ird

Econo-Pac® Disposable Chromatography Columns csomag része, Bio-
Rad, Hercules, Kalifornia, USA

AS549 sejtek

A549 Cell Line human (86012804-1VL, from human lung(carcinoma)),
Sigma-Aldrich (Merck KGaA), Darmstadt, Németorszag

Aceton

>99,9 %, Honeywell, Charlotte, Eszak-Karolina, USA

Ammonia

25 %, Reanal Laborvegyszer Kereskedelmi Kft., Budapest, Magyarorszag

Ammonium-acetat

>99 %, Sigma-Aldrich (Merck KGaA), Darmstadt, Németorszag

Ammonium-bikarbonat

>99.5 %, Sigma-Aldrich (Merck KGaA), Darmstadt, Németorszag

Bakterialis sz{ir6 (0,22
um-es)

Millipore Express® PES Membrane Filter Unit (0,22 um), Sigma-Aldrich
(Merck KGaA), Darmstadt, Németorszag

BEAS-2B sejtek

BEAS-2B Cell Line human (95102433-1VL), Sigma-Aldrich (Merck
KGaA), Darmstadt, Németorszag

Bronchialis hamsejt
bazalis médium

CC-3171 BEBM Basal Medium, Lonza Group AG, Basel, Svajc

Bronchialis hamse;jt
ndvesztd médium

BEGM® Bronchial Epithelial Growth Medium BulletKit® (contains 1 ea.
CC-3171 & CC-4175), BIOCENTER Laboratériumi Szolgaltatd Kft.,
Szeged, Magyarorszag

Cis SPE oszlopok

Pierce™ TopTip C18 Spin Tips & Columns, ThermoFisher Scientific,
Waltham, Massachusetts, USA

kromatografias oszlopok

CS diszacharidok 1 mg-os egységek CS diszacharidonként, Iduron Ltd., Cheshire, UK
Cseppfolyos nitrogén Linde Gaz Magyarorszag Zrt., Répcelak, Magyarorszag
Ditiotreitol >99,5 %, Agilent Technologies Inc., Santa Clara, Kalifornia, USA

>99,7 %, glacial, ACS reagent, Sigma-Aldrich (Merck KGaA), Darmstadt,
Ecetsav . ,

Németorszag
Econo-Pac 10 ml, Econo-Pac® Disposable Chromatography Columns csomag része,

Bio-Rad, Hercules, Kalifornia, USA

Etanol

100 %, VWR Chemicals, Radnor, Pennsylvania, USA

F-12 (1X) + GlutaMAX™-1 Nutrient Mixture (Ham), Gibco,

F12 médium ThermoFisher Scientific, Waltham, Massachusetts, USA
Pierce™ Graphite Spin Columns (High Select™ Phosphopeptide
Grafit oszlopok Enrichment Kits & Reagents), ThermoFisher Scientific, Waltham,
Massachusetts, USA
Hangyasav ~98 %, Sigma-Aldrich (Merck KGaA), Darmstadt, Németorszag
HPLC H,O Ultratiszta (LC-MS grade), VWR Chemicals, Radnor, Pennsylvania, USA
Jodacetamid >99 %, Sigma-Aldrich (Merck KGaA), Darmstadt, Németorszag
Kondroitindz ABC >100 egység/ml, Chondroitinase ABC from Proteus vulgaris (BSA free),

Sigma-Aldrich (Merck KGaA), Darmstadt, Németorszag
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LysC-Tripszin mix

Mass Spectrometry Grade Trypsin/Lys-C Mix, Promega, Madison,
Wisconsin, USA

Magzati marha szérum

Ham's F-12 Nutrient Mix, GlutaMAX™ Supplement, ThermoFisher
Scientific, Waltham, Massachusetts, USA

Metanol >99,9 %, VWR Chemicals, Radnor, Pennsylvania, USA

PBS Por formaju, tasakos kiszerelést, egy tasak tartalmabol 1 liter oldat
készithetd, Sigma-Aldrich (Merck KGaA), Darmstadt, Németorszag

Rapigest 1 mg-os RapiGest SF Surfactant, Waters Corporation, Milford,

Massachusetts, USA

Szefar6z-2B

Sepharose™ CL-2B (20 % etanol tartdsitoszerként), Cytiva Sweden AB,
Uppsala, Svédorszag

Sajat készitésii: Econo-Pac® kromatografias oszlopokba toltott 10 ml

SEC oszlop szefar6z-2B, annak tetején a 30 um-es sziirével
Trifluorecetsav >99 %, Sigma-Aldrich (Merck KGaA), Darmstadt, Németorszag

L Mass Spectrometry Grade Tripszin Gold, Promega, Madison, Wisconsin,
Tripszin

USA

HILIC-WAX toltet

GlycanPac™ AXH-1 1,9 um; analitikai kolonnabol (2,1x100mm),
ThermoFisher Scientific, Waltham, Massachusetts, USA

2.2. A méreésekhez hasznalt miiszerek, programok adatai

Miiszer/program neve

Miiszer/program tipusa, cég neve, cég székhelye

Block heater Stuart block heater SBH130, TEquipment, Long Branch, New Jersey,
(blokkmelegitd) USA
Byonic Byonic™, Protein Metrics by Dotmatics
. HERMLE Z 300 K, Hermle Labortechnik GmbH, Wehingen,
Centrifuga . .
Németorszag
GlycoWorkbench GlycoWorkbench 2.0, European Bioinformatics Institute, Hinxton, UK
GlveReSoft GlycReSoft v0.4.0, Boston University School of Medicine's Mass
¥ Spectrometry Resource, Boston, Massachusetts, USA
Hl.)LC keszulf:k ].V- Waters nanoAcquity nanoUHPLC, Waters Corporation, Milford,
glikoproteomikai
, , Massachusetts, USA
elvalasztasokhoz
HPLC késziilék
proteomikai nanoElute 2 nano-HPLC, Bruker Daltonics, Bréma, Németorszag
elvalasztasokhoz
H.PLC kegzulek aCs Waters Acquity [-Class UPLC, Waters Corporation, Milford,
diszacharidok
, . Massachusetts, USA
elvalasztasahoz
MassLynx MassLynx 4.2, Waters™
Melegitészekrény Environmental Shaker - Incubator ES-20/60, bioSan, Riga, Lettorszag
Nanodrop NanoDrop® Spectrophotometer (ND-1000), ThermoFisher Scientific,

Waltham, Massachusetts, USA

Peptideket elvalaszto
trap oszlop

Si Mo 75 id Cig oszlop (3 um-es Cis-cal bevont részecskéket tartalmazo
toltet, 15 cm X 75 um belsé atmérd, hézagtérfogat: 0,46 ul), Bruker
Daltonics, Bréma, Németorszag

Peptideket koncentrald
trap oszlop

Thermo Trap Cartridge oszlop (5 pm-es Cs-cal bevont részecskéket
tartalmazo toltet, 5 mm x 300 pm belsé atmérd), Thermo Fisher Scientific,
Waltham, Massachusetts, USA
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N-glikopeptideket Acquity M-Class BEH130 C18 (1,7 um, 75 um X 250 mm) analitikai
elvalasztd trap oszlop kolonna, Waters Corporation, Milford, Massachusetts, USA
N-glikopeptideket Symmetry® C18 (100 A, 5 um, 180 pm x 20 mm) oszlop, Waters
koncentral6 trap oszlop | Corporation, Milford, Massachusetts, USA
CS diszacharidokat HILIC-WAX kapillaris oszlop (250 pm % 10 cm), a sajat csoportunkban
elvalasztd oszlop lett kifejlesztve
RStudio RStudio, Posit PBC
SpeedVac GeneVac™ miVac DUO concentrator, ThermoFisher Scientific, Waltham,
Massachusetts, USA

Thermoshaker PSC18 PHMT Grant-bio Thermo-Shaker, Grant Instruments, Royston,
(razotermosztat) Cambridge, UK
Tom.e gspektrom.ete‘r ThermoFisher Exploris 240 Orbitrap, ThermoFisher Scientific, Waltham,
N-glikoproteomikai

o Massachusetts, USA
mérésekhez
Tomegspektrométer

. . timsTOF HT, Bruker Daltonics, Bréma, Németorszag
proteomikai mérésekhez

Tomegspektrométer a
CS diszacharidok
méréseihez
Ultrahangos fiirdo Bandelin Sonorex, BANDELIN electronic GmbH, Berlin, Németorszag

Waters Select Series ciklikus ionmobilitas-tomegspektrométer, Waters
Corporation, Milford, Massachusetts, USA

2.3. Sejttenyésztés, elotisztitas

Az sEV-k izolalasdhoz a Ludwig és mtsai [1] altal javasolt protokollt hasznaltuk némi
valtoztatassal. Az A549 sejteket 10 V/V % hoé-inaktivalt magzati marha szérumot (FBS),
valamint 1 V/V% penicillin/sztreptomicint tartalmazo F12 médiumban, a BEAS-2B sejteket
pedig bronchialis hdmsejt novesztd médiumban (bronchial epithelial growth medium, BEGM)
tenyésztettiik. [zolalas eldtt 72 draval a tenyészté médiumokat FBS-mentesre cseréltiik, hogy
ezaltal minimalizaljuk az FBS altal okozott hattérszennyezddéseket, amelyek zavarhatjdk a
sejtek altal kibocsatott vezikulak tisztasagat, valamint késdbbi vizsgalatukat is. A 72 ora letelte
utan a tenyésztett sejtek feliiluszoiban megtaldlhatok voltak a sejtek altal kibocsatott EV-k
(koztiik az sEV-k 1s), igy a feliiliszokat egy-egy 50 ml-es Falcon-csébe gytijtottiik, amelyeket
30 percig, 4 °C-on, 10000 g-n centrifugaltunk. A feliiluszokat egy-egy 0,22 um-es bakterialis
szirén leszlrtiik, hogy ezaltal eltavolitsuk a legyiijtott feliiliszokban 1évd baktériumokat,
sejttormelékeket, gombakat és mas mikrobialis szennyezddéseket. A sziirést kovetden 1 ml-
esre tOményitettem be a feliiliszokat 10 kDa-os (15 ml 6ssztérfogatl) Amicon Ultra-15

koncentratorok segitségével 5000 g-n, 4 °C-on.

