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1. BEVEZETES

A Dbioldgiai funkciok megértéséhez, a betegségek patomechanizmusanak pontosabb
megismeréséhez, valamint a diagnosztikai céllal felhasznalhat6 marker molekuldk azonositasahoz kivalo
lehetdséget biztositanak a napjainkban egyre szélesebb korben hozzaférhetd proteomikai technikak. A
kvantitativ proteomika a proteomika azon aga, amely a proteomika eszkoztarat felhasznalva nem csak a
fehérjék jelenlétérol, hanem azok mennyiségérodl is szolgaltat informaciot. A legszélesebb korben hasznalt
immunoldgiai mdadszerekkel szemben (pl. ELISA) a proteomikai modszerek képesek nagy mennyiségii és
nagy pontossagu informaciot biztositani a bioldgiai vagy orvosi kérdések komplex megvalaszoléséara.

A kvantitativ proteomika tébb mddszert hasznal a fehérjék relativ vagy abszolut kvantitalasara. Az
abszolut kvantitalas soran a fehérje pontos mennyiségét lehet megadni, mig relativ kvantitalassal adott
fehérjék egyes mintakban mérhet6, egymashoz viszonyitott mennyiségi valtozésai vizsgalhatok. Az
immunoldgiai modszerek altalaban kis ateresztOképességliek, alkalmazasukkal tobbnyire egy fehérje
abszolit kvantitalasara van lehet6ség. Létezik olyan immunoldgiai modszer, amely segitsegével egy
mintabdl tobb, akar 40 fehérje pontos mennyisége is megallapithatd (mikrogyongy-alapu médszerek, pl.
Luminex), de ezek koltsége altalaban igen nagy, és a vizsgalhaté fehérjék limitaltak. A proteomikai
modszereket alkalmazé kvantitalas, az esetek igen jelentds részében csak relativ kvantitalast tesz lehet6vé,
viszont egy analizis soran, az alkalmazott modszert6l fiiggben, egy mintabol tobb szaz fehérje mennyisége
vizsgéalhatd. Szemben az immunoldogiai modszerekkel, ahol el6re kivalasztott limitalt szamu fehérje
mennyiségét vizsgaljuk, az an. ,,shotgun” tomegspektrometrias modszerek segitségével a mintaban levo,
elméletileg dsszes fehérje azonositasa és mennyiségi analizise elvégezhetd. Tobbféle — jel6lést alkalmazo,
ill. nem alkalmazé6 — tomegspektrometrids mddszer, valamint a kétdimenzids elektroforézis All
rendelkezésre a fehérjék relativ kvantitalasara, de a célzott proteomikai modszerek alkalmazasaval, akar
abszolut kvantitalas is végezhetd.

A kétdimenzids elektroforézis két elvalasztasi modot kombinald komplex modszer. Az elsd
dimenzidban a molekulék a téltésik, mig a masodik dimenzidban a méretik szerint keriilnek elvéalasztasra.
Az els6é dimenzié az izoelektromos fokuszalds, amely 3-4% akrilamid tartalmd an. fokuszald gélben
torténik. Kiilonb6z6 amfolitok segitségével egy immobilizalt pH gradienst hoznak 1étre a gélben, majd a
gélre felvitt fehérjéket elektromos erdtérbe helyezik. Az elektromos erétér hatasara a molekuldk
vandorolni kezdenek, majd abban a pH tartomanyban, ahol nett6 toltésik nulla, és nem hat rajuk sem az
anod, sem a katod vonzo hatdsa, megallnak. Az izoelektromos fokuszélas soran fontos, hogy a fehérjék
kitekert és oldott allapotban legyenek, ezért specidlis puffereket alkalmaznak a fehérjék feloldasara és
oldatban tartdséra. A méasodik dimenzidban tulajdonképpen egy méret szerinti elvalasztas torténik, az

esetek legnagyobb részében SDS-poliakrilamid gélelektroforézis segitségével. A kétdimenzids



dc_1779 20

gélelektroforézissel elvalasztott, és megfelel6 festési eljardssal lathatova/vizsgalhatova tett fehérjéket
révén informacio nyerhet6 pl. egyes organellumok protedmijardl, egy betegségre jellemzé proteoformak
valtozasarol, egy adott kezelésre vagy beavatkozasra bekovetkezd fehérje szintli valtozasokrol, stb. A
kétdimenzids elektroforézis a sok informéaciét ado, atfogo vizsgalatok kozé tartozik, amely betekintést ad
protedm vizsgalatara, globalis képet nyujt a fehérjékrél és a fehérjék poszt-transzlacios modositasarol,
viszont nagyon érzékeny, emiatt nagy technikai tudast és nagyon tiszta, un. elektroforézis mindségii
vegyszereket igényel. A kétdimezids elektroforézis segitségével egyszerre tobb szaz fehérje relativ
mennyiségi analizise végezheto el.

A kémiai jel6lés soran barmilyen bioldgiai mintat lehet kémiai reakcio révén jeldlni, de a jel6lés
hatékonysaga sosem 100%-o0s. Ezzel szemben a jel6lés nélkili kvantitalas (label-free quantification) teljes
mértékben tomegspektrometrias mddszer, amely nem alkalmaz semmiféle jel6l6 anyagot. A vizsgalat
soran bekovetkez6 MS/MS események szamat, vagy a prekurzor ion intenzitasat hasznéljak a
kvantitalashoz. Ugyanis minél tobb MS/MS késziil egy fehérjérdl vagy minél nagyobb a kivalasztott
prekurzor ion intenzitasa, annal nagyobb koncentracidban van jelen a fehérje a mintaban. Mind a jel6lés
nélkali, mind a kémiai jel6lést alkalmaz6 modszer a nem célzott, ,,shotgun” modszerek kozé tartozik, és
jol hasznélhat6 biol6giai mintak fehérjéinek azonositasara, valamint relativ kvantitalasara.

A proteomikai feladatok megoldasara a komplex biolégiai kérdések megvalaszolasanal egyre
szélesebb korben elterjedt a célzott proteomika alkalmazéasa. A kémiai jeldlést alkalmazé vagy a jel6lés
nélkiili kvantitalasi modszerekkel ellentétben, a célzott mddszerek soran sziikség van a vizsgalando
fehérje ismeretére. A tobbszoros- vagy szelektiv reakci6-monitorozason (Multiple Reaction
Monitoring/Selected Reaction Monitoring) alapuld, an. MRM/SRM modszerek specifikusan képesek
detektélni adott molekulakat, és informacié nyerhet6 az illetd anyag mennyiségére vonatkozoan is. A
modszer elsésorban a hdrmas kvadrupél analizatorokat tartalmazo tdmegspektrométerek sajatossaga: azon
alapul, hogy az els6é kvadrupoélt Ugy allitjdk be, hogy csak a meghatarozott molekulara jellemzé m/z
arannyal rendelkez6 ionokat engedje at, amelyek majd az iitk6zési cellaban fragmentalddnak. A harmadik
kvadrupdl bedllitasait tgy modositjak, hogy a keletkezett fragmensek koziil csak az elére meghatarozott
fragmenseket engedje &t. Tehat csak akkor lesz jel, ha mindkét, az adott molekulara jellemzé feltétel
egyidejiileg teljesiil. Az ilyen, un. MRM/SRM atmenetek alkalmazasa egyrészt biztositja a specificitast,
masrészt a kromatogréfias csucs alatti terilet ardnyos a tomegspektrométerbe juttatott molekula
mennyiségével. A modszer specificitasat, valamint a kvantitalast, ismert mennyiségii, szintetikus, stabil
izotoppal jelzett (SIL) peptidek hozzaadésaval lehet ellendrizni. Ez azért lehetséges, mert a mintaban levd

vizsgélandé peptid és a hozzadott, szintetikus SIL peptid azonos fiziko-kémiai tulajdonsagokkal
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rendelkezik: egyszerre elualodnak, hasonlé médon fragmentalddnak, igy a szintetikus, SIL peptidek bels6
standardként hasznalhatok. A modszer oriasi elénye, hogy egyszerre tobb fehérjére jellemzé MRM/SRM
atmenetek is beilleszthetk egyetlen modszerfajlba, ezaltal tobb fehérje mennyiségi analizise is
elvégezheto egyetlen mintabol.

