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1. BEVEZETES

A biomarkerkutatasok soran a vérplazma proteomjarrggalata kilonos jeletgéggel
bir. A plazma a teljes vértérfogat kb. 55%-at tekgi és széles koncentracio-
tartomanyban tartalmaz kilonkioz biolégiai  funkciéju fehérjéket. Nagyfoku
Osszetettsége folytan a plazméban kozepes vagymiesnyiségben megtalalhatd
fehérjék jellemzése és azonositasa gyakran nehépsszadalmas. Minél kisebb egy
fehérje koncentracidja a plazmaban, elemzése amaglobb térfogatd mintat kivan.
Mindemellett vizsgalatahoz munka- ésigenyes mintaékészités szikseges, nditl
az egyes fehérjék kulonféle bioanalitikai médszketkortérd megfeled tisztitasahoz
hozza lehet latni, melyek azonban esetenként miegvathatjak a fehérjék nativ
allapotat. Az extrém széles koncentraciotartomamkpzta nehézségek mellett a
plazmakutatasok/biomarkerkutatdsok feladata még ehérfe-izoformék, poszt-
transzlaciés modositasok azonositasa is, melyalkeztileg kismérly, de a fehérje
funkciojaban jelerits valtozasokat eredményezhetnek.

A plazmaproteom Kkutatasat ceélzo vizsgalatok legmplatban témegspektrometriat
hasznalnak a biomarkerként széba jéhfehérjek azonositasara. Ezek a technoldgiak
azonban érzékenységi, reprodukalhatésagi és a&répességi korlataik miatt nem
minden esetben alkalmasak a teljes proteom pafdsahoz szikséges
koncentraciétartomany atfogasara.

A monoklonalis antitest-proteomika olyan specifilaiienanyagokat hasznal, melyek a
legalacsonyabb koncentraciétartomanyban is felikmex legtbbb fehérjét. A
nagyszamu éRllitott antitest a plazmaproteom &atfogoiresét teszi lehévée, és
alkalmas lehet a fehérjék kilonbzvariansainak (izoformak, poszttranszlacios
modositasok, stb.) detektalasara, melyet a fehénegspektrometrias meghatarozasa
kovethet.

Doktori értekezésemben egy olyan modszer kifejess#il szamolok be, mely a
mintaebkészitési fazis soran a fehérjék nativ allapotanagrzésére torekszik, majd a
monoklonalis antitest-proteomika—témegspektrometnaunkafolyamatat hasznalja

fehérjék azonositasara.



2. IRODALMI ATTEKINTES

2.1. A vérplazma

A plazma a vér alakos elemek nélkuli folyékony Isigbtti allomanya, a teljes
extracellularis folyadék térfogatanak mintegy e@gét teszi ki. A vérplazma az
orvostudomanyi kutatasok és a gyogyszeripar egghdgyobb mennyiségben vizsgalt
és feldolgozott anyaga; kiemelkegelenttsége abbdl adddik, hogy tartalmazza a test
kulonbo® szoveteilbl szarmazo fehérjék ezreit (Anderson és Anders002p mintegy
tikrozve a szervezet aktudlis allapotat. A plazeées dinamikus fehérjekoncentracio-
tartomanyaban a legnagyobb és legkisebb mennyiséighé fehérjék koncentracioi
kozott kozel 12 nagysagrendnyi kilénbséeg figyélhmteg. A human szérumalbumin
(HSA) és az immunglobulinok képviselik az 6sszeazplafehérje mennyiségének
csaknem 80%-at (Burnouf, 2007).

2.2. Szemelvények a plazmafrakcionalas torténetéb

Akkreditalt Gzemekben évente tobb millio liter pleat frakcionalnak vilagszerte
gondosan ékeészitett, ellebrzoétt, szigortan higiénikus kérilmények kozott,gedszt a
frakciondlasi ipar kialakulasa kezdetén kifejletztkicsapasi és kromatografias
mobdszereket alkalmazva (Burnouf, 2007). A gyoégyszazlokra értékesitett
plazmafehérje-termékek csaknem fele a szérumalbéehdolgozasabol szarmazott az
elmult évtizedekben; velik kezelliepl. a hipoproteinémia, hipoalbuminémia vagy
nagy vérveszteséggel jard allapotok (Denizli, 204 )biomedicina szintén jeletd
mennyiséf plazmat hasznal, pl. terdpias fehérjék tisztitdisaagy diagnosztikai
kutatasok soran. A legnagyobb mennyiségben mehatalosszeték, kiulonésen az
albumin és az immunglobulinok eltavolitasa ilyenkdapved cél, mivel az akar 12
nagysagrenddel alacsonyabb koncentracidban jekeénlpotencialis biomarkerek
kimutataséat és azonositasat megnehezitik. A preg@mizsgélatokat — pl. kétdimenziés
gélelektroforézis, tomegspektrometria — még&tn preciz, nem ritkdn hosszadalmas és
koltséges mintadkészitési/-difrakcionalasi modszerek sziikségesek a leggyakoribb
plazmakomponensek kivonasahoz. A hagyomanyos kssapgs kromatografias
technikak, pl. géldés, ioncsere vagy hidrofob interakcio alkalmazéasak esetben, a

hatékonysag novelése érdekében, tobbdimenziosdelzéaben — mellett elterjedtté



valtak az affinitasalapu eljarasok is, melyekké&ligdnb6d, nagy koncentracioban lév
fehérjéket konnyen, gyorsan, parhuzamosan el lgvelitani. Ertekezésem Irodalmi
attekintésében a merfoldikek szamité eredmeényeken kivil ismertebb és taaadbé

ismert médszereket mutatok be a plazmafrakcioriatfedelmes irodalmabdl.

2.2.1. Kicsapéasi moédszerek

2.2.1.1. Kis6zéas

A 19. szazadban a neves német kémikus, Franz Hsineimunkatarsaival

megallapitotta, hogy a sbék befolyasoljak a fehérjgklékonysagat. Egy- és
kétvegyértéld kationok soit hasznaltdk szérum kisézasara, és akmrsonyabb

sokoncentracié mellett kicsapassal kapott frakgglobulin™-nak, mig a magasabb
toményséqd soval kisézott frakciét ,albumin”-nak neveztéek (&lunz és mtsai, 2004).

Az eljarast évtizedekig hasznaltdk albumia-, B- €sy-globulinfrakciok kinyeréseére

(Howe, 1921; Kibrick és Blonstein, 1948). A meclmnius plazma esetében is

s

gondos megvalasztasaval; munkam soran én is alktdma

2.2.1.2. Kicsapas szerves olddszerekkel

Az ipari méreli plazmafrakcionélas kialakulasaban az Edwin Cohrével fémjelzett
attér6 modszernek (Cohn és mtsai, 1946) volt a legnaggabbepe. A Cohn-féle hideg
etanolos frakcionalas célja tiszta albumidaditasa volt a klinikkum szamara, de az
immunglobulinok szeparélasara is alkalmasnak bialtnyAz eredeti tobblépéses
protokoll alapjan fejlesztették ki késb a Kistler—Nitschmann-frakcionalast (Kistler és
Nitschmann, 1962). A fagyasztott plazma felenged&m@n az alvadasi faktorokat
krioprecipitatum formajaban tavolitjak el, majd évktkez lépésben a fibrinogén
kicsapdasa torténik 8%-o0s etanollal. A masodik dtankicsapas sordn — melyet a Cohn-
modszer 25%-0s etanollal végez 6,9-es pH-n, migstdek-Nitschmann-féle metédus
19%-0s etanollal 5,85-os pH-n — vonjdk ki az immobglinokat. Az
etanolkoncentraciot két (Cohn) vagy egy |épésberstig—Nitschmann) 40%-ra
emelik, igy tisztitjdk meg az oldatban maradt allmiraz a- ésp-globulinoktol, majd a
végs precipitédlast az albumin izoelektromos pontja k@kén végzik el, 4,8-es pH-n.

A Cohn-frakcionalast mind a mai napig alkalmazzatsisorban az Egyesiilt



Allamokban, mig Kistler és Nitschmann eljarasa bika Europaban 6rvend
népszeiségnek (Matejtschuk és mtsai, 2000). Az etanolasdgas és ackezelés
kombinacioja nagy tisztasagu albumitalitasara is alkalmasnak bizonyult (de Villiers
eés Wilson, 1978). A koncentracid, a pH, az iosség e€s admérséklet megfelél
bedllitasa mellett az éter is felhasznalhaté albupaglobulin, fibrinogén és protrombin
frakcionalasara (Kekwick és mtsai, 1955).

2.2.2. Kromatografias modszerek

2.2.2.1. KromatografiAs modszerek alkalmazasa terdds fehérjék kinyerése
céljabal

A kromatografias technikak mind Ilaboratoriumi, mingedig ipari méretekben
hasznalatosak terapias plazmafehérjék izolaladdmeel a plazmafehérjék toltéssel
rendelkeznek, az ioncsere akar énmagaban vagy mwisatografias modszerekkel
kiegészitve is megfekglplazmafrakciondlasra, de hasznalhat6 egy frakasnéljaras
zaro tisztitasi lépéseként is. A méretkizarasosmiatografia szintén alkalmazhat6
toébblépéses frakcionalasok utan a szentyézek eltavolitasara (Burnouf, 1995).

Az immunglobulinok polietilén-glikolos kicsapasaanta fellliszobol QAE-Sephadex
A-50 ioncseré gyanta haszndlatdval Vasileva és munkatarsai 9%magyobb
tisztasagu albumint allitottakée(Vasileva és mtsai, 1981). loncsere (DEAE-Seplearos
oszlop), affinitaskromatogréafia (arginin-Sephard® és gélsirés (Sephacryl S-300
HR) egymas utani alkalmazasaval Tanaka és munkaiatseavénas beadasra alkalmas
lgG-t allitottak eb (Tanaka és mtsai, 1998). A kulonibohemofilidk (véralvadasi
faktor-hianybetegségek) kezelésében hasznalt \a&tadr faktorok izolaldsat is
tébbnyire kromatografias moddszerekkel végzik. Teoyaes munkatarsai @&zor
anioncserével (DEAE-Sephadex A-50) szeparaltakes,lliX-es és X-es faktort, majd
affinitdskromatografiaval  (dimetilamino-propil-kamil-pentil-Sepharose ~ CL-4B
matrix) a VllI-as, mas néven anti-hemofilias faktige Booy és mtsai, 1990).

2.2.2.2. Laboratériumi léptéki kromatografias alkalmazasok a biomedicinalis
kutatasokban
A laboratoriumi gyakorlatban a kulonk®zlazmafehérjék izolalasa tobbféle célbdl

torténhet, pl. enzimkarakterizalas, tisztitas, imimnalas, szerkezetelemzés,



biomarkerkutatas, az ipari méieeljardsok modellezése, orvosi alkalmazasok. A
proteomikai vizsgalatok soran alkalmazott médsaerkkilon részben foglalkozom
(Id. 2.2.3. pont és alpontjai).

Az ioncserés kromatografiat laboratoriumi méretekbis hasznaljak véralvadasi
faktorok tisztitAsara. A vérben a Vlll-as faktorvan Willebrand faktorral (VWF)
komplexet képez, ez utdbbi fehérje szikséges #éaail fenntartasdhoz. A komplex
koncentratumaival kezelletaz A tipusu hemofilia (Vlll-as faktor hianya) ésvan
Willebrand szindréma (VWF-deficiencia) (Federiad(3). A Vlll-as faktor 6nmagaban
is alkalmazhat6 lehet hemofilias betegek terapajdlhewis és mtsai, 2007). A Vlll-as
faktor anioncserés elvalasztasat a von Willebraaktoftél Josi és munkatarsai
oldottdk meg, miutan &bz6r ammonium-szulfatos Kkicsapas €s anioncsere
kombinaciojaval izolaltak a két glikoprotein komypée, majd a masodik anioncserés
lépésben a Vlll-as faktort szepardltak, és az albnah tortér egylttes izolalas atjan
stabilizaltak (Josic és mtsai, 1994). Egy 2010-eiplikalt kozlemény szerint a székz
elészor a plazmat kdzvetlen anioncserés elvalasztagetdttek ala, majd a Vlli-as
faktort és K vitaminfug§ faktorokat is tartalmazo frakciobdl utdbbiakat etkizarasos
kromatogréafiaval szeparaltdk (Cheng és mtsai, 2010)

A nagyhatékonysagu folyadékkromatogréfia (HPLGigh performance liquid
chromatography megjelenésével a plazmafehérjék tisztitAsavalaliooz6 kutatdk
kezébe Ujabb hatékony eszkdz kerult. Egy tanulntamytaminkot fehérje HPLC-vel
és alacsony nyomasu modszerrel tdit@olalasat hasonlitotta dsszeslbi modszer
alkalmazasaval a szék jelenttsen rovidebb id alatt joval tisztdbb fehérjefrakciot
kaptak, és a hozam is sokkal nagyobb volt (Taykmdsai, 1986). A HPLC és az
affinitaskromatogréafia kombinalasaval fejlesztették biomolekuldk szeparalasara a
nagyhatékonysagu affinitaskromatogréafiat, mely egyeelbbbi gyorsasagat és nagy
felbontoképességét utdbbi specificitdsaval (Erredtr€ra és Wilchek, 1988).

2.2.3. Plazmafrakcionalas proteomikai célu kutataddoz

A biolégiai mintak proteomikai jellemzése az élgtbonatok jobb megértése mellett Uj
biomarkerek felfedezésén keresztll betegségek etésebb leirasdhoz vezethet. A
modern tomegspektrometrids berendezésekkel a é&hdyorsan, pontosan, nagy

erzekenységgel és megfélel alkalmazas esetén jol reprodukalhatdé mabdon



tanulmanyozhatok (Nilssoiés mtsai, 2010). Az Untop-down” proteomikai modsze
fehérjék, az elterjedtebl,bottom-up” metddus proteolitikus (jobbara tripszin
emesztessel kapott peptidek szintjen végzi az asia(Walshés mtse, 2010). A ketd
tulajdonsagait 6tvdz ,middle-down” rendszer a tripszinnél ritkabban hasito enzi
(pl. Lys-C endopeptidazt vagy OmpT proteézt) hasznal, hbbspaptideket hoz Iétr.
ezaltal nagyobb fehérjemolekuldkat valamint poamtrlaciés moédositdsokat 1
vizsgalni (Wu és mtsai2005; Wu és mtsai, 2012A haromféle megkozelité

hasonlitom 0ssze az 1. ab

Fehérje Fehérje Fehérje
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1. 4bra: A ,top-down”, ,middle-down” és ,bottom-up” proteomikai modszerek sematik
0sszehasonlitasa. EBIS: elektrospray ionizac-tomegspektrometria.

A plazma nagy komplexitAsa és  Osszéimok  széles  dinamikt
koncentracidtartomanya miatt megfélelmintaebkészités (pl. éfrakcionalas’
szukséges proteomjanak biomarkerek felfedezésabéélfortéd anaizise ebtt (De
Bock és mtsai 2010). A mintapreparalasi folyamat a nagyobfiennyiségben |év
plazmakomponensek eltavolitdsaval kalid, melyek a kisebb koncentracic
alkotokat elfedve azok kimutatasat megnehezitikaEzin. depletalasi lIépésik#ti a
dinamikus koncentraciotartomanyt, ésdusitjia a biomarkerkutatasi szempont
jelents fehérjéket (Selvarajés El Rassi, 2012). Az affinitdson alapul6 modeket
széles korben hasznaljak leggyakoribb 6sszetefk depletdlasara, legtdbbszor
tobbdimenzids folyadékkromatografias elvalasztat megabzéen. Harom vagy téb

kilonbo® elvalasztasi modszer egymast kévalkalmazasa lényegesen megkonra
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kisebb mennyiségben lévisszetetk detektaldsat. llyen példaul a kétdimenzids
poliakrilamid-gélelektroforézis, amely &sz6r izoelektromos pont (pl) majd
molekulasuly alapjan szepardlja a fehérjéket, amexpl értékekkel rendelkézagy
150 kDa folétti vagy 10 kDa alatti molekulasulyuaditok elemzése esetén azonban
nehézségek adddhatnak alkalmazasa sordn. A géésdesutdn lathatova tett
fehérjefoltok a gélbl kivaghatok és tdomegspektrometriaval elemeihet A
tébbdimenziés  folyadék-kromatografia ~ (MDLC, multi-dimensional liquid
chromatography szintén megfelél technika a proteomikai mintddészités soran
(Delahunty és Yates, 2007; Tang és mtsai, 2008).

2.2.3.1. Affinitasalapu depletalasi modszerek

Amig az ipari méréi plazmafrakcionalas soran az albumin az egyktdrmék, a
plazmaproteomikaban el kell tavolitani a mintalingigy az alacsonyabb koncentracioju
komponensek kimutatasa konnyebb legyen. Travis @skatarsai azt talaltdk, hogy a
szefar6zgyongyokon immobilizalt Cibacron Blue tidddr-triazin tipusu festékanyag
erésen koddik az albuminhoz (Travis €és mtsai, 1976). A fedfeéls utat nyitott az egyik
legelterjedtebben hasznélt affinitAskromatografididumindepletadlasi modszernek.
Késsbb kidertlt, hogy a festék nem kizardlag albumidt, khanem mas, nem-albumin-
tipusu fehérjéket is (Gianazza és Arnaud, 1982r&nanian, 1984), igy alkalmas pl.
interferon, lipoproteinek, véralvadasi faktorok,klnetidfigg enzimek izolalasara is
(Knight Jr és Fahey, 1981; GE Healthcare, 2007).

A plazma masodik leggyakoribb komponenscsoporigainamunglobulinok alkotjak.
Eltavolitdsukra elterjedt modszer a tiofil interadec kromatografia (Porath és mtsai,
1985), melyben egy szulfon- é€s egy tioéter-csopgyinas kdzvetlen szomszédsagaban
talalhatdé az alléfazison. Az agarézhoz kapcsoltgér- kététte az IgG, IgM és IgA
molekulakat. Optimalis kortlmények kozott megmaradt szérumbdl kivont
immunglobulinok nativ allapota (Hutchens és Pord®g86). Kisérleteim soran én is
hasznaltam a tiofil interakcidés kromatografiat, ynglazma esetén is alkalmazhaté.

A parhuzamosan tobb gyakori 6sszétesitavolitdé, anmultiple affinity removal system
(MARS) eszkdzok kifejlesztése nagyrdlépést jelentett, tovdbb ndvelve az alacsony
koncentracidban |év fehérjek detektaldsanak és azonositdsanakokdgit. Ezek a

modern oszlopok szintén immobilizalt antitestekagy an.affibody-kat (szintetikus,
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antigének kotésére alkalmas antitest-mimetikumadieatalmazhatnak. llyen pl. az a 14
fehérjét eltavolitd affinitasoszlop, melyet Zolgtasa €s munkatérsai fejlesztettek a
kovetked plazmafehérjék depletalasara: albumin, transrfehraptoglobin, 1gG, IgA,
alfa-1-antitripszin, fibrinogén, alfa-2-makroglobyl alfa-1-savas glikoprotein, C3
komplement komponens, IgM, apolipoprotein Al, apmfirotein A2 és transztiretin
(Zolotarjova és mtsai, 2008).