2.4. sEV-k izolalasa

Az elétisztitott feliiliszokbol all6 1-1 ml-nyi alikvotokat felvittem a sajat készitésti mini
méretkizarasos kromatografias (SEC) oszlopokra. Az oszlopokat a kovetkezOképpen

készitettem el: az Econo-Pac® kromatografids oszlopokba toltottem a tartositoszerként 20 %
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etanolt is tartalmazo, foszfattal pufferelt s6oldattal (phosphate buffered saline, PBS) fele-fele
aranyban Osszekevert szefardz-2B-t, amelyrdl a szlir6n keresztiil csak a PBS csepegett le, igy
az oszlopon csak a szefar6z-2B maradt fenn. Az oszlopot 10 ml-ig toltottem. Végiil a szefardz
tetejére rahelyeztem egy 30 pum-es sziirét, amelyre ezutan rapipettaztam a kétféle sejtvonal
betoményitett feliiluszoit. Ezt kovetéen 10-1 ml PBS rapipettazasaval elualtam az egyes

frakciodkat kiilon Eppendorfokba.

2.5. Frakciok vizsgalata MRPS-sel

Az izolalas utédn a 3., 4. és 5. frakciokbol (azaz az MS vizsgélathoz hasznalt frakciokbol)
50-50 pl-t egyesitettink és a mintdkat mikrofluidikus rezisztiv impulzus technikéval
(microfluidic resistive pulse sensing, MRPS) vizsgaltuk meg, hogy jellemezzik a
méreteloszlasukat és igazoljuk a 30-150 nm részecskeatmérdjii SEV-k jelenlétét. Az MRPS egy
olyan uj, nanorészecskék jellemzésére szolgdldo modszer, amely lehetdvé teszi a részecskék
103]. Az MRPS a Coulter-elven alapszik: az elektrolit oldatban szuszpendalt részecskék egy
sziik keresztmetszetli csatornan haladnak at, melynek soran a részecske ellenallas-impulzust
generalva kiszoritja az ionokat. Az MRPS vizsgélat soran minden mintabdl PBS-sel 6tszoros
higitast végeztiink, majd 2-2 pl-t pipettaztunk a cartridge-ba, amit egy Spectradyne nCSlI
késziilékbe helyeztiink, és detektaltuk a részecskék méretét. A mérés eredményét a 8. dbra
szemlélteti, amely az egyes mintacsoportokba tartozd kiilonallo mérések atlagadt mutatja.
Lathato, hogy mindkét mintatipus esetén a 150 nm-nél kisebb méretii részecskék dominaltak,

mely eredmény az sEV-k jelenlétét timasztja ala.
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8. abra — Az MRPS vizsgalat atlagolt eredményei
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2.6. Frakciok betoményitése és oldoszercsere

Ehhez a 1épéshez 10 kDa-os (0,5 ml dssztérfogata) Amicon Ultra-0,5 centrifuga sziiroket
hasznaltam. A szliréket el6szor 200 pl vizzel mostam, majd 13500 g-n, 10 percig centrifugaltam.
Ezutan 500 pl-es egységenként pipettaztam a sziirokre a SEC-cel elualt frakciok koziil a 3.-at,
a 4.-et és az 5.-et. Minden egyes 500 pl-es egység utan 13500 g-n, 10 percig centrifugaltam a
két sejtvonal frakcioit. Ezt kovetden 200 pul 200 mM-os ammonium-bikarbonat oldatot
pipettdztam ra a sziir6kre, amelyeket ezutan szintén 13500 g-n, 10 percig centrifugaltam. A
kovetkezd 1épés soran 200 pl 50 mM-os ammonium-bikarbonat oldatot pipettdztam a sziirdkre,
amelyeket ezutan 13500 g-n, 15 percig centrifugaltam. Végiil a szlirdket fejjel lefelé forditottam
¢s 1000 g-n, 1 percig centrifugaltam a szlrokon fentmaradt, mar MS kompatibilis kozegben
1évo, betoményedett frakciokat. A betdményitett frakciok térfogatait megmértem automata

pipettak segitségével.

2.7. Feltaras

A betoményitett frakciokban talalhatdo EV-k feltarasa 7 db egymast kovetd fagyasztasi és
olvasztasi 1épésbdl allt. A fagyasztasi Iépés 30 masodpercig cseppfolyos nitrogénbe meritést,
az olvasztasi 1épés pedig 10 percig tarto ultrahangos flirdében végzett szonikaltatast takart. A
2. és a 4. ciklus kivételek, azoknal a fagyasztasi 1épés 1 oOraig tartd fagyasztoban tarolas volt.

Az utolsé 1€pés utdn megmértem a feltart frakciok fehérjekoncentracidit Nanodrop segitségével.

2.8. Proteomikai emésztés

A kisérleteim soran mindvégig 5 pg-nyi fehérjemennyiségeket emésztettem meg a feltart
frakciokbol, amelyeket vizzel 35 pl-re egészitettem ki. Az emésztendé mintakhoz elészor 1,5 pl
metanolt adtam hozza, majd 2 ul 200 mM-os DTT-t és 5 ul 0,5 %-os Rapigestet, ezutdn
60 °C-on, 30 percig inkubaltam azokat 250 rpm-en razotermosztat segitségével. Az inkubalasi
1d6 lejarta utan 2,5 pul 200 mM TAA-t és 5 ul 200 mM-os ammonium-bikarbonat oldatot adtam
a mintdkhoz, majd ezutan szobahdmérsékleten, sdtétben inkubaltam azokat 30 percig, mivel az
IAA fényérzékeny. Ezt kovetden hozzaadtam a sziikséges Lys-C-tripszin mixet a mintdkhoz
1:100 (enzim : fehérje) aranyban, amelyeket ezutan 1 6ran at inkubaltam 37 °C-on 250 rpm-en
razotermosztatban. Végiil a tripszint adtam hozza a mintakhoz 1:10 (enzim:fehérje) aranyban,
amelyeket ezutdn egy egész ¢jszakan at inkubaltam 37 °C-on 250 rpm-en rdzdtermosztatban.
16 ora eltelte utan 0,5 pl hangyasav hozzdadasaval allitottam le az emésztést, majd

beszaritottam a megemésztett mintakat.
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2.9. Acetonos kicsapas

A proteomikai emésztések utan a beszaritott mintdkon acetonos kicsapast hajtottam végre,
hogy a benniik 1évé N-glikopeptideket dusitsam. Ennek sordn eldszor 15 pl 1 %-os
hangyasavban oldottam fel a beszaritott mintakat, majd hozzajuk adtam 150 pl jéghideg acetont
a fagyasztobol, végiil a mintakat egy éjszakan at a fagyasztoban taroltam. Masnap a mintakat
12000 g-n, 10 percig centrifugaltam 20 °C-on, ezutan pipettaval elvalasztottam a feliiluszokat
(nem-glikozilalt peptidek) a pelletektdl (glikozilalt peptidek). A feliiluszokat és a pelleteket is

beszaritottam, majd ezutén a feliiluszot Cig-cal tisztitottam.

2.10. GAG-ok emésztése

A kisérleteim sordn mindvégig 10 pg-nyi fehérjemennyiségekrél emésztettem a
GAG-okat a feltart frakciokbol, amelyeket vizzel 70 pl-re egészitettem ki. Kontrollként az
A549 ¢és a BEAS-2B sejtvonalak médiumaibol is azonos mennyiségeket emésztettem meg,
mindkettébol 3-3 parhuzamosat. Az emésztendé mintakhoz hozzaadtam 20 pl 500 mM-os
ammonium-bikarbonatot, valamint 5 pl 100 mM-os ammonium-acetatot. Ezutan hozzaadtam
térfogatat 90 pl-re és 37 °C-on, 250 rpm-en, 16 oran at emésztettem azokat. A mintak
emésztését ugy allitottam le, hogy egy 90 °C-ra felmelegitett blokkmelegitébe helyeztem
azokat 3 percre. Ezutan vakuumszaritoban beszaritottam azokat, majd a vatta-grafit kombinalt
tisztitast alkalmaztam rajuk. Végil HPLC-MS-sel megmértem a mintdkban 1évé CS

diszacharidok mennyiségét (részletek: 2.11. fejezet).
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2.11. Tisztitasi modszerek

A munkam soran hasznalt tisztitdsi modszereket a 2. tdbldzat foglalja Gssze.