A célzott proteomikai adatok értelmezése viszonylag egyszerii: az egy peptidre vagy egy fehérjére
jellemzé mennyiségi értékeket hasznaljak fel a kérdés megvalaszolasara. Ezzel szemben a nagy
adatmennyiséget biztositd jeldlést haszndld vagy jeldlés nélkili kvantitalast, vagy kétdimenzios
elektroforézist alkalmaz6 modszerekkel nyert adatok kvalitativ és kvantitativ jellegének egyittes
felhasznéaldsa nehézségekbe Utkdzik. A haldzatelemzés modszereit gyakran alkalmazzak a bioldgiailag
relevans informaciok kideritésére, viszont ezek a haldzatok az esetek igen jelentds részében csak a
mindségi adatokat hasznaljak, figyelmen kiviil hagyva a mennyiségi informaciot.

A kvantitativ proteomikai technikdk és adatfeldolgozasi moédok jél alkalmazhaték fehérjék
vizsgalatara, betegségek patomechanizmusanak megértésére, illetve potencialis biomarkerek
azonositasara.

A proteomikai technikdkat gyakran alkalmazzdk fehérjék szerepének vizsgalatara. A PPP
foszfataz csalad egy 0j, gombakra jellemz6 tagja a PPZ1 foszfataz, amelyet elsdként a Saccharomyces
cerevisiae modell organizmusban jellemeztek. Ortolégjait szamos gomba fajban megtalaltak. A delécids
mutéans C. albicans torzsek vizsgalataval Ugy talaltdk, hogy a CaPPZ1 gén altal kddolt CaPpzl enzimnek
szerepe van a kation homeosztazis szabalyozasaban, a sejtfal bioszintézisében, az oxidativ stresszre adott
valasz kialakitasaban, a morfogenezisben, valamint modosithatja a patogén virulencidjat. Annak ellenére,
fiziol6gias szubsztratja és a pontos hatasmechanizmusa még megismerésre var. A proteomikai technikak
alkalmazasa kivalo lehetséget biztosit a CaPpzl1 szerepének tanulmanyozasara kvantitativ proteomikai és
foszfoproteomikai szinten egyarant.

A proliferativ vitreoretinopatia (PVR) a rhegmatogén retinalevalast korrigaldé miitétek utan az
esetek 8-25 %-aban kifejlodé komplikacio. A rendelkezésre all6 adatok alapjan ugy tlnik, hogy
tulajdonképpen a retina fizioldgias javitasi mechanizmuséanak koéros folyamata, amely nemkivanatos, sok
esetben sulyos latasromlassal jar allapotokat okozhat. A PVR-rél viszonylag kevés informéacid all
rendelkezésre, sajnos etioldgidja nem ismert pontosan. Annak ellenére, hogy a patogenezist még homaly
fedi, szamos gyogyszert teszteltek és kezdtek el alkalmazni a PVR terapiajaban, de ezek nem mindig
bizonyultak hatdsosnak. Emiatt nagyon fontos lenne olyan betegség modellek létrehozésa, amelyek
segitségével jobban meg lehet ismerni a PVR-t okoz0 elvaltozasok patomechanizmusét és a potencidlis, Uj

terapiés célpontokat.
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A Dbiomarkerek olyan molekuldk, amelyek jelenlétének, vagy mennyiségi valtozasainak
diagnosztikai szerepe van: eldre jelezhetik a betegséget, jelezhetik a betegség meglétét vagy a betegség
progresszidjat. A proteomikai modszerek fejlodése egyre tobb lehetOséget biztosit kis mennyiségi
biologiai mintak fehérjéinek analizisére, igy eldtérbe keriilt a nem invaziv modon gytijthetd biologiai
mintak, pl. a nyal, verejték, konny diagnosztikai célu analizise.

A megvéltozott életforma, taplalkozéasi szok&sok és a mozgasszegény életmod bizonyos
betegségek pl. hipertonia, kardiovaszkularis betegségek, cukorbetegség, neurodegenerativ betegségek,
tumoros megbetegedések, stb. ugrasszerii emelkedését vonta maga utan az elmult években. Ezen
betegségek esetében kdzos vonas, hogy hatteriikben kronikus gyulladasos folyamatok huzodnak meg. A
gyulladasos folyamatok soréan felszabadul6 citokinek antimikrobilis és immunmodulétor peptidek (AMP)
csaladjdba tartozd fehérjék termelését segitik el6. Ezek a fehérjék a kiilvilaggal érintkez6
testfolyadékokban, a kdnnyben, nyéalban, verejtékben, megtalalhaté kémiai barrier részei, és ezaltal a
velesziletett immunrendszer fontos komponensei; részt vesznek az antimikrobialis védekezésben, illetve
szabalyozzak az immunrendszer miikodését. Munkam sordn célom volt a kémiai barrier dsszetételének
vizsgalata konnyben, nyalban és verejtékben, valamint a barrier fehérjék valtozasainak tanulmanyozésa
olyan betegségekben, mint az Alzheimer kér, a zéldhalyog és a szajuregi laphamrak.

Az Alzheimer kor etioldgidja nem ismert pontosan, de féként a fejlett orszagok 6regedd lakossaga
korében egyre gyakoribb az eléfordulasa, mely jelentds terheket ré a tarsadalom egészére. Az Alzheimer
kor hatterében kimutattdk a gyulladasos folyamatok és az oxidativ stressz jelentGségét, ugyanakkor tobb
szemet érintd komplikaciot is megfigyeltek. Leirtak a fixacid, szinlatas és latasélesség zavarat, valamint az
amiloid depozitumok jelenlétét a lencsében és a retindban. Ez altalban egytt jart a retina ganglion sejtek
szamanak, valamint az axonok szamanak cstkkenésével és az idegsejtek rétegének elvékonyodasaval.
Kiilonb6z6, szemet célzd képalkotd eljarasok alkalmazésaval olyan, nem invaziv vizsgalomodszereket
probaltak kifejleszteni, amelyek az Alzheimer kér diagndzisat eés/vagy progresszidjat a szem vizsgalataval
kivanjak megallapitani.

A zbldhélyog vagy glaukoma — a 40 év feletti populacidban — a vaksag vezetd okai koz¢é tartozik. A
betegség patogenezise nem ismert pontosan; intenziv kutatasok tobb lehetséges okot és Utvonalat tartak
fel, mint a TGFP szintalut, a glutamat excitotoxicitas, az oxidativ stressz fokozott jelenléte. A normotenziv
glaukoma kivételével, a szemnyomas novekedése jellemzo a betegségre, de nem kizard ok vagy tiinet,
ugyanis olyan &llapotokat is leirtak, amikor a zdéldhalyog normél szemnyoméas mellett is kialakul. A
betegség prevalenciaja a korral novekszik, de az etnikai hovatartozas és az életmdd is fontos tényez6 lehet.
A zoldhalyogban a latdideg neuropétidja és a retina ganglion sejtjeinek progressziv és irreverzibilis
elhaldsa a latdideg atrofidjat okozza, ami kezeletlendl, akér vaksaghoz is vezethet. A terapia sorén jelenleg

az egyetlen befolyasolhatd tényezd a szemnyomas, amelynek csokkentése késleltetheti a betegség
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progressziojat és a latas elvesztését. Az altalanosan elfogadott protokoll szerint a szemnyomas
csokkentésére a szemcseppeket alkalmazzak, de amikor a hatéanyagok kombinacidja sem hozza meg a
kivant eredményt, miitéti beavatkozas valik sziikségessé. A leggyakrabban alkalmazott mutéti eljaras a
trabekulektomia, amely hosszu tavu kimenetelét nagymértékben meghatarozza a sebgyogyulds. A miitét
sikertelenségét okozd komplikaciok sokszor a miitét utan fél vagy egy évvel jelennek meg. Tekintve, hogy
a miitét soran tobb réteg (sclera, trabekularis haldzat) is sériil, egy komplex sebgydgyulasi mechanizmust
kell figyelembe venni.