Szubproteomoknak nevezziik a plazmaproteomon b&lilbaithet) fehérjecsoportokat
(Medvedev és mtsai, 2012). Egyik ilyen a glikopame melynek frakcionalasara
gyakran hasznélnak affinitasalapt technikdkat, udgympl. a lektin- vagy
pszeudolektin-affinitaskromatografiat (Hageman éselih, 1992; Kobata és Endo,
1992). A multilektin-affinitdskromatografias  (M-LAC multi-lectin  affinity
chromatography oszlopokban kulonféle lektinek kombinacioja thib, melyek
MARS-rendszerrel kapcsolva alkalmasak a leggyakoribtobbségében glikozilalt —
plazmafehérjék kinyerésére (Dayarathna és mtsad8)20A glikoproteom célzott
frakciondlasara kifejlesztett stabil és specifikasitomatizalt platform a nagy
hatékonysagu multilektin-affinitaskromatograftdR-M-LAC, high performance multi-
lectin affinity chromatograply Az eljards magaban foglal egy depletélasi lépést
albuminellenes antitesttel majd egy konkanavalinjaalin és buzacsira-agglutinin
novényi lektineket tartalmaz6 M-LAC oszloppal (kalli és mtsai, 2010).
Glikoproteinek megkotéseére és szelektiv eltciofimgozta ki a Horvath Laboratérium
a boronsav-lektin-affinitaskromatografiat (BLACboronic acid-lectin  affinity
chromatography, mely kombinalta a boronsav- (egy pszeudolektéy lektin-
(konkanavalin Ajacalin és buzacsira-agglutinin) affinitAskromatografia@donzo és
mtsai, 2007). Egy kébbi fejlesztés soran létrehoztak boronsavval ékdoavalin A-
val toltott mikrooszlopokat kilonbéz glikoproteinek plazmabdl (vagy szérumbdl)
tortéro  hatékony izolalasédra és dusitdsara, amelyek ezwkavethetk pl.
glikanprofilirozasnak (Monzo és mtsai, 2008).

2.2.3.2. Nem-affinitasalapu depletalasi modszerek
Az affinitasalapl moddszerek mellett folyamatosajle$ztenek egyéb technikékat,
melyek alkalmasak lehetnek az albumin, az immundinbk és egyéb, a plazméban

nagy koncentracioban jelenlevkomponensek depletalasara. Habeeb és Francis a
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kisozast (4 M ammonium-szulfat) kombinalta aniomése (DEAE-celluléz)
kromatogréafiaval, igy vonva ki az immunglobulinkct a plazmabdl (Habeeb és
Francis, 1976). Mahn és munkatarsai az ammoniunfasasi kicsapast hidrofob
interakcids kromatografiaval egyesitették és défibt tobb nagy koncentracioban éév
fehérjét, ugymint albumint, immunglobulinokat, alfeantitripszint, haptoglobint és
fibrinogént. A mddszer egysiexege és alacsony koltsége miatt az antitest-alapu

technikak egyik alternativaja lehet (Mahn és mt3ai,0; Mahn és Ismail, 2011).

2.2.3.3. TObblépéses plazmafrakcionalas

A kllénbo elvalasztasi médszerek egymas utani — tobblépéa@lmazésa éeqiti

az alacsonyabb koncentraciébandlglazmafehérjék dasulasat és azonositasat. Jin és
munkatarsai kationcserés kromatogréafiat kévéorditott fazisi HPLC-szeparalast
hasznaltak emberi plazma lineéris ioncsapdas tgme&tfometrias analizist megeb
eléfrakciondlasara, és 1292 fehérjét azonositottaktikd szamos olyat, melynek
fizioloégids koncentracioja 10 ng/ml alatt van (&s mtsai, 2005). Az ioncsere €és a
forditott fazisu kromatografia kombinaciojaval ®hpzott platform alkalmas volt
poszttranszlacios médositasok feltarasa melletkbgazs hidrofob fehérjék vizsgalatara
(Levreri és mtsai, 2005; Wang és Zhong, 2012). Adezidaig egyik legatfogébb
plazmaproteom-térképet Liu és munkatarsai késekedt kationcserés kromatografia,
forditott fazisu folyadékkromatografia, ionmobikt&pektrometria valamint témeg-
spektrometria (SCX-LC-IMS-MS) kombinalasaval, és 832 peptidszekvencia
analizise eredményeképpen 2928 fehérje esetébelyomagagas szekvencia-
lefedettséget kaptak (Liu és mtsai, 2007). Wangnégskatarsai intakt fehérjék nagy
felbontasu, haromdimenzios analizisére alkalmassaeitl (IPAS jintact-protein-based
quantitative analysis syst@rfejlesztettek ki, mely immundepletalasbal, izd#iemos
fékuszalasbal, forditott fazisu folyadékkromatogahbl valamint SDS-poliakrilamid-
gélelektroforézistl (SDS-PAGE) Aallt, és a plazmafehérjék tomegspekétoias
elemzése étti elvalasztasara szolgalt (Wang és mtsai, 2005).

Az értekezésemben részletesen leirasra &exiblitkonyvtar-készités is a tobblépéses

plazmafrakciondlasi eljarasok kozé sorolhato.
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2.3. Biomarkerek

A National Institute of Health (NIH) Biomarkers Dations Working Group 2001-es
definicidja alapjan a biomarker normalis és pat@®giologiai folyamatok valamint
terapias beavatkozasokra adott gydgyszervalaszgktolen mérhet és értékelhét
indikatora (Atkinson és mtsai, 2001). A biomarkddtasok célja, hogy adott
betegségekre specifikus markereket fedezzen felyekeoptimalis esetben egy
bizonyos betegségre vagy koérfolyamatra kizarolaggsiemzek. A plazma atfogo
képet ad a szovetek pillanatnyi allapotarol, eta@téaboratériumi diagnosztika egyik
legfontosabb vizsgalati célpontja is. A plazma f@iéis lehetnek biomarkerek,
szintjuknek a fiziologias értékhez viszonyitott teahsa a szervezetben zajlé kéros
folyamatokat jelezheti (diagnosztikus marker) vaegijre jelezheti (prognosztikus
marker), mint példaul a prosztataspecifikus anti¢lg8A), melynek szintje bizonyos
prosztatabetegségek, ugymint prosztatardk vagydydatl megnagyobbodas esetén
emelkedik (Hernandez és Thompson, 2004).

2.4. Az Analitkdnyvtar jellemzése soran vizsgalt lmmarkerek

Az Analitkbnyvtar jellemzése soran az 5.3. pontbészletezett modon kivalogatott
frakciokat reagaltattam olyan monoklonalis antékkel, melyek lehetséges
biomarkerekre specifikusak. #brinogén (l-es faktor) a véralvadasban jatszott szerepe
mellett szamos patoldgias allapot fg&z A fehérje megvaltozott szintje a plazmaban
utalhat gyulladasra (Davalos és Akassoglou, 20fr2ymara (Martini, 2009) vagy
valamilyen rosszindulatu daganatos elvaltozdsrao (€1 mtsai, 2009). Az 52-59 kDa
molekulattmefy D vitaminkdt fehérje (VDBP, vitamin D-binding proteih a D
vitaminnak és metabolitjainak fontos hordozofehérjdz albumin,a-fétoprotein ésu-
albumin/afamin géncsalad tagja, szteritkkapacitasa mellett ez a glikoprotein koéti és
elimindlja az aktint a keringé8b (scavenger valamint részt vesz a
zsirsavtranszportban is (Speeckaert €s mtsai, 28@klerozis multiplexben (Disanto és
mtsai, 2011) vagy dohanyzashoz kothdtetegségekben (Bortner és mtsai, 2011)
bizonyulhat biomarkernek. Aaptoglobin szint mérése a Klinikai gyakorlatban a
hemolizis igazolasanak egyik legfontosabb markkk@anioczi és mtsai, 2006). Akut
fazis fehérje, gyulladasok, fédések és rosszindulati betegségek soran tédikel

(Kang és mtsai, 2011), és kulonBaraganatos betegségek potencialis markere (Shah és
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mtsai, 2010; Miyoshi és mtsai, 2010). @9 komplement komponetshetséges U;j
tudorak- (Guergova-Kuras és mtsai, 2011) és vastadbblomarker (Murakoshi és
mtsai, 2011). Azalfa-2-makroglobulin(a2M) egy proteinaz-inhibitor (lkari és mtsai,
2001), melyet nagyobbrészt a méa] szintetizal, és @sszes plazmafehérje
mennyiségének mintegy 3-5%-at teszi ki. Szintjgetdns ndvekedését figyelték meg
nefrotikus szindromas betegekben (de Sain-van @éédevi és mtsai, 1998), emellett a
majfibrézis lehetséges biomarkere is lehet hepati@ virus okozta kronikus fémd
majgyulladasban szenuwgkben (Ho és mtsai, 2010). Aemopexin szintjének
csokkenése Osszefliggésben lehet hemolitikus an@maiut intermittalé porfiriaval
vagy kronikus neuromuszkularis betegségekkel (Chrado és mtsai, 2011). Wuman
szérumalbumin szintjének csokkenése utalhat vese- (de Mattos]l1)20vagy

majbetegségekre (Obialo és mtsai, 1999).

2.5. Monoklondlis antitest-proteomika

A monoklonalis antitest-proteomika egy, a kozeltat kifejlesztett eljaras, melynek
soran nagyszamu betegségspecifikus antitestet elyerw ellenanyagok hasznalata
lehetivé teszi potencidlis biomarkerek globalidirgsét. A nagy ateresikepessél
vizsgadlomodszer korabbi kutatasok soran alkalmadnasnyult kronikus obstruktiv
tudobetegséggel (COPDchronic obstructive pulmonary diseds@Csanky és mtsai,
2007) és tudrakkal (Wang és mtsai, 2010; Guergova-Kuras ésinii8al) osszeflugy
biomarkerek felfedezésére és azonositasara. Rgvietamek a forditott proteomikai
megkozelitésnek a Iényege, hogy komplex biolégiaitak ellen nagyszamu olyan
monoklonalis antitestet termeltetnek, melyek amjéea méréseknek ebben a részében
szikséges ismerni. Az antitesteket klinikai mint&kk pl. plazma — reagaltatjak, és a
pozitiv jelet adé mintdkbdl immunprecipitaciét vegek. Az immunprecipitacio
eluatumat SDS-PAGE-vel elemzik, Western blottal idajak, majd tdmeg-

spektrometriaval azonositjdk az ismeretlen antigént
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3. CELKIT UZESEK

1. Specifikus depletalasi, kicsapasi és kromatdagatechnikakkal éllitani egy
atfogo, tobb szaz frakciot tartalmazo Analitkonyata melynek frakcioi néhany 10
vagy 100 nativ fehérjét tartalmazhatnak oly modoogy ellensulyozzak azt a tobb
nagysagrendbeli koncentraciokulonbséget, mely avaigy kdzepes koncentracidban
lévé plazmafehérjék izoladlasat és azonositasat megiteh€2lom volt egy olyan
nagysagu human plazma proteomkonyvtar létrehozdmsdy potencialis betegség-
markerek tarhazat jelentheti, és kethennyisél analitot szolgéltathat a plazméban
kozepes és alacsony koncentracioban megtalalhat®érjdé& és izotipusaik
immunszeparacioval egybekotott folyadékkromatogsatbmegspektrometrias azonosi-
tasahoz.

2. Az Analitkbnyvtar karakterizalasa és alkalmagdbaganak megallapitasa
monoklonalis antitest-proteomikai alapu antigénasitds céljara. A D vitamink®t
fehérje szeparacios utjanak a frakcionalas kulodszmntjein végig kdvetésével arra
kerestem a valaszt, hogy a kezdeti elvalasztastskp utan kapott Osszetettebb
frakciokhoz képest medfigyeliiee a fehérje dusulasa, lathaté-e esetleg egyedi
akkumulacié a ké&sbbi, kevésbé komplex frakciokban. A Konyvtar atfogdiréset
olyan monoklondlis ellenanyagokkal végeztem, melyisknert plazmafehérjékre
specifikusak, és azt vizsgaltam, hogy a fehérj@lsatsa a frakciokban megfelel-e az
ismert fizikai, kémiai és biokémiai tulajdonsaga#tapjan vartnak, és a meérési
eredmények dsszeegyeztetthet szakirodalmi adatokkal.

3. A Konyvtar frakcidinak felhasznaldsa monoklosakntitest-proteomikai alapu
antigénazonositasra egy komplex, a human plazneprotteljes profilirozasara

kifejlesztett ellenanyagkdnyvtarbol szarmazé moanélis antitestek segitségével.
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4. ANYAGOK ES MODSZEREK

4.1. Human plazma

Az Analitkbnyvtar készitéséhez az Innovative Redeanewi cégtl (Novi, M,
Egyesiilt Allamok) vasarolt, 18 és 65 év kozottikiel egészséges donoroktdl levett
vérbsl készilt, az Egyesiilt Allamok élelmiszer- és gysmprelledrzé hatosaga, a US
Food and Drug Administration (FDA) szabalyai szeagybe gyjjtott, virusellerzott,

500 ml térfogatl plazmat hasznaltam.

4.2. Vegyszerek

A kélium-kloridot, guanidin-hidrokloridot, kaliumzsilfatot, natrium-foszfatot,
trisz(hidroximetil)-aminometant (tovabbiakban TRIghNcint, natrium-dodecil-szulfatot
(tovabbiakban SDS), natrium-kloridot, natrium-ditugén-foszfat-monohidratot,
Tween 20-at, metanolt, Brilliant Blue R-t (Coomagsiecetsavat, etanolt, Bradford
reagenst és borju szérumalbumint (BSA) a Sigmaiéteiol (St. Louis, MO, Egyestilt
Allamok) rendeltem. Az ammonium-szulfat a Schadh@Sentmenat, Spanyolorszag),
a dinatrium-hidrogén-foszfat-dihidrat a Riedel-dagdtl (Seelze, Németorszag), a
7,4-es pH-ju 10-szeres koncentraciéju PBS az logéntl (Carlsbad, CA, Egyesllt
Allamok), a Pierce ECL Western Blotting SubstrafEh@rmo Scientificdl (Rockford,
IL, Egyesiilt Allamok), az amidofekete festék az Asuo-tol (Cleveland/Akron, OH,
Egyesiilt Allamok) szarmazott. Az oldatokat Milligor(Billerica, MA, Egyesiilt
Allamok) Direct-Q 3 UV Ultrapure Water System bedenéssel tisztitott vizzel

készitettem.

4.3. Modszerek

A plazma tébblépéses frakciondlasabtkéedérletek soran optimalizalt korilmények
kozo6tt végeztem. Az ékisérletek soran Dr. Sperling Edit itmutatdsavéhtoatuk meg
az elvalasztasi lépések kovetkgrarameétereit: a minta- €s ellcios pufferek ostzleté
eés pH-ja, az aramlasi sebességek, a felvinni kivaimtamennyiségek. A dot blot
kisérletek kortlményeinek — a membranra felvittéfgdk mennyisége, az élsés
masodlagos antitestek higitasa, inkubacié& id beallitasat Dr. Kurucz Istvan és Dr.

Kadas Janos iranyitasaval végeztem.

17



4.3.1. A kromatografids lépésekhez hasznélt készikk és allofazisok

Az immunglobulin-depletalas kivételével minden kiadoygrafias Iépest AKTA Purifier
FPLC-készuléken (GE Healthcare, Uppsala, Svédoyskagteleztem. Az 06sszes
miivelethez (albumindepletalas, méretkizarasos krognafia, kationcsere, anioncsere,
hidrofob interakcids kromatografia) az apparatuksahpatibilis, a GE Healthcare altal
ajanlott és gyartott oszlopokat hasznaltam. A fiGkat a berendezéshez készilt és
hozzakapcsolt Frac-920 frakciosdedl gyijtéttem. A kromatografias jeleket
280 nm-en detektaltam, és a rendszerhez tartozécobmi5.1 szoftvercsomag

segitségével dolgoztam fel.

4.3.2. Az eballitott frakciok fehérjekoncentracidinak mérése

mobdszerrel (Bradford, 1976) hataroztam meg, a kadibhoz BSA-sztenderdet
hasznéltam. qul fehérjemintat adtam 25QI Bradford Reagent-hez Greiner Cellstar
96-lyukt mikrotitralé lemezekben (Sigma-Aldrich)z aabszorbanciat 595 nm-en
mértem Model 680 Microplate Reader (Bio-Rad, HesulCA, Egyesiilt Allamok)
segitségével.

4.3.3. A konyvtarfrakciok fehérjedsszetételének aniise

Az elodllitott frakcidkat SDS-poliakrilamid-gélelektrofexissel (SDS-PAGE)

elemeztem. Az analizisek XCell SureLobkni-Cell (Invitrogen) rendszerrel, Novex

4-20%-0s Tris-Glycine gradiensgélekkel (Invitrogetjrténtek. Futtatépufferként

25mM TRIS-t, 192 mM glicint és 0,1% SDS-t tartala 8,6-es pH-ju oldatot

hasznaltam. Az elvélasztasokat 90 percen at, 15Gedzlltség alkalmazasaval
végeztem. A fehérjesavokat 0,2% Brilliant Blue RA5% ecetsavat €s 50% etanolt
tartalmazé oldattal festettem 1 o6ran keresztll akiérsékleten. A hattérfesték
eltavolitdsahoz ékz0r 1 6ran keresztil 10% ecetsav, 20% etanol gjaphkan at 10%

ecetsav, 5% etanol 6sszetétidstékmentesitoldatokat alkalmaztam. A megfestett gélt
UVIPro Gold géldokumentacidos rendszerrel fényképmztle (Uvitec, Cambridge,

Anglia).
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4.3.4. Az albumin depletalasa

A konyvtarkészités els |épése a plazma legnagyobb mennyiségbend lév
Osszetetjének, a human szérumalbuminnak a depletalasa |\aifinitas-
kromatografiaval. A modern, koltséges, albuminedkenantitesteket tartalmazo
depletal6oszlopok kisebb mintatérfogatok feldolgdza készillnek, azokat 500 ml
mennyiséf plazma esetén nem volt célskekalmazni, igy Blue Sepharose 6 Fast
Flow (GE Healthcare) markangtoltetet hasznaltam, mely Sepharose 6 Fast Flav-ho
kotve tartalmazta az albumint megkd€ibacron Blue 3G festékanyagot. A 100 ml
médiumot tdbb részletben gyarilag toltetlen XK 2Z6/4romatogréfias oszlopba
toltottem, majd 2 ml/perces aramlasi sebességelnafizva PBS-t dramoltattam at az
oszlopon a Blue Sepharose tomoéritése céljabol. 8@ @l plazma depletalasa 20
egyend, 25 ml-es részletben tortént. A felolvasztott 2bptazmat az AKTA Purifier
FPLC-készulék mintatartgjdba toltéttem, majd 2 midp aramlasi sebességet
alkalmazva az oszlopra juttattam. Az oszlopon 8,4kl-ju 1-szeres koncentracioju
PBS-t aramoltattam. Az egyes depletalasok soraotkapfolyoé frakcidkat 6sszedntve
tovabbi frakcionalas céljabdl ggottem. Az oszlopra kédott albumint (a hozza
asszocialodott és az oszlophoz esetlegesédnikddvabbi fehérjékkel egyitt) PBS-ben
oldott 1 M kalium-kloriddal eludltam, és -70 "C-daroltam. A futdsok kozott az
oszlopot 8 M guanidin-hidrokloriddal regeneréltammajd PBS-sel mostam a soO
jelenlétét mutatd vezékeépesség-jel alapvonalra valé visszatértéig. A megaasi

frakcidkat szintén -70 °C-on taroltam.