2. tablazat — A munkam soran alkalmazott tisztitasi modszerek lépései

C,g tisztitas

Centrifugalés: 2000 rpm, 2 min

Vattas tisztitas

Centrifugalés: 2500 rpm, 1 min

Grafitos tisztitas

Centrifugalés: 2500 rpm, 1 min

. o . o . 100 pl 80 %
Feliilet 200 pl 50 % Feliilet 50 ul 40 % H>O Feliilet ACN 0.1 %
aktivalasa metanol 2x aktivalasa 60 % ACN aktivalasa e
TFA 2x
200 pl 0,5 %
. ) o, | 50pul 1% TFA Ny
)
Mosas TFA + ZXA ACN | Kondicionalas 95 9% ACN 2x Kondicionalas | 100 ul H,O 2x
o
Ekvilibralas 200],1!;[202’1( % Eppendorfok cseréje Eppendorfok cseréje
1,5 ul 1% TFA 50 pl H>O-ban
Eppendorfok cseréje Mintak Vlzben’ oldva, Mintak qldva, ’elrotte
felvitele utana felvitele inkubilds a
Mintak 50 ul 0,1 % 28,5 ul 1 % TFA késziilékben 2
felvitele TFA-ban oldva ACN-ben oldva percig
Mintak 0jboli visszapipettazasa | Mintak 0jboli visszapipettazasa a Mintak 0jboli
a hegyekre hegyekre 2x visszapipettazasa a hegyekre
. 100 pnl 0,1 % . 50 ul 1% TFA .
Mosas TFA 2x Mosas 95 % ACN Mosas 100 pl H,O 3x
Eppendorfok cseréje Vatta atfolyok beszaritasa Eppendorfok cseréje
10 ul 40 °C-os 50 ul 40 %
o
Elucio S0 ul70 % ACN Elucio 1 %-o0s NH3 oldat Eltcio ACN 0,05 %
+0,1 % TFA 2x
2x TFA
Elucidk beszaritasa Eluciok beszaritasa Eltciok beszaritasa

A CS diszacharidok tisztitdsara alkalmazott kombinalt tisztitds a vattds és a grafitos
tisztitas ,,keveréke”, amelynek soran a vattas tisztitdsbol szarmazo, a mintabol az oszlopon atesd

¢s elmosott komponenseket tartalmazd, beszaritott mintakat oldottam fel 50 pl vizben és

crcr

crer

2.12. Kromatografias és tomegspektrometrias mérési paraméterek

A peptidek kromatografias elvalasztasa soran a mintdkat 20 pl 0,1% hangyasavat
tartalmazd 2:98 V/V% ACN:H>O keverékben oldottuk vissza, amelybdl 1,2 pl-t injektaltunk.
A mintédkat nanoHPLC-MS/MS-sel elemeztiik egy nanoElute 2 nano-HPLC késziilékkel, amely
egy timsTOF HT miszerhez volt csatlakoztatva, és CaptiveSpray 1 ionforrassal felszerelve. A
peptideket egy Thermo Trap Cartridge oszlopon koncentraltuk, amelyeket azutin egy
Si Mo 75 id Cig oszlopon valasztottunk el. A homérséklet mindvégig 50 °C volt. Az

elvalasztast gradiens modban végeztiik el, melynek paramétereit a kovetkezOkben ismertetem.
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Az ,A” eluens 0,1 % hangyasavat tartalmazo ultratiszta viz volt, a ,,B” eluens 0,1 %
hangyasavat tartalmazo 100 %-os tisztasagh ACN volt, az dramldsi sebesség mindvégig
0,5 Wl/min volt. A program oOsszideje 30 perc volt. A ,,B” eluens ardnya az alkalmazott
gradiensprogram sordn a kovetkezd volt: 0-17,8 perc: egyenletes ndvekedés 5 %-rdl 30 %-ra,
17,8-18,3 perc: egyenletes ndvekedés 30 %-rol 95 %-ra, 18,3-21 perc: 95 %, 21-25 perc:

egyenletes csokkenés 95 %-rdl 5 %-ra, amelyet egy 5 perces ekvilibralési fazis kovetett.

A DDA proteomikai tdmegspektrometrids mérési beéllitasok a kovetkezdk voltak: az m/z
tartomany = 100-1700 Th, ionmobilitasi tartomany = 0,84-1,3 1/KO0, atviteli id6 = 60 s,
elo-taroldsi id6 = 12 ps, ionpolaritdsi mod = Pozitiv, pasztazasi mod = MS/MS. A TIMS
bedllitdsok paraméterei: a ramp id6 és az akkumulacios id6 egyarant 180 ms volt. A PASEF
paraméterek a kovetkezdkre voltak bedllitva: MS/MS pasztazasok = 4, teljes ciklusidé =
0,93068 s, toltési tartomany = 0-5, kizarasi ablak tomegszélesség = 0,015 m/z, kizarasi

ablakszélesség = 0,015 V-s/cm?.

Az N-glikopeptidek kromatografias elvalasztasa soran a mintdkat 10 ul HPLC H>O-ban
oldottuk vissza, amelybdl 2 pl-t injektaltunk. Az elvélasztast egy ThermoFisher Exploris 240
Orbitrap tomegspektrométerhez kapcsolt Waters nanoAcquity nanoUHPLC késziilékkel
végeztiik. Az N-glikopeptideket egy Symmetry® oszlopon koncentraltuk, amelyeket azutan
egy Acquity M-Class BEH130 C18 analitikai kolonnan valasztottunk el. Az ,,A” eluens
99,9 % H>0O + 0,1 % hangyasav, a ,,B” eluens pedig 99,9 % ACN + 0,1 % hangyasav volt, az
aramlasi sebesség mindvégig 300 nl/perc volt. A program 6sszideje 90 perc volt. A ,,B” eluens
aranya az alkalmazott gradiensprogram soran a kovetkezd volt: 0-1 perc: 2 %, 1-82 perc:
egyenletes novekedés 25 %-ra, 82-85 perc: egyenletes novekedés 40 %-ra, 85-86 perc:
egyenletes novekedés 90 %-ra, 86-87 perc: 90 %, 87-89 perc: egyenletes csokkenés 2 %-ra.
Egy N-glikopeptid minta kromatogramja a Fiiggelékben, az F1. dbrdn 1athato.

Az N-glikoproteomikai tomegspektrometrias méréseket egy ThermoFisher Exploris 240
Orbitrap késziilékkel végeztiik el. A kapillaris hémérséklete 275 °C volt, a porlaszto- és vivogaz
aramlasi sebességei egyarant 0 egységre voltak bedllitva. A késziilék pozitiv modban volt
iizemeltetve, az ionforras kapillaris fesziiltsége pedig 1,8 kV-ra volt allitva. A felbontas teljes
MS moédban 120 000, az AGC értéke 2-10°, a maximalis injektalasi idd pedig 200 ms volt. A
vizsgalt tomegtartomany 360-2200 Th m/z volt. MS/MS mddban az ionizacids ablak 2 Th m/z,
a HCD Iépcsdzetes litkdzési energidk 10, 20 és 30 V-okra voltak beallitva. MS/MS mddban a

felbontas szintén 120 000, a maximalis injektalasi id6 is szintén 200 ms, az AGC értéke 2-10°,

33.



Orszagos Tudomanyos Didkkori Konferencia 2025 Horvath Virag Nikolett

a vizsgalt tdomegtartomany pedig 200-2000 Th m/z volt. A minimum AGC érték 1-10%, a

minimum prekurzor intenzitds 1,7-10* volt.

A CS diszacharidok mérései esetén a mintakat 8 pl 10 mM-os ammonium-formiat + 75 %
ACN (pH = 4,4) oldatban oldottuk fel, amelybdl 1,5 pl-eket injektaltunk. A kromatografias
elvalasztast egy Waters Select Series ciklikus ionmobilitas-tomegspektrométerhez kapcsolt
Waters Acquity I-class UPLC késziiléken végeztik el. A diszacharidokat egy, a
kutatocsoportunkban korabban kifejlesztett, sajat toltéstit HILIC-WAX kapillaris oszlopon
valasztottuk el. Az ,A” és ,B” eluensek rendre 10 mM-os ¢és 65 mM-os
ammonium-formiat+75 % ACN (pH = 4,4) oldatot tartalmaztak, az dramlési sebesség
mindvégig 10 pl/perc volt. A program 0sszideje 10 perc volt, amely alatt a CS diszacharidok
izokratikus eltcioval (8 % ,B”) keriiltek elvéalasztdsra. Egy minta CS diszacharidjainak

kromatogramjai a Fiiggelékben, az F2. dbrdn lathatok.

A detektalashoz egy Waters Select Series ciklikus ionmobilitas-tomegspektrométert
hasznaltunk alacsony daramlasu ESI ionforrassal, negativ ionizaciés modban. A kapillaris
fesziiltség 1,9 kV, a kupfesziiltség 20 eV, mig az ionforrds homérséklete 120 °C volt. A CS
diszacharidok mérésekor a D0a4 ¢s D0a6 izomer parok megkiilonboztetése érdekében MS1 ¢és
MS/MS spektrumokat is rogzitettiink. Ezek esetében a fragmentacié az atviteli szakaszban

tortént, 32 eV litkdzési energiaval.

