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1. BEVEZETES

A biomarkerkutatasok soran a vérplazma proteomjanvidsgalata kilonds
jelentséggel bir. A plazma a teljes vértérfogat kb. 53%e&zi ki, és széles
koncentraciotartomanyban tartalmaz kulorbokioldgiai funkciéju fehérjéket.
Nagyfokl Osszetettsége folytdn a plazmaban kozepgy kis mennyiségben
megtalalhatd fehérjék jellemzése és azonositaskrajyanehéz és hosszadalmas.
Minél kisebb egy fehérje koncentracioja a plazmabelemzése annal nagyobb
térfogatd  mintat kivan. Mindemellett vizsgalatahomunka- és idigényes
mintaebkészités szikséges, niiel az egyes fehérjék kulonféle bioanalitikai
modszerekkel tortén megfeled tisztithsahoz hozza lehet latni, melyek azonban
esetenként megvéltoztathatjak a fehériék nativpdtid. Az extrém széles
koncentraciétartomany okozta nehézségek mellett daznmkutatasok/
biomarkerkutatdsok feladata még a fehérje-izoformagoszt-transzlacios
modositasok azonositdsa is, melyek szerkezetilegmérii, de a fehérje
funkciojaban jelerits valtozasokat eredményezhetnek.

A plazmaproteom kutataséat célz6 vizsgalatok legmatian tdmegspektrometriat
hasznédlnak a biomarkerként szoba j6hdehériék azonositasara. Ezek a
technoldgiak azonban érzékenységi, reprodukalhgitoss atereséképességi
korlataik miatt nem minden esetben alkalmasak jestgdroteom profilirozasahoz
szilkséges koncentraciétartomany atfogasara.

A monoklonalis antitest-proteomika olyan specifikeflenanyagokat hasznal,
melyek a legalacsonyabb koncentraciétartomanybéelissnerik a legtdébb fehérjét.
A nagyszamu é8llitott antitest a plazmaproteom atfogdirgsét teszi lehéve, és
alkalmas lehet a fehérjék kulénBoxariansainak (izoformak, poszttranszlacids
modositasok, stb.) detektalasara, melyet a fehétfenegspektrometrias
meghatarozasa kovethet.

Doktori értekezésemben egy olyan mddszer kifejfess#tl szamolok be, mely a
mintaebkészitési fazis soran a fehérjék nativ allapotamaiprzésére térekszik,
majd a monoklonalis antitest-proteomika—tdmegspekétria munkafolyamatéat

hasznalja fehérjék azonositasara.



2. CELKIT UZESEK

1. Specifikus depletalasi, kicsapasi és kromatdggaiechnikakkal ékllitani egy
atfog0, tdébb szaz frakciot tartalmazé Analitkényata melynek frakcioi néhany 10
vagy 100 nativ fehérjét tartalmazhatnak oly moédwuyy ellensllyozzak azt a tébb
nagysagrendbeli koncentraciokilonbséget, mely aékikdzepes koncentracioban
1évé plazmafehérjék izolalasat és azonositasat megiieh@élom volt egy olyan
nagysagd human plazma proteomkodnyvtar I|étrehozasely potencialis
betegségmarkerek tarhazat jelentheti, ésskelennyisé analitot szolgaltathat a
plazmaban kozepes és alacsony koncentracioban Ialbgta fehérjék és
izotipusaik immunszeparéacioval egybekotodtt folyddéknatografias-tomeg-
spektrometrids azonositasahoz.

2. Az Analitkdnyvtar karakterizalasa és alkalmasbaganak megallapitasa
monoklonalis antitest-proteomikai alapu antigénaattas céljara. A D vitaminkét
fehérje szeparacios Utjanak a frakciondlas kiléhiséantjein végig kovetésével arra
kerestem a valaszt, hogy a kezdeti elvalasztasiskp utan kapott dsszetettebb
frakciokhoz képest medfigyeliiee a fehérje dasulasa, lathato-e esetleg egyedi
akkumulacio a kesbbi, kevésbé komplex frakciokban. A Kdnyvtar atfagmrését
olyan monoklonalis ellenanyagokkal végeztem, meljy@kert plazmafehérjékre
specifikusak, és azt vizsgaltam, hogy a fehérjélszfsa a frakciokban megfelel-e
az ismert fizikai, kémiai és biokémiai tulajdonsikgalapjan vartnak, és a mérési
eredmények 6sszeegyeztetthet szakirodalmi adatokkal.

3. A Konyvtar frakcidinak felhasznalasa monoklosdintitest-proteomikai alapu
antigénazonositasra egy komplex, a human plazneproteljes profilirozasara

kifejlesztett ellenanyagkényvtarbdl szarmazé moanélis antitestek segitségével.



3. ANYAGOK ES MODSZEREK

3.1. Az Analitkdnyvtar eléallitasa

Az Analitkdnyvtar készitéséhez az Innovative Redearevi cégtjl vasarolt, 18 és
65 év kozotti életkorl egészséges donoroktdl levéthsl készult, az Egyesiilt
Allamok élelmiszer- és gydgyszereltens hatésédga, a US Food and Drug
Administration (FDA) szabalyai szerint egybeig§tt, viruselledrzott, 500 ml
térfogatu plazmat hasznaltam.

A konyvtarkészités eals lépéseként a legnagyobb mennyiségben § lév
plazmakomponenst, a human szérumalbumint depletal2lue Sepharose
affinitAskromatografiaval Az 500 ml normal human plazmat 20 egyer5 ml-es
részletben dolgoztam fel, és az atfolyd frakcidt@tabbi frakcionalas céljabol
Osszeggijtéttem.

Az oszlopra kdaidott albumint (a hozza asszocialodott és az i@z kotdo
tovabbi fehérjékkel egyitt) 1 M kalium-kloriddaludltam, és a futdsok kdzott az
oszlopot 8 M guanidin-hidrokloriddal regeneraltaAz albumindepletalasi lépés
soran kapott frakciokat (atfolyd, elualt albumiegeneralasi) SDS-poliakrilamid-
gélelektroforézissel (SDS-PAGE) elemeztem, és €701 taroltam.

Az immunglobulinokatiofil interakcids kromatografiavatontam ki a plazmabdl. A
20 Blue Sepharose-kromatografias lépés utan kapliimindepletalt atfolyd
frakciohoz Pierce Thiophilic Adsorbent gyongydtszdard kalium-szulfatot adtam
(végkoncentracio: 0,5 M). Egy éjszakan at tartdC4kon végzett kevertetés utan az
elegyet preparativ gravitaciés lvegoszlopba t@idftaz atfolyd és az élskét
mosasi (0,5 M kalium-szulfattal) frakciot felfogtadz immunglobulinokat 50 mM
natrium-foszfattal (pH 8,0) elualtam, majd az opaib8 M guanidin-hidrokloriddal
regeneraltam. A depletalasi lépésben kapott fr&ktio (atfolyd, mosas,
immunglobulinok) SDS-PAGE-vel vizsgaltam, és tovidtathasznalasig -70 °C-on
taroltam.