4.3.5. Az immunglobulinok kivonasa

Az immunglobulinokat tiofil interakciés kromatogi@¥al vontam ki a plazmabél. Mind
a 20 Blue Sepharose-kromatografias lépés utanbagnahdepletalt atfolydbhoz 20 ml
Pierce Thiophilic Adsorbent (Thermo Scientific) ggyot és szilard kélium-szulfatot
adtam (végkoncentracié: 0,5 M), majd az elegyet &ggakan at 4 °C-on, percenkénti
120-as fordulatszammal kevertettem. A keveréket c20 magassagu preparativ
gravitaciés Uvegoszlopba (Spektrum-3D Kft.,, ma VWRernational, Debrecen)
toltottem, és az atfolyd frakciot osszéggttem. A lelilepedett adszorbenst tartalmazo
oszlopot 0,5 M kélium-szulfattal mostam, és az digét 20 ml-es mosasi frakciot

egyesitettem az atfolyo frakcioval. Az immunglobokat 50 mM natrium-foszfattal
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(pH 8,0) elualtam a Thiophilic Adsorbent gyongyéikmelyet ezutan 8 M guanidin-
hidrokloriddal regeneraltam. A depletalasi |épésbkapott frakciokat tovabbi

felhasznalasig -70 °C-on taroltam.

4.3.6. Az albumin- és immunglobulin-depletélt plazra koncentréalasa és dializalasa
Az albumin- és immunglobulin-depletalt plazméat IDakporusmérdt Centricon Plus-
70 (Millipore) centrifugalis koncentratorcsévekk&#meényitettem J2-HS centrifuga
(Beckman Coulter, Brea, CA, Egyesult Allamok) has8ataval. A koncentralt
plazmaoldatbél a kalium-szulfatot dializissel tataitam el és cseréltem PBS-re. A
dializalandé mintak kb. 96 ml-esek voltak (290 ndzmaoldat haromfelé osztva), a
PBS-oldat pedig 2 liter térfogatd. A munkafolyanwti0 kDa pérusmérigiSnakeSkin
Pleated membranokat (Thermo Scientific) alkalmaztandializist 24 o6ran keresztil

végeztem 4 °C-on, a PBS tObbszori cseréjével.

4.3.7. A depletalt, dializalt plazma kis6zasa

Az albumin- és immunglobulin-depletalt, dializallapmat négylépéses ammonium-
szulfatos kisdzassal &takcionaltam. A kicsapashoz 35, 45, 65 és 75%ebtettséd
(NH,4)2SOy-oldatokat hasznéltam. A megfdéehennyiséf szilard ammonium-szulfatot
a plazmaoldathoz adtam, és 4 °C-on, folyamatos rietés mellett legaldbb 1 6ran
keresztil inkubaltam. A csapadékokat 15 perceartd,t4500/perces fordulaton végzett
centrifugalassal dytottem dssze Beckman J2-HS centrifuga hasznalatinagad PBS-

ben oldottam fel. A frakcidkat tovabbi felhaszn&ia§0 °C-on taroltam.

4.3.8. Méretkizarasos kromatografia (gélstrés)

A kisO6zas soran kapott frakciok méret szerinti kElsatasanak ékészitése soran
gyarilag toltetlen XK 16/70 oszlopot tobb részletbmegtoltottem 130 ml Sephacryl
S-200 élléfazissal (GE Healthcare), melynek leldigse utan PBS-t aramoltattam at az
oszlopon a meédium tomdritése céljabol. Azkékzi® miveletek utan 60 cm
magassagu gélagyat kaptam. A PBS-ben oldott fatséypadékokat az AKTA Purifier
mintatartéjdba toltéttem, majd 0,7 ml/perces araimlgéebességet alkalmazva az
oszlopra injektaltam. A futds kozben az oszlopord-€g pH-ju, 1-szeres

koncentracidjura higitott PBS-t aramoltattam atl @sl térfogatu frakciokat gytottem,
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melyeket SDS-PAGE-vel analizaltam, majd a hasonkkteforetikus mintazatu
frakciokat egyesitettem, és a kovetkézldolgozasi Iépésig -70 °C-on taroltam.

4.3.9. Kationcserés kromatografia

A kationcserés kromatografia 68l a gélsiréssel kapott frakcidkon puffercserét
hajtottam végre. A PBS-t 5,5-es pH-ju 50 mM fogafditerre cseréltem 10 kDa
porusmerdt Amicon Ultra (Millipore) centrifugdlis dwével. Az elvalasztast a
frakcionalni kivant fehérjeoldatok mennyisé&gjétiiggéen 1 vagy 5 ml médiummal
toltott HiTrap SP HP oszlopokkal hajtottam végre. #&folyd frakciokat felfogtam, és
anioncseres kromatografiahoz tggttem 6ssze, mig a kationcséréjélre koddott
foszfatpufferben oldott kalium-kloriddal elualtamAz oszlopra vitt mintak
fehérjetartalmanak fliggvényében 0,5 (10 mg fehé&yemiség alatt) vagy 1 ml-es
(10 mg fehérjemennyiség folott) frakcidkatiggpttem, és -70 °C-on taroltam.

4.3.10. Anioncseres kromatografia

Az elvélasztas étt a kationcsere soran ijyott atfolyd frakciokon puffercserét
hajtottam végre. Az 50 mM foszfatpuffert (pH 5,%) @M, 8,5-es pH-ju TRIS-HCl-re
cseréltem 10 kDa porusméieAmicon Ultra centrifugalis S#6 hasznalataval. Az
anioncserét a mintak mennyiséfiéiiiggéen 1 vagy 5 ml géllel toltétt HiTrap Q HP
oszlopokkal végeztem. A kationcseréhez hasonléaal @5 M sdkoncentracioig
linearisan noveky KCl-gradienst alkalmaztam a médiumra ddiitt fehérjék
elualasahoz. A kélium-kloridot 20 mM, 8,5-es pHHRIS-HCI-ben oldottam fel, és az
oszlopra juttatott fehérjek mennyiségének figyelembételével 0,5 (10 mg
fehérjemennyiség alatt) vagy 1 ml (10 mg fehérjemyesgeg folott) térfogatu frakcidkat
gytijtottem, melyeket tovabbi vizsgalatokig -70 °C-anoltam.

4.3.11. Hidrofdb interakciés kromatografia

A 20 legtomeényebb ioncserés elvalasztas soréjiaglyfrakciot (>8,0 mg/ml) — melyek
mindegyike anioncserés kromatografids elvalasztasbpdrmazott — hidrofob
interakcidés kromatografiaval frakcionaltam tovalbiTrap Phenyl Sepharose HP

oszlopok alkalmazaséaval. A 45%-0s ammonium-szudf&iedzas utan kapott fehérjék
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tovabbi frakciondldsa soran nyert frakciok esetéinamta- é€s eludlod pufferként 7,1-es
pH-ja, 20 mM TRIS-HCI pufferben oldott 1 M, mig & Gs 75%-0s telitettség
séoldattal kicsapott fehérjéket tartalmazéoknal &lpH-ju, 20 mM TRIS-HCI-ben
oldott 2 M ammodnium-szulfatot hasznaltam. A kétféteszetételre azért volt szikség,
hogy elkerlljem a frakciokban l8vfehérjék kicsapddasat az ammonium-szulfattal
tortéro ellcido sordn. Az oszlopra MKatott fehérjék elualdsahoz 100%-t6l 0%-ig
linearisan csokkeéhammonium-szulfatgradienst hasznaltam, és mindetbes 1 ml-es
frakciokat gyijtottem, melyeket -70°C-ra lefagyasztva tartottam tovabbi

vizsgélatokig.

4.3.12. A frakciok kédolasa

A frakcidk referenciakodja a kovetk@bol tevodik 0Ossze: ammonium-szulfat-
telitettség (35, 45, 65 vagy 75), az 6sszeontétsAyessel kapott frakcio szama (G1-
tél G4-ig), kation- (C), anioncserés (A) vagy hidrofinterakcidos kromatografiaval
eléallitott frakcio (H). A CF jelenti a kationcserésoknatografia atfolyé frakcidjat
(cation exchange chromatography flowthrough C, CF, A vagy H utan allé szamok a
frakcionak a frakcioszéthen elfoglalt helyét mutatjak. A fent részletezelveket
figyelembe véve pl. a 65%-G2-A19-H9 referenciak68586-0s ammanium-szulfattal
kicsapott, a 2. méretkizarasos kromatogréafias féakmioncserés elvalasztasa soran
kapott 19. frakcio hidrofob interakcios kromatoga@bl szeparalt, a frakciosze®-es

szamu mintahelyén gjtott frakciot jelenti.

4.3.13. Dot blot vizsgalatok

Protran BA 85 nitrocellul6z-membrant (Whatman, Mdamhe, Anglia) méretre
(10,5x7,0 cm) vagtam, és DHM-96 96 minta befogadasdkalmas, vakuumos dot
blotkészilékbe (VWR International, Leuven, Belgiurhglyeztem. XF54 230 50
vakuumpumpa (Millipore) segitségével 10 kPa szidatkalmaztam, és a frakcidk
koncentracigjatol fugéen 1 vagy 3 pg fehérjét juttattam a kor alaki nfieta 6
nyilasokba. A membrant teljesen megszaritottamdndeb% polivinil-pirrolidont és
0,05% Tween 20-at tartalmazo 7,4-es pH-ju PBS-bal@blokkold puffer) helyeztem,
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majd korkoros sikrazén 60 fordulat/perces sebess&fpercig blokkoltar Ezutan a
blokkol6 pufferben 1 pg/mi-re higitottam, és a géé el$dleges monoklonalis
antitesttel (BioSystems International Kft.,, Debm@ceszobalimérsekleten 1 éran at
keverés kozben inkubaltam, 60 fordulat/perc selgessélkalmazva. A membrant
ezutan 5-sz6r 1 percig vizzel mostam, ugyanenngigicdlokkolo pufferrel, végul
PBS-T (0,05% Tween 20 PBS-ben oldva) moséoldaiMisodlagos ellenanyagként
blokkolo pufferben 8000-szeresre higitott, tormapetazzal (HRP, horseradish
peroxidasg konjugalt kecske anti-egér IgG-t (Southern Bibte8irmingham, AL,
Egyesiilt Allamok) hasznaltam, és az inkubalast &nokeresztil folytattam. A
membrant 5-szoér 1 percig mostam PBS-T-vel. A bltthigdsara a felésitett
kemilumineszcencia elvén ik6ds Pierce ECL Western Blotting Substrate kitet
hasznaltam. A membranrél Gel Logic 2200 PRO gélduniacios rendszerrel
(Carestream Health, Rochester, NY, Egyesiilt Allamioészitettem fényképeket. A
reakcio pozitiv kontrolljaként 0,05 pg étleges antitestet, mig negativ kontrollként a
blokkolo puffert hasznaltam. A szignalintenzitasoB#®b es 5 kozotti skalan értékeltem;
0,5-es értekkel jellemeztem azt a frakciot, melyngdlersssége eépphogy
megkulonboztethét volt a hattédl, mig 5-6ssel azt a frakciot, melynek
szignalintenzitdsa a pozitiv kontrollal volt 6ssZehet (azonos vagy nagyobb). A
3-nal nagyobb ésséd jelet produkalé frakcidkat tartottam tovabbi viakgok
szempontjabol alkalmasnak, mig a 3 vagy annal amgebb szignalintenzitdsuakat
annak ellenére nem hasznaltam, hogy ¢aseegik alapjan megkildénboztetiek

voltak a hattédl, feltételezve, hogy nem tartalmaznak &etiennyiség fehérjét.

4.3.14. Western blot és amidofekete-festés

A blokkold/antitesthigitdo és mosoépufferek dsszédétes a membranok ellenanyagokkal
tortént inkub&cié utani mosasanak folyamatat ald-as pontban részleteztem. A
Western blotvizsgalatok esetén frakcionként 2 gerfet valasztottam el SDS-PAGE
segitségével a 4.3.3. pontban leirt modon. Az el&kiezis befejeztével a fehérjéket a

gélsl Protran BA 85 nitrocellul6z-membranra transzfendd Mini Trans-Blot Cell

1 A nagyszamu blotvizsgélat soran a koltségek mésékérdekében a PBS-t nem az Invitrogen Aaltal
készre gyartott 10-szeres koncentracidju térzsbédahigitottam, hanem sajat készités4-es pH-ju
puffert hasznaltam, melynek az dsszetétele a kézétholt: 3,8 mM natrium-dihidrogén-foszfat, 16,2
mM dinatrium-hidrogén-foszfat, 150 mM natrium-Kkidri
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blottol6 készilékkel (Bio-Rad), 135 V alkalmazadava 6ran keresztil. A blottold

puffer dsszetétele az alabbi volt: 25 mM TRIS, 181 glicin, 20% metanol. A

membrant 1 6ran at blokkoltam, majd egy €jszakah®&-on inkubaltam 5000-szeresre
higitott el$dleges monoklondlis antitesttel. Mosas utan szaiéhsékleten 1 6ran

keresztll rdzattam HRP-konjugélt kecske anti-egft Imasodlagos ellenanyagot
tartalmazé blokkolé pufferben. A blot élivasat Pierce ECL Western Blotting
Substrate segitségével végeztem, és a membraritoGiel 2200 PRO dokumentéaciés
rendszerrel fényképeztem le. A membrant 10% ecatsaartalmazo 0,05%-0s
amidofekete-oldattal festettem, 2-szer 10 percigstara 5%-0s ecetsavval, majd
UVIPro Gold géldokumentéaciés rendszer segitsédé@saditettem rdla képet.

4.3.15. Immunprecipitacio és az eluatumok SDS-PAGEes Western blot analizise

Az Analitkdnyvtar létrehozésa és vizsgalata sorZoras munkakapcsolatban alltam a
Debreceni Egyetem terlletén telephellyel rendélkBmSystems International Kft.
(BSI) biotechnologiai kisvallalattal, mely cég reficezik egy sajat fejlesztiés
biomarkerkutatasi és -validalasi technolédgiai giatfmal, mellyel elsként volt képes
nagy tagszadmua monoklondlis ellenanyagkonyvtarakehéizdsara és &wasére
(Guergova-Kuras és mtsai, 2011). Munkdm soran ezemoklondlis antitestek kozil
hasznaltam a megfetedn kivalasztottakat a dot blot- és Western bloé#tétekhez. Az
Invitrogen Dynabeads Protein G Kkitjevel végzett nmprecipitacios kisérletek, az
SDS-PAGE- és Western blot-elemzések is a cég mardeahak kozredkodésevel
torténtek. A modszert réviden ismertetem.

A dot blot médszerrel tortént &2sek soran hasznélt, az ismeretlen antigénnetipozi
reakciot mutatdé antitesteket Protein G-vel Osszesa@lp Dynabeads gyongyokkel
(Invitrogen) kevertik dssze, majd az antitestetakensen kotottik a gyongyokhoz.
Immunprecipitdcié céljdbdl a gyongyoket 0Osszekéikernz &altalam kivalasztott,
ismeretlen antigént tartalmazé frakcioval. A gydokgt mostuk, majd az antigént
eludltuk. Az eluatumban lévfehérjéket SDS-PAGE-vel valasztottuk el, a géleket

Coomassie Blue-val festettuk.
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4.3.16. Az antigének meghatarozasa témegspektromigtval

Az antigének meghatarozasa kétféle tomegspektr@metnddszerrel tortént. Az
SDS-PAGE gélbl kivagott fragmentek tripszines emésztése utamM&zanalizist az
MTA Szegedi Bioldgiai Kézpont Proteomikai Szolgéftd_aboratériumaban végezték
Thermo LCQ Fleet haromdimenziés ioncsapdaval kdpc&ddex nanoHPLC-
rendszerrel (Guergova-Kuras és mtsai, 2011). Aikes immunprecipitacidval kapott
fehérjék oldatban tértént tripszines emeésztései NESvizsgalatot az MTA Kémiai
Kutatointézetének Szerkezeti Kémiai Intézetében dépest) kiviteleztek Q-TOF
Premier tomegspektrométerrel (Waters, Milford, M/§A), melyetnanoflowUHPLC-
rendszerhez (Waters) kapcsoltak (Turidk és mtdil P

4.3.17. A kisérletek soran felhasznalt oldatok tssi2tele

SDS-PAGE futtatépuffee5 mM TRIS, 192 mM glicin, 0,1% SDS, pH 8,6
SDS-PAGE gélfesbldat: 0,2% Brilliant Blue R, 7,5% ecetsav, 50% etanol
SDS-PAGE 1. festékmentésitdat: 10% ecetsav, 20% etanol

SDS-PAGE 2. festékmentésitdat: 10% ecetsav, 5% etanol

PBS: 3,8 mM natrium-dihidrogén-foszfat, 16,2 mM dinain-hidrogén-foszfat,
150 mM natrium-klorid, pH 7,4

Immunoglobulin-depletélas, kéiuffer: 0,5 M kalium-szulfat
Immunoglobulin-depletalas, elual6 puff&® mM natrium-foszfat, pH 8,0
Albumindepletélas, elualé puffet:M KCI PBS-ben oldva

Albumin- és immunglobulin-depletalas, regeneralfiggu8 M guanidin-hidroklorid
Ammonium-szulfaB5%, 45%, 65% és 75%-o0s telitettség

Kationcserés kromatografia, mintapuff&® mM foszfatpuffer, pH 5,5

Kationcserés kromatografia, eltcids puffér0,5 M KCI 50 mM foszfatpufferben (pH
5,5) oldva

Anioncserés kromatografia, mintapuff@d mM TRIS-HCI, pH 8,5

Anioncserés kromatografia, eltuciés puffé0,5 M KCI 20 mM TRIS-HCI-ben (pH
8,5) oldva

Hidrofob interakcidos kromatogréafia, minta- és eldgbuffer: 1 és 2 M ammonium-
szulfat 20 mM TRIS-HCI-ben (pH 7,1) oldva

Dot blot, Western blot, blokkolo puffe©,5% polivinil-pirrolidont €s 0,05% Tween
20-at tartalmazé 7,4-es pH-ju PBS
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Dot blot, Western blot, mosopuffé;05% Tween 20 7,4-es pH-ju PBS-ben oldva
Western blot, blottol6 puffee5 mM TRIS, 192 mM glicin, 20% metanol
Amidofekete feébldat: 0,05% amidofekete, 10% ecetsav
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5. EREDMENYEK

5.1. Az Analitkonyvtar eléallitasa

5.1.1. Albumindepletéalas

A konyvtarkészités elslépése a human szérumalbumin depletalasa voltB@dnberi
vérplazmabdl, amelyhez Blue Sepharose-affinitasktografiat hasznaltam. Az
elvalasztas 3 frakciét eredményezett, melyek 06sdét SDS-poliakrilamid-
gélelektroforézissel vizsgaltam. Az &lgyijtott frakcid az albumindepletalt atfolyo
volt, az egyedi depletaldsok — 25 ml plazma/injéisad— alkalméval 135-160 ml
térfogatu atfolyo frakciokat kaptam, melyeket SDSJE-vel ellerériztem. Ahogy az
elektroferogramok elemzésgtkiderilt, ebben a frakcibban a kezdeti plazmakezest
az albumintartalom jeleé$en alacsonyabb lett. Az atfolyo igigse utan kalium-
kloriddal elualtam az oszlopra Katott albumint (90-115 ml-es eluatumok), mely
frakcidéban a depletalt HSA tulnyomo tébbsége, & waalszocialt fehérjék és a Cibacron
Blue festékanyaghoz k&dott, az albuminétdl eltérmolekulatomety plazmafehérjéket
talaltam SDS-PAGE analizis soran. A regeneralagicio SDS-PAGE analizise soran a
8 M guanidin-hidrokloriddal az oszloprdl eltavotitol M kalium-kloriddal nem
elualédott fehérjek kézott még mindig talaltam aftiot. Habar a konyvtarkészitést az
albumindepletalt atfolyé frakcioval folytattam tdt# a masik két frakcidt is
megdriztem (-70 °C-on) arra az esetre, ha a bennlkhtld fehérjékre sziikség lenne
késsbbi vizsgalatokhoz. A 2. abra mutatja a lépés eglemnz kromatogramjat, a
harom csucs ittendben (1) az albumindepletalt atfoly6 frakci@) €lualt albumint és
(3) regeneralasi frakciot reprezentalja.