2.13. Szoftveres kiértékelések

2.13.1. Fehérjék szoftveres kiértékelése

A fehérjék tomegspektrometrias méréseinek eredményeit a Byonic szoftverrel értékeltem
ki. A szoftveres clemzéshez be kellett allitanom a hasznalt késziilék, valamint az enzimes
emésztés paramétereit, illetve a lehetséges fehérjemodositasokat is (ideértve a mintaeldkészités
soran sajat magam altal hozzaadott, meghatarozott témegii modositast (Karbamidometil) is)

(3. tablazat).
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3. tablazat — A fehérjék Byonic-os kiértékelése soran beallitott paraméterek

Késziilék paraméterei Emésztési paraméterek
Prekurzor tdmegtolerancia 10 ppm | Hasitasi hely KR (Lys, Arg)
Fragmens tomegtolerancia 20 ppm | Hasitasi oldal C-terminalis
Fragmentacio fajtaja QTOF/HCD | Emésztési specificitas Teljesen specifikus
Rekalibracié Nincs | Cihagyott hasitdsi helyek 2
szama
Megengedett médositasok
Karbamidometil (fix) ‘ Oxidaci6 (gyakori) Deamidéacio (ritka)
Egyéb paraméterek
Maximum FDR | 1%

Az egyes mintdkban talalhatdo fehérjék azonositdsdhoz sziikségesek voltak a
tomegspektrometrids, illetve a tandem tomegspektrometrids spektrumok, valamint a lehetséges
fehérjék listaja referenciaként. Az azonositashoz referencia adatbazisként egy, a UniProt

weboldalardl (https://www.uniprot.org/) letoltott teljes human proteom adatbazist hasznaltam

FASTA fajlformatumban letoltve.

A Byonic-os azonosités altal kiadott eredményeket utdlag sziirtem. Csak akkor fogadtam
el egy fehérjét megbizhat6 taldlatnak, ha a logProb értéke 2 felett volt, valamint legalabb két
egyedi peptiddel rendelkezett. Ezt kdvetden megszdmoltam, hogy a megmaradt fehérjék koziil

mennyi egyezik meg az Exocarta weboldalan (http://exocarta.org/exosome_markers _new) 1évo

100 leggyakoribb vezikula marker fehérjével.

2.13.2. N-glikoproteinek szoftveres kiértékelése

Az N-glikoproteinek azonositdsahoz szintén a Byonic szoftvert hasznaltam, mivel a
program a beépitett N-glikdn adatbazisa révén N-glikopeptideket is tud azonositani. Az
azonositashoz a teljes human proteomot hasznéltam, a UniProt weboldalarol letoltott FASTA
fajl formajaban. Az N-glikopeptidek azonositasdhoz egy 182 db huméan N-glikdnbol allo

adatbazist hasznaltam, glikdnonként maximum egy fukézzal.

Az N-glikoproteinek mennyiségi elemzéséhez a GlycReSoft szoftvert alkalmaztam. Ez a
program azért alkalmas LC-MS alapti N-glikoproteomikai mérések kiértékelésére, mert a
spektrumadatok dekonvolicidja révén azonositani tudja a mintaban jelen 1év6 glikdnokat és
N-glikopeptideket. Ehhez eldszor egy keresési teret hoz Iétre, amely vagy egy elére megadott
glikanlistabol, vagy kombinatorikusan létrehozott glikanokbol épiil fel. Ezt kovetden a
fehérjelistabol in silico emésztés utjan keletkezd elméleti peptidekhez tarsitja a potencialis
glikanokat a lehetséges glikozilacios helyeken. A keresési terek mellett a program elméleti

tomegspektrumokat is general, amelyeket a mért spektrumokhoz viszonyit.
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A glikanok keresési terét a human sejtek altal szintetizalt N-glikanok 6sszetétele alapjan
épitettem fel, amely Osszesen 448 db glikanstruktarat tartalmazott. Az N-glikopeptid keresési
tér létrehozéasdhoz egy kevésbé szigoru Byonic keresést futtattam le, az 6sszes mérési adatot
egyetlen f4jlld kombinalva, 2 % FDR mellett. Ez a keresés Osszesen 862 db human
N-glikoproteint azonositott. Peptidenként egy glikozilacids kotdhelyet engedélyeztem, €s az in
silico peptidhasitashoz legfeljebb két hianyz6 hasitasi helyet fogadtam el. Az MS1 és MS2
spektrumok tomegpontossagat rendre 10 ppm-re és 20 ppm-re allitottam be, a spektrumok
feldolgozasa soran figyelembe véve a fehérjemodositasokat is, amelyek megegyeztek a Byonic

beéllitasaival.

A glikozilalt marker fehérjék szerkezeteinek azonositdsahoz tovabbi sziirési 1épéseket
kellett elvégeznem a Byonicbol kiexportalt adatokon. Csak akkor fogadtam el egy
N-glikopeptidet megbizhato taldlatnak, ha a logProb értéke 1,3 felett volt, valamint a Score
érteke 100 felett volt. Ezt kdvetden mindkét sejtvonal esetén kikerestem a tablazatokban a
glikozilalt marker fehérjék szerkezeteit, amelyeket a GlycoWorkbench program segitségével

abrazoltam.

A statisztikai kiértékeléseket az RStudio program segitségével végeztem el. A programba
kiindulasi adatsorként a GlycReSoft-bol kiexportalt, az egyes mintdk N-glikoproteomikai
mérési adatait reprezentald Excel tablazatokat importaltam be. A statisztikai tesztek elvégzése
elétt imputalast végeztem azokra az N-glikopeptidekre, amelyeket a GlycReSoft az egyik
csoport mintainak legalabb felében (azaz legalabb 3 mintaban) megtalalt. Ezen N-glikopeptidek
egyes mintakban mért intenzitasat teljes teriiletre normalizaltam, amely az adott glikopeptid

intenzitdsanak a minta dsszintenzitasaval vald elosztasat jelentette.

Ezt kovetden kezdtem meg az eredmények statisztikai elemzését, amelyek elvégzésére
egy olyan fiiggvényt hasznaltam, amely a varianciaegyenl0ség- €s normalitasvizsgalatok
eredményeitdl fliggden kivalasztotta a megfeleld tesztet (kétmintds t-proba, Welch-proba,
Mann-Whitney-proba) a csoportok kozotti kiilonbségek kiértékelésére. Miutan az adatok
imputélasat és normalizalasat elvégeztem, a fliggvény a csoportok intenzitdsadataira alkalmazta
a fentebb emlitett statisztikai teszteket. A tesztek kivalasztasa utdn a fiiggvény kiszamitotta a
p-értekeket (a 0,05-nél kisebb p-értékeket vettem statisztikailag szignifikansaknak) és a ,,Fold
Change” értékét (ennek a hatarat 10-szeres alul/feliilreprezentalasra allitottam be). Ezek az
értekek azt mutatjadk meg, hogy hanyszorosara valtozott az N-glikopeptidek mennyisége a

tumoros mintakban az egészséges mintdkhoz képest.
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2.13.3. Gliikozaminoglikanok szoftveres kiértékelése

A kiértékeléshez a MassLynx programot hasznaltam, amelyben kiintegraltam a
kiilonboz6é szulfataltsagun CS diszacharidok MS és MS/MS cstcsait. Az egyes csucsok
tertiletértékeit kiexportaltam egy tablazatba. Ezutan az egyes mintdk abszolut teriiletértékeit a
kalibralé sorok mért adatai segitségével normalizaltam ¢és atszamoltam fmol/pl-re. A két
egyszeresen szulfatalt CS diszacharid (D0a4 ¢és D0a6) aranyat is az MS/MS cstcsok kiintegralt
terlileteib6l szamoltam ki a kalibralo sorokkal vald normalizalassal és koncentraciora valo
atszamolassal. Az igy kapott koncentracidkat szazalékosan osztottam el a mintak kozott, hogy
meghatarozzam a komponensek mintakon beliilli megoszlasi aranyat. Ezutdn a négyféle,
kiilonbozd szulfataltsagh CS diszacharid normalizalt koncentracioit kiatlagoltam az egyes
mintacsoportokon beliil, majd kiszdmoltam a szérasaikat is. Az A549 csoport egy mintdjaban
— feltehet6leg mintaelOkészitési hiba miatt — nem tudtam detektdlni a GAG diszacharidokat,

ezért azt kihagytam az adatértékelésbol.

Ezt kdvetden az egyes mintdkhoz tartozd kiilonbozé szulfataltsaghh CS diszacharidok
normalizalt koncentracidit 6sszeadtam, majd az egyes komponensek normalizalt koncentracioit
a normalizalt 6sszkoncentracioval leosztva kiszamoltam a D0a0, a D0Oa4, a D0Oa6 és a D0al0
normalizalt szazalékos megoszlasi aranyat (azaz a relativ mennyiségeiket). A normalizalt
szazalékos megoszlasokat kiatlagoltam az egyes csoportokon beliil, majd kiszamoltam a
hozzajuk tartoz6 szorasokat is. Ezutan az atlagos szulfatacids fokot szamoltam ki, amelynél az
egyes CS diszacharidok relativ gyakorisagait azok szulfataltsaganak mértékeivel szoroztam
0ssze (nem szulfatdlt = 0, egyszeresen szulfataltak = 1, kétszeresen szulfatalt = 2), majd
Osszeadtam azokat. Utana a 6S/4S ardnyt szamoltam ki a D0a6 és a DOa4 egyszeresen szulfatalt

CS diszacharidok abszolit mennyiségeinek hanyadosabol.