A szajuregi laphamrak (oral squamous cell carcinoma — OSCC) a szijiregi daganatok 90%-at
képezi, és az 5 éves tulélés alig tébb mint 50%. A magas halalozési arany egyik lehetséges oka a betegség
kés6i felismerése, ezért nagy fontossdgu az olyan diagnosztikai eljarasok kidolgozasa, amely lehetévé
teszi a korai diagndzis feldllitdsat. Ilyen szempontbdl nagy jelentOsége van a nem invaziv modon
gyljthetd, folyamatosan termel6dd nyal vizsgalatanak és olyan nyal biomarkerek azonositasanak, amelyek

segitségével akar sziir6vizsgalatok is végezhetdk, s a magas kockazatu csoportok azonosithatok.

2. CELKITUZESEK

Kutatémunkdm sordn célom volt egy valtozatos, elsdsorban kvantitativ proteomikai technikakat
alkalmazo platform fejlesztése, amely a sajat kutatési kérdéseim megvalaszolasaval bizonyitja széleskori
hasznalhatdsagat az élettudomanyok teriiletén. A kétdimenzios elektroforézistdl, mint szamomra ismerds,
a PhD tanulmanyaim alatt alkalmazott proteomikai technikatdl kiindulva a bonyolultabb,
tomegspektrometrias technikdk alkalmazasan keresztil olyan interdiszciplinaris kutatdsokig kivantam
eljutni, amelyek nemcsak 1étrehozzak, hanem bioinformatikai és hal6zatelemz6 modszerek alkalmazasaval
értelmezik is a kvantitativ adatokat. A proteomikai technikakat eszkdzként hasznalva célom volt a minél
sz¢lesebb kort biologiailag relevans informacio kinyerése a mintakbol. Ehhez mind proteomikai, mind
adatelemz6 modszereket kivantam tovabbfejleszteni, optimalizalni és alkalmazni.

Célom volt a kutatbcsoportom altal bevezetett kvantitativ proteomikai technikék segitségével
megszerzett tudas transzlacios jellegének novelése, igy kutatdsaim témajaul fontos orvosi vonatkozasokkal
biré kérdéseket valasztottam. F6 érdeklddési teriiletem a betegségek patomechanizmusanak feltarasa
mellett a diagnosztikus biomarkerek azonositasa nem invaziv modon gyijthet6 testfolyadékokban. Célom
volt olyan kvantitativ proteomikai médszerek kifejlesztése, amelyek segitségével a kdénnyben, nyalban és
verejtékben levé kémiai barrier komponensei vizsgalhatok. A kémiai barrier megvaltozasanak
tanulmanyozasaval Alzheimer korban, zoldhalyogban illetve szajiiregi laphamrakban szenvedd betegek
szamara diagnosztikus és prognosztikus biomarkereket kivantam azonositani. Terveztem a szemben zajlo

sebgydgyulési folyamatok tanulmanyozéasat és potencialis biomarkerek azonositasat, amelyek segitségével
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clorejelezhetd a trabekulektomia utani komplikaciok megjelenése, valamint olyan szajiregi laphamrak-
specifikus potencidlis nyalbiomarkerek azonositasat, amelyek a magyarorszagi populaciora jellemzéek.
Emellett szandékomban allt a proteomika minél szélesebb korti alkalmazhatosaganak igazolasa, a CaPpzl
gomba-specifikus foszfataz pontos szerepének felderitése, valamint komplex, rendszerszintii

rrrrrr

egylttes elemzése céljabol.

3. ANYAGOK ES MODSZEREK

Vegyszerek
A Kisérletek kivitelezése soran felhasznalt vegyszerek és oldatok nagy tisztasaguak (electrophoresis
grade vagy chromatography grade) voltak, és a Merck/Sigma-tol keriiltek beszerzésre. A mas cégtol

szarmazd reagenseket és fogyo eszkozoket az els6é emlitésiikkor zarojelben jeldltem.

Mintak

A human mintak gyQjtése az érvényben levo szabalyoknak és a Helsinki Egyezményben
foglaltaknak megfeleléen, a Debreceni Egyetem Regionalis és Intézményi Kutatasetikai Bizottsaga
jovahagyasaval tortént (3385-2011, 2980-2009, 4078-2013, 2885-2008, 4701A-2016). A betegek minden
esetben megkaptak a megfeleld t4jékoztatast, ¢és irasos beleegyezd nyilatkozat forméjaban
beleegyezésiiket adtak a vizsgalatok elvégzéséhez. Minden mintatipus esetében a mintagyljtés utan
maximum 2 o6ran belul munkatarsaimmal a mintékat feldolgoztuk, és -70 °C-on lefagyasztottuk. Az
analizis soran minden mintat csak egyszer olvasztottunk fel, a felolvasztott mintat azonnal felhasznaltuk.
A vizsgalatok el6tt a mintak fehérje tartalmat Bradford modszerrel hataroztuk meg.

A konny-mintavétel standard kapillaris mintavételi technikaval, a kotéhartya ingerlése nélkiil,
uveg-kapillarissal (VWR) tortént 2 percen keresztiil. Az egyedi mintakat lecentrifugaltuk, majd a
feliluszékat 5 pl-es adagokra osztottuk és azonnal -70 °C-on lefagyasztottuk. A mintagy(jtés elétt a
donorok szemészeti vizsgalaton estek at, és csak azoktél a donoroktdl vettlink konnymintét, akiknek
korel6zményében nem szerepelt autoimmun betegség vagy szisztémas gyulladas, illetve a szemész nem
talalt a vizsgalt betegségen kiviil mas kords szemészeti elvaltozast.

A csarnokviz mintakat a Debreceni Egyetem AOK Szemészeti Klinikan, trabekulektomia miitét
kozben gyljtotték. A mintakat tiveg kapilldris segitségével limbalis paracentézist alkalmazva a miitétet
végz$ szakorvos gytjtotte. Gylijtés utan rogton jégre tették a mintakat, majd jégen a Proteomika
Szolgéltatd Laboratériumba szallitottak. Itt a konnyhdz hasonldan a mintékat lecentrifugaltuk, szétmértiik

és azonnal -70 °C-on lefagyasztottuk.
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A verejték gyiijtése egészséges onkéntesektdl szaunaban tortént. A szaunazas elotti 24 draban az
onkéntesek nem hasznaltak testapoldt, tusfiirddt, illetve dezodort. A hé hatdsara a béron képz6do
verejtékcseppeket iliveg kapillaris segitségével a bor érintése nélkill Osszegyijtottik. A mintakat
lecentrifugéltuk, a fellilisz6t pooloztuk, beszéritottuk, visszaoldottuk ammoénium bikarbonét oldatban,
majd 100 ul-es adagokra osztottuk és azonnal -70 °C-on lefagyasztottuk.

A nem stimulalt nyalmintakat 50 ml-es centrifugacsovekbe gyiijtottiik. Az egyedi mintdkat 5 pm-
es porusatméréji PVDF membransziirén (Millipore) atszirtiik, majd a sziirletet 200 pl-es adagokra
osztottuk és azonnal -70 °C-on lefagyasztottuk. A mintavétel a fogszakorvosi rendelében tortént fogasz
szakorvos altal, és a mintavétel utan teljes statuszvizsgalat kovetkezett. A daganatos betegek esetében a
mintavétel utdn a szajsebészeten biopszia vétele is tortént, amit a Patoldgiai Intézetben vizsgaltak meg.
Minden tumor esetében a szakorvos meghatarozta a tumor lokalizacijat, a TNM szerinti besorolasat, a
tumor stadiumat és differencialtsagi allapotat.