A 3. abran a Blue Sepharose-kromatografias lepemskapott frakciok SDS-PAGE
analizisének eredménye lathaté. A molekulasuly-erar@M, a szamok kDa-ban
mutatjdk a fehérjék molekulattmegét) melletti 1zlog a depletélas @&ti plazma
elektroforetikus elvalasztasa, ezt koveti az almdepletalt atfolyd frakcioé (2.), az
elualt albuminfrakciéé (3.) és a regeneralasi fiak¢4.). Az atfolyo frakcio kivételével

minden frakcibban dominans az albumin fehérjes@ga67 kDa, nyilakkal jelélve).
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Atfoly6 frakci¢ Albumin Regeneré

2. abra: Az albumindepletéld 1épés egyreprezentativ kromatogramja. A csucsoéréhdben
albumindepletalt atfolydrakcio (1.), eludlt albuminfrakcié (2.)regeneralasi frakc (3.). A
flggoleges piros vonalak a frakcidhata. Elvalasztasi kordlményekoszlop: XK 26/40,
alléfazis: Blue Sepharose 6 Fast Floinjektalas: 25 ml plazmduttatopuffer: PBS (pH: 7,4
aramlasi sebesség: 2 ml/peralbumin eludlasa: 1 M KClregenerdlas: 8 M guanic-
hidroklorid.
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3. abra: Az albumindepletalds soran kapott frakcidk elekdrefikus képe. 1.: kiindulas
depletalatlan plazma, 2.: albumindepletalt atf frakcio, 3.: elualt albuminfrakcio, 4
regeneralasi frakcio, M: molekulas-marker. A nyilak azl., 2. és 3. frakcibbadominansan
jelenléb albumin fehérjesavjaira mutatn

5.1.2. Immunglobulin-depletalas
Az Analitkbnyvtar készitésének kovetkedépése a plazma masodik legnagy

mennyiségben jelenlékkomponencsoportjanakaz immunglobulinoknak a depletélé
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volt tiofil interakciés kromatogréfiavalEgy kisérlet alkalméval egy egyedi Bl
Sepharoséromatografias |épés soran kapott atfc frakcidban (135-160 ml) 1éw
immunglobulinoka kététtem meg tiofil adszorbens gyongyokkel (efsra at tartc
kevertetés hidegszobaban,0,5 M kalium-szulfat jelenlétében)Az adszorben
lellepitése (gravitaciés oszlopban) utani atf és az el$ két kaliumszulfatos mosasi
frakciot gyijtottem 6sszeéovabbi frakciondlas céljab¢Az immunglobulinokat eludltar
az oszloprél (B mM néatriun-foszfattal, pH 8,0),és az oszlopot 8 M guanic-
hidrokloriddalregeneraltal.. A munkafazis utan kb. 3,6 liter feldolgozando allin- és
immunglobulindepletélt atfoly frakcio allt rendelkezésemre, de a kb. 5 liter térfog
immunglobulinokat tartalmazé eluatumot is Oss#gigytem és taroltam tovab
vizsgalatokhoz. Az 4abra az album- és immunglobulirdepletélt plazma (1.) és
elualt immunglobulinfrakcio (2.) S[-PAGE-képét mutatja. Lathaté, hogamig a
depletélt frakcidoban az IgG kb. 50 k-0s nehéz- és kb. 25 ke kdnnyilancanak
mennyisége szignifikAnsan lecsokkeaddig eza két fehérjesav az eludtumban je!
meg (nyilakkal jel6lve) A nagyobbmolekulasulytartomanyban nagy valostisegge
monomer IgMmolekulak (180 kDa) és nem redukalt -k voltak.

M 1. 2.
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4. dbra: Az immunglobulindepletalas soran kapott frakcidk elektroforetiképédk 1.: albumi-
és immunglobulirdepletalt plazma, 2.: elualt immglobulinok, M: molekulast-marker. A
nyilak az 1I9G molekulak nehéz és kotirngincainak megfelélfehérjesavokra mutatn:

5.1.3. A depletalt plazma tomeényitése és puffercsge
A kb. 3,6 liter albumin-€s immunglobuli-depletalt plazma térfogata koncentralasi

lépéseredményeképpen 290 -re csdkkent, ami nagyjabdl 12szeres toményitésn

29



felelt meg. A kaliumszulfat eltdvolitaséarés aplazmafehérjéket tartalmazpuffer
7,4-es pH-ju PBSe cseréléséreszolgald dializis — melyetl0 kDa porusmérdt
dializismembrannal végeztem 24 éran at, hidegsaobé& °C) —utan az oldat térfoga

335 ml-re tt.

5.1.4. A depletalt, dializalt plazma edfrakcionélasa kis6zass:

A 35, 45, 65 és 75%s telitettséfy ammoniun-szulfatos kisézas utan az albur- és

immunglobulindepletalt plazma 5 frakciéra valt szét, a 4 csapdigs-ben oldaséaval
kapott oldatokra és a 7f-0s kisb6zas utan visszamaradt felllUszéra. A frak

Osszetételét SDS-PAGEe! elemeztem, és bar a szomszédos frakciokbaratédkt

voltak bizonyos meérték atfedések, az érakcionalas soran kulonvaltak a kilonbc

hidrofob tulajdonsagokkal rendelkiezplazmafehériek. A 75%-0s kisbézas uta

visszamaradteliliszé nemartalmazott detektalhatd fehérjéket, igy @zovabbiakban
nem dolgoztam felAz ammoniun-kis6zassal kapott frakcibk SBFAGE képe az

5. abran lathato.
M 35% 45% 65% 75%

90 —
. '" a
66 ’a LR
“ - --
45 -~ o &
30 —
- h
201 == -
14.4  —

5. &bra: Az amméniumszulfatos kisdézassakapott frakcio elektroforetikus képe. N
molekulasuly-marker
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5.1.5. Méretkizarasos kromatogréfic

A kisOzassal nyert 4 frakci(35, 45, 65 és 75%-osnhéretkizarasos kromatografiay
(gélsdiréssel) frakcionaltam tovabb, mely Iépés egyltiaientesitést is jelentemivel
az ammoniunszulfat az utolsé fehérjefrakciot kovéen tavozott az oszloprol.
gyiijtott frakcidkat SDSPAGE-vel elemeztem, és a hasonld elektroforetikus maitd
— azonos mérettartomanybadefehérjesavok szama és az azonos méfehérjék
mennyisége —mutatd frakcidkat egyitettem. A méretkizardsos kromatogral
elvalasztas eredményeképpen 14 frakciot kapt—3 szarmazott a 35 és 4-0s, mig
4—4 a 65 és 75%s ammoniur-szulfat-precipitatumokbol.

A 6. abraegy jellem? lefutdsi kromatogramon mutatja be a +~os ammaonium-
szulfat-precipitatunelvalasztas: (kék vonal).A frakcidk hatarait piros vonalak jelzi
A fuggoleges feketevonalak altal kézrefogott frakcidkat egyesitett A 7. abran az
egyesitett frakcibk SD$oliakrilamid-gélelektroforetikus elemzésének eredmé
lathato.

mau UV1_280nm —— Cond

3500
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o] \’//v-\
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s00-]
a2 zethaa
| |
= SRR
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65%-G1 65%-G2 65%-G3 65%-G4

6. é&bra: A 65%-0s ammoniur-szulfatprecipititum méretkizardsos kromatogra
frakciondldsanak kromatogramja. A piros vonalakrakdidohatarol A fekete vonalak alte
kdzrefogott frakciokat egyesitette
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7. é&bra: A 65%-0s ammoniur-szulfatprecipititum méretkizardsos kromatogra
elvalasztalés sordn gijtétt hasonld profili frakcidkegyesitése utan kapott 6-G1-G4
frakciok SDSPAGE analizist

5.1.6. Kationcserés kromatografii

A 14 gélstiréssel nyert frakciot ltioncserés elvalasztasnak vetettem ala. Az ati
frakciokat 0sszedijtottem, az oszlchoz kétédott fehérjéket pedig linearisan novék
kalium-klorid-gradienssel elualtam. .8. abra egy, a kationcserére jellgmiefutast
kromatogramon mutatja be a 6-os ammonium-szulfgbrecipitatum géldméssel
kapott 3. frakciojanak (65-G3) elvalasztasat(kék vonal). A barna vonal
vezebtképesség, mig a zo6ld az elucidés puffer koncentianak valtozasat abrazolja.
kromatogram els csucsa az 0sszes oszlopra nenbddiit fehérjét tartalmazo atfol
frakciot reprezentalja (A10. perc). A frakcioszedést a K@ladiens kezdeté
(138. perc) inditottam, 1 Ines frakciokat gjtottem, és a 182erc utan allitottam le. .
frakciok hatarait a flugileges piros vonalak jelzik. A kationcsere 322 fiék
eredményezett, melyek méar végleges Analitkon-frakcidknak voltak tekinthék.
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8. abra: A 65%-G3 frakcio (a 65%0s ammonium-szulfgrecipitadtum géldréssel kapott &
frakcidja) kationcserés elvalasztdsanak kromatograf csucsok idrendben (balrél jobbra
atfolyo frakcio (1.), a KCbs eluciéval kapott fehérj (2-4.) A fuggileges piro vonalak a
frakcidhatarok. Elvalasztd kortlmények: oszlop: HiTrap SP HP, futtatépuffe50 mM
foszfatpuffer (pH: 5 éaramlasi sebessécl ml/perc, elucié: 0-6, M KClI 50 mM
foszfatpufferben (pH: 5,5) old\

A 9. abra a 65%s3 frakcio kationcserészeparalasa utan kapott, fehérjét tartaln
frakcidinak SDS-PAGEelvalasztasait mutatja. Az abra A pangtzén a 65-G3-C13—
26, mig B részén a 65%3-C27-40 referenciakddu frakcidk elektroforetikus ké
lathatok.
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9. abra: A 65%-G3 frakcid kationcserés elvalasztasa sogyiijtott frakciok SDS-PAGE
analizise. A panel: 65%3-C13-26 frakciok, B panel: 65%-G3-C240 frakciok. M:
molekulasuly-marker.
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5.1.7. Anioncserés kromatografi

A kationcserés elvalasztasok soranijgtt, az oszlopra nem kddott fehérjéke

tartalmazo atfolyo frakckat anioncserével frakcionaltam tovabb. Az eluadien a:

esetben is linearisan noveékwkalium-klorid-gradienssel végeztem. A Kkationcse

kromatogréafiaval ellentétben az anioncserés elgtasok esetében az atfo frakciok

nem tartalmaztak fehérjét, a teljes fehérjemenggséegkototte az oszlop. 10. dbra
a 75%-0s ammoniurezulfa-precipitatum geéldméssel kapott 3. frakcidjane

kationcserés szeparalasa soran felfogott atfdrakcié (75%-G3€F) anioncsere

elvalasztasanak kromatogramjat abrazolja (kék yoAabarna vonal a vezgképesséc

gyijtéttem a 30. perét (a kaliunm-klorid-gradiens kezdeté) a 72. percig. A frakcidl

hatarait piros vonalakkgkelblte a szoftver. A 11. abra fehérjét taalmazo eluélt
frakciok SDS-PAGEanalizisének eredményét mutatja. Az abrapanel részén a
75%-G3-A1225 referenciakédu frakcidk, Ipanel részén pedig 75%-G3-A26-34

kodjeliek elektroforetikuselvalasztasailathatok. Altalanos volt, hogy az eldci

kromatogramokon tébb csucsot lehetett megfigyemmint kationcsere esetén, az <-

PAGE képeka kationcseréseknél komplexebb frakcidkra etek kovetkezteti, és a
szomszédos frakciok kozotti atfedések kisebb méelékvoltak. Az anioncsere 3:

végs frakciot adott az Analitkdnyvtérhc

Al uv — Cond
3000
2500
2000+
1500+

1000+

500

Atfoly6 frakcic KCl-os ellcio

10. abra: A 75%-G3CF frakcid (a 75%-0s ammonium-szulfgrecipitatum géldréssel kapot
3. frakciéjanak Kkationcserés szeparalasa sorafjtogy atfoly¢ frakci€) anioncserés
elvalasztasanak kromatogramldérendben a kovetkéznagyobb frakciok kiulonbdztetléddt

meg: atfolyé (1.), a KCbs ellcioval kapott fehérjék -5.) A flggoleges piros vonalak

frakciohatarok. Elvalasztasi korulményekoszlop: HiTrap Q HP futtatopuffer: 20 mM

TRIS-HCI (pH: 8,5) &ramlasi sebesség: 1 ml/perc, elic-0,5 M KCI 20 mM, TRIS-HCI-ben

(pH: 8,5) oldva.
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11. abra: A 75%-G3CF frakcié anioncserés elvalasztisoran gyjtott frakciok SD-PAGE
analizise. A panel: 75%3-A12-25 frakciok, B panel: 75%-G3-A284 frakciok. M:
molekulasuly-marker.

5.1.8. Hidrofob interakciés kromatografia

A 20 legtéményebl(>8,0 mg/ml ioncseré elvalasztas soran @iott — mindegyik
anioncsere soran nyertkapott frakciét minden frakcié esetébeh ml-b6l 800 pl-t)
hidroféb interakcios kromatografiavirakcionaltamtovabb. Kétféle 6sszetétieminte-
és dualopuffert alkalmaztam, melyek a bennik oldott nadniumnr-szulfat
koncentraciéjaban kulonboztek. Az oszlopradkidtt fehérjéket linearisan csokke
ammonium-szulfagradiens alkalmazaséaval elualtam, és -es frakciokaigytjtottem.
Az erssebben hidrofélirakciok (45%) elvalasztasa jobb felbontast eredyegett, mint
a kevésbé hidrofébaké (65 vagy 75%). 2. abra a 65%-G&17 frakcio (65%-0s
ammaoniumszulfatos kicsapas, 3. gélseéses frakcid, 17. anioncserés frakcid) hidrc
interakcidés kromatogréfiaslvalasztasanak kromatogramjat mutatja (kék vonAl
barna vonal a vezétépesség, a z0Old pedig az eluald puffer koncendfdtak
valtozasat szemlélteti. A frakcioszedés a 16. és pérc kozott tortént,
frakcidhatarokat a fudgeges piros vonalak jek. Hasonldéan a tobbi 19 anioncse
frakcié szeparalasahoz, az éatfolfrakcido nem tartalmazott fehérjét. A hidrofi
interakcidés kromatografia 6sszesen 145 frakciodreényezett, igy alakult ki ¢
Analitkbnyvtar 783-asegs frakci¢szama.
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12. abra: 65%-G3A17 frakcio (65%-os ammoniunszulfatos kicsapés, 3. gélseses frakcic
17. anioncserés frakcid) hidrofob interaki kromatografiaval tortént elvalasztasai
kromatogramja.ldérendben a kovetkéz nagyobb frakciok kulonboztetlidt meg: atfolyc
frakcio (1.), az ammoniurazulfatos eluciéval kapott fehérjék (2-4A. fuggoleges piros
vonalak a frakci6hatarokElvalasztasi kortlményekoszlop: HiTrap Phenyl Sepharose ,
futtatépuffer: 2 M ammoniur-szulfat 20 mM TRIS-HCl-ben (pH: 7),loldva, aramlasi
sebesség: 1 ml/perc, eltci2-0 M KCI amménium-szulfat 20 mM TRIBCI-ben (pH: 7,1)
oldva.

A 13. abra foglaljaissze az Analitkbnkonyvtar készitésének |épéseiedgyes |Eépése
mellett tiintetem fel a kapott frakciok térfoga
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| 500 ml egészséges emberi vérplazma |

h 4
| Blue Sepharose-affinitaskromatografia ‘

l

| Atfoly6 frakcio: albumindepletilt plazma (kb. 2800 ml) |

hJ

Az immunglobulinok depletalasa, tiofil interakcios
kromatografia

}

| Albumin- és immunglobulin-depletalt plazma (kb. 3600 ml) ‘

h 4
| Koncentracio, puffercsere (335 ml) ‘

v

| Kisozas ammoénium-szulfattal (4 frakcio, 10 ml-esek) ‘
'

| Méretkizarasos kromatografia (14 frakcio, 20-70 ml-esek) ‘
v

| Kationcserés kromatografia (322 frakcio, 0,5 és 1 ml-esek) ‘
v

| Anioncserés kromatografia (316 frakcid, 0,5 és 1 ml-esek) ‘
'

| Hidrofob interakcios kromatografia (145 frakeio, 1 ml-esek) ‘

I

| ANALITKONYVTAR (783 végsé frakcio) |

13. abra: Az Analitkbnyvtar eballitAsanak folyamatabraja. Az egyes 1épések mellddapott
frakciok térfogatai talalhatd

5.2. Az Analitkbnyvtar karakterizalasa I.. a D vitaminkoté fehérje dusulasi
atjanak kovetésea frakcionalas kilénbo# szintjeiben

5.2.1. A D vitaminkdté fehérje dasulasiatjanak vizsgalata dot blottal

Az Analitkonyvtar karakterizalasanak, egyben alkathmdésaga megallapitasan
vizsgalata céljabéh D vitaminkdd fehérje (VDBP) szeparacidossecusulasi utjanak
kovetésével mutatom beA kisérletbendot blot mddszerrelreagaltattam VDB-

specifikus monoklonalis antitest@a konyvtarkészités 6sszes elvalasziszintjéldl

szelektalt frakciokkal. A D vitaminko® fehérje a biomarkerkutatas egyik jeléist
célpontja, és keden nagy koncentracidban van jelen a plazmaban ahmgy a
frakciondlasi hierarchidegkomplexebb minjaban (a plazmaban) is kimutatha
legyen.Az alabbi frakciokat SD-PAGE analizis alapjdn meghatarozott komplexitg

és fehérjekoncentraciéjuk (>0,1 mg/ml) alapjan gattam ki
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» 8 kezdeti szeparacids sziitbszarmazo frakcio: albumin- és immunglobulin-
depletalt plazma, a 4 ammodnium-szulfat-precipitaésd gélsiréssel kapott frakcio
(45%-G2, 65%-G2 és 75%-G3),

» 14 kationcserével nyert vaggrakcio: 35%-G2-C13, 45%-G1-C24, 45%-G2-C11,
45%-G3-C16, 65%-G1-C9, 65%-G1-C23, 65%-G2-C15, €534c1l7, 65%-G4-
C16, 75%-G1-C13, 75%-G2-C8, 75%-G3-C19, 75%-G4-C5%-G4-C22,

» 16 anioncsereés elvalasztas sorafijigyt frakcio: 35%-G2-A26, 45%-G1-A21, 45%-
G2-A30, 45%-G3-Al13, 45%-G3-A25, 65%-G1-A22, 65%-627, 65%-G2-A22,
65%-G3-Al2, 65%-G3-A23, 65%-G4-All, 75%-G1-A18%-G2-A10, 75%-G3-
A26, 75%-G4-Al7, 75%-G4-A27,

» 8 hidrofob interakcios kromatografiaval kapott u@gsakcid: 45%-G2-A21-H8,
65%-G2-A19-H9, 65%-G3-A12-H8, 65%-G3-A17-H10, 7598-&14-H8, 75%-G3-
Al17-H9, 75%-G4-A15-H9, 75%-G4-A29-H10.

