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jellemzése

TURIAK Lilla

MTA-HUN-REN TTK Lendiilet Glikan Biomarker Kutatocsoport, HUN-REN Természettudomanyi Kutatokozpont, 1117
Budapest, Magyar tudosok kérutja 2.

1. Bevezetés

Az extracellularis vezikulak (EV-k) a kiilonboz6 sejtek altal
az extracellularis térbe kibocsatott néhany 10 vagy néhany
szaz nanométer atmérdji képletek. A sejtekhez hasonlo-
an foszfolipid kettds réteggel rendelkeznek. Tartalmaznak
fehérjéket, lipideket és RNS molekulakat is, melyek 0sz-
szetételérdl feltételezik, hogy a kibocsato sejt aktualis alla-
potat tiikrozik. Az EV-k csoportositasa korabban eredetiik
szerint tortént, igy megkiilonboztettiik az apoptozis soran
képzodd apoptotikus testeket, az endoszomalis eredetl
exoszomakat és a plazmamembranrol lefiz6dé mikrovezi-
kuldkat'. Manapsag a Nemzetkozi Extracellularis Vezikula
Tarsasag ajanlasainak megfelelden méret alapjan torténik
a nevezéktan, hiszen a kiilonbozé eredettel képz6dé EV-k
kozott lehetnek méretbeli atfedések?. Két f6 csoportjuk a
200 nm-nél nagyobb atmérdvel rendelkez6é nagyméretii és a
200 nm-nél kisebb atmérdjii kisméretii EV-k.

Az elmult két évtizedben az EV-k kutatasa rendkiviili mo-
don fellendiilt, kiilondsen midta felismerték fontossagukat a
sejtek kozotti jelatviteli folyamatokban®. Az EV-k képesek a
benniik talalhaté molekulakat kiilonboz6 sejteknek atadni,
ezaltal szamos biologiai folyamatra hatdssal vannak. A kis-
méretli EV-k testfolyadékokbol, sejtvonalakbol torténd izo-
lalasa tobb modszerrel is lehetséges®. Minden modszernek
vannak eldnyei/hatranyai, amelyeket érdemes szem eldtt
tartani a kutatasi kérdés szempontjabol. A leggyakoribb
technika a nagy sebeséggel torténd ultracentrifugalas. Ezt
ki lehet egésziteni stirtiséggradiens alkalmazasaval, mely
tisztabb preparatumokat eredményez, hiszen az EV-ket
uszasi stirtiségiik szerint is tisztitja. Manapsag széleskorben
alkalmazzak a méretkizarasos kromatografiat, mely soran
jelentds mintahigulassal kell szamolni. Léteznek tovabba
kereskedelmi forgalomban kaphatdo EV-izolalo készletek
is. Izolalast kévetden egy nagyon fontos 1épés a prepara-
tumok szerkezetjellemzése. Az EV prepardtum tisztasa-
elektronmikroszkopiaval (TEM) jellemzik. Emellett az
EV-k méreteloszlasat és részecskeszamat sziikséges meg-
hatarozni, példaul mikrofluidikus ellenallas-impulzus mé-
réssel (MRPS). Gyakran szoktak még Western Blot vizs-

galatot is végezni a vezikula markerfehérjék jelenlétének
igazolasara.