A sejtkultirak esetében a Rajnavolgyi Eva professzor asszony munkacsoportja (Debreceni
Egyetem AOK, Immunoldgiai Intézet) altal készitett sejtkult(rakrol a tapfolyadékot osszegyiijtottiik,
lecentrifugéltuk, majd a felillszot azonnal -70 °C-on lefagyasztottuk. A sejteket el6szor mostuk, majd
lizis pufferrel lizaltuk. A lizatumokat lecentrifugaltuk, a tiszta feltldszot -70 °C-on lefagyasztottuk.

A cappzl mutans és kontroll Candida albicans torzseket Dombréadi Viktor professzor ar
munkacsoportja (Debreceni Egyetem AOK, Orvosi Vegytani Intézet) azonos koriilmények kozott
tenyésztette. A QMY23 kontroll és cappzl hianyos torzsek csak a CaPPZ1 gén jelenlétében kilénbdztek
egymastol, egyébként genetikailag azonosak voltak. Az egyetlen megfigyelhetd kiilonbség a két torzs
kozott az volt, hogy a cappzl torzsek lassabban novekedtek. Tekintve, hogy a tenyésztés addig tortént,
amig az ODeso €elérte a 0,8-as értéket, a két torzs tenyésztési ideje Kissé eltért egymastdl: a kontroll térzset
kb. 5,5 ora, mig a cappzl torzset 6 oraig tenyésztették. A torzseket begyljtés utan homogenizaltak,
centrifugéltak, és mi a tisztitott felliluszot hasznaltuk fel a vizsgélatokhoz.

Az lvegtest mintak esetében az egerek kezelését és az livegtest eltavolitasat Dr. Petrovszki Goran
(Debreceni Egyetem AOK, Szemészeti Klinika) munkacsoportja végezte. Az egerekbdl eltavolitott
szemeket azonnal folyékony nitrogénben lefagysztottdk. Az Ulvegtest izolalashoz a szemeket
felolvasztottak, az lvegtesteket izolaltdk, amelyeket munkatarsaimmal azonnal lizis pufferbe tettlink és
feldolgoztunk.

A HIV-1 transzdukalt sejtlizatumokat Tézsér Jozsef professzor Ur munkacsoportja (Debreceni
Egyetem AOK, Biokémiai és Molekularis Bioldgiai Intézet) hozta létre. A transzdukci6hoz 5 ng reverz
transzkriptaz-ekvivalens HIV-1 pszeudoviriont hasznaltak 4 pg/ml polibren (Sigma-Aldrich) jelenlétében.
A Kkontroll sejtek esetében csak pszeudovirion-mentes tapfolyadékot adtak a sejtekhez. A transzdukcio

utan azonnal (0 6ra), 4 Ora, illetve 12 ora elteltével a sejteket tripszinizaltdk 10 percig, majd haromszor
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mostak hideg PBS-ben. A mosas utan a sejteket 4 ml cOmplete proteaz inhibitor koktéllal (Sigma-
Aldrich) kiegészitett lizis pufferben szuszpendaltak. A tisztitott lizatumok kerultek a laboratériumunkba,
ahol acetonos fehérje kicsapast végeztiink. A fehérje csapadékot ammonium bikarbonat oldatban vettiik
fel, és tripszines oldatban emésztésnek vetettiik ala.

MRM/SRM modszertervezés

Ahhoz, hogy megfelel6 MRM/SRM-alapu célzott modszereket tudjunk tervezni, szikség van a
fehérje aminosav szekvencigjanak pontos ismeretére. A célfehérjék aminosav szekvencigjat a UniProt
(www.uniprot.org) adatbazisbol toltottuk le. Mivel a tomegspektrometrids analizisek soran alkalmazott
enzimatikus emésztéskor tripszint hasznalunk, a fehérje szekvenciakat in silico tripszinnel hasitottuk a
UniProt oldalrol elérheté PeptidCutter segitségével. Azon peptidek esetében, ahol a tripszin hasitas
valoszinlisége >95% volt, specificitasi analizist végeztiink. BLASTp (http://blast.ncbi.nlm.nih.gov)
program segitségével egyenként megvizsgaltuk a triptikus peptideket, és az MRM/SRM &tmenetek
tervezéséhez azokat a peptideket hasznaltuk, amelyek csak a vizsgalando fehérjére jellemzéek. Ez azért
volt sziikséges, hogy biztositani tudjuk a modszer megfelelé specificitasat, és kizarjuk a lehetséges fals
pozitiv jelek megjelenését. Az &tmenetek tervezéséhez a Skyline (https://skyline.ms/) szoftvert hasznaltuk,
és a megtervezett MRM/SRM atmeneteket - vagyis az egyes kvadrupdlokban beallitandé m/z értékeket -
egy tomegspektrometrids modszerfajlba integraltuk. A modszerfajlt megfeleld pozitiv és negativ
kontrollokon alkalmazva tovabb optimalizaltuk a beéllitdsokat, megkerestiik az optimalis tkdzési energia
értékeket. Akkor mingsitettiik megfelelonek az MRM/SRM atmeneteket, amikor nem adtak jelet a negativ
kontrollon, és koncentraciofiiggé specifikus jelet adtak a pozitiv kontrollon. Ezutdn a megfelelének
bizonyult peptidek esetében megrendeltiik a kivalasztott peptideknek megfeleld stabil izotoppal jelolt
(SIL) peptid parokat, majd ezeket ismert mennyiségben a tomegspektrometrias analizisek el6tt a
mintdkhoz kevertiik. A SIL peptideket a JPT Germany cégt6l vasaroltuk; mindegyik peptid stabil
izotoppal jelezett C-termindlis Lys vagy Arg-t tartalmazott. A termindlis Lys vagy Arg esetében a C13
vagy N15 izotépokat oly moédon kombinaltak, hogy 6 Da, ill. 8 Da tomegkiilonbség volt megfigyelhet6 a
szintetikus SIL, és a vizsgalni kivant peptidek kozott. Minden fehérje esetében lehet6ség szerint két

peptidet, peptidenként legalabb két MRM/SRM atmenetet vizsgaltunk.

Fehérjék emésztése

Az oldatban emésztés soran a fehérjéket el6szor 6 M urea segitségével 30 percig
szobahémérsékleten denaturaltuk, majd redukaltuk. A redukalas minden esetben 37 °C-on, 60 percig 10
mM DTT (Bio-Rad) segitségével tortént. A redukalt —-SH csoportokat 20 mM jodacetamid (IAA) (Bio-
Rad) segitségével 45 percig, szobahdmérsékleten, sotétben alkilaltuk, hogy megakadalyozzuk a kénhidak
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nem kontrollalt Ujraalakuldsat, majd a mintat 25 mM-o0s ammonium bikarbonat oldattal Ggy higitottuk,
hogy az urea koncentréciéja 1M legyen. A tripszines emésztés 1:25 aranyban MS mindségii, stabilizalt
tripszinnel (Sciex) 37 °C-on egy éjszakén at tortént. A fehérje emésztményt beszéritottuk, majd feloldottuk
1% hangyasavat tartalmaz6 vizes oldatban, és reverz fazisi C18 toltetet tartalmaz6 ZipTip (Millipore)
pipetta hegyek segitségével megtisztitottuk a soktol és egyéb hidrofil szennyez6é anyagtol. A C18-as
toltetrél elualt peptideket ismét beszaritottuk, majd 1% hangyasavban torténd feloldas utan
tdmegspektrometrias analizisnek vetettik ala.