A statisztikai kiértékeléseket az RStudio program segitségével végeztem el. A programba
kiindulasi adatsorként a kiilonb6zo szulfataltsagii CS diszacharidok koncentracioit tartalmazé
tablazatot importaltam be. Az eredmények statisztikai elemzésének elsd Iépéseként a kezdeti
feltételeket Shapiro-Wilk- (normalitasvizsgalat), valamint Levene-probakkal (variancidk
egyenldségének vizsgalata) ellendriztem. Ezen tesztek eredményeitdl fiiggden alkalmaztam a
két csoport elemeinek Osszehasonlitasara a kétmintas t-probat (adatok normalis eloszlasuak,
varianciak egyenléek), a Welch-probat (adatok normalis eloszlastuak, variancidk nem
egyenldek), illetve a Mann-Whitney-probat (adatok nem normalis eloszlasuak). A 0,05-nél
kisebb p-értékeket vettem statisztikailag szignifikansaknak (*: p < 0,05; **: p < 0,01;
*Ex p <0,001).
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3. Eredmények és értékelésiik

3.1. sEV-k proteomikai jellemzése

A proteomikai vizsgéalatok soran az A549-ben 1403 db, mig a BEAS-2B-ben 659 db
fehérjét azonositott a Byonic szoftver, melyek az elvégzett szlirési 1épések (1d. 2.12.1. fejezet)
utan 1178 db-ra (A549), illetve 470 db-ra (BEAS-2B) csokkentek. Az A549-ben talalt fehérjek
koziil 71 db, a BEAS-2B-ben talalt fehérjék koziil pedig 70 db egyezett meg az Exocarta

weboldaldn (http://exocarta.org/exosome_markers new) lévé 100 leggyakoribb vezikula

marker fehérjével. Ezenkiviil 14 db proteoglikan (PG) vazfehérjét is sikeriilt azonositanom a
két sejtvonalban, amelyek a kovetkezok voltak: verzikan, agrin, lumikan, glipikan-1, glipikan-
6, szindekan-1, szindekén-4, biglikan, tesztikan-1, aggrekan, CD44, fibromodulin, perlekan és
mimekan. A PG vazfehérjék szamos funkciot latnak el sejtek és a szovetek mitkddése soran,
igy azonositasuk kiemelten fontos tobbek kozott a rakos megbetegedések kialakulasanak jobb
megértése, valamint a gyogyszeres kezelési lehetdségek fejlesztése érdekében. Emellett a PG

vazfehérjék azonositasa igazolja azt is, hogy érdemes a GAG-okat is vizsgalni a mintdkban.

A mérési fajlok Byonic-os lekeresései, valamint az azokat kovetd sziirések utan a talalt

fehérjék génneveit beimportaltam a STRING internetes adatbazisaba (https://string-db.org),

amelynek segitségével kirajzoltattam a fehérje-fehérje interakcids halozatot az A549-re, illetve

a BEAS-2B-re is (9. dbra).
A549 BEAS-2B

9. abra — Az A549-ben és a BEAS-2B-ben talalt, szlirt fehérjék interakcios halozata. Piros szinnel az
extracellularis vezikulakban igazoltan megtalalhato fehérjék vannak jelolve
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A fehérje-fehérje kolcsonhatasok abrazoldsanal erds 0,7-es interakcidos megbizhatdsagi
szintet allitottam be, ugyanis minél magasabb ez az érték, annal biztosabb, hogy a fehérjék
kozott valoban fenndall kolesonhatés. Piros szinnel az extracellularis vezikuldkbol szarmazé
fehérjéket emeltem ki. Mindkét sejtvonal fehérjéi esetén lathatd, hogy nagyon sok fehérje all
kozvetlen, illetve kozvetett kapcsolatban egymassal. Ez a magas halozati stirliség arra utal, hogy

a fehérjék szorosan kapcsolodnak egymashoz.

Osszefoglalasként elmondhato, hogy a mérések Byonic-os lekeresései, majd az azokat
kovetd szlirések utan sok fehérje, koztiik rengeteg EV marker fehérje volt azonosithaté mind
az A549-ben, mind pedig a BEAS-2B-ben. A STRING-ben val6 abrazolas soran megallapithato
volt, hogy az azonositott fehérjék igen jelentds része tisztan extracellularis vezikulakbol
szarmazik, amely a késObbiekben fontos kiindulépontként szolgalhat az EV-k

N-glikoproteomikai és GAG-omikai vizsgélataihoz.

3.2. sEV-k N-glikoproteomikai jellemzése

Az N-glikoproteomikai vizsgalatok soran a szadmitogépes kiértékelés elsd 1épése a
glikozilalt peptidek és fehérjék Byonic-kal vald azonositasa volt. Az elvégzett szlirési Iépések
(1d. 2.12.2. fejezet) utdn az A549 esetén 220 db N-glikopeptidet azonositottam 60 db glikozilalt
fehérjérol, a BEAS-2B esetén pedig 244 db N-glikopeptidet azonositottam 62 db glikozilalt
fehérjérél. Néhany kiemelten fontos fehérje esetén is azonositottam N-glikopeptideket,

amelyeket a kovetkezokben mutatok be részletesebben.

A tromboszpondin-1 egy multifunkcionalis N-glikozilalt marker fehérje, amely szamos
bioldgiai folyamatot befolyasol [104]. Daganatos megbetegedések esetén szerepe azért
kulcsfontossagu, mert képes gatolni a tumor angiogenezisét, ezaltal megakadalyozni a tumor
vérellatasat. Funkcioi, valamint mas fehérjékkel vald kolcsonhatasai a sokféle lehetséges
PTM-nek kdszonhetéen dinamikusan képesek valtozni. A tromboszpondin-1 A549-ben, illetve
BEAS-2B-ben megtalalt szerkezeteit a 10. dbra mutatja. Lathato, hogy mindkét sejtvonal esetén
kizarolag komplex tipustt N-glikoproteinek voltak jelen, valamint, hogy a BEAS-2B-nél

elagazobb, tobb antennas szerkezeteket azonositottunk.
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10. abra — A tromboszpondin-1 kiilonbozd szerkezetei a kétféle sejtvonalban

A galektin-3 koto fehérje szintén egy kiemelten fontos N-glikozilalt marker fehérje, mivel

befolyésolni tudja az ECM-ben lezajlo jelatviteli folyamatokat. Bizonyos tumor tipusok esetén

fokozottan expresszalodik, ezért biomarkerként is alkalmazzak [105]. A galektin-3 k6t6 fehérje

AS549-ben, illetve BEAS-2B-ben azonositott szerkezeteit a 11. dbra mutatja.
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11. abra — A galektin-3 kot fehérje kiilonbozo szerkezetei a kétféle sejtvonalban
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Az abran lathatd, hogy a kétféle sejtvonalban egyarant eléfordulnak magas manndz,
komplex, valamint hibrid szerkezetek is. Megfigyelhetd azonban, hogy a kiilonb6zd
glikozilacios helyeken madsok a jellegzetes szerkezetek, példaul az AAIPSALDTNSSK
glikopeptid esetén els6sorban magas mannoéz szerkezeteket azonositottam, a

GLNLTEDTYKPR glikopeptid esetén pedig tobbantennas komplex szerkezeteket.

A verzikan egy PG vazfehérje, amely kozponti szerepet tolt be az ECM-ben lezajlo
biokémiai folyamatok szervezésében, példaul a szovetek szerkezetének fenntartdsiban,
valamint a daganatok és egyéb gyulladasos folyamatok kialakuldsaban [106]. A verzikan A549-
ben, illetve BEAS-2B-ben megtaldlt szerkezeteit a 12. dbra mutatja. Lathatdé, hogy
tulnyomorészt komplex szerkezeteket sikertilt azonositani, illetve, hogy az A549-ben sokkal
tobb és komplexebb N-glikopeptid volt megtaldlhatod, viszont magas mannoz szerkezet is

elofordult kozottik.
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12. dabra — A verzikan kiilonboz0 szerkezetei a kétféle sejtvonalban

A biglikan szintén egy multifunkcionalis glikozilalt PG vazfehérje, mely fontos szerepet
tolt be az egészséges ECM szerkezetének felépitésében, és a szovetek mechanikai
tulajdonsagainak fenntartdsdban. Ezenkiviil részt vesz a sejtek kozotti jelatvitel

szabalyozasaban, illetve stressz hatdsara aktivalja az immunrendszert gyulladasok kialakitasa
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altal [107]. Tumorbiologiai szerepe kettds: bizonyos koriilmények kozott eldsegiti a tumoros
sejtek novekedését, mas esetekben viszont tumorellenes hatésa is lehet. Az azonositott biglikan
szerkezeteket a 13. dbra szemlélteti, melyek koziil mindegyik komplex tipust volt. Biglikan
N-glikoprotein szerkezeteket kizarolag a BEAS-2B sejtvonalban lehetett azonositani. Korabban
csoportunkban vizsgaltak tiidorakos szovetmetszeteket, ahol tobb biglikan glikopeptid is
alulreprezentalt volt a tumoros mintacsoportban a kdrnyezd normal régiokhoz képest, amely

Osszhangban van a jelen vizsgéalatok eredményeivel.
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13. abra — A biglikan kiilonbozo szerkezetei a BEAS-2B sejtvonalban

A kvantitativ jellemzéshez az elvégzett sziirési 1épések (Id. 2.12.2. fejezet) utan
azonositott 862 db fehérje listajat adtam meg bemenetként a GlycReSoft-ba annak érdekében,
hogy lecsokkentsem a keresési teret és az FDR-t. A szoftver ezt kovetden a Homo sapiens-re
jellemzd beépitett adatbazis segitségével in silico emésztést végzett a megadott fehérjéken, €s
legeneralta a potencialis N-glikopeptidek elméleti tomegspektrumait. Ezeket az elméleti
spektrumokat az N-glikoproteomikai mérések soran kapott spektrumokkal vetette Ossze. Az
azonositott N-glikopeptidek kvantifikaldsa az extrahalt ionkromatogram csucs alatti teriilete
alapjan tortént. A program emellett az azonositds mindségét FDR szamitassal is ellendrizte,
amit a ,target-decoy” modszerrel végzett el. A program 6980 db kiilonbozé N-glikopeptid
tipust €s 715 db kiilonb6zd N-glikoproteint talalt és hatarozta meg azok mennyiségeit az

Osszesen 12 db mintabdl.