A daganatos megbetegedések soran a tumoros sejtek altal
kibocsatott EV-k képesek a tumor mikrokdrnyezetének at-
alakitasara és fontos szerepet jatszanak az attétképzodés-
ben is. Ezért a tumor-eredetli extracellularis vezikulak,
réviden TEV-k a tumor mikrokornyezetében zajlo folya-
matok aktivan vizsgalt szerepl6i’. Molekularis alkotoik
koziil a proteoglikdnok és glikoproteinek fontos szerepet
jatszanak a jelatvitelben, amit elsGsorban az altaluk hor-
dozott glikanlancok kozvetitenek®. A glikozilacié soran a
fehérjékhez vagy ritkabb esetben lipidekhez kapcsolodnak
kiilonb6z6 méretii €s valtozatos szerkezetii cukorlancok. A
sejtek és az EV-k membranjaba agyazott membranfehérjék
tobbsége hordoz ilyen glikanlancokat. Ezek koziil a kutata-
saink fokuszaban a gliilkozaminoglikanok (GAG-ok) és az
N-glikozilaci6 vizsgalata all. N-glikozikacio esetén a fehér-
jék meghatarozott szekvencia szakaszaiban talalhat6 aszpa-
ragin (N) aminosavakhoz (NXS/T, S=szerin, T=treonin, X=
barmilyen aminosav, kivéve prolin) csatlakozik a valtozatos
szerkezetli glikanlanc. Emlésokben az 0sszes N-glikanra
jellemz6é egy oOttagi cukoregységbdl allé magszerkezet,
melyek a hozzakapcsolodo tovabbi glikanok alapjan harom
osztalyba sorolhatéak: oligomannéz, komplex és hibrid. A
proteoglikanokhoz kapcsolddd GAG lancok ismétlodo di-
szacharid egységekbdl felépiilé linearis poliszacharidok,
melyek nélkiilozhetetlen szerepet jatszanak szamos biold-
giai folyamatban, igy a metasztazis képzddésben ¢és az an-
giogenezisben is”. A kondroitin-szulfat (CS) GAG osztaly
valtozatos szamu gliikuronsav és N-acetilgalaktézamin di-
szacharidbdl épiil fel, tovabba az egységek kiilonbozo pozi-
cidban tartalmazhatnak szulfat csoportokat. A lancon beliili
szulfataltsag mértéke befolyasolja a kiillonbdz6 molekulak,
pl. novekedési faktorok kotodését és mar igazoltak, hogy a
szulfatacios mintazat rakos megbetegedéskben valtozik az
egészséges szovethez képest®.

A glikozilacid szerekezetjellemzése elsésorban tomegspekt-
rometria segitségével torténik, mely lehet6ve teszi dsszetett
bioldgiai mintak komponenseinek nagyhatékonysagu és ér-
zékeny mindségi és mennyiségi meghatarozasat. A tomeg-
spektrometrianak fontos szerepe van tobbek kozott nagy
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ateresztOképességii proteomikai vizsgalatokban, hiszen se-
gitségével akar tobb ezer fehérje is meghatarozhatova valik
egyetlen mintabol, segitve biologiai kdvetkeztetések levo-
nasat vagy akar uj gyogyszeres célpontok azonositasat. A
TEV-kben jelen 1év6 szénhidrat lancok szerkezetérdl azon-
ban viszonylag kevés ismerettel rendelkeziink, kdszon-
hetden a glikanlancok szerkezeti Osszetettségének és az
elemzésiikkel kapcsolatos analitikai kihivasnak. A tiidérak
az egyik vezetd daganatos megbetegedés. Tiidédaganatos
betegekbdl vett szovetmintak esetén mar igazoltuk, hogy
valtozasok torténnek a glikozilacioban a daganatos és kor-
nyez6 normal szovetrégiok kozott ¥1°. Kutatasaink hosz-
szabb tava célja adott gydgyszeres kezelésben részesiilé
tiidédaganatos betegek plazmamintdjabol izolalt TEV-ek
glikozilaciés mintazatanak nyomonkodvetése, annak érde-
kében, hogy a terapias valaszt eldrejelezhessiik.

2. Eredmények

Jelenleg A549 tiidéadenokarcinoma és BEAS-2B normal
bronchialis epitél eredetii sejtvonalakbol izolalunk kismé-
reti EV-ket (SEV) és ezek glikozilacids profiljait hason-
litjuk 0ssze, hogy megérthessiik a tiidédaganat hatterében
bekovetkezé glikozilacios eltéréseket!.

A munkafolyamatot az 1. dbra szemlélteti, sejtvonalanként
6-6 parhuzamosban izolaltunk sEV-ket. Az A549 sejteket
10 V/V % ho-inaktivalt magzati marha szérumot (FBS),
valamint 1 V/V% penicillin/sztreptomicint tartalmazé
F12 médiumban, a BEAS-2B sejteket pedig bronchialis
hamsejt noveszté médiumban (BEGM) tenyésztettiik. A
sEV-k izolalasa elott 72 oraval a tenyészté médiumokat
FBS-mentesre cseréltiik, majd a sejtek feliiltiszoit 50 ml-es
Falcon-csovekbe gyiijtottiikk, amelyeket 30 percig, 4 °C-
on, 10000 g-n centrifugaltunk. Ezt kovetden a feliiliszokat
0,22 pum-es bakterialis szlirdn lesziirtiilk, majd 1 ml-esre
toményitettik.
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1. Abra. A minta-el6készitési munkafolyamat

A sEV-ket hazi készitésii mini méretkizarasos (SEC)
oszlopon izolaltuk egy irodalmi protokollt kovetve'?.