A gélsavokat vagy foltokat kb. 1 cm3-es darabokra vagtuk, majd 50% acetonitril tartalmd 25 mM-os
ammonium bikarbonat oldat segitségével festékmentesitettik. A festékmentesités utdn 20 mM DTT
tartalma oldattal, 56 °C-on inkubélva 60 percig elvégeztiik a redukélast, majd a DTT tartalmu oldatot
kidobva és 55 mM IAA oldatot rarétegezve, szobahdn és sotétben inkubalva 45 percig elvégeztiik az ¢l6z6
1épésben redukalt tiol csoportok alkilalasat. A kétdimenzids gélekbol kivagott foltok esetében a redukalas
és alkilalas lépéseket kihagytuk, ugyanis ezek mar megtorténtek az izoelektromos fokuszalé gélek
ekvilibralasa soran. A géldarabokat vakuumkoncentratorban kiszaritottuk és a szaritott géldarabokra 100
ng stabilizalt, MS mindségii tripszint tettiink ammonium bikarbonat oldatban. A tripszines emésztést 37
°C-on végeztiik egy éjszakan at, majd masnap reggel a tripszint 1 pl koncentralt hangyasav hozzaadaséaval
eldidézett savasodas segitségével allitottuk le. A gélbdl kidiffundalt peptideket dsszegytijtottiik egy tiszta,
megfelelden feliratozott csdbe, majd a géldarabokat 5% acetonitril, 0,1% hangyasav oldattal 30 percig
razattuk, hogy a maradék peptideket is 0sszegylijtsiik. Az extrahalas ezen 1épését kétszer ismételtiikk meg,
és a gélrél leszivott, peptideket tartalmazo oldatot vakuumkoncentrator segitségével beszaritottuk. A

megfeleld feliratokkal ellatott csdvekben levé beszaritott peptideket az analizisig -20 °C-on taroltuk.

Tomegspektrometrias analizis

A témegspektrometrids analizis nLC 11 nanoHPLC-vel (Bruker) kapcsolt 4000 QTRAP (AB Sciex)
tdmegspektrométeren tortént. A fehérje azonositashoz a peptideket 300 nl/perc aramlasi sebesség mellett
90 perces viz-acetonitril gradiens segitségével valasztottuk el Zorbax 300SB-C18 analitikai oszlopon
(Agilent), miutdn Zorbax 300SB-C18 toményité oszlopon (Agilent) duasitottuk és a kiséré puffer
komponensektél megszabadultunk. A mintat Microlon forrds segitségével juttattuk be a
tdmegspektrométerbe. Az MRM/SRM-alapu analizisekhez hasonlé paramétereket, de 30 perces gradienst
alkalmaztunk.

A fehérjék azonositadsahoz informacio-fiiggd adatgyiijtést hasznaltunk, amelynek soran eldszor egy
felderitd pésztazast (tdmegtartomany: 440-1400 amu) végeztiink. Ezt kdvetden a harom legintenzivebb
cslcs toltottségi fokanak meghatarozdsa, majd a toltottségi fokok alapjdn szdmolt energiaval, a

cstcsokhoz tartozd peptidek fragmentélasa és a fragmensek analizise tortént. A fehérjék azonositasat a
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tomegspektrométer altal rogzitett MS/MS adatok alapjan a ProteinPilot (Sciex) szoftver segitségével
végeztik el. Azokat a fehérjéket fogadtuk el talalatként, amelyeket legalabb két olyan peptiddel sikerult
azonositani, amelynek a konfidencia értéke minimum 95% volt.

Az MRM/SRM analizishez az MRM/SRM modszer tervezésénél megallapitott és optimalizalt
paramétereket felhasznalva modszerfajlokat készitettiink, és ezek segitségével tortént az adatgyiijtés
pozitiv. MRM modban. Minden mérést duplikdtumban végeztiink, az adatok értékelésehez a Skyline
szoftvert hasznaltuk.

A jel6lés nélkili kvantitalasi Kisérleteket kollaborécios partnereink végezték; a nyal elemzése a
Szegedi Bioldgiai Kozpont Proteomika Laboratériuméaban tortént, mig a HIV-1 transzdukcio és a verejték
vizsgalata sorén végzett analizisek az Arizonai Egyetem Proteomika Laboratériumaban késziiltek.

Kétdimenzios elektroforézis

A QMY23 és a cappzl deléciés mutans Candida albicans torzseket tartalmaz6 mintakat protedz és
foszfataz inhibitorokat tartalmaz6 sejtlizatumok formajaban kaptuk meg kollaboracios partneriinktdl (Prof.
Dombradi Viktor, DE AOK Orvosi Vegytani Intézet). A sejtlizatumok fehérje koncentraciojat Bradford
modszerrel hataroztuk meg, majd 450 pg-nyi fehérjét tartalmazé mintat Ready-Prep CleanUp Kit (Bio-
Rad) segitségével tisztitottunk a gyartd utasitasainak megfeleléen, és passziv rehidrélassal pH 4-7
izoelektromos fokuszalo6 gélre (Bio-Rad) vittik fel.

Az egér Uvegtesti mintakat a kollaborécios partneriink (Dr. Petrovszki Goran, AOK Szemklinika)
altal torténd tivegtest izolalasa utdn azonnal 7 M urea, 2 M tiourea, 4% CHAPS és 30 mM Tris-HCI
tartalma pufferbe tettlik, pipettaval szuszpendaltuk, majd jégen szonikéltuk 5 percig. Ez utan egy
centrifugélés segitségevel (500xg, 4 °C, 10 min) megszabadultunk a sejttormeléktdl és a feliiliszot Ready-
Prep CleanUp Kit (Bio-Rad) segitségével tisztitottuk az el6z6ekben ismertetett modon, majd passziv
rehidréalassal pH 3-10 izoelektromos fokuszal6 gélre (Bio-Rad) vittik fel.

Az izoelektromos fokuszalast a kovetkezo beallitasokkal végeztik el: 300 V fesziiltséggel 3 oran at
somentesitettiik a mintat, majd fokozatosan, 5 6ra alatt a feszlltséget 3500 V-ra emeltiik, és 3500 V-on
tartottuk 18 oran at. A fokuszalast kovetden a géleket -70 °C-on taroltuk az ekvilibralasig. A géleket 15
percig 0,6% DTT, 500 mM Tris-HCI (pH 8,5), 6 M urea, 2% SDS, 20% glicerol és bromfenolkék
tartalmd, majd Gjabb 15 percig 1,2% jodacetamid, 500 mM Tris-HCI (pH 8,5), 6 M urea, 2% SDS, 20%
glicerol és bromfenolkék tartalmu ekvilibrald pufferben ekvilibraltuk. A méasodik dimenzids elvalasztas
12%-0s SDS-poliakrilamid gélen Protean Plus Dodeca Cell (Bio-Rad) alkalmazasaval 100 mA konstans
aramer6sséggel tortént kb. 24 6ran at, amig a bromfenolkék elérte a gélek aljat. A gélek festéséhez kétféle
fluoreszcens festéket alkalmaztunk. A ProQ Diamond (Thermo Life Technologies) festék csak a