Az albumin- és immunglobulin-depletalt plazmat 1Dakpdérusméréit Centricon
Plus-70 centrifugdlis koncentratorcsdvekikémeényitettemés a puffert 24 6ras,

4 °C-on végzettdializissel cseréltem 7,4-es pH-j0 PBS-re a kalium-szulfat



eltavolitasa céljabol. A dializalandé mintak kb. 96l-esek voltak (290 ml
plazmaoldat haromfelé osztva), a PBS-oldat pediig2térfogatu.

A koncentrdlt, dializalt plazmat négy Iépéshé&isdzassal 35, 45, 65 és 75%-0s
telitettséd ammonium-szulfattakléfrakcionaltam. Az egyes |épéseket 4 °C-on,
legaldbb 1 6ran at tartd inkubalassal kivitelezténtentrifugalassal dsszeliott
fehérjecsapadékokat 7,4-es pH-ju PBS-ben oldotthn$DS-PAGE-vel elemeztem,
és a kovetkezelvalasztasi Iépésig -70 °C-on taroltam.

A 7,4-es pH-ju PBS-ben oldott precipitatumokaéretkizarasos kromatografiaval
(gélsziréssel)frakcionaltam tovabb, Sephacryl S-200 alléfazimmhazasaval. 1 ml
térfogatt frakciokat gijtottem, melyeket SDS-PAGE-vel analizaltam, majd a
hasonlo elektroforetikus mintazati frakcidkat edgtem, és a kovetkéz
feldolgozasi Iépésig -70 "C-on taroltam.

A kationcserés kromatografieeldtt az Osszes egyesitett gdismssel kapott
frakciokon puffercserét hajtottam végre, a PBS8-é&5 pH-j0 50 mM foszfat-
pufferre cseréltem Amicon Ultra centrifugdlis Gg&k alkalmazasaval. Az
elvalasztashoz HiTrap HP SP oszlopokat hasznaltAm. atfolyd frakcidkat
felfogtam, a kationcser&lgélre kobdott fehérjéket pedig 0-t6l 0,5 M-ig lineérisan
novekw koncentracioju, 5,5-es pH-ju 50 mM foszfatpufferbeldott kalium-
kloriddal elualtam, és az oszlopra juttatott mintékérjetartalmanak fiiggvényében
0,5 (10 mg fehérjemennyiség alatt) vagy 1 ml-esni0fehérjemennyiség folott)
frakciokat gyijtottem, melyek 6sszetételét SDS-PAGE-vel anatmaltés -70 "C-on
taroltam.

Az anioncserés kromatografigdvalasztas étt a kationcsere soran @jyott atfolyo
frakciok pufferét 20 mM, 8,5-es pH-ji TRIS-HCl-resecéltem Amicon Ultra
centrifugalis sfirék alkalmazasaval. Az elvalasztashoz HiTrap HP Qopskat
hasznaltam. Az anioncseféll6fazisra kaidott fehérjéket 0-t6l 0,5 M-ig linearisan
novekw koncentraciéjui 20 mM, 8,5-es pH-ju TRIS-HCI-bendait kalium-
kloriddal eludltam, és az oszlopra vitt mintak figstartalmatol fiiggen 0,5 (10 mg
fehérjemennyiség alatt) vagy 1 ml-es (10 mg felnégjenyiség folott) frakciokat
gytijtottem, melyeket SDS-PAGE-vel elemeztem, és -70iGaroltam.



A 20 legtdbményebb (>8,0 mg/ml) ioncserés elvalaszéran gfjtott frakciot
hidroféb interakciés kromatografiavalfrakcionaltam tovabb, HiTrap Phenyl
Sepharose HP oszlopok hasznalataval. A 45%-0s ammészulfatos kis6zas utan
kapott fehérjék tovabbi frakcionalasa soran nyexdiok esetében minta- és eluald
pufferként 7,1-es pH-ji, 20 mM TRIS-HCI pufferbefdait 1 M, mig a 65 és
75%-0s soval kicsapott fehérjéket tartalmazoknates pH-ju, 20 mM TRIS-HCI-
ben oldott 2 M amménium-szulfatot hasznaltam. Azlama ké6dott fehérjék
eludlasat 100%-t6l 0%-ig linearisan csdk&kenammonium-szulfatgradiens
alkalmazasaval végeztem, 1 ml-es frakciokatjtggtem, melyeket SDS-PAGE-vel
vizsgéaltam, és -70 °C-on tartottam.

3.2. A frakciok kodolasa

A frakciok referenciakddja a kovetkidadl tevédik dssze: ammdénium-szulfat-
koncentréacio (35, 45, 65 vagy 75), az 0sszedrgétsdiréssel kapott frakcié szama
(G1-8l G4-ig), kation- (C), anioncserés (A) vagy hidrioeféinterakcios
kromatografiaval éallitott frakcido (H). CF jelenti a kationcserés kratografia
atfolyd frakcidjat ¢ation exchange chromatography flowthrough C, CF, A vagy
H utén all6 szamok a frakcionak a frakciosiseh elfoglalt helyét mutatjak. A fent
részletezett elveket figyelembe véve pl. a 65%-@3-M9 referenciakdd a 65%-0s
ammoénium-szulfattal kicsapott, a 2. méretkizarada®mmatografias frakcid
anioncserés elvalasztasa soran kapott 19. frakcidrofib interakcios
kromatografiaval szeparalt, a frakcios@éies szamu mintahelyéngiptt frakciot
jelenti.

