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1. Bevezetés

Az extracelluláris vezikulák (EV-k) a különböző sejtek által 
az extracelluláris térbe kibocsátott néhány 10 vagy néhány 
száz nanométer átmérőjű képletek. A sejtekhez hasonló-
an foszfolipid kettős réteggel rendelkeznek. Tartalmaznak 
fehérjéket, lipideket és RNS molekulákat is, melyek ösz-
szetételéről feltételezik, hogy a kibocsátó sejt aktuális álla-
potát tükrözik. Az EV-k csoportosítása korábban eredetük 
szerint történt, így megkülönböztettük az apoptózis során 
képződő apoptotikus testeket, az endoszomális eredetű 
exoszómákat és a plazmamembránról lefűződő mikrovezi-
kulákat1. Manapság a Nemzetközi Extracelluláris Vezikula 
Társaság ajánlásainak megfelelően méret alapján történik 
a nevezéktan, hiszen a különböző eredettel képződő EV-k 
között lehetnek méretbeli átfedések2. Két fő csoportjuk a 
200 nm-nél nagyobb átmérővel rendelkező nagyméretű és a 
200 nm-nél kisebb átmérőjű kisméretű EV-k. 

Az elmúlt két évtizedben az EV-k kutatása rendkívüli mó-
don fellendült, különösen mióta felismerték fontosságukat a 
sejtek közötti jelátviteli folyamatokban3. Az EV-k képesek a 
bennük található molekulákat különböző sejteknek átadni, 
ezáltal számos biológiai folyamatra hatással vannak. A kis-
méretű EV-k testfolyadékokból, sejtvonalakból történő izo-
lálása több módszerrel is lehetséges4. Minden módszernek 
vannak előnyei/hátrányai, amelyeket érdemes szem előtt 
tartani a kutatási kérdés szempontjából. A leggyakoribb 
technika a nagy sebeséggel történő ultracentrifugálás. Ezt 
ki lehet egészíteni sűrűséggrádiens alkalmazásával, mely 
tisztább preparátumokat eredményez, hiszen az EV-ket 
úszási sűrűségük szerint is tisztítja. Manapság széleskörben 
alkalmazzák a méretkizárásos kromatográfiát, mely során 
jelentős mintahígulással kell számolni. Léteznek továbbá 
kereskedelmi forgalomban kapható EV-izoláló készletek 
is. Izolálást követően egy nagyon fontos lépés a prepará-
tumok szerkezetjellemzése. Az EV preparátum tisztasá-
gát, a vezikulák morfológiáját elsősorban transzmissziós 
elektronmikroszkópiával (TEM) jellemzik. Emellett az 
EV-k méreteloszlását és részecskeszámát szükséges meg-
határozni, például mikrofluidikus ellenállás-impulzus mé-
réssel (MRPS). Gyakran szoktak még Western Blot vizs-

gálatot is végezni a vezikula markerfehérjék  jelenlétének 
igazolására.

A daganatos megbetegedések során a tumoros sejtek által 
kibocsátott EV-k képesek a tumor mikrokörnyezetének át-
alakítására és fontos szerepet játszanak az áttétképződés-
ben is. Ezért a tumor-eredetű extracelluláris vezikulák, 
röviden TEV-k a tumor mikrokörnyezetében zajló folya-
matok aktívan vizsgált szereplői5. Molekuláris alkotóik 
közül a proteoglikánok és glikoproteinek fontos szerepet 
játszanak a jelátvitelben, amit elsősorban az általuk hor-
dozott glikánláncok közvetítenek6. A glikoziláció során a 
fehérjékhez vagy ritkább esetben lipidekhez kapcsolódnak 
különböző méretű és változatos szerkezetű cukorláncok. A 
sejtek és az EV-k membránjába ágyazott membránfehérjék 
többsége hordoz ilyen glikánláncokat. Ezek közül a kutatá-
saink fókuszában a glükózaminoglikánok (GAG-ok) és az 
N-glikoziláció vizsgálata áll. N-glikozikáció esetén a fehér-
jék meghatározott szekvencia szakaszaiban található aszpa-
ragin (N) aminosavakhoz (NXS/T, S= szerin, T=treonin, X= 
bármilyen aminosav, kivéve prolin) csatlakozik a változatos 
szerkezetű glikánlánc. Emlősökben az összes N-glikánra 
jellemző egy öttagú cukoregységből álló magszerkezet, 
melyek a hozzákapcsolódó további glikánok alapján három 
osztályba sorolhatóak: oligomannóz, komplex és hibrid. A 
proteoglikánokhoz kapcsolódó GAG láncok ismétlődő di-
szacharid egységekből felépülő lineáris poliszacharidok, 
melyek nélkülözhetetlen szerepet játszanak számos bioló-
giai folyamatban, így a metasztázis képződésben és az an-
giogenezisben is7. A kondroitin-szulfát (CS) GAG osztály 
változatos számú glükuronsav és N-acetilgalaktózamin di-
szacharidból épül fel, továbbá az egységek különböző pozí-
cióban tartalmazhatnak szulfát csoportokat. A láncon belüli 
szulfatáltság mértéke befolyásolja a különböző molekulák, 
pl. növekedési faktorok kötődését és már igazolták, hogy a 
szulfatációs mintázat rákos megbetegedéskben változik az 
egészséges szövethez képest8. 