foszforilalt fehérjékhez kotédik, igy csak azok valnak detektalhatova, mig a hazilag készitett RuBPS
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festék az Osszes fehérjét megfesti. A géldokumentéacié Pharos FXPlus Molecular Imager (Bio-Rad)
szkennerrel tortént a kovetkez6 beallitdsokkal: excitacio: 532 nm-en, szkennelés 615 nm-en, 100 pm
felbontéassal. A gélképek analizisét a Delta 2D 4.4 szoftver (Decodon) segitségével vegeztik. A szkenner
altal készitett képek tiff formatumat betdltottik a Delta 2D szoftverbe, ahol létrehoztuk a kisérleti
elrendezésnek megfeleld csoportokat. Az egyes csoportokba tartozé géleken levd foltokat egymasra
vetitettiik a szoftver altal biztositott ,,exact mode matching protocol” és ,,group warping strategy”
beallitasok segitségével. A ,,union mode” segitségével egy egyesitett gélképet hoztunk 1étre (fused image),
amely az 6sszes foltot tartalmazta. A tovabbiakban a foltok detektalasa ezen az egyesitett gélképen tortént,
majd a szoftver a foltok kdrberajzolasaval nyert folt terlileteket visszavetitette az egyes gélekre, és ezeket
a terlleteket - pontosabban az ezekhez a teriiletekhez tartozé intenzitas értékeket - hasznélta fel a
mennyiségi analizis elvégzéséhez. A kvantitalas Ugy tortént, hogy a szoftver az dsszes detektalt folt
intenzitdsanak az 6sszegét 100%-nak mindsitette, majd az egyes géleken levé foltok intenzitasat az Gsszes
intenzitds szazalékaként tiintette fel és normalizalt folt-térfogatnak nevezte el. Az egyes csoportokhoz
tartozd géleken mért atlagos normalizélt folt-térfogatokat Osszevetettilk, és a szoftver altal elvégzett
Student t-tesztben szignifikans valtozast mutato értékekhez tartozo foltokat kivagtuk. A kivagott foltokban

levé fehérjéket MS/MS-alapu tdmegspektrometriés fehérje azonositas segitségével azonositottuk.

SDS-poliakrilamid gélelektroforézis

20 pg total protein tartalmu konnyminték fehérje tartalmat vizsgaltuk. Az elvalasztas 10%-0s SDS-
poliakrilamid gélen tortént 100 A konstans aramerdsséggel 1 oran at. A gélfestéshez Coomassie PageBlue
(Fermentas) oldatot hasznaltunk a gyarto utasitasainak megfeleléen, és a gélképet Pharos FX Plus lézer
szkenner (Bio-Rad) segitségével rogzitettik. A gélkép analizisét a QuantityOne szoftver (Bio-Rad)

segitségével végeztik, igy hataroztuk meg az egyes savok intenzitasat.

Immunolégiai modszerekkel torténd vizsgalatok

A multiplex immungyongy-alapu és ELISA analizisek soran a gyarto altal javasolt protokollok
szerint jartunk el. A nyalmintdkban az IL-1a, IL-1p, IL-6, IL-8, TNF-a és VEGF analizisét Custom 6plex
Milliplex kit (Merk-Millipore) segitségével végeztik el. A kdnnyben és csarnokvizben az FGFb, Eotaxin,
G-CSF, GM-CSF, IFN-y, IL-1B, IL-1ra, IL-2, IL-4, IL-5, IL-6, IL-7, IL-8, IL-9, IL-10, IL-12 (p70), IL-13,
IL-15, IL-17, IP-10, MCP-1, MIP-1a, MIP-18, PDGF-BB, RANTES, TNF-a és VEGF citokinek
mennyiségét Bio-Plex Pro Human Cytokine 27-plex Assay (Bio-Rad) segitségével hataroztuk meg. A
konny esetében 1:25-6s, mig a csarnokviz esetében 1:2-es higitast alkalmaztunk. A leolvasés mindegyik
multiplex kit esetében BioPlex 2.0 rendszeren (Bio-Rad), az adatok kiértékelése pedig BioPlex Manager

4.0 (Bio-Rad) szoftver segitségével tortént.
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Az IL-6, tioredoxin, S100A9 és hBD2 mennyiségét kvantitativ ELISA kitek segitségével hataroztuk
meg (IL-6 — EK0410 Boster Biological Technology, tioredoxin — EK1254 Boster Biological Technology,
S100A9 — E-EL-H1290 Elabsience Biotechnology, hBD2 — EK-072-37 Phoenix Pharmaceuticals) a

gyarto utasitasainak megfelelden.

Statisztikai analizis

Az adatok statisztikai analizise soran el@szor megvizsgaltuk az eloszlast. Normal eloszlas esetén
Student féle t-tesztet hasznaltunk, mig nem normal eloszlas esetén nem parametrikus Mann-Whitney U-
tesztet alkalmaztunk. A trabekulektomia utani komplikéciok vizsgalatanal alkalmazott linearis modellt és
az ANOVA analizist az Olink (Svédorszag) cég végezte. Az MRM/SRM adatok statisztikai elemzése
soran a Skyline szoftverbe beépitett MsStat programcsomagot hasznaltuk, majd az eredményeket post-hoc
teszt segitségével Kkorrigaltuk. A potencidlis biomarkerek vizsgalatira ROC (Receiver Operating
Characteristic) statisztikat alkalmaztunk. A HIV-1 transzdukcié hatasanak vizsgalata soran figyelembe
véve, hogy a technikai replikatumok adatai altalaban a Poisson eloszlast kdvetik, mig a viszonylag nagy
biologiai variancia altaldban a negativ binomidlis eloszlassal modellezhetd, egy modositott altalanos
linearis modellt alkalmaztunk, majd az eredményeket post-hoc teszt segitségével korrigaltuk. A statisztikai

analizisekhez a Dr. Emri Mikl6s altal fejlesztett R-alapu szoftvert hasznaltuk.

Hal6zatok tanulmanyozéasa

A halézatok megrajzolasdhoz String adatbazist hasznaltuk kozepes szigorlsagu kapcsolatokat
(interakciés  érték kb. 0,7) figyelembe véve. A vizsgalt halézatokban az egyes GO
(www.geneontology.org/) funkciok feldisulasat a String-be beépitett elemzés segitségével vizsgaltuk. A
csomopontok (fehérjék) funkcid szerinti szinezéséhez is a String altal biztositott lehetdséget hasznaltuk. A
String a rendelkezésre all6 interakcids adatok alapjan szinezi a fehérjék kozotti kapcsolatokat. A cian és
magenta szin az ismert interakciokat jeloli (cian az adatbazisokban levé adatra, mig a magenta a kisérletes
adatra utal), a zold, piros és kék szinek a prediktalt interakciokra vonatkoznak, a sarga szin az
adatbanyéaszattal, fekete a koexpresszidval, ill. a vilagoskék a fehérje homoldgia alapjan meghatarozott
interakciokat jeldli. A jelolések szinén nem valtoztattunk, de az elemzések sordn nem vettik figyelembe
az egyes szinek &ltal jel6lt kiilonbségeket.

A HIV-1 transzdukci6 soran generalt binéris halozatok esetében is a hdldzat készitésekor a String
adatbdzist hasznaltuk (String-R programcsomag), de itt a >0,95 interakcids értéket allitottuk be, igy csak
az igen nagy valoszinliségli (biztos) fehérje-fehérje interakciokat vettuk figyelembe. A halézatokat Ugy
alkottuk meg, hogy az NW héalézat a HIV-1 kezel és kontroll 0 6rds mintaibdl azonositott fehérjéket

tartalmazta, a C04 és C12 halozatok a 4, ill. 12 6ras idépontban begy(ijtétt kontroll mintak fehérjéit, mig a
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HO04 és H12 haldzatok a HIV-1 kezelt sejtekbdl 4, ill. 12 6ra utan begytjtétt mintak fehérjéit tartalmaztak.
Az igy generdlt binaris haldzatokban a csomopontok a fehérjék, mig az élek a fehérje-fehérje interakciok
lehetségét jelentik, ugyanis az adatbazisban tarolt adatok alapjan lehetséges fehérje-fehérje interakcio

tényleges jelenlétérdl a mintainkban azonositott fehérjék kozott nincs informacionk.