3.3. Az Analitkdnyvtar karakterizalasa: dot blot ésWestern blot

A vizsgalandé frakcié koncentraciojatol fitgm 1 vagy 3 ug fehérjét juttattam a 96
minta befogadaséara alkalmas DHM-@6t blokésziilék kor alaki mintafelviv
nyilasaiba, és XF54 230 50 vakuumpumpa Aaltdlalétott 10 kPa szivoét
alkalmazva Protran BA 85 nitrocelluléz-membranraotioitam. A membrant
megszaritottam, 0,5% polivinil-pirrolidont és 0,05Peen 20-at tartalmazé 7,4-es

pH-ju PBS-oldatba (blokkolé puffer) helyeztem, 3@rg@g blokkoltam, majd



elssdleges monoklonalis antitesttel 1 6ran &t inkulbdlt®h membrant 5-szér 1
percig mostam vizzel, ugyanennyi ideig blokkolé feutl, végil PBS-T (0,05%
Tween 20 PBS-ben oldva) mosoéoldattal. Masodlagtsnahyagként blokkold
pufferben 8000-szeresre higitott, tormaperoxidagad&P) konjugalt kecske anti-
egér IgG-t hasznéltam, és a membrant 1 6ran kéteszattam. Ezt kdvéen a
membrant 5-szér 1 percig mostam PBS-T-vel. A bldd¢rce ECL Western
Blotting Substrate-tel hivtam &l majd Gel Logic 2200 PRO géldokumentéacios
rendszerrel fényképeztem le. A reakcio pozitiv kolijaként 0,05 pg etaleges
antitestet, negativ kontrollként 3 ul blokkolé marff hasznaltam. A szignal-
intenzitasokat 0,5 és 5 kozotti skalan értékelt@rb:es értékkel jellemeztem azt a
frakciot, melynek jelgissége épphogy megkulonboztetheblt a hattédl, mig
5-0ssel azt a frakci6t, melynek szignalintenzitésapozitiv kontrollal volt
0sszemérhét (azonos vagy nagyobb). A 3-nal nagyobBseéd jelet produkald
frakciokat tartottam tovabbi vizsgalatok szempdrdjaalkalmasnak, mig a 3 vagy
annal alacsonyabb szigndlintenzitasiakat annakésbe nem hasznaltam, hogy
jelerdsségiik alapjan megkulonboztetiet voltak a hattést, feltételezve, hogy
nem tartalmaznak kéllmennyiség fehérjét.

Western blot vizsgalatoksetén frakcionként 2 pg fehérjét valasztottans@E-
PAGE-vel, majd a fehérjéket Protran BA 85 nitroglélz-membranra transzferaltam
Mini Trans-Blot Cell blottold készilékkel. A memiotda dot blotndl is hasznélt
Osszetétdl blokkold pufferben 1 6ran &t blokkoltam, majd eggzakan at 4 °C-on
inkubaltam 5000-szeresre higitottéeleges monoklonalis antitesttel. A dot blotnal
részletezett médon mostam a membrant, majd 1 adEgttam 5000-szeresre
higitott HRP-konjugalt kecske anti-egér 1IgG masgd&aellenanyagot tartalmazoé
blokkol6 pufferben. A membrant PBS-T-ben mostarb]aiot Pierce ECL Western
Blotting Substrate segitségével hivtad, és Gel Logic 2200 PRO dokumentaciés
rendszerrel fényképeztem le. A membrant 10% ecatstartalmazé 0,05%-0s
amidofekete-oldattal festettem, 2-szer 10 percigtarma 5%-0s ecetsavval, majd
UVIPro Gold géldokumentéacios rendszer segitségé@aaditettem réla képet.



3.4. Immunprecipitacid, az eluatumok SDS-PAGE- és Wétern blot analizise

Az Analitkdnyvtar létrehozasa és vizsgalata somoras munkakapcsolatban alltam
a Debreceni Egyetem teriiletén telephellyel rendéli@ioSystems International
Kft. (BSI) biotechnoldgiai kisvallalattal, mely cégndelkezik egy sajat fejlesziés
biomarkerkutatasi és -validalasi technoldgiai patfmal, mellyel eléként volt
képes nagy tagszamu monoklonalis ellenanyagkorgkitalétrehozasara és
sZirésére. Munkdm soran ezen monoklondlis antitestékulk hasznaltam a
megfeleben kivalasztottakat a dot blot- és Western blogéikétekhez. Az Invitrogen
Dynabeads Protein G kitjével végzett immunprecgits kisérletek, az SDS-
PAGE- és Western blot-elemzések is a cég munkataksekozrenikodésével
torténtek.

A dot blot modszerrel tortént @2sek soran hasznalt, az ismeretlen antigénnel
pozitiv reakciot mutatdé antitesteket protein G-viéészekapcsolt Dynabeads
gyongyokkel kevertiik 6ssze, majd az antitestet lemgzn kotottik a gyongydkhoz.
Immunprecipitacio céljabdl a gyongyoket Osszekdikeraz altalam kivalasztott,
ismeretlen antigént tartalmazo frakcioval. A gyodkgt mostuk, majd az antigént
eludltuk. Az eluadtumban lévfehérjéket SDS-PAGE-vel valasztottuk el, a géleket

Coomassie Blue-val festettik.

3.5. Az antigének meghatarozasa tdémegspektrometrialv

Az antigének meghatarozasa kétféle témegspektr@metnodszerrel tértént. Az
SDS-PAGE gélbl kivagott fragmentek tripszines emésztése utaM@zanalizist az

MTA Szegedi Bioldgiai Kodzpont Proteomikai SzolgéitalLaboratériumaban
végezték Thermo LCQ Fleet haromdimenziés ioncsagdd&apcsolt Eldex
nanoHPLC-rendszerrel. A specifikus immunprecipiigial kapott fehérjék oldatban
tortérd tripszines emésztése utani MS-vizsgalatot az MTAmKI Kutato-

intézetének Szerkezeti Kémiai Intézetében (Budapegtelezték Q-TOF Premier
tomegspektrométerrel, melyehanoflowUHPLC-rendszerhez kapcsoltak.



3.6. A kisérletek soran felhasznalt oldatok dsszétde

SDS-PAGE futtatépuffe25 mM TRIS, 192 mM glicin, 0,1% SDS, pH 8,6
SDS-PAGE gélfeépldat: 0,2% Brilliant Blue R, 7,5% ecetsav, 50% etanol
SDS-PAGE 1. festékmentégitdat: 10% ecetsav, 20% etanol

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

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

Albumindepletalas, elualé puffet:M KCI PBS-ben oldva

Albumin- és immunglobulin-depletalas, regeneraléiggu8 M guanidin-hidroklorid
Immunglobulin-depletalas, kéuffer: 0,5 M kalium-szulfat
Immunglobulin-depletalas, elualé puff&® mM natrium-foszfat, pH 8,0
Ammaénium-szulfaB5%, 45%, 65% és 75%-os telitettség

Kationcserés kromatografia, mintapuff&0 mM foszfatpuffer, pH 5,5
Kationcserés kromatogréfia, eltcids puffér0,5 M KCI 50 mM foszfatpufferben
(pH 5,5) oldva

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

Anioncserés kromatogréfia, eltciés puffer0,5 M KCI 20 mM TRIS-HCI-ben (pH
8,5) oldva

Hidrofob interakciés kromatografia, minta- és eldguffer:1 és 2 M ammaénium-
szulfat 20 mM TRIS-HCI-ben (pH 7,1) oldva

Dot blot, Western blot, blokkold puffed;5% polivinil-pirrolidont és 0,05% Tween
20-at tartalmazo6 7,4-es pH-ju PBS

Dot blot, Western blot, mosopuffér,05% Tween 20 7,4-es pH-ju PBS-ben oldva
Western blot, blottol6 puffe25 mM TRIS, 192 mM glicin, 20% metanol
Amidofekete fegbldat: 0,05% amidofekete, 10% ecetsav
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4. EREDMENYEK

4.1. Az Analitkdnyvtar eléallitasa

Az Analitkdnyvtarat tobblépéses plazmafrakciondl&djarassal hoztam létre,
melynek soran specifikus depletélasi, fehérjekiésap és kromatogréafias
modszereket alkalmaztam.