A 14. abra a kivalasztott konyvtarfrakciok dot biasgalataval kapott membran képét
mutatja. A szignalok a frakciok fehérjéi és a mdooklis D vitaminkdd fehérje-
specifikus antitest kdzotti reakciok intenzitasigyben az antigén eloszlasat mutatjak a
vizsgalt frakciokban. A jelintenzitasok osztalyzésés 5 kozott tortént, O értéket azok a
frakciok kaptak, melyekben nem lehetett a héiténagyobb szignélt detektélni. A
kezdeti szintekl szarmazé 8 frakcid (depletalt plazma, ammoniunifair
precipitatumok, géldméses frakciok) kozil 7 adott 1-2-es intenzitadatjemig a 38
végs frakcié kozul 19 produkalt tobbségében 0,5-1-éss¥d szignalt, leginkdbb a
45 és 65%-0s ammonium-szulfat-precipitditumok ebZbsaval kapottak. Ez a fajta
eloszlas arra engedett kovetkeztetni, hogy a k@mkeszités soran a frakciok
0sszetettsége a vartnak megi@bel fokozatosan csokkent. A D vitamin&dfehérje
(VDBP) szamottel dasulaséat tapasztaltam a 65%-G3-A17-H10 hidrofibrakcios

V4

kiemelve). A jelintenzitasokat itt 5-6sre értékaite
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14. abra: A D vitaminko® fehérje akkumulacidjanak vizsgélata az Analitkdayv46
frakcidjdban. Mérési kotinények: fehérjemennyiséginta: 3 g, elddleges ellenanyay
VDBP-specifikus monoklonalis antitest (1 pg/nl o6rainkubalas), masodlagos ellenany
HRP-konjugélt kecske angigér 1gC (8000-szeres higitas, 1 dra inkubalddphivas: Pierce
ECL Western Blotting Gbstrate kit, perces expoziciO A mintak elhelyezkedése
membranon:

Al1-2: negativ kontroll (3 ul blokkol6 pufferA3-4: pozitiv kontroll (0,05 pg VDB-specifikus
monoklondlis antitest)A5-6: albumin- és immunglobulidepletalt plazmaA7-8: 35%-0s
ammonium-szulfaprecipitatumA9-10: 35%-G2-C13A11-12:35%-G2A26,

B1-2: 45%-0s ammoniurszulfa-precipitatum, B3-4: 45%-G2, B5-6: 45%-G1-C24, B7-8:
45%-G2-C11B9-10:45%G3-C16,B11-12:45%-G1-A21,

C1-2: 45%-G2-A30,C3-4: 45%-G3-A13,C5-6: 45%-G3-A25,C7: nincs mintaC8: 45%-G2-
A21-H8, C9: nincs mintaC10: 65%-0s ammaonium-szulfat-precipitatu@il1-12: 65%-G2,
D1-2: 65%-G1-C9,D3-4: 65%-G1-C23,D5-6: 65%-G2-C15D7: nincs minta,D8: 65%-G3-
C17,D9-10: 65%-G4-C16D11-12: 65%-G1-A22,

E1-2: 65%-G2-A17 E3: 65%-G2-A22,E4: nincs minta E5-6: 65%-G3A12, E7-8: 65%-G3-
A23,E9-10:65%-G4-A11 E11-12: 65%-G2-A19-H9,

F1-2: 65%-G3-A12-H8,F3-4: 65%-G3-A17-H10,F5-6: 75%-0s ammoniur-szulfat-preci-
pitatum,F7-8: 75%-G3,F9-10: 75%-G1-C13F11-12: 75%-G2-C8,

G1-2: 75%-G3-C19,G3-4: 75%-G4-C12,G5-6: 75%-G4-C22,G7-8: 75%-G1-Al4, G9-10:
75%-G2-A10G11-12:75%-G3-A26,

H1-2: 75%-G4-A17,H3-4: 75%-G4-A27,H5-6: 75%-G3-A14-H8,H7-8: 75%-G3-A17-H9,
H9-10: 75%-G4-A15-H9H11-12: 75%-G4-A29-H10

A membran képéndtettel emeltem ki legintenzivebb jelet add, 65%-@&7-H10 frakciot
(F3 és F4 pozicid).

A kisérletet elvégeztem 2.4. pontban felsorolt fehérjgk secifiku: monoklonalis
antitestekkel is, deaz 5.2.1. pontban részletezfrakcioszettel nem tasztaltam a
VDBP-hez hasonl6 kdzel egyedi dusulast, igy az 5.2.2tham leirasra keréilWesterr

blot vizsgalatokat nem végeztem el ve
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5.2.2. A D vitaminkoté fehérje jelenléténekigazolasa Western blotte

A D vitaminko® fehérje jelenléténeigazolasat a 65-G3-A1M10 frakcioban Wester
blottal végeztem. A frakcié S[-PAGE-képén (15. aby&b. 52 kDa molekulatomegn
elvald ebteljes fehérjesay(nyillal jeldlve) mérete alapjan megfelelt a D vitamin
fehérjének, ez azonban még nem volt endé bizonyiték arrahogy valéban a VDB

akkumulacidja okozza az @eljes kemilumineszcens szignalt. A-G3-A17-H10-en
kivil a Western blothoz hasznaltam még a szomszidksiokat (659-G3-A17-H8,

65%-G3-A17-H9, 65%3-A17-H11l, 65%-G3-Al1M12), az alburin- és immun-
globulin-depletalt plazmat, a 65-0s ammonium-szulfgdrecipitaitumot, a 65-G3

gélsdiréses és a 65%-GBL7 anioncserés frakciot (16. abra, Aang). Az antigén
dusulasanak folyamata a Western blottal kapottkjelévek\ intenzitasa(nyillal

jelélve) alapjan jol nyomon koveth&tEgyedil a 65-G3-A17-H8 hidrofob interakcio:
frakcid nem tartalmazta a D vitaminkofehérjét, mig a 65-G3-A17-H9-t6l -12-ig

terjedbk igen. A 16 abra Bpanela blotmembran egy amidofeketével festett rész
abrazolja, ahol a VDBRek felételezett sav (52 kDayyillal jelélve) a 9 elemzett
frakcio kozul egyedil 85%-G3-A17-H8 frakcidban nem lathato.

65%-G3-A17-H10
65%-G3-A17-H11
65%-G3-A17-112

65%-(G3-A17-H8
65%-(G3-A17-H9
65%-G3-A17

260 -
160 "
110 :
Y-
6y — ’- - E D vitaminkoté
50 — -— fehérje?
40 S — ' L -
| — —
30 | — -
20 S—_—
15 [ —
10 | —

15. abra: A 65%-G3A17-H8-12 hidrofob interakcioskromatografias frakciok és
65%-G3A17 anioncserés frakcio Sl-poliakrilamid-gélelektroforetikus képeNyillal jeléve az
52 kDa molekulatomegnél lathatoserljes fehérjesav, mel§r feltételezhat volt (ezt késbb
Western blot kisérlettak igazoltuk, hogy a D vitaminkdt fehérjét reprezentd (ahogy a
Western blot kisérlettel igazolddott. M: molekulasuly-marker.
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16. abra: (A) A D vitamink6ts fehérje akkumulacios Gtjanak Western blotképe, ARV esterr
blotmembran amidofeketével festett k. Nyillal jeldltem a VDBFnek megfela
kemilumineszcens jeleket és fehérjesavokat a Wesbdot illetve amidofeketével feste
képeken.

A Western blotkisérleti korilménye 2 pg fehérje/mintaglstdleges antitesiD vitaminko®
fehérje-specifikusmonoklonalis antite (5000szeres higitds, éjszakan at tartdé inkubé
masodlagos antitest: HRé&njugalt kecske ar-egér IgG (500Gzeres higitas, 1 6ra inkubal:
Eloéhivas: Pierce ECL Western Blotting Substrate 120 masodperct expozici6. Az
amidofeketefestés kisérleti kortlmény festoldat: 10% ecetsavat tartalmazé 0,C-0s
amidofekete-oldat, mosa®-szer 10 perc 5%-0s ecetsavval. Amm.ge€e.. ammoniur-
szulfat-precipitatum.

5.3. Az Analitkonyvtar karakterizalasa Il.: a Konyvt ar atfogo szirese

A Konyvtar atfogd, dot blotszirését ismert antigérspecificitasi monoklonalis
antitestekkel (BioSystems International Kft.végeztem. A 100ug/rl-nél nagyobb
koncentracidju frakcidk esetébenug-ot vittem fel a nitrocelluldémembranra, mig
—az elvélasztasok kezdetén a lassan ndvekgzorbancia vagy a végén az utolsé c
ellaposodéasa soranigiott frakciokrol van sz6 -nem hasznaltam, hogy elkeriljem a
ul-nél nagyobb mintatérfogatok alkalmazasat, melyekghamdtdk a membré
folyadékbefogad&épességét a 10 k-os szivoas mellett (azazszétfolytak). /z atfogo
sziréshez igy 638 frakc — 244 kationcseres273 anioncserés és 121 hidro

interakcidés kromatografidval kap — allt rendelkezésemréz antitestek kijeldlésén
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alapelv volt, hogy az antigén a plazmabandegll nagy mennyiségben legyen jel
ugyanis a globaliloszlast csak Ugy lehet vizsgalni, az antigé-antitestreakcio
eredményeképpen megieh erés szignalt kapunk. Vizsgalataim soran pozitivne
3-nal nagyobb dissédg szignalt produkalé frakciokat tekintettem. Minddimie a
fehérjék ismert fizikai és iokémiai tulajdonsaga (hidrofébicitas/hidrofilicita alak,
méret, asszociativitas) isfontos szempont volta vart és kapott eloszlas
0sszehasonlitdsa érdeké. Az antigéneket ugy valogattanssie, hogymindegyike

valamilyen betegség vagy patolégiaapot jellems fehérjéje legyen.

5.3.1. A fibrinogén akkumulaciojanak vizsgalat:

Az Analitkdnyvtar kivalasztott frakcioit a fibrin@pspecifikus ellenanyaggalisze az
antigén dusulasat kizardlag a 3-os ammaonium-szulfgirecipitatumbdl szarmazo és
méretkizarasos kromatografia soran az ekiatum (359-G1, legnagyobb mérigtk)
elvdlasztdsaval nyert kationcserés frakciokban siepdam. A 7. é&bra a
fibrinogénspecifikus antitesttel végzettiiszs eredményét mutatja a dot blotmemt
kiemelt részleté. A frakciokbdl 1ug-okat cseppentettem fel a membrmegfeleb
pozicidiba (A1l-8l A7-ig). Az antigén az A-A4 mintahelyeken 1&v 35%-G1-C13, -15,
-16 és 21 frakciékban dusult a legnagyobb mérték A 18. abra végig koveti
frakcionalas kulonbdz szinjeit az ammoniunszulfatos kicsapastdl (Am-sz.) a
méretkizarasos (Méretkiz. kr.), kationcserés eésrarserés kromatografian at a hidro
interakcids kromatografiaig. A sotétszirke téglalap pozitiv (jelintenzitas > 3) vég):
frakciokat illusztraljadk,mig az Ures négyszogek altal reprezentalt frakoiék adtal
3-nal nagyobb intenzitasu szignélfibrinogénspecifikus antitesttel.

17. abra: A fibrinogén akkumulacidja az Analitkbnyvtar 3-G1 kationcsereés frakcioib. Al:

35%-G1-C13, A2: 35%-GE15,A3: 35%-G1-C16, Ad: 35%-GG21, A5: 359-G1-C22, A6:
35%-G1-C23, A7: 35%1-C24. Mérési korulmények fehérjemennyiség/minta: 1 p
elgidleges ellenanyadibrinogérspecifikus monoklonalis antitest (1 pg/rl 6ra inkubalas),
masodlagos ellenanyag: H-konjugalt kecske anti-egér 1gG (8088eres higitas, 1 6
inkubalas) Elohivas: Pierce ECL Western Blotting Subst kit, 116 masodperces expozi
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Amm.-sz. 35% 45% 65% 75%
Meéretkiz. kr.
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18. abra: A fibrinogén eloszlasa az Analitkbnyvtarban. Amn-sz.: ammoniur-szulfatos
kis6z4s, Méretkiz. kr.: méretkizdrasos kromatografh sotétszirke téglalapok a poz
(jelintenzitas > 3) védsfrakciokat jelzik

5.3.2. A D vitaminko6té fehérje akkumulacidjanak vizsgalate

A 5.2. fejezetben leirt dot b- és Western blotvizsgalatok sortafalt, ebsen poziti\
jeleket ado frakcidkon Kkivil az antigén ugyancs-0s jelintenzitdst mutatott téb
anioncserével kapott szomszédos weéganalitkbnyvta frakcidban, ugymint
45%-G3-A20-22, 65%54-A13 és -14, valamint a 75%-GXt8-20 referencia-
koduakban. A felsorolt frakcibk az alacsonyatmolekulanéreti fehérjéket
reprezentaljadk (G3, G4), és csak 3t-0s ammoniunszulfa-precipitatumok
szeparaldsaval nyert frakciok nem talalhatoztik. A fentieknél gyengébb, de pozi
jeleket figyeltem meg a 45-0s ammaonium-szulfgprecipitatum kationcserével kap:
vegsd frakcidiban, az élzéekkel ellentétben azonban a nagy és kozepes (G332
molekulamérettartomanyltakba Az D vitaminktt fehérjespecifikus monoklonali
ellenanyaggal végzett vizsgalat sora-as értéknél nagyobb jelintenzitast mul
frakciok lathatdk a 194bran, sotétszirke téglalapokkal jel¢
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Amm.-sz. 35% 5% 65% 75%
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19. abra: A D vitaminkd®t fehérje eloszldsa az Analitkbnyvtarban. Ar-sz.: ammdnium-
szulfatos kisozas, Méretkiz. kr.: méretkizarasosmatogréafia. A sotétszirke téglalapol
pozitiv (jelintenzitas 8) végs$ frakcidkat jelzik

5.3.3. A haptoglobinakkumul&cidjanak vizsgalate

A fibrinogén és a D vitaminkét fehérje akkumulaciojaval szemben a haptogle
eloszlasa teljesen mas mintazeredményezetiA haptoglobinspecifikus monoklona
antitest a vizsgalt Analitkdnyvt frakciok 42%-aval adott paivnak eértékelhet

kemilumineszcens jelet. Ez az arany a fibrinogém 8BP esetében kb. 0,6 illet
7,8% volt. EbBI azt a Kvetkeztetést vontam le, hogy ez a feh&gétteriilta teljes
Konyvtarban ami arra utal, hogy a férje kilénb6d izoformait mutattam k. Az

antigén detektalhatovolt mind a négy ammoniu-szulfatprecipitatum tovabk
szeparaldsaval kapott véggakciokban, mind a kationcserés, anioncserésidrsflb

interakcidos kromatografiaval nyertek kozott. Jedeml csak a 45-G3 és 65%-G4
anioncseres elvalasztasaval, valamint a-G3 és 75%4 szeparalasaval kapott vé
frakciokban nem volt kimutathat6. A haptoglobinsfikas monoklonalis ellenanyagg
végzett vizsgalaeredmény a 20. abran lathatd, ®ibszirke téglalapokkal jeldlteia

3-as érteknél nagyobb jelintenzitast mutato frakdis
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Amm.-sz. 35% 45% 65% 75%
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20. &bra: A haptoglobin eloszlasa az Analitkbnyvtarban. Al-sz.: ammoniut-szulfatos
kis6zds, Méretkiz. kr.: méretkizdrasos kromatografh sotétszirke téglalapok a poz
(jelintenzitas > 3yvegs frakciokat jelzik

5.3.4. A C9 komplement komponens akkumulacidjanak eisgalate

A C9 komplement komponens eli monoklonalis ellenanyaggal lefolytatottiszs egy
Gjabb tipust eredményt hozott, ugyanis egyik §éfpalitkonyvta frakcidé esetébe
sem kaptam értékellietszignalt. Feltételeztem, hogy a fehérje a konkészités
kezdeti fazisaiban kapotbizonyos frakcidkban lehet jelen. Ennek igazolasara
blotvizsgalatot végeztem, melynek soréug-okat vittem fel a membranrakovetke®,
a frakcionalas korabbi szintjgibszarmazo6 frakciokbdl(1) albumindepletalt plazm
(2) kaliumkloriddal elualt albuminfrakcio, (3) a Blue Sephse-oszlop regeneralasav
kapott frakcio, (4) album- és immunglobulirdepletalt plazma és (5 tiofil oszlop
(immunglobulindepletalas) ets mosasi frakciojc Az antitest efs pozitiv reakcio
mutatott a KCles elucioval kapott albuminfrakcioval -0s ebtsség) és keveést
kifejezettet a regeneralasi frakciéva-as efsség). A tobbi 3 frakcibbanjelintenzitas

nem érte el a &t. A membran képe?21. abran lathato.
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21. abra: A C9 komplement komponens jelenlétének vizsgalattayvtar készitéséne
kezdeti fazisaiban kapott frakciokbanl: albumindepletalt plazma, A2: elualt albuminfrig
A3: a Blue Sepharoseszlop regenerdlasi frakcioja, B1: albu- és immunglobuli-depletalt
plazma, B2: a tiofil oszlop (immunglobu-depletalas) ets mosaséaval kapott frakc. Mérési
korilmények fehérjemennyiség/minta: 3 pg, @&keges ellenanyag:C9 komplement
komponesspecifikus monoklondlis antitest (1 pg/rl érainkubdlas), masodlagos ellenany
HRP-konjugélt kecske antigér 1gG (800-szeres higitas, 1 6ra inkubal Elshivas: Pierce
ECL Western Blotting Substre kit, 60 masodperces expozicio.