Az N-glikopeptidek koziil csak 931 db volt jelen legalabb a mintak felében legalabb az
egyik mintacsoportban. Ezek koziil 158 db N-glikopeptid volt jelen legaldbb 6 db mintaban.
Ennek a nagymértékii variabilitasnak valdsziniileg a nagyfokt mikroheterogenitas lehet az oka,
vagyis az, hogy az egy adott glikozilacios helyhez kapcsolddo glikanstruktirdk sokfélesége az
N-glikoproteinek esetében meglehetdsen nagy lehet. A fékomponens-analizist (principal
component analysis, PCA), a hétérképet és a ,,volcano plot”-ot erre a 931 db glikopeptidre

végeztem el.
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Eldszor a PCA-t végeztem el a mintaclemekre (14. dbra). Az dbran jol latszik, hogy a
tumoros ¢és az egészséges csoport elemei nagyon jol elkiiloniilnek egymastdl az elsd

fokomponens mentén, amely igazolja, hogy két csoport elemei kozotti eltérések szignifikansak.
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14. abra — Az N-glikopeptidekre elvégzett fokomponens-analizis eredménye a két csoport szerint megosztva

Ezt kovetéen oly modon szerettem volna vizualizdlni a két csoport elemeinek a
kiilonbozdségét, amely hierarchikusan rendezi a mintdk adatait aszerint, hogy mely
N-glikopeptidek valtoznak a leghasonlobban a mintdk kozott, és mely mintdk N-glikopeptid
profilja a leghasonlébb. Ennek megfeleléen egy olyan hétérképen abrazoltam az adatokat

(15. d@bra), amely hierarchikusan klaszterezte azokat.
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15. abra — A két csoport mintdinak abszolut N-glikopeptid mennyiségeit hierarchikusan klaszterez6 hotérkép
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A bemeneti adatokat a program standardizalta, igy az értékek a szorasaik alapjan térnek
el kisebb-nagyobb mértékben a standardizalt kozépértéktdl. A hotérképen a szinek arnyalata és
intenzitasa ez alapjan keriilt meghatarozésra, azaz, hogy az egyes mintakhoz tartozé mennyiségi
értékek az atlaghoz képest milyen eldjeliick. Az adbran jol lathatd, hogy minden nem tumoros
minta egyliitt klaszterezodott, illetve a tumoros mintak is egylitt klaszterezédtek. Ez
megerdsitette a PCA eredményét, vagyis azt, hogy a két csoport elemei jol elkiiloniilnek, azokat

nagy biztonsaggal meg lehet kiilonbdztetni egymastdl az N-glikopeptid profil alapjan.

A statisztikai teszteket a 2.12.2. fejezetben leirt moédon végeztem el. Megvizsgaltam,
hogy a kvantifikalt N-glikopeptidek melyik glikan tipushoz (magas manné6z, komplex, hibrid)
tartoznak, amelyet a szialilacid, a fukozilacid és a galaktozilacid vizsgalatai kovettek.
Mivelhogy az egyes glikan tipusok kolcsondsen kizarjdk egymast, a tipusok ardnyainak
kiszamitasahoz az adott tipust glikanok adott csoportban azonositott szamat osztottam az adott
csoportban azonositott 6sszes glikan szdméaval. Mivel szialilacié és galaktozilacio kizardlag az
antennaszerkezeten torténhet, ennélfogva a szdmolasukhoz a szidlsavat/galaktozt tartalmazo
antennak szamat osztottam el az 6sszes antenna szamaval, tehat csak az antennaval rendelkezo
glikanokat, vagyis a komplex ¢és hibrid tipusuakat vettem szamitasba. A fukozilacio
szamitasahoz elosztottam a fukézt tartalmazd glikdnok szamét az Gsszes glikdn szamadval.
Ehhez a magas manndz tipusu glikanokat is szamitasba kellett vettem, ugyanis a fukéz altalaban

az Osszes N-glikanban kozos torzsrészhez kapcsolodik.

Az N-glikopeptidek 96,25 %-a komplex, 2,46 %-a hibrid és 1,29 %-a magas mannoz
tipusu volt. A statisztikai tesztek alapjan mind a szialilacio, a fukozilacio és a galaktozilacio
altalanos mértéke is szignifikdnsan megvaltozott a tumoros vezikuldkban (szialilacid
p-értéke = 5,1-1073, , Fold Change” értéke = 0,86; fukozilacio p-értéke = 1,4-102, ,Fold Change”
értéke = 1,3; galaktozilacio p-értéke = 9,5-10", Fold Change értéke = 1,1). Osszességében tehat
a szialilacidé kismértékii csokkenését, valamint a fukozilacio és galaktozilacio kismértékii
novekedését tapasztaltam a tumoros mintacsoportban a nem tumoroshoz képest.

Az egyedi N-glikopeptidek mennyiségi valtozasat egy ,,volcano plot”-on abrazoltam a

p-értekek negativ 10-es alapu logaritmusa és a ,,Fold Change” 2-es alapu logaritmusa

fliggvényében (16. dbra).
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16. abra — Az N-glikopeptidek mennyiségeinek valtozasat abrazolo ,,volcano plot”

Az  é4bran  pirossal jeldltem azokat az  N-glikopeptideket, amelyeknél
p < 0,05 (-logio(p) > 1,3)), és FC < 0,1 (log2(FC) < -3,3), ezek voltak az alulreprezentalt
N-glikopeptidek. Lilaval azokat az N-glikopeptideket jeloltem, amelyeknél p < 0,05
(-logio(p) > 1,3)), ¢s FC > 10 (log2(FC) > 3,3), ezek voltak a feliilreprezentalt N-glikopeptidek.
A vizsgalt N-glikopeptidek koziil 6sszesen 233 db-nak lett 0,05-nél kisebb p-értéke, valamint
10-nél nagyobb vagy 0,1-nél kisebb ,,Fold Change” értéke, ebbdl 72 db mennyisége nott,

161 db mennyisége pedig csokkent a tumoros a tumoros EV-kben.

Az alulreprezentalt N-glikopeptid vazakhoz tartozo N-glikozilalt fehérjék kozott szerepelt
példaul a szerotranszferrin, a kinezin-szerli fehérje, a biglikdn, a galektin-3 kot fehérje, a
haptoglobin, a kis slirliségili lipoprotein receptor, a laminin a-5 részegysége, a hemopexin, az
utropin ¢€s a plakofilin-2. A feliilreprezentalt N-glikopeptid vazakhoz tartozo fehérjék kozott
szerepelt példaul az antitrombin-III, a vakuoléris protonpumpa B részegysége, a calnexin, a
vitronektin, a transzmembran fehérje 245, a polimer immunoglobulin receptor, az a-taxilin, a
galektin-7, a kalcium homeosztdzis endoplazmatikus retikulum fehérje és a Rab

GTPaz-aktivalo fehérje 1.
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Osszefoglalasként elmondhatd, hogy az A549 és a BEAS-2B sejtvonalakbdl izolalt
sEV-k N-glikoproteomikai mindségi elemzése sordn az A549 esetén 220 db N-glikopeptidet
azonositottam 60 db glikozilalt fehérjérdl, a BEAS-2B esetén pedig 244 db N-glikopeptidet
azonositottam 62 db glikozilalt fehérjérél. Mindkét sejtvonalban megtaldlhatok voltak olyan
glikozilalt marker fehérjék, mint példaul a tromboszpondin-1 és a galektin-3 koté fehérje,
illetve olyan N-glikozilalt proteoglikan vazfehérjék, mint példaul a verzikan. Biglikan egyediil
a BEAS-2B sejtvonalban fordult eld, amely korreldlt a csoportunkban korabban elvégzett
szovetmetszeti vizsgalatok eredményeivel. A mennyiségi elemzésnél a PCA, valamint a
hierarchikusan klaszterezé hotérképen vald abrazolds megerdsitette azt, hogy a tumoros és az
egészséges mintak jol elkiiloniilnek egymadstol, vagyis a két csoport N-glikozilacidja kozotti
eltérések jelentdsek. Szignifikdns kiilonbségek voltak kimutathatok tovabba a két csoport
kozott a szialilacio, a fukozilacid, valamint a galaktozilacid Osszmértékében: a szialilacio
csokkent, a fukozilacio és a galaktozilacié viszont nétt. Ezenkiviil szamos egyedi N-glikopeptid

mennyisége is szignifikdnsan megvaltozott.

A fentebb részletezett valtozasoknak komoly biologiai jelentdségiik lehet. Az egyedi
glikopeptidek mennyiségében, valamint a szialilacid, a fukozilacid és a galaktozilacio
Osszmértékében mutatkozd szignifikans kiilonbségek azt mutatjak, hogy a glikozilacio
megvaltozasa kardindlis szerepet jatszhat a daganatok kialakulasa soran [14], példaul a
sejtfelszini molekuldk és az ECM szerkezetének megvaltoztatadsa, valamint a sejtek kozotti
jelatvitel befolyasolasa altal, amely az immunrendszer megtévesztéséhez vezet. A jelenlegi
szakirodalmi adatok alapjan (amelyek nem EV-kre vonatkoznak) a daganatok kialakul4sa soran
a szialilacio és a fukozilacié altalaban nd a rakban [108-110], a galaktozilaci6 viszont csokken
[111, 112]. Extracellularis vezikulak szintjén azonban az N-glikozilacio jellemzésérdl rendkiviil
kevés ismeret all még rendelkezésre. Eredményeimbdl megallapithatd, hogy a fukozilacio
megvaltozasa szoros Osszefiiggésben van a szakirodalomban madas biologiai rendszerben

leirtakkal, viszont a szialilacio és a galaktozilacio az ellentétes irdnyban valtozott.