Oldoszercserét és toményitést kovetden a sejtek feltarasa is-
mételt fagyaztas-olvasztas ciklusok alkalmazaséaval tortént.
A sEV mintak egyik részét kondoroitinaz ABC enzimmel
inkubaltuk, hogy a CS lancokat diszacharidokka hasitsuk. A
mintak egy masik részéhez pedig tripszin enzimet adtunk,
hogy a mintaban talalhato fehérjéket peptidekké bontsuk.
Az igy nyert peptidkeverékbdl az N-glikozilalt peptideket
acetonos kicsapassal dusitottuk. Sémentesitést kdvetéen a
CS diszaharidokat, peptideket és N-glikopeptideket nanoa-
ramlasos ultranagyhatékonysagu folyadékkromatografiaval
kapcsolt tandem tomegspektrometriaval (nanoUHPLC-MS/
MS) vizsgaltuk.

2.1. Sejtvonalakbol izolalt SEV-k szerkezetjellemzése

El6szor TEM-mel megvizsgaltuk az izolalt sEV-ek méretét
¢s alakjat, és MRPS-szel jellemeztiik méretiik eloszlasat, az
eredményeket a 2. abra mutatja.A TEM-felvétel megerdsi-
tette a 200 nm-nél kisebb méretti gdmb alaku részecskék je-
lenlétét. Az A549 mintakban altalaban kisebb részecskéket
(30-120 nm) talaltunk, mint a BEAS-2B mintakban (50-250
nm). Az MRPS-elemzés kissé alacsonyabb részecskeatmé-
ot jelzett, de az izolalt részecskék méretét illetden ugyanaz
a tendencia érvényesiilt, azaz a BEAS-2B sEV-kben na-
gyobb aranyban talaltunk nagyobb részecskéket, mint az
A549 sEV-kben. Egy masik kiilonbség a részecske- kon-
centracioban volt megfigyelhetd, mivel az A549 mintakban
Iényegesen tobb volt a sEV.
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2. Abra. A549 (feliil) és BEAS-2B (alul) sejtekbél izolalt SEV-k
szerkezetjellemzése

2.2. Proteomikai eredmények

Elso Iépésben elvégeztiik a sSEV mintak atfogd proteomikai
elemzését. Annak ellenére, hogy a sSEV-k feliiltiszobol tor-
ténd izolalasa a sejtek 72 6ras éheztetést kovetden tortént, a
mintak tartalmaznak még magzati marha szérum fehérjéket
szennyezOként. Ezért kontrollként megvizsgaltuk a sejtte-
nyésztéshez hasznalt médium proteomikai profiljat is 3-3
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parhuzamosban. A kontroll mintdban azonositott fehérjéket
¢és azokat a fehérjéket, amiket nem azonositottunk legalabb
a mintak felében az adott mintacsoportban, nem vettiik fi-
gyelembe a statisztikai elemzéskor. A SEV mintakban azo-
nositott fehérjék kozott szamos vezikulafehérje jelenlétét
igazoltuk, pl. galektin-3-kotd fehérje, CD81. Fékomponens-
analizis elemzés soran a két mintacsoport jol elkiindlt egy-
mastol, melyet a 3. dbra szemléltet. Osszesen 408 fehérje
mennyisége valtozott szignifikansan az A549 és BEAS-2B
sejtonlalakbol izolalt sSEV-k kozott, beleértve 7 proteogli-
kan vazfehérjét, pédaul tesztikan-1 és szindekan-4.
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3. Abra. Fékomponens elemzés az A549 és BEAS-2B eredetii SEV
mintakban azonositott fehérjék esetében