Ve

Az alfa-2-makroglobulirspecifikus monoklonalis ellenanyaggal végzett &il
vizsgélat eredményeképpen kiemelkexiosséd pozitiv szignalokat javarészt a 35
45%-0s ammoniunszulfa-precipitdtumdé szeparalasaval kapott frakciokban kapt
azon belll is a legnagyobb molekulatorineméretkizarasos kromatografias (C
frakciokban. Kisebb ésséd, kevés (6) frakciora kiterjédpozitivitast tapasztalta
még a 65 és 75%s precipitatumok tovabbi fraknalasaval nyert frakcidkba
hasonléan a legnagyobb mérettartomanyban, valaraind5%-G2 és 459-G3
anioncserés és hidrofob interakciés kromatografedsalasztasa sorargyijtott

frakciokban. Az alfa-2nakroglobulineloszlasat a 22. abra szemlélteti.
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Amm.-sz. 35% 5% 65% 75%
Meéretkiz. kr. | Gl 2 | G3 | G1 G2 G2 G3 4 G3 G4
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22. abra: Az alfa-2makroglobulir eloszlasa az Analitkdnyvtarban. An-sz.. ammonium-
szulfatos kis6zas, Méretkiz. kr.: méretkizarasosniatografia. A sotétszirke téglalapol
pozitiv (jelintenzitas > 3) vedsfrakciokat jelzik

5.3.6. A hemopexin akkumulacéjanak vizsgalata

A hemopexint tilnyomo tobbségben (a pozitiv frakcBB3%-aban) olyan frakciokba
mutattam ki, melyeket a 45-0s ammonium-szulfgbrecipitditum anioncsere
elvalasztasaval kaptam, és pozitivnak eértékélhgtlet mindharom (G-G3)
mérettartomanyban tapaszam. A 45%G3 kationcserés frakciok kdzu-ban, mig a
65%-G2 anioncserések kdzu-ben lattam gyengébb pozitiv szignalt. A 35 és -os
kromatografias frakcibban az antigént m lehetett detektalni.A hemopexin

akkumul&cidjat az Analitkonyvtarban 3. abran mutatom be.
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23. abra: A hemopexin eloszldsa az Analitkdnyvtarban. Arsz.: ammoniur-szulfatos
kis6z4s, Méretkiz. kr.: méretkizdrasos kromatografh sotétszirke téglalok a pozitiv
(jelintenzitds > 3) védsfrakciokat jelzik

5.3.7. Az albumirspecifikus antitesttel végzett stirés eredményei

Az albuminspecifikusmonoklonalis ellenanyaggal kivitelezettiiszs egyik célja a
volt, hogy megvizsgaljam, hogy a Konyvtar frakceb a Blue Sepharc-
kromatogréafia utan talal-e oszlopra nem kétott albumint. A vartakkal ellentétbs
nem csak néhany frakciéban, hanemrakciok igen nagy résbén (28%)kaptam
pozitivnak értékelhét jelet, eloszlasuk pedig a haptoglobin esetébemstapltho:
hasonld nagyfokl széttertilést mutatott. Detektélivatt szignal mind a 4 ammonit-
szulfatprecipitdtum tovéabbi szeparédlasaval kit végs$ frakciokban és mindhéro
szeparacios szintglkationcserés, anioncserés, hidroféb interakcidsnlatografia. Az
albuminspecifikusantitesttel végzett §rés eredmeényeit, az antigszétterjedés a 24.

abra mutatja be.
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24. abra: Az albuminspecifikus ellenanyaggal pozitiv jeletoadrakciok eloszlasa &
Analitkdnyvtarban. Ammsz.: ammoniur-szulfatos kis6zéds, Méretkiz. kr.: méretkizaré
kromatografia. A sotétszurke téglalapok a poi(jelintenzitas > Bvégs$ frakciokat jelzitk.

5.4. Az Analitkonyvtar felhasznalasa monoklonalis atitest-proteomikai alapu

antigénazonositasra

A monoklonalis antitegproteomikai alapu antigénazonositashcz 5.3. pontban
részletezett atfogo smsekhez kivalasztott 638 (244 kationcseres, 2i@naserés é
121 hidroféb interakcidos kromatografidval kapottjakiciot — amelyeknek a
koncentracidja 30 pghiolott volt — hasznaltam. Efslépésben ezt a 638 frakcidot

blot modszerrel reagaltattam harom olyan monoklsn@llenanya-keverékkel,
melyekben az antitestek antigénjei ismeretlenektakol Az antites-keverékek
hasznalata lehété tette, hogy a $rés el$, atfogd fazisdban ne kelljen to
alkalommal végigairném a teljes Analitkonyvtarat, ezaltal a kisémeind anya-,

mind munkaigényét csokkenteni tudtam. Airés el§ fazisa utan kivalogattam

pozitiv frakciokat, majd a vizsgalat kovetkeszakaszaban a keveréekben talall
egyedi ellenanyagokkal reatattamdoket, ugyancsak dot blottal. A masodikiszs utar
a legintenzivebb szignélokat produkal6 frakciokalasztottam ki immunprecipitacid
és Western blot analizisre. Az irunprecipitdciés és Western I vizsgéalatok
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eredményének fliggvényében kerlltek az immunprécipsg kisérletek soran kapott
eluatumok vagy kivagott fehérjefragmentek tomegspeketrias elemzésre.
Az azonositasi folyamat lépéseit a Bsi0144-es é80B&-es szamu antitestek példain

mutatom be részletesen.

5.4.1. A Bsi0144-es antitesthez tartoz6 antigén amsitasa
5.4.1.1. A Bsi0144-es antitestet tartalmazo6 keverékzsgalata dot blottal
Az antigénazonositasi munkaszakasz BsiOl44-es aef@agot is tartalmazoé
antitestkeveréke a kodvetkieanonoklondlis ellenanyagokbdl Allt: Bsi0112, Bsibll
Bsi0142, Bsi0144, Bsi0180, Bsi0601, Bsi0695, Bs98sil487, Bsi2558. A 638
frakciot dot blot modszer segitségével reagaltattamantitestkeverékkel — az egyes
ellenanyagok koncentraciéja 1 pg/ml volt az elegybe masodlagos antitestként
8000-szeresre higitott HRP-konjugélt kecske-andi-dgG-t hasznaltam. Az antigén-
antitestreakcio detektalasara a fésdtett kemilumineszcencia elvénik®ddé Pierce
ECL Western Blotting Substrate kitet hasznaltameldket 0 és 5 k6zott értekeltem. A
3-nal nagyobb szignalintenzitast produkaldé 57 frétkdivalasztottam a vizsgalat
kovetked lépésehez.
Az anyagfelhasznalds tovabbi csokkentése érdekékzenntitestkeveréket 3 részre
osztottam, melyek az alabbi 6sszetéklvoltak:

> 1. alkeverék: Bsi0112, Bsi0115, Bsi0142

» 2. alkeverék: Bsi0144, Bsi0180, Bsi0601

» 3. alkeverék: Bsi0695, Bsi0940, Bsi1487, Bsi2558
A tovabbiakban a Bsi0l144-es ellenanyagot tartalmakéverék dot blot vizsgalatat
szemléltetem. A 25. bran mutatom be az 57 fragsia 3 antitestet tartalmazo keverék
kozti antigén-antitestreakcié utarskeivott dot blot membran képét. Kerettel azt a 29
frakciot emeltem ki, melyek az 57 kozll a leggmbb jeleket mutattdk, és melyeket
alkalmasnak taldltam az egyedi ellenanyagokkal eédizdot blot vizsgalathoz.
Az 1. téblazat mutatja az 57 kivalasztott frakcilhetyezkedését a nitrocelluloz
membranon. Pirossal kereteztem be a fent emlitegyedi antitestreakciokhoz

kivalasztott 29 frakciot, és referenciakddjaikapiissal szedtem.
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25. abra: A Bsi0144, Bsi0180 és Bsi0601 monoklonalis antitkst tartalmazo6 alkeverék és
Analitkdnyvtar atfogd dirése utadn kivalasztott 57 végdrakcio reakcidjanak dot bl
membranképe. Kerettel kiemelve az egyedi ellenaslyagzsgalatdhoz kivalasztott freiok
lathatok. Al: negativ kontroll (blokkol6 puffer), 2A pozitiv kontroll (0,05 pg Bsi014
monoklondlis antitest). Mérési korulmények: fehémmnyiség/minta: 3 pg, édleges
ellenanyagok: Bsi0144, Bsi0180, Bsi0601 (1 pg/mira inkubalas), masodlagellenanyag:
HRP-konjugélt kecske antigér 1IgG (800-szeres higitds, 1 oOra inkubalas)ottvas: Pierc
ECL Western Blotting Substrate kit, 30 masodpeeg®zicid

1 2 3 4 5 6 7 8 9 1C 11 12
neg. poz. | 45%- | 45%- | 45%- | 45%- | 45%- | 45%- | 45%- | 45%- | 45%- | 45%-
A kont. | kont. Gl1- G1- G1- G1- G1- G1- G1- G1l- G2- G2-
C25 C26 Cc27 C28 C29 C30 C31 C32 C16 C17
45%- | 45%- | 45%- | 45%- | 65%- | 65%- | 65%- | 65%- | 65%- | 75%- | 75%- | 45%-
B G2- G2- G3- G3- G2- G2- G3- G3- G3- G3- G3- G2-
C18 C19 C24 C25 C20 C21 C26 ca7 C28 C19 C20 C18
45%- | 45%- | 45%- 45%- | 45%- | 45%-
C G1- G1- Gl1- Gl1- G1- G1-
A25 A26 A27 A28 A29 A30
45%- | 45%- | 45%- 45%- | 45%- | 45%-
D G2- G2- G2- G3- G3- G3-
A27 A28 A29 A26 A27 A28

E
65%- | 65%- | 65%- | 65%- | 65%- | 65%- | 65%- 65%- | 65%-
F G1- G1- G2- G2- G2- G3- G3- Gl1- G1-
A29 A30 A25 A26 A27 A24 A25 A29 A30
75%- | 75%- | 75%- | 75%- | 75%- | 75%- | 65%- | 65%- 75%- | 75%-
G G2- G2- G2- G3- G3- G3- G4- G4- G2- G2-
Al7 Al18 A19 A26 A27 A28 Al18 Al19 Al7 Al18
75%- | 75%- | 75%- | 75%- | 75%- | 45%- | 45%- | 45%- | 45%- | 65%- | 75%- | 75%-
H G4- G4- G4- G4- G4- G2- G2- G2- G2- G2- G4- G4-
A29- | A28- | A28- | A29- | A29- | A22- | A22- | A23- | A23- | A20- | A29- | AZ8-
H14 H10 H11 H11 H12 H12 H13 H11 H12 H10 H14 H10

1. tblazat: Bsi0144 Bsi0180 és Bsi0601 ellenanyagokat tartalmazovaliékvizsgalata utan
kivalasztott 57 frakcidé elhelyezkedése a membré Piros lerettel kiemelve az egye
ellenanyagok vizsgalatahoz kivalasztott frakcidka$ol, referenciakodjaik pirossal sze.
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A 29 kivalasztott frakciot ezutan kul-kulon reagaltattam az kaverék mindhéror
antitestjével. A 26abran mutatom be a BsiOZX-es atitesttel végzett dot blot vizsgal
eredményét. A frakciok dsszetételét, koncentracégarendelkezésre allé mennyisé
figyelembe véve az immunprecipitacibhoz és Westelothoz a kerettel kieme
65%-G3C26 referenciakodu frakciot valasztottam ki.frakcio a keverék masik k
antitestjével (Bsi0180, Bsi0601) nem adott ilyefisejelet. A 2. tdbldz a membran
térképét abrazolja, a 65%®3-C26 frakciot piros kerettel emeltem keferenciakddja

pirossal szedtem.

26. abra: A Bsi0144, Bsi0180 és Bsi0601 monoklonalis antékst tartalmazo alkeverékk
végzett vizsgélat utan kivalasztott 29 frakcio éBsi0144 ellenanyag reakciojanak blotké
Kerettel kiemelve az antigénazonositashoz kivaddsA5%-G3-C26 kbdjeli frakcic. Al:
negativ kontroll (blokkol6 puffer), A2: pozitiv ktnoll (0,05 pg Bsi0144 monoklondlis antites
Mérési korulmények: fehérjemennyiség/minta: 3 pigédieges ellenanyagok: Bsi0144
pg/ml, 1 6ra inkubalas), masodlagos ellenanyag: -konjugélt kecke ant-egér IgG (8000-
szeres higitds, 1 6ra inkubalas)ottvas: Pierce ECL Western Blotting Substrate ki,
masodperces expozicio.

1 2 3 4 5 6 7 8 9 1C 11 12

neg. | poz. | 45%- | 45%- | 45%- | 45%- | 45%- | 45%- | 45%- | 45%- | 45%- | 45%-
A kont. | kont. | G1- | G1- | G1- | G1- | G1- | G1- | G1- | G1- | G2- | G2-
C25 | C26 | C27 | C28 | C29 | C30 | C31 | C32 | Cc16 | C17

45%- | 45%- | 45%- | 45%- | 65%- | 65%- | 65%- | 65%- | 65%- | 75% | 75%-
B G2- | G2- | G3- | G3- | G2- | G2- | G3- | G3- | G3- | G3 | G3-
Cl8 | C19 | C24 | C25 | C20 | C21 | C26 | C27 | C28 | C1c | C20

65%- | 65%- | 65%- | 65%- | 65%- | 75%- | 75%- | 75%-
c G1l- | G1- | G2- | G2- | G2- | G2- | G2- | G2-
A29 | A30 | A25 | A26 | A27 | Al7 | A18 | Al19

2. tablazat: A Bsi0144, Bsi0180 és Bsi0601 monoklonalis antitkst tartalmazé alkevert
vizsgalata utan kivalasztott 29 frakcié elhelyedssl a membranon a Bsi0144 antite:
végzett vizsgalat soraRiros kerettel kiemelve az antigénazonositashoalddztott 65%G3-
C26frakcid, referenciakddija pirossal szec
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5.4.1.2. A Bsi0144s antitest antigéije jelenlétének igazolasa

A 27. dbra a 65%-GB26 kodjeli frakcid6 SD-PAGE elemzésének képét, a frak
fehérjedsszetételét mutatja. Kb.-60, 75-80 és 14050 kDa mérettartomanybi
erdteljes fehérjesavok figyelh#k meg, melyekil elézetesen feltételezni lehetett, hc
valamelyikik a 26 abran 166 membranképen (E-es pozicid) lathatd ésséd jelet
adhata blotreakcié eredményeképg
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27. abra: A 65%-G3C26 referenciakddu Analitkonyvi frakcio elektroforetikus kéy.

A Western blotelemzések alatdmasztottak azt a feltevést, melynsze Bsi0l4-es
antitest a frakciéban talalhatdo valamelyik nagyomiennyiségben |év fehérjével
reagalt. Mind az affinitasalapt Hun-7 Multiple Affinity Removal System Kkitte
depletélt plazma, mind peg a 65%-G326 frakcid diszkrét jelet prodalt a
Bsi0144-es antitesttekb. 55-60 kDaes mérettartomanyban, ahogy azt 8. abra

mutatja.
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28. dbra: Human7 Multiple Affinity Removal Systel-mel depletélt plazma és a 6-G3-C26
Analitkonyvtar-frakcié6 Wesrn blotreakcidja a BsiOl-es antitesttel. Kisérleti korilmények
ug plazma, 5 ug fehérje a frakciobdl,éeleges antitest: Bsi0144 (5(-szeres higitas, 3 6
inkubalas), méasodlagos antitest: F-konjugalt kecske anti-egér IgG (5088eres higitas, 6ra
inkubdlas). Ehivas: Pierce ECL Western Blotting Substrate kjtelces expozici

5.4.1.3. A 65%-G3-C26rakcié immunprecipitacioja

A 65%-G3C26 frakcido BsiOl4-es antitesttel, Dynabeads Protein G kittel veég
immunprecipitacioja utan kb. 55-60 kDa molekulasulgrtomanyban &y fehérjesé
(nyillal  jelélve) dominansan lathato volt az eluatum $-poliakrilamid-

gélelektroforetikus képén, amint azt9. abra szemlélteti.
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29. 4bra: A 65%-G3C26 frakcié Bsi0l4-es antitesttel végzett immunpretécidjaval kapott
eludtum SDS-PAGE-képe Nyillal jelolve az eluatumban 580 kDa molekulasu-
tartomanyban dominansan lathat6 fehér,j.

5.4.1.4. A Bsi0144s antitest antigénjének tdmegspektrometrias meghatozas:
A 65%-G3C26 frakci6 BsiOl44es antitesttel végzett immunprecipitaciojal

eluatumat és a 65%-3326 frakcidt oldatbani tripszines emésztés nanoflow
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UHPLC-rendszerhez kapcsolt Q-TOF Premier tomegspeidterrel az MTA Kémiai
Kutatointézetének Szerkezeti Kémiai Intézetébenmelék. Az MS-vizsgalat
eredményének elemzése utan a Bsi0Ol44-es ellenavgaghrtozé antigént
alfa-1-antikimotripszinként ot 1-ACT) azonositottuk. A 30. abran szirke hattérrel
emeltem ki a tomegspektrometridval meghatarozottk\emciarészeket az alfa-1-
antikimotripszin szekvencigjan. A meghatarozottkseaciarészek am-1-ACT teljes

aminosavsorrendjének egyharmadat, 33,33%-at fedik |

1 MERMLPLLAL GLLAAGFCPA VLCHPNSPLD EENLTQENQD RGTHVDLGLA
51 SANVDFAFSL YKQLVLKAPD KNVI FSPLSI STALAFLSLG AHNTTLTEI L
101 KGLKFNLTET SEAElI HQSFQ HLLRTLNQSS DELQLSMGNA MFVKEQLSLL
151 DRFTEDAKRL YGSEAFATDF QDSAAAKKLI NDYVKNGTRG Kl TDLI KDLD
201 SQTMWLVNY | FFKAKVWENVP FDPQDTHQSR FYLSKKKW/M VPMVSLHHLT
251 | PYFRDEELS CTWELKYTG NASALFI LPD QDKMEEVEAM LLPETLKRWR
301 DSLEFREI GE LYLPKFSI SR DYNLNDI LLQ LG EEAFTSK ADLSG TGAR
351 NLAVSQVWHK AVLDVFEEGT EASAATAVKI TLLSALVETR Tl VRFNRPFL
401 M| VPTDTQN | FFMSKVTNP

30. abra: A alfa-1-antikimotripszin szekvenciaja, melyen rkalihattérrel kiemelve lathatok a
Bsi0l44-es antitest tripszinnel emésztett antig@iétomegspektrometriaval meghatarozott
szekvenciarészei (33,33%-0s lefedettség).

5.4.1.5. A Bsi0144-es ellenanyag antigénjének igt=a

A BsiOl144-es antitest antigénje azonossaganak l@sém@ Western blot kisérlettel
kerllt sor, mely soran a 65%-G3-C26 frakcio BsiO&44 antitesttel végzett
immunprecipitaciéjaval kapott eluatum és a Bsi0358jazoltan alfa-1-
antikimotripszinre specifikus monoklondlis antitgs{BioSystems International Kft.)
reagaltattuk egymassal. A Western blot membréhiedsa utdn megfigyelhetiszkrét
sav az 55-60 kDa-os tartomanyban helyezkedetzehas mérettartomanyban, mint az
immunprecipitacié eluatumaban lathato fehérje @®&a). Az eredmény bizonyitékul
szolgélt arra, hogy a Bsi0144-es antitesthez tarémtigén az alfa-1-antikimotripszin. A

membran képe a 31. 4bran lathato.
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31. abra: 65%-G3€26 frakcio BsiOl4-es antitesttel végzett immunprecipitacidjaval ka
eludtum Western blotreakcidja a Bsi0358 -l-antikimotripszinre specifikus monoklona
antitesttel. Kisérleti korilmények: 7 ul eluatunisédleges antitest: Bsi0358 (5(-szeres
higitas, éjszakan &t tartd inkubéalas), masodlagttest: HRI-konjugalt kecske ar-egér 1gG
(5000szeres higitas, 1 ora inkubalas)shtvas: Pierce ECL Western Blotting Substrate k
perces expozicio.

5.4.2. A Bsi005les antitesthez tartoz antigén azonositasa

5.4.2.1. A Bsi005%s antitestet tartalmazé keverék vizsgala

A BsiO051es szamu monoklonalis antitest egy olyan keverékimdtn melyben rajt:
kivil még 5 antitestet oldottam fel pg/ml koncentrdcidban: Bsi0022, BsiOO:
Bsi0099, Bg1245, Bsil521. A 638 frakciét dot blottal reagéhen az
antitestkeverékkel, szekunder ellenanyag szint&t-szeresre higitott HF-konjugalt
kecske-antegér 1gG volt. A Pierce ECL Western Blotting Subsdr kittel ebhivott
membranon a jeleket 0 éskodzott értékeltem. A vizsgalat kdvetkerépéséhez,
keverék egyedi ellenanyagaival toénziréshez 34 olyan frakciét valasztottam
melyek 3nal nagyobb szignalintenzitast produkaltak. Az bidkban a BsiO0:-es
ellenanyaghoz tartozé antigén azotasi folyamatanak lépéseit ismertetem.
munkaban Patai Zoltdn, a laboratériumunkban diplomamunkdjatrs-
témavezetésemmel készWSc-hallgato is részt vett (Patai, 2012).