Els3 l1épéskéna human szérumalbumint depletalté&df@0 ml emberi vérplazmabal,
Blue Sepharose-affinitdskromatografidval. Az elsatas soran 3 frakciot kaptam:
(1) az albumindepletélt atfolyét, (2) az 1 M KClkadualt albumin- és a (3) 8 M
guanidin-hidrokloriddal végzett oszlopregeneratagdiojat. A frakciok dsszetételét
SDS-poliakrilamid-gélelektroforézissel elemeztens, @zt tapasztaltam, hogy a
depletalas eredményeképpen az atfolyd frakcidbaallmzmintartalom jeleddsen
lecsdkkent. Az eludlt albuminfrakciéban a depletdittumin tulnyomo tébbsége és
az albumintdl eltér molekulatomeq fehérjék voltak. Az oszlop regeneralasaval
kapott frakcioban a guanidin-hidrokloriddal az egzbl eltavolitott fehérjék kdzott
taldltam még albumint a tébbi, KCI-dal nem elualbdehérje mellett.

Masodik |épésben az immunglobulinokat depletaltamtiofil interakciés
affinitAskromatografiaval. A depletalassal kb. 3Jjéer térfogati albumin- és
immunglobulin-depletalt atfolyé frakciét kaptam. Aadszorbens gydngydkhdz
koétedott immunglobulinokat is eluéltam, dsszépgttem és taroltam. Az elvalasztas
utdn az atfolyd frakcibban az immunglobulinok mesage szignifikansan
csokkent, és az elualt immunglobulin-frakcidbart detektalhaté.

Az albumin- és immunglobulin-depletalt plazmaoldatentrifugalis modszerrel
koncentraltamezt koveben dializaltama K,SO, eltavolitasa végett. A koncentralas
és dializis eredményeképpen a depletalt plazmatddagata 335 ml-re csdkkent.
Az albumin- és immunglobulin-depletalt plazmat 35, 65 és 75%-0s telitettség
ammonium-szulfattal kis6zva debkciondltam Az alacsonyabb telitettsigg
ammonium szulfatos kicsapassal (35, 45%) a tdbbsigéhidroféb/kevéshé
vizoldhat6 fehérjék csapodtak ki, mig a magasalitettségi szinteknél (65, 75%) a

kevésbé hidrofob, ezaltal vizben jobban old6do riéké A 75%-0s kis6zas utan
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kapott fellilisz6 nem tartalmazott kimutathaté mésdni fehérjét, igy ezt az
oldatot a tovabbiakban nem vizsgaltam.

A 4, fehérjét tartalmazo6 frakcidmhéretkizarasos kromatografiaval (gélszssel)
szeparaltam tovabb, és a frakciokat a hasonlé SBGEPOsszetétel alapjan —
azonos mérettartomanybadetehérjesavok szama és az azonos riéfehérjék
mennyisége — egyesitettem. A Konyvtarkészités daersaban 14 frakcioval
rendelkeztem: 3—-3 szarmazott a 35 és 45%-o0s, ndigasb5 és 75%-0s ammaonium-
szulfat-precipitatumokbdl.

A 14 frakciot kationcserés kromatografiavarakcionaltam tovabb. Az atfolyd
frakcidkat 6sszedjjtottem, az oszlopra kodott fehérjéket pedig linearisan névékv
kalium-klorid-gradienssel elualtam. A kationcsererém 322 frakciot kaptam,
melyek mar végleges Analitkdnyvtar frakciok voltak.

A Kkationcserés elvalasztasok sorantjgitt 14 atfolyéd frakciét anioncserés
kromatogréafiavalszeparaltam tovabb. Az oszlopraddiitt fehérjéket ez esetben is
linearisan ndveky KCl-gradienssel eludltam, és 316 w&dsakciot gyijtottem. Az
anioncserés kromatogramokon tdbb cslcsot lattamt, kationcserések esetén, és a
frakciok SDS-PAGE-elemzése a kationcseréseknél lempb frakciokra engedett
kovetkeztetni, kisebb mértékatfedésekkel a szomszédos frakciok kozott. Az
atfoly6 frakciok nem tartalmaztak kimutathaté meisagi fehérjét.

A 20 legtéményebb (>8,0 mg/ml) ioncserével — mintbacserés — kapott frakciot
hidrofob interakciés kromatografidvadzeparaltam tovabb. Az oszlopra ddittt
fehérjéket linearisan csokkémammonium-szulfat-gradiens alkalmazasaval elualtam,
és 145 végs frakcidt kaptam, igy alakult ki a 783 veégdrakciot tartalmazé
Analitkdnyvtar. Az SDS-PAGE elemzés alapjan a nagyonértékben hidrofob
frakciok (45%-0s ammonium-szulfat-telitettség) &eatasa jobb felbontast
eredményezett, mint a kevésbé hidrofébaké (65 &%-d% ammonium-szulfat-
telitettség). Az atfoly6 frakciokban nem lehetetiérjét detektalni.
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4.2. Az Analitkbnyvtar karakterizalasa I.: a D vitaminkoté fehérje szeparacios
Utjanak kdvetése

Az Analitkdnyvtar karakterizalasanak, egyben allkatiratosaga megallapitasanak
egyik vizsgalata a D vitaminkdtfehérje szeparaciés és dusulasi Utjanak kdvetése
volt dot blot és Western blot modszerrel a konykéarités elvalasztasi szintjéib
szelektalt frakciékon. Az SDS-PAGE-elemzések attaghatarozott komplexitasuk
és fehérje-koncentracidjuk alapjan a konyvtarkésziisszes elvalasztasi szintjét
reprezentald 46 frakciot valasztottam ki. KozululaBel$ 3 szintll szarmazott:
albumin- és immunglobulin-depletalt plazma, a 4 @amimam-szulfat-precipitatum és
3 gélsiiréssel nyert frakcid. A tébbi 38 végdrakcio volt, 14 kationcserés, 16
anioncserés és 8 hidrofob interakciés kromatogs&igalasztas soran @iott.