Vermassen ¢és mtsai [113] a prosztatardkban szenvedd betegek vizeletében talalhato EV-k
felszabadulasat és azok glikozildcidos mintdzatainak megvaltozasat vizsgalta az egészséges
egyénekhez képest. Az altaluk kapott eredmények szerint a prosztatarakos betegek vizeletében
felszabaduld EV-k N-glikozilacids profilja szignifikansan eltért az egészségesekéhez képest: a
szialilacio és a fukozilacio egyarant megndvekedett. Eredményeik koziil a fukozilacid

novekedése korrelal az altalam kapott eredményekkel.
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Islam ¢és mtsai [114] a tumor-eredeti EV-k glikozilaciés mintdzatainak (azon beliil
kiilonosen a fukozilacid) megvaltozasait vizsgaltak kiilonbozo uroldgiai patologidji (joindulata
prosztata hiperplaziaban, htigyholyagrakban, illetve prosztatarakban szenvedd egyénektdl vett)
vizeletmintakbodl. Eredményeikbdl azt allapitottdk meg, hogy a daganatos betegek mintai esetén

megnovekedett a fukozilacio, amely 6sszhangban all az altalam kapott eredményekkel.

3.3. sEV-k gliikkozaminoglikan jellemzése

A gliikkézaminoglikédnok jellemzése soran el0szor azt vizsgaltam, hogy a két sejtvonal
tenyésztésére hasznalt médiumok mennyi CS diszacharidot tartalmaznak, és hogy ezek hogyan
befolyasoljak az izolalt vezikuldk CS diszacharid tartalmat. A vizsgalathoz kontrollként az
A549 ¢s a BEAS-2B sejtvonalak médiumaibodl is azonos mennyiségeket emésztettem meg,

mindkettébdl 3-3 parhuzamosat.

A szadmitogépes kiértékelés soran a négyféle, kiillonbozd szulfataltsaghh CS diszacharid
normalizalt teriileteit kiatlagoltam az egyes mintacsoportokon beliil, majd kiszdmoltam a
szorasaikat is, amelyeket egy oszlopdiagramon abrazoltam (17. dbra). Az A549 csoport egy
mintajdban — feltehetdleg mintaelokészitési hiba miatt — nem tudtam detektdlni a GAG

diszacharidokat, ezért azt kihagytam az adatértékelésbol.
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17. abra — A CS diszacharidok normalizalt koncentracioinak atlagai és szorasai
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Az ébran lathato, hogy mind az A549-hez, mind pedig a BEAS-2B-hez tartozé
médiumokban elenyész6 a kiillonbozo szulfataltsagi CS diszacharidok mennyisége. Ebbol az a
kovetkeztetés vonhato le, hogy a sejttenyésztés és a feliiluszok izolalasa soran a médiumok nem
valtoztattdk meg az egyes sejtvonalak vezikulaiban 1évo CS diszacharidok mennyiségét. Az is
megfigyelhetd, hogy az A549-ben az egyes CS diszacharidok Osszmennyisége atlagosan
5,6-szor nagyobb, mint a BEAS-2B-ben.

A CS diszacharidok relativ mennyiségeit a két mintacsoportban a 18. dbra szemlélteti. A
nem tumoros mintacsoporthoz képest a D0a0 relativ mennyisége 0,60-szorosara, a DOa4 relativ
mennyisége 3,55-sz0rosére, a D0a6-¢ 0,75-szorosére, a D0al0-¢ pedig 0,88-szorosara valtozott.

Ez alapjan megallapithato, hogy a két profil jelentdsen eltér egymastol.
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18. abra — Az egyes mintacsoportokon beliili CS diszacharidok normalizalt szazalékos megoszlasa

Az RStudioban lefuttatott statisztikai tesztekkel el0szor azt szerettem volna megvizsgalni,
hogy a két csoport mintainak abszolit diszacharid mennyiségei kozott szignifikdns
kiilonbségek vannak-e. A probak eredményei mind a négy CS diszacharid esetén 0,05-nél
kisebb p-értéket adtak (4. tdblazat), amelybdl arra kovetkeztettem, hogy szignifikans
kiilonbségek vannak kiilonboz6 szulfataltsagu CS diszacharidok abszolut mennyiségeiben a két

csoport kozott.
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4. tablazat — Az abszolut CS diszacharid mennyiségekre lefuttatott statisztikai tesztek eredményei

CS diszacharid tipusa Statisztikai teszt soran kapott p-érték
D0a0 1,7-10
D0a4 4,5-10°
D0a6 8,1-10*
D0al0 4,5-10°

A kiilonb6z6 szulfataltsagu CS diszacharidok abszolit mennyiségeinek kiilonbségeit az
egyes mintacsoportok kozott boxplotokon is abrazoltam, amelyet a Fiiggelék F3. dbrdja
szemléltet (*: p < 0,05; **: p < 0,01; ***: p < 0,001). Ezutdn PCA-t végeztem el az egyes
mintakban talalhat6 kiilonb6z6 szulfataltsagu CS diszacharidokra (19. dbra), hogy vizualisan is
szemléltessem, mennyire térnek el egymastol a tumoros €s az egészséges csoportok elemei. Az
abran jol latszik, hogy a két csoport elemei teljes mértékben elkiiloniilnek egymastol az elsé
fékomponens mentén, amely igazolja a statisztikai probak eredményeit, azaz, hogy két csoport

elemei kozotti eltérések szignifikansak.
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19. abra — A CS diszacharidokra elvégzett fokomponens-analizis eredménye a két csoport szerint megosztva

Ezt kovetéen egy hétérképen is dabrazoltam az adatokat (20. dbra). A hoétérkép
hierarchikusan rendezte a mintak adatait aszerint, hogy mely minték, valamint, hogy mely CS
diszacharidok a leghasonlobbak. Az abran jol lathatd, hogy minden nem tumoros minta egytitt
klaszterezddott, illetve a tumoros mintak is egyiitt klaszterezédtek. Ez megerdsitette a PCA és
a tobbi statisztikai proba altal kiadott eredményeket, vagyis azt, hogy a két csoport elemei jol
elkiiloniilnek, azokat nagy biztonsaggal meg lehet kiilonboztetni egymastol. Az egyes CS

diszacharidokat reprezentald sorok koziil a két egyszeresen szulfatdlt CS diszacharid
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klaszterezddott kozvetleniil egyiitt, majd azokat kdvetden a kétszeresen szulfatalt, végiil a nem

szulfatalt CS diszacharid klaszterez6dott.
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20. abra — A két csoport mintdinak abszolut GAG mennyiségeit hierarchikusan klaszterezd hotérkép

Ezt kovetden tovabbi statisztikai teszteket végeztem el a kiszdmolt adatokon, hogy
megtudjam, hogy a két csoport relativ gyakorisagai szignifikansan eltérnek-e egymastol. A
tesztek eredményeit az 5. tiblizat szemlélteti. A probak a D0a4 és a DO0a6 relativ
gyakorisagainal 0,001-nél kisebb p-értéket adtak eredménytil, amelybdl az a kovetkeztetés
vonhatd le, hogy a két egyszeresen szulfatdlt CS diszacharid relativ gyakorisagaiban

szignifikans eltérések vannak a két csoport mintai kdzott.

5. tablazat — A relativ CS diszacharid mennyiségekre lefuttatott statisztikai tesztek eredményei

CS diszacharid tipusa Statisztikai teszt soran kapott p-érték
D0a0 0,12
D0a4 2,9-107
D0a6 7,4-10
D0al0 0,25

A két mintacsoport kiilonbozé szulfataltsagi CS diszacharidjainak relativ gyakorisagait
boxplotokon is szemléltettem (21. dbra). Az abran jol lathatd, hogy a két egyszeresen szulfatalt
CS diszacharid boxplotjai jobban elkiiloniilnek, mint a nem szulfatalt, illetve a kétszeresen
szulfatalt CS diszacharidok boxplotjai, amely korrelal a statisztikai probakra kapott

eredményekkel.

A két mintacsoport relativ CS diszacharid mennyiségei kozotti eltérések szemléltetése

érdekében egy PCA-t is elvégeztem, amely a Filiggelék F4. dbrdjin lathato. Emellett a CS
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diszacharidok relativ mennyiségeinek kiilonbségeit egy hierarchikusan klaszterez6 hotérképen

is abrazoltam, amelyet a Fliggel¢k F5. dbrdja szemléltet.

A)
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°
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|

DO0a10 relativ gyakorisaga [-]
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21. abra — A kiilonb6z6 szulfataltsagt CS diszacharidok relativ gyakorisagainak boxplotjai (***: p < 0,001)

Ezutan a két mintacsoport CS diszacharidjainak 0Osszmennyiségére, az atlagos

szulfatacios fokokra, valamint a 6S/4S ardnyokra is elvégeztem a statisztikai teszteket, hogy

megtudjam, vannak-e kozottiik szignifikans eltérések (6. tabldzat).

6. tablazat — A CS diszacharidok dsszmennyiségére, az atlagos szulfatacids fokokra és a 6S/4S aranyokra
elvégzett statisztikai probak eredményei

Statisztikai teszt soran kapott p-érték
CS diszacharidok 6sszmennyisége 3,4-10
Atlagos szulfatacios fok 0,18
6S/4S arany 3,4-10°

A CS diszacharidok 6sszmennyisége, illetve a 6S/4S aranyok esetén a p-értékek kisebbek

voltak, mint 0,001, igy megallapithato, hogy ezen mennyiségek tekintetében a két mintacsoport

szignifikdnsan eltér egymastol. Az atlagos szulfataltsadgi fok a két mintacsoport kozott kozel

azonosnak adodott és

statisztikailag nem

tért el egymastél. A CS diszacharidok
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Osszmennyiségét, az atlagos szulfatacids fokot és a 6S/4S aranyt abrazold boxplotokat a
22. dbra szemlélteti.