2.3. N-glikoproteomikai eredmények

A munkafolyamat soran alkalmazott glikopeptid dusitasi 1é-
pés célja az N-glikopeptidek részaranyanak névelése a min-
takban. A proteomikai vizsgélat soran ismertetett sz{irési
1épéseket kovetden 301 N-glikopeptiden végeztiink statisz-
tikai elemzést, melyek 46 glikoprotein 103 N-glikozilacios
helyéhez tartoznak. Fékomponens-analizis elemzés soran
azt tapasztaltuk, hogy jelentések a kiilonbségek a daga-
natos €s normal sejtekbdl izolalt sSEV-k glikozilacidjaban,
hiszen a két csoport elvalik egymastol. Mindkét minta-
csoportban a komplex N-glikdnok dominaltak, azonban a
hibrid N-glikanok aranya szignifikdnsan magasabb volt a
tumor-eredetli SEV-ekben (4/A abra). Egy tovabbi kiilonb-
ség a fukozilacid6 mértékének szignifikans csdkkenése az
A549-eredetli sSEV-cekben (4/B abra).
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4. Abra. A hibrid N-glikanok mennyisége nvekedett (4/A abra), mig
a fukozilacio mértéke csokkent (4/B abra) az A549 sejtvonalbdl izolalt
sEV-ben

2.4. Kondroitin-szulfat diszacharid vizsgalat
eredményei

A CS diszacharidok folyadékkromatografias elvalasztasa
sajat toltést kapillaris oszlopokon tortént a csoportban ko-
rabban kifejlesztett sogradiens modszerrel”, detektalasuk
pedig tomegspektrometriaval negativ ionizaciés modban. A
vizsgalt CS diszacharidok szerkezetét az 5. abra tartalmaz-
za. A poziciondlis izomerek megkiilonboztetésére tandem
tomegspektrometriat hasznaltunk.
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5. Abra. A vizsgalt CS diszacharidok szerkezete

Az egyes diszacharidok relativ mennyiségének tekinte-
tében is megfigyelhetdek voltak valtozasok a tumoros és
nem-tumoros sejtvonalakbol izolalt sSEV-ben. A nem-szul-
fatalt D0a0 és az egyszeresen 6S szulfatalt DOa6 csokkent,
mig az egyszeresen 4S szulfatalt DOa4 és a kétszeresen
szulfatalt D0al0O aranya nétt az A549-bol izolalt sSEV-ben.
Atlagosan 3,4-szer tobb CS/DS diszacharidot detektaltunk
a tumor-eredetli EV-ben. Fékomponens-analizis vizsgalat
soran jol megkiilonboztethetd volt a két mintatipus a CS di-
szacharid profil alapjan.
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6. Abra. A vizsgalt CS diszacharidok relativ mennyisége az A549 és
BEAS-2B eredetii sSEV-ben

3. Osszefoglalas

Eredményeink 0j informaciokat nyujtanak az A549 tid6
adenokarcinoma és a BEAS-2B nem tumoros sejtvonalak-
bol szarmaz6 sEV-k proteomikai, N-glikoproteomikai és CS
GAG-profiljairél. Mig a sEV-ek proteomikai jellemzésérdl
sok irodalmi adat all rendelkezésre, a glikozilacios és GAG-
profilok tovabbra is kevéssé feltartak. Az eredmények azt
mutatjak, hogy mindharom elemzett profil nagymértékben
tiikkrozi a SEV eredetét, mivel a hierarchikus klaszterezés és
a fékomponens analizis kdvetkezetesen megkiilonbozteti a
rakbol szarmazo6 sEV-eket a nem rakos sEV-ektdl. A pro-
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teomika szamos CS proteoglikan, példaul a tesztikan-1 és
olyan folyamatokban vesznek részt, mint a sejtadhézid, a
migracio ¢és a tumorprogresszid. Az N-glikoproteomikai
elemzés soran a fukozilacio és a komplex glikanok aranya-
nak csokkenését figyeltiik meg az A549 sEV-kben. Ez a
mintazat ellentétben all a sejtszinten altalanossagban meg-
figyelt valtozasokkal, ami szelektiv glikanszelekciora utal a
sEV-kben. A CS/DS-elemzés a rakos sEV-kben a teljes CS/
DS-diszacharidtartalom 3,4-szeres novekedését mutatta ki,
amelyet megvaltozott 6S/4S arany kisért. Ez a megvaltozott
szulfatacios mintazat modosithatja a SEV-nek a tumor mik-
rokdrnyezetében 1évé receptorokkal vald kolcsonhatasat.
Osszefoglalva, tanulméanyunk ravilagit a rdkos és nem ra-
kos sejtekbdl szarmazo sEV-ek kdzotti jelentds proteomikai
¢és glikozilacios kiilonbségekre, hangsulyozva e molekula-
ris mintazatok diagnosztikai markerként valo felhasznala-
sanak lehet6ségét. A betegek plazmajabdl izolalt TEV-ken
végzett jovobeli vizsgalatok validalhatjak ezeket az ered-
ményeket, és lehetévé tehetik klinikai alkalmazasukat.

