Sejtszinti patolégias folyamatok vizsgalatara

alkalmas részecskeszeparacios berendezés

A kifejlesztett berendezés egy olyan mintael6készitési rendszer és
tomegspektrometrias csatold, amely egyedulalldé modon képes akar sejtszinti
proteomikai, peptidomikai, lipidomikai adatokat szolgaltatni pathologias és fiziologias

szOvetekrél, szovettani metszetekrdl, biopsziakrol.

A modszer nem igényli a keresett molekulak jelolését, ismeretét, igy univerzalisan

alkalmas uj, eddig még nem ismert pathologias biomarkerek meghatarozasara.

A Dberendezés alkalmas sejtek, sejtcsoportok elkllonitésére és kdzvetlen
tomegspektrometrias, tandem tomegspektrometrias vizsgalatara. A berendezés
segitségével egyedulalldé modon vizsgaalhatd egy-egy sejt vagy sejtcsoport
molekularis felépitése, igy Uj biomarker molekulakat eredményezhet a Kklinikai

diagnosztika és terapias nyomonkovetés szamara.

A sejtpopulacidk gyors, multiparaméteres (altaldban 4-6 paraméter) vizsgalatara
alkalmas moddszer, amely soran a kilénb6zé tulajdonsagokkal rendelkezd sejtek
analizalhatoak és szétvalaszthatdéak. A hidrodinamikailag fokuszalt sejtek egyedileg

vizsgalhatdak specifikus fluoreszcens jelolés és Iézer letapogatas segitségével.

Az egyedi mdédon megvalositott kapcsolasi technika segitségével a fékuszalt,
kulonb6z6 tulajdonsagu és tipusu egyedi sejtek vagy sejtpopulaciok molekularis
Osszetétele minGségileg (kvalitativ) és mennyiségileg (kvantitativ) kozvetlenul
tdomegspektrometriaval vizsgalhaté. Ebben az esetben a vizsgalhaté paraméterek
szama nem limitalt. A tdmegspektrometrias detektalas nem igényel semmilyen tipusu
jelolést vagy kémiai modositast (label-free), de a vizsgalat soran alkalmazhatoéak a
kulonboz6 jeldléses vagy belsé kalibraciora épulé mennyiségi technikak is. Az aramlasi
citometriahoz kozvetlenul kapcsolt tdmegspektrometria segitségével mindazon
paraméterek meghatarozhatdk egyedi sejtekbdl vagy sejtpopulaciokbdl egyarant,
amelyek a jelenleg alkalmazasban [év6 tOmegspekirometrias és tandem
tomegspektrometrias rendszerekkel vizsgalhatoak. Ennek értelmében a modszer

alkalmas kis- és makromolekulak szerkezetének, szekvencidinak, kémiai



modosulasainak, koncentracidinak, lokalis eloszlasanak és kolcsdnhatasainak

azonostasara.

Jelen interfésszel létrehozott aramlasi citométer (szorter, FACS) - tdmegspektrométer
online kapcsolat soran a hidrodinamikailag fokuszalt sejtek kozé inert gaz (nitrogén,
nemesgazok: argon, hélium stb.) buborékokat rétegzink ugy, hogy egy-egy sejtet és
az az korulvevé kis térfogatu folyadékot egy-egy gazbuborék valaszt el. Ezt a
szekvencialis adagolast egy lézeres vagy optikai letapogatoé rendszerrel, valamint gaz
adagolo rendszerrel hajtjuk végre. Ennek koszonhetbéen az egyedi sejtek és azok
alkoté elemei egy kis térfogatu folyadékban egymastol elvalasztva haladnak és

kerllnek az interfész tovabbi részein keresztll a tdmegspektrométer ionforrasaba.

Az interfész teljes hosszaban, j6I meghatarozott pontokon kulonb6z6 funkcioju
bemeneti és kimeneti nyilasok helyezkednek el. A kimeneti nyilasok az éppen vizsgalni
nem kivant sejtek, sejt lizatumok rendszerbél valo eltavolitasara szolgalnak. Ezeken a
nyilasokon keresztlul adott esetben csokkenthetd az aramlasi sebesség is ha ezt az
analitikai igények megkovetelnék. A feleslegessé valt gazbuborékokat is egy hasonlé
kimeneti nyilason keresztll tavolitjuk el (gaztalanito), mielétt azok elérnék az analitikai
interfészegységeket. Az eltavolitd nyilasok mikodése soran egy szelep rendszer 1ép
mikodésbe, amely kommunikal a lézeres letapogatd rendszerrel, igy tudjuk, hogy
mikor melyik sejteket, sejt lizatumokat tavolitjuk el. A bemeneti nyilasokon keresztul az
analitikai egységekhez szikséges oldattokat, folyadékokat, reagenseket tudjuk a

rendszerbe juttatni.

Az elvalasztott egyedi sejtek kulonboz6 besugarzasi modszerekkel szétbonthatoak
(lizalhatdak), a lizalas térténhet nagyenergiaju ultrahang, UV, IR, femtoszekundumos
|ézer segitségével, a lizator tipusat a felhasznalas célja hatarozza meg. Az interfész
tovabbi részegyseégeivel kulonbozé mintaelbkészitd leépések elvégezhetdek, példaul
szilard fazisu extrakcio, analitikai elvalasztas, méretkizarasos frakcionalas,
enzimatikus emésztés. A kuldnb6z6 funkcidju részegységek a felhasznaldk igényei
szerint varialhatéak cserélhetbéek, a rendszer MS készllék és ionforras tipustol

fuggetlenul hasznalhat6.

Jelen interfész segitségével a rutin proteomikai, peptidomikai, metabolomikai és
lipidomikai vizsgalatok jelentds része elvégezhet, valamint a technika alkalmazhat6

kulonleges diagnosztikai eljarasok kifejlesztésére pl. teljes vér tomegspektrometrias



diagnosztikaja, illetve egy-sejt képalkotasi (single cell imaging) és egy-sejt analitikai
(single cell proteomics, single cell peptidomics, single cell metabolomics, single cell

lipidomics) vizsgalataira.

1. abra: A mdédszer f6bb egységeinek hierarchiaja
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2. abra: Az egysejtszintl felbontast lehetévé tevd részegyséq felépitése és

mikodésének vazlata
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3. abra: Szoveti biopsziabdl elkllonitett eqy sejt tomegspektromeztrias vizsgalatanak

eredménye (pozitiv mdd, ESI ionizacid). Az abran foként peptidek és lipidek

molekularis jelei lathatoak.
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