A 46 frakciot nitrocellul6z membranra cseppenteités adot blot reakciohoD
vitaminkdé®s ~ fehérje-specifikus  monoklonalis  antitestet hadamal A
jelintenzitasokat 0,5 és 5,0 kozott értékeltem,r@k&t azok a frakciok kaptak,
melyekben nem lehetett a hatéériagyobb szignalt detektalni.

A 8, kezdeti szintekll szarmazé frakcid koézul 7 adott 1-2-es intenzit@ét, mig a
38 végs frakcio kdzul csak 19-ben mutattam ki a fehérj€,5-0s és 1-es &séd
szignalintenzitdsok —, leginkabb a 45 és 65%-0s @mium-szulfat-precipitdtumok
elvalasztasaval kapottak, mely arra engedett kévzétkni, hogy a kdnyvtarkészités
soran a frakciok Osszetettsége a vartnak megéaiefokozatosan csokkent. A
VDBP legnagyobb mérték disuldsat — 5-0s jelisség — a 65%-G3-A17-H10
hidrofob interakciés kromatografias végsakcioban tapasztaltam.

A fehérje jelenlétének igazolasat a 65%-G3-Al7-Heferenciakdédu frakcidéban
Western blottal végeztem. Elemeztem a 65%-G3-Al17-H10-et és szaioszé
frakciéit  (65%-G3-A17-H8-9, 65%-G3-A17-H11-12), azalbumin- és
immunglobulin-depletalt plazmat, a 65%-0s ammoénaruHat-precipitatumot, a
65%-G3 gélsitréses és a 65%-G3-Al7 anioncserés frakciot. AZasaz antigén
dusulasat mutatta a legkomplexebb frakciotédl (pkzm legkevésbé dsszetettekig
(hidroféb interakcids kromatografiaval nyert védsakciok).
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4.3. Az Analitkdnyvtar karakterizalasa Il.: a Kdnyvtar atfogo sairése

A Konyvtar atfogd, dot blot #sét olyan monoklondlis antitestekkel végeztem,
melyek antigénjei ismertek, hogy tanulmanyozzandsszehasonlitsam kulénkitz
plazmafehérjék szeparacios Utjait. A kivalasztotttiggnek — fibrinogén, D
vitaminké® fehérje, haptoglobin, C9 komplement komponens, a-2if
makroglobulin, hemopexin, human szérumalbumin - kzrpaban nagy
koncentraciéban Iév fehérjék voltak, hogy intenziv jeleket produkafinaz
akkumulacié kovethésége érdekében. Mindemellett fizikai, kémiai éskéiniai
tulajdonsagaik nagyrészt tudottak, igy Ossze tudtasonlitani a kapott és vart
eloszlasi mintazatokat; tovabba betegségspecifitarkerek is.

A 783 frakciobdél a skréshez 638-at — 244 kationcserés, 273 anioncserd®®
hidroféb interakciés kromatogréafiaval kapott — w&mttam ki koncentracio és
komplexitas alapjan. Pozitivnak a 3-nal nagyobbgrsdintenzitast produkald
frakciokat tekintettem.

Az Analitkdnyvtar kivalasztott frakcioit fibrinogénspecifikugllenanyaggal szve
az antigén dusulasat kizarélag a 35%-0s ammoniwifdsprecipitatumbdl
szarmaz6 és a méretkizarasos kromatogréfia soraelsizeluatum (35%-G1,
legnagyobb méréek) elvalasztasaval nyert kationcserés frakciokbpasztaltam.

A D vitaminkdt fehérjeesetében a korabbiakban bemutatott hidroféb intéak
kromatografiaval kapott végs frakciokon kivil kevésbé intenziv szignalokat
figyeltem meg, elésorban a 45%-, 65%- és 75%-0s ammaonium-szulfaigitéwm
anioncserével kapott végfrakciéiban, minden mérettartomanyban.

A haptoglobin a hemopexinés a human szérumalbumimsetében széttefiil
eloszlasokat tapasztaltam, az antigének az Analtkar kilénbo#d karakteti—
hidrofobicitas/hidrofilicitas, méret, alak — frakéial adtak pozitiv jeleket.

Az alfa-2-makroglobulinkiemelked ersséd pozitiv szignalokat a 35 és 45%-0s
ammanium-szulfat-precipitatumok szeparalasaval ttapo legnagyobb
molekulatdmeg fehérjéket tartalmazé frakciékban produkalt, méydsbé diseket

a 45%-G2 és 45%-G3 anioncserés és 45%-G2 hidrofébakciés kromatografias

elvalasztasa soran igjyott frakciokban.
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A C9 komplement komponesgecifikus monoklonalis ellenanyaggal végzett
vizsgalat soran egyik végifnalitkdnyvtar-frakcio esetében sem kaptam értéd@|
pozitiv szignalt. A kisérletet elvégeztem a kdnykédzités kezdeti fazisaiban kapott
frakcidkkal — albumindepletalt plazma, kalium-kidaal eludlt albuminfrakcid, a
Blue Sepharose-oszlop regeneralasaval kapott Gakfihumin- és immunglobulin-
depletalt plazma és a tiofil oszlop (immunglobuliepletalas) els mosasi
frakciéja —, és ennek eredményeképpen az antitést @ozitiv reakciojat (5-6s
intenzitas) tapasztaltam a KCI-os ellcioval kagaittumin és egyéb fehérjék), mig

gyengébbet (3-as &ség) a regeneralasi frakcidval.

4.4. Az Analitkdnyvtar felhasznalasa monoklonalis atitest-proteomikai alapu
antigénazonositasra

A monoklonalis antitest-proteomikai alapl antigénazsitast tébb |épésben
végeztem, melyek a kdvetkide voltak: (1) a fentiekben bemutatott 638 frakcio
atfogd dot blotsirése olyan monoklonalis ellenanyagok keverékévellyaknek
antigénjei ismeretlenek, majd (2) a leggbb pozitiv jeleket mutaté frakciok
reagaltatasa a keverékben talalhaté egyedi ellegaikal, szintén dot blottal.
Osszesen 21 antitestet vizsgaltam 3 keverékretetnga-, 10- és 5-tagt). A 10-tagu
keverék esetén egy kézbéngpést is beiktattam az egyediiszs elé, 3 keverékre
(2x3- és 1x4-tagl) osztottam a 10 antitestet.