A 32. abra mutatja a 34 kivalasztott frakcio és a Bsi-es antitesttel végzett dot b
vizsgalat eredményét. Kerettel emeltem ki az dsszletkoncentracié és rendelkezé
allé mennyiség alapjan tovabbi vizsgalatokra kigalatt harom frakciot, a F-es
poziciéban a 45%-GB21, a C:-as pozicidban a 65%-GAt4, mig a C-esben a 75%-
G4-A19 referenciakodutA 3. tablazat a membran térképét abraz Piros kerettel
emeltem ki afent emlitett45%-G3-A21, 65%-G4-Al4 és 75%-&d9 frakciokat,

referenciakddjaikgpirossal szedte.
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32. abra: A BsiO051es szamu antiteet tartalmaz6 keverékl végzett dot blot szés uta
kivalasztott 34 végsAnalitkdnyvta-frakcid és a BsiO05&s ellenanyag reakciojanak blotké
Kerettel kiemelve az immunprecipitéciora kivalasiztrakciok lathatok. B7: 45-G3-A21, C3:
65%-G4-Al14, C7: 75%-GA19. Al: negativ kontroll (3 pl blokkolé pfer), A2: pozitiv
kontroll (0,05 pg BsiO05&s monoklonalisantitest). 3 pg fehérje/minta, éteges antites
Bsi0051 (1 pg/ml, 1 o6ra inkubdlas), masodlagostesiti HRI-konjugalt kecske ar-egér IgG
(8000szeres higitas, 1 6ra inkubalas)htvas: Ferce ECL Western Blotting Substrate Kit,
masodperces expozicio.

neg. | poz. | 45%- | 45%- | 65%- | 65%- | 65%- | 65%- | 65%- | 65%- | 65%- | 65%-
A kont. | kont. | G1- | G1- | G1- | G1- | G2- | G3- | G3- | G3 | G3- | G3-
C27 | C28 | C22 | C23 | C18 | C12 | C13 | C1t | C20 | C21

75%- | 75%- | 75%- | 75%- | 75%- 45%- | 45%- | 65%- | 65%- | 65%- | 65%-
B Gl- | G1- | G1- | G1- | G1- G3- | G3- | G3- | G& G3- | G3-
Cl4 | C15 | C22 | C23 | C24 A21 | A22 | Al17 | A18 | A19 | A35

65%- | 65%- | 65%- | 65%- | 75%- | 75%- | 75%- | 75%- | 65%- | 65%- | 65%- | 65%-
C G3- | G4- | G4- | G4- | G3- | G4- | G4- | G4- | G3- | Gz G3- | G3-
A36 | Al13 | Al4 | A15 | A20 | A18 | A19 | A20 | Al6- | A19- | A17- | Al7-
H11 | H11 H9 H10

D | 45%-
G3-
A20

3. tblazat: A Bsi 0051es ellenanyagot tartalmazé keverék dot blot vizggalitan kivalaszto
34 frakci6 elhelyezkedése a membranon a Bsi-es antitesttel végzett dot blot reakcid sc
Piros kerettel kiemelve az immunprecipitaciora kivalatizfoakciok lathatok. B7: 45-G3-
A21, C3: 65%-G4A14, C7: 759-G4-A19. A frakciok referenciakddjapirossal szedtel

5.4.2.2. A kivalasztottfrakciok immunprecipitacioja
A 45%-G3-A21, a 65%34-A14 és 75%-G4A19 referenciakédu frakciok BsiO0-es
antitesttel végzett immunprecipitdciéja utan az aelmok SD:-poliakrilamid-

gélelektroforetikus képén mindharom esetben disZkiéérjesavot lehetett megfigyel
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az 52-53 kDa-os oilekulasuly magassagaban. .3. dbran lathat6é elektroferogramn
tomegspektrometrias vizsgalatra kivalasztott -G3-A21 referenciakodu frakcbol
immunprecipitaciéval kapott fehérjes gélsl kivagasa utan mutatja az elem:

eredményeét.
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33. abra: A 45%-G3A21, a 659-G4-Al4 és 75%-G#19 referenciakodu frakciok BsiOO-es
antitesttel végzett immunprecipitacié utan kapaiagimok SD-PAGEképe. A 459-G3-A21
referenciakodu frakcio fehérjesavja kivagva tomegtrometrias azonositas céljat

5.4.2.3. A Bsi005%s antites antigénjénektdmegspektrometrias meghatarozas

A BsiOO5l1les antitesthez tartozé antigént a ¢ellkivagott fragment tripszine
emeésztése utan az MTA Szegedi Biologiai Kozpont tdermikai Szolgaltat:
Laboratériumédban hataroztak g tomegspektrometriaval, Thermo LCQ Fl
haromdimenziés ioncsapdaval kapcsolt Eldex nanot-rendszerrel. Az analiz
eredményeképpen a fehérje magas, -0s szekvencialefedettséggel D vitamirdk
fehérjének bizonyult. A 34abran a D vitaminkétfehérjeszekvenciaja lathato, mely:

szurkehattérrel emeltem ki a tomegspektrometriaval megbabtt szekvenciarészel

1 MKRVLVLLLA VAFGHALERG RDYEKNKVCK EFSHLGKEDE TSLSLVLYSR
51 KFPSGTFEQV SQLVKEVVSL TEACCAEGAD PDCYDTRTSA LSAKSCESNS
101 PFPVHPGTAE CCTKEGLERK LCVAALKHQP QEFPTYVEPT NDEI CEAFRK
151 DPKEYANQFM VEYSTNYGQA PLSLLVSYTK SYLSMVGSCC TSASPTVCFL
201 KERLQLKHLS LLTTLSNRVC SQYAAYGEKK SRLSNLI KLA QKVPTADLED
251 VLPLAEDI TN | LSKCCESAS EDCMAKELPE HTVKLCDNLS TKNSKFEDCC
301 QEKTAMDVFV CTYFMPAAQL PELPDVELPT NKDVCDPGNT KVMDKYTFEL
351 SRRTHLPEVF LSKVLEPTLK SLGECCDVED STTCENAKGP LLKKELSSFI
401 DKGQELCADY SENTFTEYKK KLAERLKAKL PDATPTELAK LVNKHSDFAS
451 NCCSI NSPPL YCDSEI DAEL KNI L

34. 4bra: A D vitaminko®t fehérjeszekvenciaja, melyen szirkéttérrel kiemelve lathatok

Bsi0051es antitest tripszinnel emésztett antigénjének gsmektrometridval meghataroz
szekvenciarészei (44%s lefedettséc
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5.4.3. Az antigénazonositasi kisérletek 6sszefogish

A vizsgalatok soran dot blottal elemeztem még auitestkeveréket, mely a kovetkez
ellenanyagokat tartalmazta: BsiO080, BsiO086, B33)0Bsi0136, Bsi0l177. A 4.
tablazat foglalja 6ssze a sikeres antigénazonokitésedményeit, feltiintetve azon
frakciok referenciakddjat, melyekdsr pozitiv jelet adtak a dot blot soran, és amelyeke

immunprecipitacios vizsgélatoknak vetettiink ala.

Antitest szdma| Frakcio Meghatarozott antigén
(ID)
Bsi0051 45%-G3-A21 D vitaminkot fehérje
Bsi0080 45%-G1-C17 alfa-1-antitripszin
Bsi0099 45%-G1-C27 coruloplazmin
Bsi0115 45%-G2-A29 alfa-2-antiplazmin
Bsi0142 65%-G3-C27 alfa-1-antikimotripszin
Bsi0144 65%-G3-C26 alfa-1-antikimotripszin
Bsi0177 45%-G2-A10 coruloplazmin
Bsil521 65%-G3-A33 transztiretin

4. tablazat: Az antigénazonositasi vizsgalatok 6sszefoglalGizih a 8 antitest szamaval és az
Analitkonyvtar frakciok referenciakddjaval, melyéikba fehérjéket immunprecipitacioval
sikerllt szeparalni.

A tablazat adataibol lathato, hogy az Analitkonyvttrakcidit felhasznalva, a
tobblépéses dot blot &2&s, Western blot, immunprecipitacio, témegspekéaias
meghatarozas munkafolyamatat kovetve 8 antitestterozé antigént sikerdlt

meghatarozni.
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6. MEGBESZELES

6.1. Az Analitkbnyvtar létrehozasa

Munkam el$ fazisdban éllitottam egy 783 frakciobol allé Analitkbnyvtarahely a
humén plazmaproteom é&tfogé frakciondlasaval késAilKonyvtar készitése soran
kilonbd® depletalasi, kicsapasi és kromatografias techaikakhasznaltam.
Tobblépéses plazmafrakcionalast alkalmaztam, nakiegy a 2.2.3.3. pontban utaltam
ra, a modszer alkalmazas#ssgiti a plazmaban alacsony és kézepes koncerigdcio
lévé fehérjék duasulasat, ezaltal megkonnyitheti azdasskat. A mobdszerek
kivalasztasanal szempont volt, hogy az egyes sasatépések a fehérjék tobb fizikali,
kémiai tulajdonsagan alapuljanak (oldékonysag, méb#es), ezaltal a nyert frakciok
kilonbod karaktetiek legyenek. Az elvalasztasi korilmények bedllitasaarra
torekedtem, hogy mégzzem a plazmafehérjék nativ allapotat ackés monoklonalis
antitest-proteomikai alapu antigénazonositasi \leggkhoz.

Ahogy arra az Irodalmi attekintés 2.2.3. pontjabddatértem, a proteomikai célu
mintaebkészités soran a két legnagyobb koncentraciobaé pazmakomponens
eltavolitdsa alapvét hiszen a human szérumalbumin és az immunglobulian
alacsonyabb koncentraciéban déva biomarkerkutatasok szempontjabol jedent
fehérjék kimutatasat jelatgen megnehezithetik. Ennek megiéel az Analitkonyvtar
készitését e két plazmakomponens depletalasavdteiez Mivel 500 ml plazmabdl
indultam ki, az antitest alapd modszerekkel szemben Blue Sepharose-
affinitaskromatogréfia volt a legjobb megoldasadtaumin depletalasaramind a nagy
térfogatl minta feldolgozasa, mind pedig a koltkégerséklése miatt. A mobdszer
korabban részletezett jelletiiz (az all6fazis nem kizarélag csak az albumint kaeg,
nem 100%-0s a HSA megkdtése) is figyelembe véve@ethlas hatékonynak volt
mondhaté. Az SDS-PAGE-analizisek a kb. 67 kDa mdikmed albumin
mennyiségének szignifikdns csokkenését mutattak adplyd frakcidban. Az
immunglobulinok depletalasaraiofil interakciés kromatografiat alkalmaztam, és
kapott frakciok SDS-poliakrilamid-gélelektroforetik elemzése alapjan ez a lépés is
eredményesnek bizonyult. Az albumin- és immungliobdépletalt atfolyd frakciéban
az immunglobulinok mennyisége jeléatmértékben cstkkent, mig az eludtumban az

immunglobulinok dominanciaja volt megfigyelbiet
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A korulbelul 3,6 liter atfolyd frakcio térfogatazetan megfelé toményié eljarassal
csokkentenem kellett konnyebb kezelisgige érdekében. A centrifugalis koncentrator-
csovekkel végzett fivelet eredményeképpen kapott 290 ml oldat mar negfe
térfogatu volt a tovabbi munkafolyamatok elvégzézel toményités utjpuffercserét
hajtottam végre, az immunglobulinok tiofil adszorbeez kdidését segit 0,5 M
kalium-szulfatot dializissel tavolitottam el és rédem 7,4-es pH-ju PBS-re, hogy a
plazmafehérjék a fiziolégiashoz hasonld korilmeénk@ke kerlljenek.

Az albumin- és immunglobulin-depletalt plazma&fedkcionalasat egy hagyomanyos
plazmafrakcionalasi technikavahmmonium-szulfatos kis6zassaégeztem, mely a
fehérjéket eltér oldékonysdguk alapjan valasztja el. A plazmaféhkét ndvekd
koncentraciéju ammonium-szulfattal csaptam ki @%,65, 75%-0s telitettség), aminek
kovetkeztében 4 frakciét kaptam. A csapadékokateg,fpH-ju PBS-ben oldottam
vissza. Az SDS-PAGE képek tanusaga szerint az egyrkéved frakciokban
eléfordultak atfedések, melyek adodhattak abbol, hagyegyes ammoénium-szulfat-
koncentraciok hataran kicsapodo fehérjek mindlkaktdioba belekertulhettek. Az azonos
molekulattmegnél detektalt fehérjesavok mindentellazonban nem feltétlendl
jelenthettek azonos fehérjéket is, hiszen a fral@isnak ezen a szintjén az egyes, akar
tobb ezer plazmafehérjét tartalmazo frakciok mégyoa komplexek voltak. A négy
frakcio kozul a legkevesebb mennyiéighérjét a 35%-0s precipitdtum tartalmazta,
mely 6sszhangban van azzal, hogy az alacsony séktracional a globulinok
csapodnak ki (Id. 2.2.1.1. Kis0zas), és az oldatblebfrakcionalast megéksen
eltavolitottam a plazma masodik legnagyobb menghisg ebfordulé komponenseit,
az immunglobulinokat, melyek depletalds nélkul, 6kds esetén az alacsonyabb
telitettségg ammonium-szulfattal kicsapott frakciokban lettekolna jelen. A
visszaoldott csapadékokbol az ammonium-szulfat veliisara nem dializist
alkalmaztam, hanem a kovetkdrakcionalasi Iépésben végeztem el a sbmentesitést
A négy PBS-ben oldott precipitdtum fehérjéit egysikéfizikai jellemz, a méret
alapjan frakcionaltam tovabméretkizarasos kromatografiaval (gélezssel) amely
egyuttal az ammonium-szulfatot is elvalasztottatefjekél. Hosszu gélagy (60 cm) és
alacsony aramlasi sebesség (0,7 ml/perc) alkalrdmzbsa felbontast igyekeztem
novelni. SDS-PAGE analizis alapjan, a 14 méretligds kromatogréafiaval nyert

frakcié még mindig nagyon komplexnek bizonyult.
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Az ammonium-szulfatos kicsapas és méret szeriakicfonalds utan a fehérjék toltés
szerinti  elvalasztasa koOvetkezett, 6l kationcserés majd anioncserés
kromatografiaval A frakciok pH-jat oly médon allitottam be, hogynden kationcserés
lépés soran keletkezzen az oszlopra nemidéotehérjéket tartalmazé atfolyo frakcio,
melyet az anioncserés kromatografiahoz hasznaltfatolz anioncsere korilményeit
pedig ugy hataroztam meg, hogy léthegy a teljes fehérjemennyiség &dfon az
oszlopra, igy az adott feloldott precipitatumbavliéninden fehérjét szeparalni tudjak.
A vélasztott 5,5-es (kationcsere) és 8,5-es pHo(arsere) megfeléhek bizonyult,
mivel minden kationcserés elvalasztas eredményédedrjetartalma atfolyd frakciot,
mig az anioncsere atfoly6 frakcidja nem tartalmiadetektalhaté mennyisédehérjét.
Ahogy varhaté volt, az anioncseres lépés tobb @idiromatografids csucsot és
0sszetettebb frakciokat eredményezett, mint a hkesieres lépés. Koztudott, hogy a
plazmaban tobbségében savas karaktdrérjék vannak jelen. Az altalam bedllitott pH-
értéken ezek karboxilcsoportjainak zome deprotalditd igy koddni tudtak az
immobilizalt kvaterner ammoniumionokat tartalmazzlopra. Annak ellenére, hogy a
gyijtott frakciok komplexitasa az SDS-PAGE elemzéskipjan jelenisen csokket
tendenciat mutatott, az elektroforetikus profilok agyanazon lépés soranuggtt
vég® frakciok esetében is mar mutattak jetenteltéréseket. A kationcserés és
anioncserés kromatografias elvalasztas sordtjtdly frakciokat (6sszesen 638) mar
vegs Analitkonyvtar frakcioknak tekintettem.

Méréseim alapjan kivalasztottam a 20 legtomenyeégsiv frakciot, melyeket egy
kovetked elvalasztasi lépésnekjdrofob interakcidés kromatografianaketettem ala.
Az injektaland6 fehérjék feloldasdhoz hasznalt amiond-szulfat-oldat koncentraciojat
és pH-jat ugy szabtam meg, hogy egyrészt a so j&dnér gyakorolt reverzibilis
denatural6 hatasa ne érvényesiljon, masrészt mistiéne koddjon az apolaris, fenil-
szefarGz allofazisra. A kétféle ammoénium-szulfanéentracio — 1 M a 45%-0s, 2 M a
65 és 75%-0s precipititumok esetében — és a 7pHeslkalmazasa sordn sem
kicsapddast nem lattam a frakciokban, sem az @tfdhgkciok nem tartalmaztak
kimutathatd mennyiségfehérjét. Ahogy varhato volt, a hidrofébabb (45f@kciok
esetében jobb felbontast kaptam, mint a kisebbékiéen hidrofobak (65 vagy 75%)
elvdlasztdsakor. Az SDS-PAGE elemzés a hidrofolerakcios kromatografiaval
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szeparalt frakciok (145 frakciot eredményezett épés) esetében szamotien eltéé
elektroforetikus mintdzatokat mutatott (Id. 15.abr

A frakciészedés soran nyert és akar egymast kdavidtl koved vegs frakciok
esetében tapasztalt azonosnaknét Coomassie-festékkel festett fehérjesavokat
tartalmaz6 SDS-PAGE képek sem okvetlenil utaltainag 6sszetétiel frakcidkra.
Erzékenyebb detektalasi modszerek kimutathatnaknkisnyiségben |évfehérjéket is,
melyek ebfordulhatnak akar kizarélag egy vagy csak néhanwkcidban.
Osszességében megallapithatd volt, hogy a frakdisnagymas utan kovetkez
szintjeinél a frakciok komplexitdsa fokozatosan késit, igy az Analitkdnyvtarat
tovabbi vizsgalatokhoz alkalmasnak tekinthettem.

6.2. A D vitaminkoté fehérje dusulasi utjanak kévetése

Az Analitkdnyvtar karakterizalasanak és monoklonmahintitest-proteomikai alapu
antigénazonositds céljara alkalmazhatésaganak &laay ebszor a D vitaminkdt
fehérje dusulasi Utjanak az elvalasztas kuloakszntjein valé kovetésével mutattam
be. Az egyes frakcionalasi szintékb- albumin- €s immunglobulin-depletalas, kisézas,
géls4irés, kation- és anioncsere, hidrofob interakci@natografia — szarmazo, SDS-
PAGE analizis alapjan meghatarozott dsszetétefed®riekoncentracio (>0,1 mg/ml)
alapjan kivalasztott 46 frakcioban a fehérje akklamidjat dot blot moddszerrel
elemeztem, és a &@Zshez D vitamink®t fehérje-specifikus monoklonalis antitestet
hasznaltam. A Konyvtar kezdeti elvalasztasi Iépéagimonium-szulfatos kis6zas és
méretkizardsos kromatografia) sorarijgitt frakciokban a D vitaminkdtfehérjét csak
kis koncentraciéban tudtam kimutatni. A v8dgsakciok ko6zott azonban taldltam egy
hidrofob interakcios kromatogréafia soranigtt frakciot (65-G3-A17-H10), melyben a
dasulas szamottév volt, azaz az antigén 5-0s, maximaliséssed szignalt
eredményezett. A VDBP azonossdganak igazolasatewielstottal végeztem a pozitiv
frakcioban, ahol intenziv kemilumineszcens jelet teli&ltam a megfelél
mérettartomanyban. A 65-G3-A17-H10 pozitiv frakéi® a szeparalasi hierarchiaban
leve, a konyvtarkészités korabbi szintj@itszarmazo frakciok dsszehasonlitd Western
blot analizise szerint az egyre csokkekomplexitasu frakciokban a D vitaminkot
fehérje fokozatosan dusult, azaz egyre nagyobb daracioban volt jelen. Ez az

eredmény arra engedett kbvetkeztetni, hogy az kaalyvtarban ifordulhat fehérjék
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kozel egyedi, esetleg csak kevés frakciora kitérjalkumulaciéja, mely nagyobb
specificitasu, ezéltal varhatéan konnyebb fehégpagitast tesz majd lelége, mint
komplexebb biolégiai mintdk, pl. a széles dinamikkencentracidétartomannyal

rendelked plazma vizsgéalata esetéen.