Koszonetnyilvanitas

Koszonettel tartozom a bemutatott eredményekben valo
hozzajarulasukért Kollégaimnak az alabbi kutatocsopor-
tokbol: MTA-HUN-REN TTK Lendiilet Glikan Biomarker
Kutatdcsoport (Balbisi  Mirjam Horvath Virag, Pal
Domonkos), HUN-REN TTK Molekularis és Elettudoményi
Intézet (Lango Tamas, Nagy Nikolett, Toth Otilia, Veértessy
Beata), HUN-REN TTK Anyag- ¢és Kornyezetkémiai
Intézet (/lyés Kinga, Varga Zoltan), MTA-ELTE Lendiilet
Ionmobilitas Toémegspektrometria Kutatocsoport (Schlosser
Gitta), Szegedi Tudomanyegyetem Orvosi Vegytani Intézet
(Kecskeméti Gabor, Szabo Zoltan), Semmelweis Egyetem
Genetikai-, Sejt- és Immunbiologiai Intézet (Visinovitz
Tamas).

A kutatas a Magyar Tudomanyos Akadémia Lendiilet pa-
lyazatanak keretében valosult meg.
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Characterizing the glycosylation profiles of extracellular vesicles isolated from cell lines

Extracellular vesicles (EVs) are nanometer-sized mem-
brane-bound particles released by cells into the extracellular
space. They participate in intercellular signaling and EVs released
by tumor cells have been found to play profund roles in the tu-
mor microenvironment. Small EVs have a diameter smaller than
200 nm. Post-translational modifications (PTMs) of proteins pres-
ent in EVs are challenging to analyze due to the relatively small
sample amount available. Glycosylation is one the most frequent
PTMs and involves the attachment of diverse glycan chains to
proteins or lipids. It is known to be heavily involved in various
signaling events. During N-glycosylation the glycans are attached
to asparagine residues within the consensus sequence (NXS/T,
where X= any amino acid except proline). Mammalian N-glycans
share a common pentasaccharide core, and based on further elon-
gation can be divided ito three classes: oligomannose, complex
and hybrid. Proteglycans, a class of glycoproteins contain long
linear polysaccharides, glycosaminoglycans (GAGs) composed of
repeating disaccharides. The chondroitin sulfate (CS) GAG class
consists of glucuronic acid and N-acetylgalactosamine units,
with variable levels of sulfation influencing binding of signaling
molecules.

Aberrant glycosylation has been described in several diseases inl-
cuding cancer. Although there is ample examples in the literature
describing alterations occuring at the proteomic level in small
EVs in cancer, their glycosylation profiles are still underexplored.
Our long term goal is to explore the glycosylation profiles of tu-
mor-derived EVs isolated from the plasma of lung cancer pateints
as predictive biomarkers. As a first step we performed the in-depth
characterization of N-glycosylation and CS profiles of small EVs
isolated from the A549 lung adenocarcinoma and the BEAS-2B
non-tumorigenic cell line. We used nanoflow ultra-high perfor-
mance liquid chromatography tandem mass spectrometry for the
structural analysis of these glycosylation features. The tumor-cell
derived and non-tumor cell-derived small EVs could be differen-
tiated from each other based on their proteomic, N-glycosylation
and CS GAG profiles using principal component analysis. This
highlights the utility of monitoring alterations at the glycosylation
level e.g. in the case of diagnostic applications.
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