A masodik stirés utan a legésebb szignalokat produkalod frakciokat valasztottam
ki antigénazonositasra, koncentraciojuk és oOssgétgtk alapjan. Azonositasra
elokészitésiiket a BioSystems International Kft. mudlsatinak kdzreidkodésével
végeztem. A kivalasztott frakciok Western blot etése soran az ellenanyaggal
reagald fehérje molekulattmegét vizsgaltuk. A fidkc immunprecipitacios
tisztitdsa utan az eluatumot SDS-poliakrilamid-gédeoforézissel elemeztik. Az
immunprecipitalt fehérjéket gé&b kivagas utan vagy oldatban emésztették
tripszinnel és végezték el tomegspektrometrids eaitdsukat. A kisérletek
eredményeképpen 8 monoklonalis antitesthez tarbotiggént sikertlt azonositani.
Bsi0051 — D vitaminkdt fehérje, Bsi0O080 — alfa-1-antitripszin, Bsi0099 —
coruloplazmin, Bsi011l5 — alfa-2-antiplazmin, Bsi@l4 alfa-1-antikimotripszin,
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Bsi0144 - alfa-1-antikimotripszin, Bsi0177 - cOmplaemin, Bsil521 -

transztiretin.
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5. MEGBESZELES

5.1. Az Analitkdnyvtar eléallitasa

Munkam el$ fazisaban éallitottam egy 783 frakciobdl allo Analitkonyvtayanely

a human plazmaproteom atfog6 frakcionalasaval keskibblépéses frakcionalast
alkalmaztam, mely modszer alkalmazasseygiti a plazmaban alacsony és kbdzepes
koncentracioban lévfehérjék dasulasat, ezaltal megkonnyitheti azdasskat. A
Kodnyvtar készitéséhez kilonkibz depletalasi — Blue Sepharose-affinitas-
kromatografia az albumin, tiofil interakciés kromgtafia az immunglobulinok
kivonasahoz -, kicsapasi (ammodnium-szulfatos kispzés kromatografias
modszereket — méretkizarasos, kationcserés, amigr;shidrofob interakcios —
hasznaltam. A szeparalasi lépések a fehérjék tdbkaif kémiai, biokémiai
tulajdonsagan alapultak (oldékonysag, méret, fplEsnak érdekében, hogy a
keletke® végs frakciok minél kilonbddbb karakteiiek legyenek. A kisérleti
kériilményeinek beallitasanal térekedtem émempi a plazmafehérjék nativ allapotat
a monoklonalis antitest-proteomikai alapi antigénasitasi vizsgalatokhoz. A
kilonbo® elvalasztasi 1épések utan kapott frakciok SDS-PA@Eei mutattak
atfedéseket egyes szomszédos frakciok esetébennbaro az azonos
molekulatomegnél detektalt fehérjesavok nem felétl jelenthettek azonos
fehérjéket is. A Coomassie-festésnél érzékenyebliekdddsi modszerek
kimutathatnak kis mennyiségben &fehérjéket is, melyek élordulhatnak akar
kizarolag egy vagy csak néhany frakciéban. A frakélads direhaladtaval a
frakciok komplexitasanak folyamatos csokkenéséteg tudtam figyelni, ahogy azt
elézetesen vartam is. Mindezek alapjan az Analitkéamatttovabbi vizsgalatokhoz
megfelebnek lehetett itélni.

5.2. Az Analitkdnyvtar karakterizalasa
Az Analitkbnyvtar jellemzését és monoklonalis agdttproteomikai alapu
antigénazonositasra val6 alkalmassagénak vizsgéiddaféle modon végeztem. A

D vitaminkot fehérje szeparacios Utjat elemeztem az elvalaskiddnbod
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szintjeiben, 46 frakcidban, dot blottal és Westbhottal, D vitaminkdé fehérje-
specifikus monoklondlis antitesttel. A dot blotgasatok eredményeképpen talaltam
olyan frakciét, melyben az antigén dusulasat tapfiam (65-G3-A17-H10). A
frakcidé, a szomszédos frakcidk és a szeparacidosaloontalalhatd kozbeds
Analitkdnyvtar frakciok Western blot elemzése a iEaminkd® fehérje fokozatos
disulasat mutatta. Ez az eredmény adldds antigénazonositasi vizsgalatok
szempontjabdl biztaté volt, 1évén beigazolta afeleevést, hogy lesznek olyan,
lehet majd tapasztalni, ami specifikusabb, kénnyfdtérjeazonositast tehet majd
lehetbvé, mint komplexebb biolégiai mintdk, pl. a széledinamikus
koncentraciotartomannyal rendelkgzazma analizise.

Az Analitkbnyvtar tovabbi karakterizélasa soranogf dot blot sirést végeztem
olyan monoklonalis antitestekkel, melyek antigémjagy koncentracidoban vannak
jelen a plazméaban, fizikai, kémiai, biokémiai tdi@sagaik (hidrofébicitas/
hidrofilicitas, alak, méret, asszociativitas) isite&r és potencialis biomarkerek is
lehetnek.

A fibrinogén eloszlasa megfelelt a vartaknak. A fehérje kicaaphaz altalam
alkalmazottnal alacsonyabb koncentracioju (22,5%hmanium-szulfattal is,
molekulatémege pedig 340 kDa, igy a 35%-0s ammorszmifat-precipitatumbol
eredeztethétlegnagyobb mérettartomanyban (G1)lérakciokban dusult. A 35%-
G1 kationcserével kapott frakciokon kivill mas fiakban nem lehetett kimutatni,
igy akkumulacioja kozel egyedinek volt mondhato.

A D vitaminkdt fehérje kdzel egyedi (néhany frakciéban tapasztalhatouldss
mutatott t6bb, a molekulatdomegének (52-59 kDa) eiedf (G3, G4) frakcidban.
Kdzismert aktinkdtése miatt fordulhatottéela komplex méretének megfdiel
kozepes (G2) mérettartomanyban. #ise lehetséges a nagyon alacsony denzitasu
lipoproteinekkel (VLDL), igy akkumuldlédhatott agimagasabb molekulatdmieg
(G1) frakcidkban is. A human populacidékban a D miitakots fehérjének harom
elterjedt polimorfizmusa van. Az izoformak kiloniBoZizikai és biokémiai
tulajdonsagokkal rendelkezhetnek, beleértve hidrbiidrofil karakteriiket,

oldékonysagukat, mialtal a kis6zas koérilményei ra#igzhatnak, mely
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magyarazata lehet akkumulacidjara a kulogbdizikai, kémiai és biokémiai
karakteti Analitkdnyvtar frakciokban (45, 65 és 75%-0s amiudmszulfat-
precipitatumok szeparalasaval kapott frakciokbanegtalalhaté volt).