Sulyozott haldzatok Iétrehozésa és tanulmanyozasa

Ahhoz, hogy a valds interakcidkrdl tobb informéciét kaphassunk, a String altal generélt binaris
hal6zatokat tovabb modositottuk. A tdmegspektrometriés analizis soran kapott mennyiségi informéaciokat
hasznaltuk fel arra, hogy az éleknek sulyt adjunk. Az igy kapott sulyozott halézatokban az élek az
interakcid valdszinliségérdl és erésségérdl adnak informaciot. A tdmegspektrometrias analizisbdl kapott
mennyiségi adatok felhasznalasa lehetové tette, hogy a binaris halozat biztositotta elméleti fehérje-fehérje
interakcids lehetdségeket valds, mintakdzpontu interakcios haldzatokka alakitsuk, ahol az élek sulya
egyenes aranyban all a fehérjék mennyiségével, és forditottan aranyos az Gsszes interakcid lehetéségével
az adott hal6zatban/mintaban. Tekintve, hogy a String alkalmas a GO funkcidk feltiintetésére és a fehérjék
rendezésére a GO funkciok alapjan, minden sulyozott Wt,s halézatban a fehérjéket egy (f) funkcid
cimkével lattuk el, amely mutatta, hogy az adott funkci6hoz tartozik-e a fehérje vagy sem. A funkcid
szerinti besorolast a String segitségével végeztik, és azokat a String altal felsorolt feldisult GO funkcidkat
valasztottuk ki a tovabbi analizisekhez, ahol hal6zatonként legaldbb 10 fehérje tartozott az adott
funkciéhoz. lly moédon minden Kkivélasztott GO funkcidhoz egy funkcionalis alhalézatot tudtunk
definialni. A funkcionalis alhdlézat mellett az adott GO funkcioval nem rendelkezd fehérjéket, amelyek
ily médon nem a funkcionalis hal6zathoz tartoznak, a ,,nem funkcionalis” alhalozatba soroltuk. A fehérjék
kozotti interakciok esetében is ugyanezt a felosztast alkalmaztuk: a funkcionalis hal6zat elemei kozotti
kapcsolatokat funkciondlis kapcsolatoknak, a nem funkcionlis haldzat elemei kdzotti kapcsolatokat nem
funkcionalis kapcsolatoknak neveztiik el. Eléfordult olyan eset is, amikor a funkcionalis alhal6zatba
tartozo fehérje a nem funkcionalis alhal6zat egyik elemével létesitett kapcsolatot, ezeket a kapcsolatokat
kereszt kapcsolatoknak neveztik el (c), és az ilyen kapcsolatokat tartalmazé hal6zatot kereszt hal6zatként
definialtuk. Az altalunk definialt sulyozott fehérje-fehérje interakciés hal6zatok csomoépontokat (N) és
éleket (E) tartalmaznak. A csomdpontok minden héalozat esetében a fehérjék, mig az élek a fehérjék
kozatti interakciok. A vizsgalatok sordn az aldbbi haldzati paramétereket szamoltuk ki: csomopontok (N)
és élek (E) szama, halozati ersség (S), €lstiriség (D), él arany (R). Az N, Nf és Nn a teljes haldzatban,
valamint a funkcionalis, ill. nem funkcionalis alhalozatban levé csomdpontok (fehérjék) szamat mutatja. E
az élek (interakcidk) szdméara vonatkozik a teljes hal6zatban, az Ef és En az élek szdmat mutatja a
funkciondlis, ill. nem funkciondlis alh&lézatban, mig az Ec a funkciondlis - nem funkcionalis alhdldzatba

tartozd fehérjék kozotti interakciokat mutatja. A halozati erésséget (S) a sulyozott élek Osszegeként
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definialtuk, kiszamitottuk a funkcionalis (Sf) és nem funkciondlis (Sn) alhalozatokra jellemzé értékeket,
valamint a funkcionalis - nem funkcionalis keresztkotésekre jellemzé (Sc) értékeket. Az élsiirliség (D) azt
mutatja meg, hogy a stlyozott halozati er6sség (S) hogyan aranylik a maximalisan telitett halozatéhoz. Az
élsiiriiséget meghataroztuk a teljes halozatra (D), a funkcionalis (Df), nem funkcionalis (Dn), valamint a
kereszt (Dc) alhélozatokra. A haldzati erésséget figyelembe véve kiszamoltuk az ¢l aranyt (R) az
alhalozatokra vonatkozoan. Mivel az hal6zati paraméterek eloszldsa nem a Gauss-i vagy a negativ
binomidlis eloszlast kovette, ezért Wilcoxson tesztet alkalmaztunk, hogy karakterizalhassuk a
csoportspecifikus valtozasokat a 4 és 12 6ras idopontokban. A p értékeket tObbszords Gsszehasonlitasra

korrigéltuk és FDR korrekciot alkalmaztunk.

4. EREDMENYEK ES MEGBESZELESUK

A Candida albicans PPZ1 szerepének vizsgalata kétdimenzids elektroforézis segitségével

Annak érdekében, hogy tébb informéacidt nyerjiink arrél, hogy a cappzl gén terméke hogyan fejti Ki
biolégiai hatasat, kétdimezios elektroforézis segitségével megvizsgaltuk a C. albicans protedmjat,
valamint foszfoprotedmjat kontroll (QMY23) és cappzl hianyos (cappzl) torzsekben. Arra voltunk
kivancsiak, hogy milyen valtozasok tapasztalhatok a C. albicans protedbmjaban a CaPpzl protein
hianyaban. ElGszor Osszehasonlitottuk a ProQ Diamonddal festett, csak a foszforilalt fehérjéket
megjelenité foltokat a kontroll és a mutans torzsek esetében, majd ez utdn a ProQ Diamonddal festett
géleket RuBPS-el Ujra festettiik. A RuBPS az 0sszes fehérjét megfesti, igy a foszforilalt fehérjék esetében
végzett 0sszehasonlitast elvégeztiik a RuBPS-el festett géleken is, majd a kiilonbséget mutatod foltokat
kivagtuk tovabbi elemzés céljabdl. Osszesen 25 olyan fehérjét sikeriilt azonositani, amely mennyisége
vagy foszforilacioja (vagy mindkettd) statisztikailag szignifikans valtozast mutatott a CaPpz1 hianyaban.
A foszfoproteineket megfestd festék segitségével megjelenitett foszforilacioban megfigyelt valtozasokat
tobb okra vezethetjik vissza: 1) a foszforilacioban nem torténik valtozés, de a fehérje mennyiségében
igen, 2) a fehérje mennyiségében nem torténik valtozés, és a megfigyelt valtozas a foszforilacid
megvaltozott mértékének tudhat6é be, vagy 3) valtozas torténik mind a fehérje mennyiségében, mind a
foszforilacidjaban. A 2) csoportba sorolt azon fehérjék, ahol a foszforilacio mértéke novekedést mutatott a
delécio hatdséra, potencialis szubsztratjai lehetnek a CaPpzl-nek. Eredményeink alapjan az Eft2, a még
nem karakterizalt Rad32, a 60S riboszomalis fehérje Rpp0, a Tifl és az Ubal egyik proteoforméaja direkt
szubsztratjai lehetnek a CaPpzl-nek. A 25 fehérje funkcionalis analizise azt mutatta, hogy a fehérjék
majdnem fele (12 fehérje) a fehérje szintézisben, kett6 pedig a fehérjék proteoszomaban torténd
degradaciojéban jatszik szerepet. A fehérje szintézisben szereppel bird fehérjék mennyisége csokkent, mig

az ubikvitin aktivalé enzim 1 (Ubal) mennyisége nétt a deléciés mutans C. albicans mintékban.