A glikoziláció szerekezetjellemzése elsősorban tömegspekt-
rometria segítségével történik, mely lehetővé teszi összetett 
biológiai minták komponenseinek nagyhatékonyságú és ér-
zékeny minőségi és mennyiségi meghatározását. A tömeg-
spektrometriának fontos szerepe van többek között nagy 
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áteresztőképességű proteomikai vizsgálatokban, hiszen se-
gítségével akár több ezer fehérje is meghatározhatóvá válik 
egyetlen mintából, segítve biológiai következtetések levo-
nását vagy akár új gyógyszeres célpontok azonosítását. A 
TEV-kben jelen lévő szénhidrát láncok szerkezetéről azon-
ban viszonylag kevés ismerettel rendelkezünk, köszön-
hetően a glikánláncok szerkezeti összetettségének és az 
elemzésükkel kapcsolatos analitikai kihívásnak. A tüdőrák 
az egyik vezető daganatos megbetegedés. Tüdődaganatos 
betegekből vett szövetminták esetén már igazoltuk, hogy 
változások történnek a glikozilációban a daganatos és kör-
nyező normál szövetrégiók között 8-10. Kutatásaink hosz-
szabb távú célja adott gyógyszeres kezelésben részesülő 
tüdődaganatos betegek plazmamintájából izolált TEV-ek 
glikozilációs mintázatának nyomonkövetése, annak érde-
kében, hogy a terápiás választ előrejelezhessük. 

2. Eredmények

Jelenleg A549 tüdőadenokarcinóma és BEAS-2B normál 
bronchiális epitél eredetű sejtvonalakból izolálunk kismé-
retű EV-ket (sEV) és ezek glikozilációs profiljait hason-
lítjuk össze, hogy megérthessük a tüdődaganat hátterében 
bekövetkező glikozilációs eltéréseket11.

A munkafolyamatot az 1. ábra szemlélteti, sejtvonalanként 
6-6 párhuzamosban izoláltunk sEV-ket. Az A549 sejteket 
10 V/V % hő-inaktivált magzati marha szérumot (FBS), 
valamint 1 V/V% penicillin/sztreptomicint tartalmazó 
F12 médiumban, a BEAS-2B sejteket pedig bronchiális 
hámsejt növesztő médiumban (BEGM) tenyésztettük. A 
sEV-k izolálása előtt 72 órával a tenyésztő médiumokat 
FBS-mentesre cseréltük, majd a sejtek felülúszóit 50 ml-es 
Falcon-csövekbe gyűjtöttük, amelyeket 30 percig, 4 °C-
on, 10000 g-n centrifugáltunk. Ezt követően a felülúszókat 
0,22 μm-es bakteriális szűrőn leszűrtük, majd 1 ml-esre 
töményítettük. 

1. Ábra. A minta-előkészítési munkafolyamat 

A sEV-ket házi készítésű mini méretkizárásos (SEC) 
oszlopon izoláltuk egy irodalmi protokollt követve12. 