A haptoglobin nagymértélk szétterjedését az Analitényvtar végakcidiban
magyarazhatja a fehérjére jellefnismert genetikai polimorfizmus, emberekben a
haptoglobin harom fenotipusa kilénbdztetheteg, melyek molekulatémegei 86
kDa-t6l egészen 900 kDa-ig terjedhetnek. A haronofozna Kkildnboé
hidrofil/hidrofob karaktere magyarazhatjasferdulasat mind a négy ammonium-
szulfat-precipitatum elvalasztasaval kapott frakben, eltéd méretiik pedig
befolyasolta méretkizarasos kromatografias prddju A haptoglobin mindemellett
nagy affinitdssal kddik a hemoglobinhoz. A komplexek a kotésben nend lév
fehérjéktl eltés hidrofil/hidrofob  karaktert is mutathatnak, meljme
eredményeképpen a Konyvtar kilonbodzulajdonsagokkal rendelkéz végs
frakcioiban is ddsulhatnak, amelyre az altalam safdt eloszlas is kovetkeztetni
enged.

A C9 komplement komponesgecifikus antitesttel végzett elemzések ravititak
annak lehéiségére, hogy fehérjék a plazma legnagyobb menrbgségelenlés
Osszetetinek depletaldsara hasznalt médiumokhoz és/vagy admiminhoz
kotddhetnek, igy é@fordulhat, hogy jelenlétik a Konyvtar végérakcidiban mar
nem mutathatd ki. A kilénb&znem-albumin-tipust plazmafehérjék affinitdsa a
Blue Sepharose-hoz és ezéltal egyiittes depletéssalbouminnal az irodalombdl is
ismert jelenség. A kezdeti depletalasi |épések rsapijtott, frakciok vizsgalata
soran lehdtség nyilhat a biomarkerkutatds szempontjabdl jéente a véds
frakciokban nem detektalhaté fehérjék azonositasara

Az alfa-2-makroglobulirspecifikus  antitesttel végrehajtott  atfogd trEs
eredményeképpen az antigén eloszlasa nagyrésztelelegh karaktere alapjan
valOszirfisitettnek. Globuléris fehérje Iévén varhaté voltogy alacsonyabb
ammonium-szulfat-telitettségnél csapodik ki, é=lakiet tilnyomoé tébbségében a
35 és 45%-0s precipitdtumok szeparalasaval kapatibkban kaptam. Az antigén
az egyik legnagyobb méteplazma-glikoprotein (720 kDa a molekulatémegey, ig
akkumulacidja a nagyobb molekulatoriefghérjéket tartalmazoé (G1) frakcidkban
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szintén megfelelt a kisérlet &l feltételezettnek. Bforduldsa az alacsonyabb
mérettartomanyl frakcidkban lehet proteolizis vaggg nem ismert jelenség
eredménye.

A hemopexinsl ismert, hogy egy olyan 57 kDa molekulatoriegikoprotein, mely

a plazmafehériek kozil az egyik legeebb kotést alakita ki a hemmel
(disszociacios allanddé <foM), ekvimolaris sztéchiometriaval. Egy molekulanhe
kotésével a komplex mérete nem valtozik jelenértékben, igy valdsZinhogy a
45%-G3 (legalacsonyabb méigt frakciokban tapasztalt szignalok az ©onallé
hemopexin vagy hemopexin/hem-komplex jelenlétérealtak. Bizonyos
fehérjékben, pl. a matrix-metalloproteinazokban (FHK) talalhatdé egy
szekvenciarészlet, a hemopexindomén, mely feléérfigggéen kilonbdd mértéki
homoldgiat mutathat a hemopexinnel. Nem kizart &naalehetsége, hogy a
hemopexinspecifikus ellenanyag felismerte az MMRBrkbtaldlhaté homoldg
domének epitdpjait, ezaltal reagélt a kulorbdzéreti metalloproteinazokkal (Id.
pozitiv jelek a 45%-G1 és 45%-G2 frakcidkban).

A human szérumalbumikdzismert tulajdonsaga, hogy a plazmaban fehérjéke
kivil szamos, kulénb@z tipusd molekulahoz, pl. zsirsavakhoz, szteroid
hormonokhoz, vitaminokhoz, aminosavakhoz vagy hipsn metabolitokhoz
kotddik. A HSA nagyfoku szétteriilésének — a frakciolko@8ban tapasztaltam
pozitiv jelet az albuminspecifikus antitesttel veggzdot blot vizsgalat utan — egy
lehetséges magyarazata, hogy a HSA a Konyvtar iidenn a fent emlitett
molekulakhoz kotve volt jelen. A keletkezett komyak mind méretiikben, mind
pedig fizikai, kémiai, biokémiai tulajdonsagaikbé&tilonbdztek az albumintdl. A
megvaltozott jellegek kdvetkeztében megvaltozdihahsuk a Blue Sepharose-hoz,
igy nem kobdtek az alléfazishoz, aminek kapcsan a hagyomanyosiszer
segitségével nem depletalodtak.

A vizsgalatok tobbféle kimenetak voltak, de elmondhatd, hogy az antigének
eloszlasa tobbségében megfelelt a fehérjék isnedlenzi alapjan vartaknak,
és/vagy irodalmi adatok alapjan megmagyarazhatd. vt Analitkbnyvtarat
mindezek alapjan monoklondlis antitest-proteomildapl antigénazonositasra

alkalmasnak itéltik.
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5.3. Monoklonalis antitest-proteomikai alapu antiggéazonositas

Az antigének kivalasztasat égledszitését monoklondlis antitest-proteomikai alapu
antigénazonositasra tobblépéses kisérletben végezte Konyvtarat dot blot
mobdszerrel reagaltattam olyan monoklondlis angtdstl, melyek antigénjei
ismeretlenek. A dmés soran pozitivnak itélt frakciék esetében egylikbds és
szolgaltaté partnerek segitségével az immunprécigit SDS-PAGE-analizis,
Western blot, tdbmegspektrometrias elemzés munkafedyot alkalmaztuk, és a
kisérletben vizsgalt antitestekhez tartoz6 antigé@zel felét (8) sikerilt
meghatarozni, mely nagyon j6 aranynak &siil, és reményteljesnek mondhaté
annak érdekében, hogy a fentebb részletezett sljailéalmazni lehessen a fiben,
mint akar a biomarkerkutatasok egyik lehetségelsiest.