* %k

A CS diszacharidok 6sszmennyiségének boxplotja I B) ACS i atlagos i fokdnak boxplotja
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CS diszacharidok 6sszmennyisége [fmol]
>
Atlagos szulfataltsagi fok [-]

|

Mintacsoport

B A549
™ BEAS-28

AS49 BEAS-28 AS49 BEAS-28
Mintacsoport Mintacsoport
* kK

c) I A 6S/4S arany boxplotja

—

6S/4S arany [-]

Mintacsoport
8 A549
W BEAS-2B

A549 BEAS-2B
Mintacsoport

22. abra — A CS diszacharidok 6sszmennyiségének, az atlagos szulfatacios foknak, valamint a 6S/4S aranynak a
boxplotjai (***: p <0,001)

Ahogyan azt mar a 17. abra normalizalt koncentracidinak elemzése soran is bemutattam,

az A549-hez tartozd CS diszacharidok 6sszmennyisége nagyobb volt, mint a BEAS-2B-hez

tartozoké. Ez Osszhangban all azzal, hogy a statisztikai probak szignifikans eltéréseket adtak

eredményiil a két csoport CS diszacharidjainak 6sszmennyiségei kozott.

Mint ahogyan az a 18. dbra relativ normalizalt szdzalékos megoszlasainal lathato, a DOa4
¢s a D0a6 relativ gyakorisagainak dsszege, valamint D0Oal0 relativ gyakorisaga kozel azonosak
a két csoportnal, ennek kovetkeztében az atlagos szulfataltsagi fok probajanak eredményére az
jott ki, hogy nincs szignifikans kiilonbség a két csoport kdzott. A 6S/4S aranyok esetén azért
vannak mar szignifikans eltérések, mivel a D0Oa4 és DO0a6 relativ, normalizalt sz4zalé¢kos

megoszlasai jelentdsen kiilonbdznek a két csoport kozott (1d. 18. dbra).

Osszefoglalasként elmondhato, hogy az A549 és BEAS-2B sejtvonalakbol izoldlt SEV-k
GAG profiljanak elemzése sordn a fOkomponens-analizis, valamint a hierarchikusan

klaszterezd hotérképen vald abrazolas megerdsitette azt, hogy a tumoros és az egészséges
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mintak jol elkiiloniilnek egymastol, vagyis a két csoport elemei kozotti eltérések jelentdsek.
Szignifikans kiilonbségek voltak kimutathatok tovabba a két csoport CS diszacharidjainak
Osszmennyiségei, az egyszeresen szulfatalt CS diszacharidok relativ gyakorisagai, valamint a

6S/4S aranyok kozott.

A fentebb ismertetett valtozasok jelentds bioldgiai hatassal birhatnak. Korabban mar
masok is tapasztaltdk a CS diszacharidok Osszmennyiségének szignifikdns ndvekedését
tumoros szovetmetszetekben az egészségesekhez képest [24], amely utalhat a tumor
terjeszkedésére, valamint a metasztazisok kialakuldsanak megkezdddésére. A D0Oa4 és a DOa6
relativ mennyiségeinek megvaltozasa azt jelezheti, hogy megvaltozott a szulfatalt PG-k
mitkddése a szervezetben, amely szintén elOsegitheti az attétképzodést. A 6S/4S arany
szignifikans csokkenése utalhat az ECM szerkezetének atalakuldsdra, amelynek kozponti
szerepét a rak kialakulasdban mar korabban, az 1.2. és 1.3. fejezetekben részleteztem. A
megfigyelt valtozas egyik lehetséges magyarazata, hogy az EV-kben oncofetalis CS-ok
talalhatok [115-117], amelyek jellemzden sok 4-O szulfataciot tartalmaznak. Ezek mennyisége
szolid tumorokban jelentdsen megnd, ¢és kozvetett modon hozzijarulhatnak a tumor
progresszidjahoz az EV-k altal szallitott bioaktiv molekuldk célsejtekhez torténd transzportja
réveén.

Korabban mar publikéltak egy olyan tanulményt [118], amelyben tiidérakban szenvedd
betegektdl, valamint egészséges egyénektdl vett szovetmintdkon vizsgaltdk a GAG-ok
potencialis biomarker szerepét. Munkdjuk sordn vizsgaltadk a CS diszacharidok
Osszmennyiségeit, valamint a nem szulfatalt és az egyszeresen szulfatdlt CS diszacharidok
relativ gyakorisagai kozotti eltéréseket. Eredményeik azt mutattdk, hogy a tumoros mintdkban
a CS diszacharidok 6sszmennyisége szignifikdnsan ndtt a nem tumoros mintakhoz képest,
amely 0sszhangban van a sajat eredményeimmel. Viszont esetiikben a D0Oa6 relativ mennyisége
szignifikansan nétt, a D0a4 relativ mennyisége pedig szignifikansan csokkent a nem tumoros

mintakhoz képest, amelyek a sajat eredményeimhez képest pont forditott iranyba valtoztak.

Pal és mtsai [119] kiilonb6zd tipusu tiidérakos szovetmetszetek GAG profiljat vizsgaltak
¢s hasonlitottdk 6ssze a nem tumoros szovetek GAG profiljaival. Az altaluk végzett kisérletek
kiértékelése soran a tumoros mintdkban a CS diszacharidok 6sszmennyiségei, valamint a DOa4
¢s a D0a6 relativ gyakorisagai is szignifikansan néttek, a 6S/4S aranyok pedig szignifikansan
csOkkentek az egészséges mintdkhoz képest. Eredményeik koziil a DOa6-ot kivéve mindegyik
Osszhangban van az én eredményeimmel, ugyanis esetemben tumoros mintakban a D0a6 relativ

mennyisége szignifikansan csokkent a nem tumoros mintadkhoz képest.
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Konklizio

Munkdm célja az A549 tiidé adenokarcinoma sejtvonalbdl, valamint a BEAS-2B nem
tumoros sejtvonalbol izolalt sEV fehérjék glikozilaciés poszt-transzlaciés modosuldsainak
(N-glikozilacid, kondroitin-szulfat (CS) glilkkézaminoglikanok (GAG)) karakterizalasa volt. A
kétféle sejtvonal sEV-inek izolalasdhoz 72 oOra tenyésztést, valamint centrifugalasi és sziirési
Iépéseket kovetden mini méretkizdrasos kromatografiat (SEC) végeztem sajat készitésii
oszlopokon. Az sEV-kben gazdag frakciokat betoményitettem, oldoszercserét végeztem, majd
egymast kovetd fagyasztasi-olvasztasi ciklusokkal tartam fel az sEV-ket. A 6-6 parhuzamosban
izolalt vezikuldkbol a feltarast kdvetéen a mintakat tripszinnel, illetve kondroitindz ABC
enzimekkel emésztettem meg, ezaltal az azokat alkoto fehérjéket peptidekké, a CS GAG-okat
pedig CS diszacharidokka hasitottam. A triptikus emésztménybdl az N-glikopeptideket
acetonos kicsapas segitségével dusitottam, mig a feliiluszoban a nem glikozilalt peptidek
maradtak. Tisztitas utdn nanoUHPLC-MS(MS)-sel analizaltam a mintak N-glikopeptid és CS

diszacharid Gsszetevait.

A proteomikai vizsgalatok megerdsitették a nagy tisztasagih EV-k jelenlétét, amelyek
alapvetd referenciaként szolgaltak a vezikuldk késobbi glikomikai elemzéseihez. A
fokomponens-analizis és a hierarchikus klaszterezés soran mind a CS diszacharidok, mind az
N-glikoproteomikai profil alapjan egyértelmiien elkiilonilt a két mintacsoport. Az
N-glikoproteomikai analizis soran az A549-hez tartoz6 mintdknal 220 db N-glikopeptidet
sikertilt azonositani 60 db glikozilalt fehérjérdl, a BEAS-2B-hez tartoz6 mintaknal pedig 244 db
N-glikopeptidet sikeriilt azonositani 62 db glikozilalt fehérjérél. Az azonositott N-glikopeptidek
tobbsége komplex tipusu volt. Mindkét csoportban jelen voltak olyan glikozilalt marker
fehérjék, mint példaul a tromboszpondin-1, illetve a galektin-3 kotd fehérje. Kvantitativ
analizist kovetden szignifikans kiilonbségek voltak kimutathatok tovabba a két csoport kozott
a szialilacio, a fukozilacio, valamint a galaktozilacidé 6sszmértékében: a szialilacio csokkent, a
fukozilacio és a galaktozilacid nétt. Ezenkiviil 233 egyedi N-glikopeptid mennyisége is
szignifikdnsan megvaltozott. A GAG statisztikai elemzések soran szignifikans valtozasok
voltak kimutathatok a két mintacsoport kozott a CS diszacharidok 6sszmennyiségei, az
egyszeresen szulfatalt CS diszacharidok relativ mennyiségei, valamint a 6S/4S aranyok kozott.
Eredményeim egyértelmiien ravilagitanak a kétféle sejtvonal kozotti biokémiai kiilonbségekre,
amelyek a késdbbiekben kulcsfontossaguak lehetnek akar uj gyogyszeres tdmadaspontok

felfedezésében.
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