Oldószercserét és töményítést követően a sejtek feltárása is-
mételt fagyaztás-olvasztás ciklusok alkalmazásával történt. 
A sEV minták egyik részét kondoroitináz ABC enzimmel 
inkubáltuk, hogy a CS láncokat diszacharidokká hasítsuk. A 
minták egy másik részéhez pedig tripszin enzimet adtunk, 
hogy a mintában található fehérjéket peptidekké bontsuk. 
Az így nyert peptidkeverékből az N-glikozilált peptideket 
acetonos kicsapással dúsítottuk. Sómentesítést követően a 
CS diszaharidokat, peptideket és N-glikopeptideket nanoá-
ramlásos ultranagyhatékonyságú folyadékkromatográfiával 
kapcsolt tandem tömegspektrometriával (nanoUHPLC-MS/
MS) vizsgáltuk. 

2.1. Sejtvonalakból izolált sEV-k szerkezetjellemzése

Először TEM-mel megvizsgáltuk az izolált sEV-ek méretét 
és alakját, és MRPS-szel jellemeztük méretük eloszlását, az 
eredményeket a 2. ábra mutatja.A TEM-felvétel megerősí-
tette a 200 nm-nél kisebb méretű gömb alakú részecskék je-
lenlétét. Az A549 mintákban általában kisebb részecskéket 
(30-120 nm) találtunk, mint a BEAS-2B mintákban (50-250 
nm). Az MRPS-elemzés kissé alacsonyabb részecskeátmé-
rőt jelzett, de az izolált részecskék méretét illetően ugyanaz 
a tendencia érvényesült, azaz a BEAS-2B sEV-kben na-
gyobb arányban találtunk nagyobb részecskéket, mint az 
A549 sEV-kben. Egy másik különbség a részecske- kon-
centrációban volt megfigyelhető, mivel az A549 mintákban 
lényegesen több volt a sEV. 

2. Ábra. A549 (felül) és BEAS-2B (alul) sejtekből izolált sEV-k 
szerkezetjellemzése

2.2. Proteomikai eredmények

Első lépésben elvégeztük a sEV minták átfogó proteomikai 
elemzését. Annak ellenére, hogy a sEV-k felülúszóból tör-
ténő izolálása a sejtek 72 órás éheztetést követően történt, a 
minták tartalmaznak még magzati marha szérum fehérjéket 
szennyezőként. Ezért kontrollként megvizsgáltuk a sejtte-
nyésztéshez használt médium proteomikai profilját is 3-3 
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párhuzamosban. A kontroll mintában azonosított fehérjéket 
és azokat a fehérjéket, amiket nem azonosítottunk legalább 
a minták felében az adott mintacsoportban, nem vettük fi-
gyelembe a statisztikai elemzéskor. A sEV mintákban azo-
nosított fehérjék között számos vezikulafehérje jelenlétét 
igazoltuk, pl. galektin-3-kötő fehérje, CD81. Főkomponens-
analízis elemzés során a két mintacsoport jól elkünölt egy-
mástól, melyet a 3. ábra szemléltet. Összesen 408 fehérje 
mennyisége változott szignifikánsan az A549 és BEAS-2B 
sejtonlalakból izolált sEV-k között, beleértve 7 proteogli-
kán vázfehérjét, pédául tesztikán-1 és szindekán-4. 

3. Ábra. Főkomponens elemzés az A549 és BEAS-2B eredetű sEV 
mintákban azonosított fehérjék esetében

2.3. N-glikoproteomikai eredmények

A munkafolyamat során alkalmazott glikopeptid dúsítási lé-
pés célja az N-glikopeptidek részarányának növelése a min-
tákban. A proteomikai vizsgálat során ismertetett szűrési 
lépéseket követően 301 N-glikopeptiden végeztünk statisz-
tikai elemzést, melyek 46 glikoprotein 103 N-glikozilációs 
helyéhez tartoznak. Főkomponens-analízis elemzés során 
azt tapasztaltuk, hogy jelentősek a különbségek a daga-
natos és normál sejtekből izolált sEV-k glikozilációjában, 
hiszen a két csoport elválik egymástól. Mindkét minta-
csoportban a komplex N-glikánok domináltak, azonban a 
hibrid N-glikánok aránya szignifikánsan magasabb volt a 
tumor-eredetű sEV-ekben (4/A ábra). Egy további különb-
ség a fukoziláció mértékének szignifikáns csökkenése az 
A549-eredetű sEV-ekben (4/B ábra).