5.4. A vizsgalatok tapasztalatainak 6sszegzése

Kisérleteim eredményei azt mutattak, hogy a kidodgb modszer megfelelt a
kitiizott célnak, alkalmasnak bizonyult monoklonalis itest-proteomikai alapu
antigénazonositasra. A tobblépéses plazmafrakdesdl (Analitkonyvtar-készités)
elértem, hogy a plazmanal joval kisebb komplexitdlisen nagyszamui frakcio
alljon rendelkezésemre a tovabbi vizsgalatokhoKdAyvtar atfogd dot blot szése
gyorsnak, egyszének és nagy atereskepességnek bizonyult. Kisérleteim soran
bebizonyitottam, hogy a plazmafehérigk fizikai, k&m biokémiai
tulajdonsagaiknak megfel#n oszlottak el az Analitkdnyvtar frakcidiban, mely
elvadlasztas eredményességére adott tovabbi bigkoyjt és egyben az
antigénazonositasi folyamatra valo alkalmassagaies lehetett allapitani ke, A
monoklonalis antitest-proteomikai alapu antigénasfias folyamata sikeres volt
abban a tekintetben is, hogy a vizsgélt antitektiddel felének esetében sikeriilt az
antigént azonositani, ami biztatd a teljes munkafolat ilyen telf, jévébeni

felhasznalhatdsagara nézve a biomarker- és egyatakak soran.
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6. OSSZEFOGLALAS

Az emberi vérplazma rendkiviil széles koncentradidtaanyban (12 nagysagrend)
tartalmaz kulénbdz bioldgiai funkciéju fehérjéket. Nagyfokl 0sszetétie folytan
a kozepes vagy kis mennyiségben megtalalhaté pfahegék jellemzése és
azonositdsa nehéz, hosszadalmas, és nagy mintas@geket igényel. A
monoklondlis antitest-proteomika egy olyan protdanieljaras, mely komplex
biolégiai mintak ellen termeltetett nagyszamud olyamnoklonalis antitestet
alkalmaz profilirozasra, melyek antigénjei ismenetk. Az antigének
azonositadsanak folyamata: biol6giai mintdk reat@de ellenanyagokkal,
immunprecipitacio, SDS-PAGE elemzés, Western blotalidalas és
tdmegspektrometrias analizis.

Munkam célja egy olyan tébb szaz frakciét tartalin@nalitkényvtar eballitasa,
jellemezése és monoklondlis antitest-proteomikapil antigénazonositasra valé
alkalmazasa volt, mely a plazmafehérjéket natapéiban tartalmazza. &zor 500
ml normdl (egybe gjjtott) human plazmat albumin- és immunglobulin-
mentesitettem, majd ndvekvkoncentracioji ammdnium-szulfatos kicsapassal
eléfrakcionaltam. A precipitatumokat géisgssel, kation- és anioncserével, tovabba
hidrofob interakciés kromatografiaval frakcionaltatmvabb. Az Analitkdnyvtar
jellemzése soran dot blot és Western blot méddzkéreettem a D vitaminkddt
fehérje szeparacios és dusulasi Gtjat a frakcisnéldnbods szintjein, majd ismert
antigén specificitdsi monoklondlis antitestekkeksgéltam 7 olyan fehérje
eloszlasat a Kényvtarban, melyeket a plazmas&alinagy mennyiségben tartalmaz
ahhoz, hogy globdlis eloszlas vizsgalatara alkahadegyenek, emellett
betegségekre jelledanmarkerek is. Az ismeretlen antigénspecificitasinokbonalis
antitestekhez tartoz6 antigének azonositasa a nwmdis antitest-proteomika
munkamodszerével tortént.

Munkéam soran éhllitottam egy 783 frakciobdl allé Analitkdnyvtaramely a
fehérjéket nativ allapotban tartalmazta. Az egyakcidékban 166 fehérjék szama a
néhany 104l akar nehany 100-ig is terjedhetett. A karaktdégdizonyitotta, hogy
a Konyvtar  alkalmazhaté monoklondlis  antitest-protkai alapu
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antigénazonositasra. A monoklondlis antitest-proteai alapi antigénazonositas
soran 8 ellenanyaghoz tartozé antigént sikertlhagiani.

A kapott eredmények alapjan az Analitkdnyvtar éskidolgozott mddszer
alkalmasnak bizonyult monoklonalis antitest-proté@inalapu antigénazonositasra.
A tapasztalatok biztatéak a teljes munkafolyamath@ni felhasznalhatésagara

nézve a biomarker- és egyéb, fehérjeazonositasi katatasok soran.
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7. UJ EREDMENYEK, MEGALLAPITASOK ES AZOK JELENT OSEGE

1. Munkam soran a human plazmaproteom tdbblépésesidradtasaval 500 ml
human plazmabdl &éllitottam egy atfogo, 783 frakciobdl allé Analitkgvtarat.
A Konyvtar frakciéi egymastdl oOsszetételiikben akakhazott specifikus
depletalasi és a fehérjék kilénbofizikai, kémiai, biokémiai sajatossagain
alapul6 kicsapasi és kromatografias elvalasztasiszgreknek megfel@tn — az
egymashoz kozeli frakciok kozti kisebb-nagyobb défek mellett —
kulénboznek. Az  elvalasztasi  eljardsok  korilméngkin gondos
megvalasztasaval a fehérjék nativ allapotanak ntégtaa térekedtem.

2. Az Analitkdnyvtar karakterizalasaval megallapitottas bizonyitottam annak
alkalmazhatésagat monoklonalis antitest-proteonekdigénazonositas céljara.
A D vitaminko® fehérje dusulasi utjat végig kdvettem a frakcidsdtilonboé
szintjein, és azt taldltam, hogy a frakciondla$retaladtaval a frakciok
komplexitasa fokozatosan cstkkent, és voltak oly@gs frakciok, melyekben
a fehérje kozel kizarélagosan dusult. A Konyvtarfogd, ismert
plazmafehérjékre specifikus monoklondlis antitdeték valdo s#résével
nagyrészt az egyes antigének ismert fizikai, késabiokémiai tulajdonsagaik
alapjan vart vagy irodalmi adatok alapjan megmadgtaato eloszlasat mutattam
ki.

3. Az Analitkdnyvtar frakcioit eredményesen hasznalfairmonoklondlis antitest-
proteomikai alapd antigénazonositasra. A dot bldestern blot,
immunprecipitacié, tdmegspektrometria munkafolyathatalkalmazva 8
monoklonalis ellenanyag esetében sikerllt az athiéz tartozd antigént

azonositani.
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