6.3. Az Analitkbnyvtar atfogo sdirése

Az Analitkbnyvtar jellemzésének masodik szakaszagaba foglalta a Konyvtar
szirését ismert antigénspecificitasu monoklonalis nelleyagokkal, melyek fizikai és
biokémiai tulajdonsagai (hidrofilicitas/hidrofobiés, méret, alak, asszociativitas,
komplexképzés) pedig nagyrészt ismertek voltak. Azsgaltam, hogy a kivalasztott
fehérjék — melyek egyuttal betegségekre jell@matencialis biomarkerek is — dusulasa
az Analitkonyvtar frakcidiban 6sszhangban van-era €émlitett sajatossagokkal.

A fibrinogén eloszlasa megfelelt a vartaknak. A fehérje kicatphaz &ltalam
alkalmazottnal alacsonyabb koncentracidju (22,5fbnanium-szulfattal is (Frisbie és
mtsai, 1975), igy a 35%-0s ammoénium-szulfat-prégipmbdl eredeztethiet
frakciokban dusult. Molekulattmege 340 kDa, jeledtléemiatt a legnagyobb
mérettartomanyban (G1) tudtam detektalni. A 35%k&ioncserével kapott frakcidokon
kivil mas frakciékban nem lehetett kimutatni, idgkamulacidja kozel egyedinek volt
mondhato.

A D vitaminkot fehérje kbzel egyedi (néhany frakcidban tapasztalhatd)uldss
mutatott tébb, a molekulatomegének (52-59 kDa) mleif (G3, G4) frakcidban.
Kbdzismert aktinkotése (Huang és mtsai, 2010) miattulhatott ed a komplex
méretének megfelélkdzepes (G2) mérettartomanyban. Egy nemrégibérfetégdezés
szerint kobdése lehetséges lipoproteinekkel — kilonésen a amagglacsony
denzitasuakkal (VLDL,very-low-density lipoprotein —, igy akkumulalodhatott a
legmagasabb molekulatomedG1) frakciokban is (Speeckaert és mtsai, 2010). A
humén populaciokban a D vitaminkdehérjének harom elterjedt polimorfizmusa van,
melyeket a DBP gén harom kodominans alléljének egyike kédolja. hArom
leggyakoribb allélen tal tovabbi 124 allélvarianstelzik, ezaltal a DBP az ismert
legnagyobb mértékben polimorf lokusz (White és @oR000). Az izoformak
kilonbd®d fizikai és biokémiai tulajdonsagokkal rendelkezniedt beleértve

hidrofob/hidrofil karaktertket, oldékonységukat, attal a kis6zas koérilményei
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megvaltozhatnak, mely magyarazata lehet akkumyéei@ kilonbog fizikai, kémiai

és biokémiai karaktér Analitkbnyvtar frakciokban (45, 65 és 75%-0s amimon
szulfat-precipitatumok szeparalasaval kapott frékioan) is megtalalhaté volt.

A haptoglobin nagymértélk szétterjedését az Analitonyvtar végdrakcidiban
magyarazhatja a fehérjére jelleénismert genetikai polimorfizmus. Emberekben a
haptoglobin harom fenotipusa kulénboztetheieg, a legalacsonyabb molekulatoiineg
86 kDa-os Hpl-1, a Hp2-1 heteropolimer (86-300 kBs)a Hp2-2 makromolekularis
komplex (170-900 kDa) (Delanghe és mtsai, 2011hafstoglobin mindemellett nagy
affinitdssal kotdik a hemoglobinhoz, gatolva annak oxidativ akdéisét (Wicher és
Fries, 2006). A harom izoforma kulonkibhidrofil/hidroféb karaktere magyarazhatja
eléfordulasat mind a négy ammonium-szulfat-precipitatielvalasztasaval kapott
frakciokban, elt&y meéretik pedig befolyasolta méretkizarasos kromaf@s
profiljukat. A komplexek a kotésben nem d&evehérjékdl eltérs hidrofil/hidrofob
karaktert is mutathatnak, melynek eredményeképpenKdanyvtar kilonboa
tulajdonsagokkal rendelkézvegs frakcidiban is dasulhatnak, amelyre az altalam
tapasztalt eloszlas is kovetkeztetni enged.

A C9 komplement komponens-specifikus antitestgizett elemzések ravilagitottak
annak lehdiségére, hogy fehérjék a plazma leggyakoribb dsgdetk depletalasara
hasznalt médiumokhoz és/vagy az albuminhozdtidtnek, igy éffordulhat, hogy
jelenlétik a Konyvtar végsfrakcidiban mar nem mutathaté ki. A kilénlbomem-
albumin-tipusu plazmafehérjék affinitasa a Blue Bepse-hoz és ezaltal egyittes
depletalasuk az albuminnal ismert jelenség, medy@2.3.1. pontban targyaltam. A
kezdeti depletalasi |épések soranijttt, a kdnyvtarkészités soran fel nem dolgozott,
-70 °C-on tarolt frakciok vizsgalata moédot adhatvatobi, a biomarkerkutatas
szempontjabol jeleds, de a véds frakciokban nem detektalhaté fehérjék
azonositasara.

Az  alfa-2-makroglobulin-specifikus  antitesttel végrehajtott  atfogd  §rés
eredményeképpen az antigén eloszlasa nagyrésztelelegh karaktere alapjan
valoszirisitettnek. Globularis fehérje lévén varhaté votigy alacsonyabb ammaonium-
szulfat-telitettségnél csapodik ki, és a jelekényomd tobbségében a 35 és 45%-0s
precipitatumok szeparélasaval kapott frakciOkbarpt&a. Az antigén az egyik

legnagyobb mérétplazma-glikoprotein, egy 720 kDa molekulatdrfidgpmotetramer,
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mely négy azonos, 180 kDa-os alegységépul fel (Arnold és mtsai, 2006), igy
akkumuléciéja a nagyobb molekulatoriedehérjéket tartalmazé (méretkizarasos
kromatogréafia: G1) frakciokban szintén megfeleltksérlet ebtt feltételezettnek.
El6fordulasa az alacsonyabb mérettartomanyu frakciokiehet a konyvtarkészités
soran edforduld proteolitikus hasitas eredménye, de nemhatar ki, hogy az
irodalomban még nem ismert jelenséget takar.

A hemopexinfl ismert, hogy egy olyan 57 kDa molekulatortiggikoprotein, mely a
plazmafehérjek kozil az egyik legeebb kotést alakitja ki a hemmel (disszociacios
allandé <10 M) (Morello és mtsai, 2011), ekvimolaris sztdchimival (Aisen és
mtsai, 1974). Egy molekula hem kotésével a kompiedtete nem valtozik jeleds
mértékben, igy valoszin hogy a 45%-G3 (legalacsonyabb miyefrakcidkban
tapasztalt szignalok az ©6nallo6 hemopexin vagy hexioghem-komplex jelenlétére
utaltak. Bizonyos fehérjékben, pl. a matrix-metattiteindzokban (MMP-K) talalhato
egy szekvenciarészlet, a hemopexindomén, melyj&ttigitiggéen kilonboad mértéki
homoldgiat mutathat a hemopexinnel (Piccard és im#7). Nem kizart annak a
lehetisége, hogy a hemopexinspecifikus ellenanyag feliwrez MMP-kben talalhato
homoldg domének epitdpjait, ezaltal reagalt a kiitimd méreti metalloproteinazokkal
(Id. pozitiv jelek a 45%-G1 és 45%-G2 frakcibkbadyyyanakkor nem vethétel az
aggregacio esh&tége sem.

A human szérumalbumirkbzismert tulajdonsaga, hogy a plazmaban fehénjéke
(Lowenthal és mtsai, 2005) kivil szamos, kulérdbdzpusd molekulahoz, pl.
zsirsavakhoz, szteroid hormonokhoz, vitaminokhanjnasavakhoz vagy bizonyos
metabolitokhoz kdatdik (Curry, 2002). A HSA nagyfoku szétterllésénel frakciok
28%-aban tapasztaltam pozitiv jelet az albumingigesi antitesstel végzett dot blot
vizsgalat utan — egy lehetséges magyarazata, hetgRaa Konyvtar frakcidiban a fent
emlitett molekulakhoz koétve volt jelen. A keletkézkomplexek mind méretiikben,
mind pedig fizikai, kémiai, biokémiai tulajdonsakjaan kulonbdztek az albumintol. A
megvaltozott jellegek kdvetkeztében megvaltozdihéhsuk a Blue Sepharose-hoz, igy
nem kotdtek az alléfazishoz, aminek kapcsan a hagyomanyadszer segitségével

nem depletalodtak.
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6.4. Az Analitkdnyvtar felhasznaldsa monoklondlis atitest-proteomikai alapu
antigénazonositasra

Az Analitkonyvtar karakterizalasanak eredményei¢l@lve a Konyvtarat alkalmasnak
talaltam monoklonalis antitest-proteomikai alapdiggnazonositasra. Elsépésként
egy tobbszakaszos atfogd dot bldtest alkalmaztam olyan antitestekkel, melyeknek
antigénjei akkor még ismeretlenek voltak, majd zsgalatok utan kivalasztottam az
ellenanyagokkal és intenzitdsu jelet ado frakciokat, melyekben aziganek
azonositasat az immunprecipitacio —Western blotegfapektrometria munkafolyamat
eredményezte. A bemutatott Bsi0051-es (D vitamihkéehérje) és Bsi0144-es
antitesthez tartozé antigén (alfa-1-antikimotripyzazonositdsa két olyan reprezentativ
kisérletsor volt, mely bizonyitotta az antigénazités soran alkalmazott Iépések
megfeleb logikai sorrendjét és egymasra épulését. A Bsiagbantitest antigénjének
esetében a nagyon magas, 44%-0s szekvenciaazomegdgzo eredményt jelentett

a fehérje azonossagat itlen. A Bsi0l44-es ellenanyag meghatarozasa soran az
immunprecipitacié eluatumanak alfa-1-antikimotrijpsgpecifikus antitesstel tortén
Western blot validalasan tul a detektalt fehérjdakualatomege megfelelt az1-ACT-
ének, mely erték a glikozilaci6 meérté&ketfliggéen 55 és 68 kDa kodzott valtozhat
(Zhang és Janciauskiene, 2002). A kisérletsoromagbeizsgalt ellenanyagok kozil 8

antigént sikerilt azonositani.

6.5. A vizsgalatok tapasztalatainak 6sszegzése

Kisérleteim eredményei azt mutatték, hogy a kidotgomodszer megfelelt a ki6tt
célnak, alkalmasnak bizonyult = monoklondlis anti@mstteomikai  alapu
antigénazonositasraA tobblépéses plazmafrakcionalass@hnalitkdnyvtar-készités)
elértem, hogy a plazmanal joval kisebb komplexit&slloen nagyszamu frakcié alljon
rendelkezésemre a tovabbi vizsgalatokioKonyvtar atfogd dot blotgresegyorsnak,
egyszefinek és nagy ateregkepessének bizonyult. Kisérleteim soran
bebizonyitottam, hogy a plazmafehérjék fizikai, ka&imbiokémiai tulajdonsagaiknak
megfeleben oszlottak el az Analitkbnyvtar frakcidiban, melgz elvalasztas
eredményességére adott tovabbi bizonyitékot, ésbeegyaz antigénazonositasi
folyamatra valé alkalmassagat is meg lehetett allapbeble. A monoklonalis antitest-

proteomikai alapu antigénazonositi@yamata sikeres volt abban a tekintetben isyhog
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a vizsgalt antitestek kodzel felének esetében sikarlantigént azonositani, ami biztato
a teljes munkafolyamat ilyen terjévobeni felhasznalhatésagara nézve a biomarker- és

egyeb kutatasok soran.
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7. OSSZEFOGLALAS

Az emberi vérplazma rendkivil széles koncentradidt@anyban (12 nagysagrend)
tartalmaz kulonb@z biolégiai funkcioju fehérjéket. Nagyfokl Osszetétie folytan a
koézepes vagy kis mennyiségben megtalalhato plazrégék jellemzése és azonositasa
nehéz, hosszadalmas, és nagy mintamennyiségekstelg®d monoklondlis antitest-
proteomika egy olyan proteomikai eljaras, mely k&rpbiologiai mintak ellen
termeltetett nagyszdmu olyan monoklonalis antitealiealmaz profilirozasra, melyek
antigénjei ismeretlenek. Az antigének azonositdsdiodyamata: bioldgiai mintak
reagaltatasa ellenanyagokkal, immunprecipitacio SHAGE elemzés, Western blot
validalas és témegspektrometrias analizis.

Munkdm célja egy olyan tobb sz&z frakciot tartalinaknalitkonyvtar eballitdsa,
jellemezése és monoklonalis antitest-proteomikap@l antigénazonositasra valo
alkalmazasa volt, mely a plazmafehérjéket natixpéilban tartalmazza. &zor 500 ml
normal (egybe gjjtétt) human plazmat albumin- és immunglobulin-nesitettem,
majd ndveké koncentraciéju ammoénium-szulfatos kicsapasséfratcionaltam. A
precipitdtumokat gélszessel, kation- és anioncserével, tovabba hidrafdérakcios
kromatografiaval frakcionaltam tovabb. Az Analitkdtar jellemzése soran dot blot és
Western blot médszerrel kdvettem a D vitamidkigthérje szeparacids és dusulasi Gtjat
a frakcionalas kulonb@z szintjein, majd ismert antigén specificitasu mdooklis
antitestekkel vizsgaltam 7 olyan fehérje eloszl@as&onyvtarban, melyeket a plazma
kelloen nagy mennyiségben tartalmaz ahhoz, hogy glol&lbszlas vizsgalatara
alkalmasak legyenek, emellett betegségekre jelemmarkerek is. Az ismeretlen
antigénspecificitasi monoklonalis antitestekheztorlr antigének azonositasa a
monoklonalis antitest-proteomika munkamaodszeré&wtéit.

Munkam soran éBllitottam egy 783 frakciobol allé Analitkbnyvtaramely a fehérjéket
nativ allapotban tartalmazta. Az egyes frakcioklgati fehérjék szama a néhany -t
akar nehany 100-ig is terjedhetett. A karakterizdbzonyitotta, hogy a Konyvtar
alkalmazhat6 monoklonalis antitest-proteomikai @alapantigénazonositasra. A
monoklonalis antitest-proteomikai alapu antigénasitdas soran 8 ellenanyaghoz
tartoz6 antigént sikertlt azonositani.

A kapott eredmények alapjan az Analitkbnyvtar dsdalgozott modszer alkalmasnak
bizonyult monoklonalis antitest-proteomikai alamiigénazonositasra. A tapasztalatok
biztatoak a teljes munkafolyamat fiheni felhasznalhatosagara nézve a biomarker- és
egyeb, fehérjeazonositast célz6 kutatasok soran.
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8. SUMMARY

Human plasma contains a wide concentration rangeodéins (12 orders of magnitude)
with diverse biological functions. Due to its higbmplexity, the characterization and
identification of medium or low abundant proteirfsen represent a difficult and time-
consuming task and require a large amount of sariM@eaoclonal antibody proteomics
uses a large number of monoclonal antibodies ohawk antigen specificity raised
against complex biological samples. The antigemtiieation process includes the
reaction of biological samples with antibodies, iomaprecipitation, SDS-PAGE
analysis, Western blot validation and mass spedatooidentification.

The aim of this work was to generate and charase Analyte Library that contained
hundreds of fractions of native plasma proteing] &m use the Library for antigen
identification in conjunction with mAb proteomicsFirst the albumin and
immunoglobulins were depleted from 500 mL normainan plasma followed by pre-
fractionation by ammonium sulphate precipitatioepst Each precipitate was then
further fractionated by size exclusion chromatopsadollowed by cation and anion
exchange chromatography and hydrophobic interacticdmomatography. To
demonstrate the characterization process of théyfenhibrary, the separation route of
vitamin D-binding protein was followed in all majyactionation levels by dot blot and
Western blot. Comprehensive screening of the Ljbraith seven mAbs of known
abundant antigens of biomarker potential was alad pf the study to reveal the
distribution of these proteins. The identificatioihantigens corresponding to the mAb-s
was conducted by the workflow of monoclonal antippdoteomics.

A 783-fraction containing Analyte Library comprigirof native protein fractions was
generated. The individual fractions contained s@ter 100 proteins. As a result of the
characterization, the Library was considered adiegipe for monoclonal antibody
proteomics-based antigen identification; and thiggans corresponding to eight mAbs
have been successfully identified.

My studies demonstrated that the Analyte Libraryl dhe developed method was
applicable for monoclonal antibody proteomics-basattigen identification, and
suggests the potential of the developed workflowiomarker and protein identification

research.
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9. UJ EREDMENYEK, MEGALLAPITASOK ES AZOK JELENT OSEGE

1. Munkam soran a human plazmaproteom tébblépésesdraitasaval 500 ml human
plazmabol eléllitottam egy atfogd, 783 frakcidbdl allé Analitkgvtarat. A
Konyvtar frakcidi egymastol osszetételiikben azlatkaott specifikus depletélasi és
a fehérjék kilonbdk fizikai, kémiai, biokémiai sajatossagain alapuiéskpasi és
kromatografias elvalasztasi modszereknek medketel—- az egymashoz kozeli
frakciok kozti kisebb-nagyobb atfedések mellett édokboznek. Az elvalasztasi
eljarasok korilményeinek gondos megvalasztasavétharjek nativ allapotanak
megtartasara torekedtem.

2. Az Analitkonyvtar karakterizdlasaval megallapitottaés bizonyitottam annak
alkalmazhatésagat monoklonalis antitest-proteonmakdigénazonositas céljara. A D
vitaminko6t fehérje dasulasi utjat végig kdvettem a frakciasdtiilonboé szintjein,
és azt talaltam, hogy a frakciondlassrehaladtaval a frakcibk komplexitasa
fokozatosan csokkent, és voltak olyan @dakciok, melyekben a fehérje kozel
kizarolagosan dusult. A Konyvtar atfogd, ismert zptafehérjékre specifikus
monoklonalis antitestekkel valo BEsével nagyrészt az egyes antigének ismert
fizikai, kémiai és biokémiai tulajdonsagaik alapjért vagy irodalmi adatok alapjan
megmagyarazhato eloszlasat mutattam ki.

3. Az Analitkbnyvtar frakcidit eredményesen hasznaltéeh monoklonalis antitest-
proteomikai alapu antigénazonositasra. A dot Métstern blot, immunprecipitacio,
tomegspektrometria munkafolyamatat alkalmazva 8 oklomalis ellenanyag

esetében sikerllt az antitesthez tartoz6 antigéamasitani.
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