4. Ábra. A hibrid N-glikánok mennyisége növekedett (4/A ábra), míg 
a fukoziláció mértéke csökkent (4/B ábra) az A549 sejtvonalból izolált 
sEV-ben

2.4. Kondroitin-szulfát diszacharid vizsgálat 
eredményei

A CS diszacharidok folyadékkromatográfiás elválasztása 
saját töltésű kapilláris oszlopokon történt a csoportban ko-
rábban kifejlesztett sógrádiens módszerrel13, detektálásuk 
pedig tömegspektrometriával negatív ionizációs módban. A 
vizsgált CS diszacharidok szerkezetét az 5. ábra tartalmaz-
za. A pozícionális izomerek megkülönböztetésére tandem 
tömegspektrometriát használtunk. 

5. Ábra. A vizsgált CS diszacharidok szerkezete

Az egyes diszacharidok relatív mennyiségének tekinte-
tében is megfigyelhetőek voltak változások a tumoros és 
nem-tumoros sejtvonalakból izolált sEV-ben. A nem-szul-
fatált D0a0 és az egyszeresen 6S szulfatált D0a6 csökkent, 
míg az egyszeresen 4S szulfatált D0a4 és a kétszeresen 
szulfatált D0a10 aránya nőtt az A549-ből izolált sEV-ben. 
Átlagosan 3,4-szer több CS/DS diszacharidot detektáltunk 
a tumor-eredetű EV-ben. Főkomponens-analízis vizsgálat 
során jól megkülönböztethető volt a két mintatípus a CS di-
szacharid profil alapján. 

6. Ábra. A vizsgált CS diszacharidok relatív mennyisége az A549 és 
BEAS-2B eredetű sEV-ben

3. Összefoglalás

Eredményeink új információkat nyújtanak az A549 tüdő 
adenokarcinóma és a BEAS-2B nem tumoros sejtvonalak-
ból származó sEV-k proteomikai, N-glikoproteomikai és CS 
GAG-profiljairól. Míg a sEV-ek proteomikai jellemzéséről 
sok irodalmi adat áll rendelkezésre, a glikozilációs és GAG-
profilok továbbra is kevéssé feltártak. Az eredmények azt 
mutatják, hogy mindhárom elemzett profil nagymértékben 
tükrözi a sEV eredetét, mivel a hierarchikus klaszterezés és 
a főkomponens analízis következetesen megkülönbözteti a 
rákból származó sEV-eket a nem rákos sEV-ektől. A pro-
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teomika számos CS proteoglikán, például a tesztikán-1 és 
a szindekán-4 jelentős diszregulációját mutatta ki, amelyek 
olyan folyamatokban vesznek részt, mint a sejtadhézió, a 
migráció és a tumorprogresszió. Az N-glikoproteomikai 
elemzés során a fukoziláció és a komplex glikánok arányá-
nak csökkenését figyeltük meg az A549 sEV-kben. Ez a 
mintázat ellentétben áll a sejtszinten általánosságban meg-
figyelt változásokkal, ami szelektív glikánszelekcióra utal a 
sEV-kben. A CS/DS-elemzés a rákos sEV-kben a teljes CS/
DS-diszacharidtartalom 3,4-szeres növekedését mutatta ki, 
amelyet megváltozott 6S/4S arány kísért. Ez a megváltozott 
szulfatációs mintázat módosíthatja a sEV-nek a tumor mik-
rokörnyezetében lévő receptorokkal való kölcsönhatását. 
Összefoglalva, tanulmányunk rávilágít a rákos és nem rá-
kos sejtekből származó sEV-ek közötti jelentős proteomikai 
és glikozilációs különbségekre, hangsúlyozva e molekulá-
ris mintázatok diagnosztikai markerként való felhasználá-
sának lehetőségét. A betegek plazmájából izolált TEV-ken 
végzett jövőbeli vizsgálatok validálhatják ezeket az ered-
ményeket, és lehetővé tehetik klinikai alkalmazásukat.
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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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