14



dc_1779 20

Eredményeink arra utalnak, hogy a CaPpzl delécidnak gatl6 hatasa van a fehérje szintézisre. Ehhez
hasonlé eredményeket kaptak S. cerevisiae vizsgalatdval mas kutatocsoportok, akik kimutattdk, hogy a
PPZ1-nek szerepe van a transzlacié szabalyozésaban és az EF1Ba/Efbl transzlécios elongécios faktor a
PPZ1 szubsztratja. Eredményeink alapjan a CaPpzl foszfatdz a C. albicans-ban mddositja a fehérje
szintézist. Mivel mindkét feltételezett szubsztrat, az Eft2 transzlacios faktor és az RppO riboszomalis
fehérje a transzlacioban jatszik szerepet, elképzelhetd, hogy a foszfataz ezek révén fejti ki hatasat a fehérje
szintézisre. Ugyanakkor az is megfigyelhetd volt, hogy a 25 fehérjébdl 17 szerepet jatszik a biofilm
képz6désében. Ez alapjan, a kollaboracios partneriink megvizsgalta a vad és mutans C. albicans torzsek
biofilm képz6 képességét. Eredményei szerint a szelektiv Spider médiumban a CaPpzl hiényos torzsek
jobb biofilm képzd tulajdonsagokkal rendelkeztek, mint a kontroll, vad torzsek, ami arra utal, hogy a
laboratoriumi kisérleti koriilmények kozott a CaPpzl-nek valoban szerepe van a biofilm képzédésében. A
biofilm képzddésében szerepet jatszo fehérjék nagy része a halozatelemzésiink szerint direkt kapcsolatban
all az Eftl és/vagy a Rpp0O Ppzl szubsztratokkal, igy magyarazhatd, hogy a CaPpzl hianya hogyan
kapcsolodik a fehérje szintézishez €s a biofilm képzddéséhez. Ezen kiviil egyes metabolikus enzimek, akar
kilonallok, akéar a halozathoz kapcsolodnak, részt vehetnek a biofilm képzésében metabolikus vagy mas
funkcidik révén. Mivel a teljes hal6zatelemzés a S. cerevisiae ortolégokkal tortént, tovabbi vizsgalatok
sziikségesek a fenti hipotézis megerdsitésére. Ugyanakkor fontos azt is szem el6tt tartani, hogy a Spider
taptalajon megfigyelt valtozdsok nem biztos, hogy fizioldgidsan is jelentdsek, ami tovabb ndveli a
megerdsité vizsgalatok szikségességét. Mindenesetre eredményeink azt mutatjak, hogy a kétdimenzios
elektroforézissel nyert proteomikai és foszfoproteomikai adatok segithetnek Uj lehetséges foszfataz

szubsztratok, és bioldgiai funkciok (biofilm képzés) azonositasaban.

Proliferativ vitreoretinopatia tanulméanyozasa kétdimenzids elektroforézis segitségével

A PVR patogenezisének tanulményozasara alkalmazott egér modellben intravitredlis diszpéz
befecskendezéssel a PVR-hez morfoldgiailag hasonld allapotot idézett elé kollaborécids partneriink. A
PVR-szerii allapot megjelenését OCT (Optical Coherence Tomography) vizsgalattal bizonyitottak, majd a
diszpaz kezelést koveté 14. napon, amikor igazoltan megjelentek a PVR-re jellemz6 elvaltozasok az
egerek szemét eltavolitottak és az (vegtestet izolaltdk. Az izolalt (Uvegtest fehérje profiljat
kutatocsoportunk kétdimenzios elektroforézis segitségével vizsgalta és dsszehasonlitotta a kontrolként
szolgélo, fizioldgids sooldattal kezelt egerek Uvegtesti mintdiban tapasztalt fehérje profillal. Mindkeét
csoport esetében harom bioldgiai parhuzamossal dolgoztunk, és a harom gél atlag értékeit vettik
figyelembe a kvalitativ és kvantitativ valtozdsok elemzésekor. A legnagyobb valtozést a krisztallinok
esetében tapasztaltuk, ugyanis 19 folt tartalmazott valamilyen krisztallin varianst. Nyolc foltban talaltunk

alfa A krisztallint és megallapitottuk, hogy a mennyiségiik csokkent a diszpadz kezelés hatdsara. Ez aldl
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kivételt az alfa B krisztallin jelentett, amelynek a mennyisége emelkedett a kezelés eredményeként. Az
altalunk tanulmanyozott modellben feltehetéen a PVR-t megel6z6 retina levalas okozta stressz hatasara
fellépo apoptozis, illetve a PVR-re jellemzo proliferativ allapotok markere lehet az emelkedett alfa B
krisztallin. Az nem ismert, hogy mennyiségének ndvekedése okozza-e a retina pigment epitél (RPE) sejtek
apoptdzisanak gatlasat kaszpaz 3 vagy 6 gatlasaval, igy elbillentve az egyensllyt az RPE sejtek
proliferacidja iranyéaba, vagy a proliferdld RPE sejtek termelnek tobb krisztallint, ami stimulalja és
megnd az RPE sejtek proliferacioja. Ahhoz, hogy jobban megeértsik a PVR hatdsmechanizmusat és
kihasznaljuk az egérmodell adta lehetéségeket, egy olyan knock-out egeret (KO) alkalmaztak
kollaborécios partnereink, amely nem tartalmazta a transzglutaminaz 2 (TG2) enzimet. Az el6z6ekben
ismertetett diszpaz kezelést elvégezték TG2 hidnyos egereken is, igy egy olyan vizsgalati rendszert
kaphattunk, amely kivalo lehetdséget biztosit tobbféle hatas egyiittes tanulmanyozasara. A normal egerek
Uvegtestének vizsgélataval egyidejiileg elvégeztiik a TG2 KO egerek iivegtesti mintainak kétdimenzios
elektroforézisét is. A diszpaz kezelés hatasara az alfa-2 makroglobulin, béta aktin-szerti fehérje, G fehérje,
gliceraldehid-3 foszfat dehidrogendz, heterogén nukleéris ribonukleoprotein, laktat dehidrogenaz,
peroxiredoxin, rekoverin, szerotranszferrin és tubulin mennyisége csokkent, mig a béta krisztallin Al,
griffin, ferritin L és H lanc mennyisége emelkedett. Az alfa krisztallin A lanc esetében egyes foltokban
novekedést, mig masokban csokkenést tapasztaltunk a diszpaz kezelés hatasara. A TG2 KO egerekben a
vad tipusu egerekhez hasonléan a diszpdz kezelés eredményeként egy jelentds, krisztallinokat érint6
poszt-transzlaciés modositas tortént, viszont itt a mértéke nagyobb volt, mint a vad tipusu egerekben
tapasztalt valtozas. A modositasok pontos hatterét nem ismerjik, de tekintve, hogy a diszpaz egy proteaz,
a TG2 pedig keresztk6tdé enzim, mig a krisztallin TG2 szubsztrat, eléfordulhat, hogy a TG2 Aaltal
létrehozott keresztkotések egyfajta védelmet biztositanak a diszpaz Altali hasitassal szemben.
Természetesen, ezek csak feltételezések, mert kisérleti rendszertink &ltal biztositott adatok nem nyujtanak
elegend6 informaciot e kérdés megvalaszolasahoz.

Munkank tovabbi eredményeket szolgaltatott a diszpaz hatdsara modosulé fehérje profilokra
vonatkozoan, és kimutattuk a krisztallinokat érinté nagymértékli valtozasokat. Ugyanakkor a TG2
hianyéaban a diszpaz hatasara jellemz6 informaciot is gyljtottiink, amely bizonyitja a TG2 aktiv szerepét a
PVR patomechanizmusaban. A PVR tanulmanyozasara alkalmazott egér modell lehetdséget biztosit a
dinamikus gyogyszerfejlesztési és tesztelési 1épések kivitelezésére, reményeink szerint elOsegitve a

hatékony teréapiés eljarasok kifejlesztését.
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A konnyben, nyalban, verejtékben levé kémiai barrier vizsgalata és potencialis biomarkerek
azonositasa

A kiilonbozo testfolyadékok, tigymint a verejték, nyal, konny stb. a testiinket véd6 kémia barrier
részét képezik és jelentds mennyiségli AMP fehérjét tartalmaznak. Az egyes testfolyadékokban
biomarkerként azonositott fehérjek kb. 30%-a az AMP csoportba tartozik. Az a tény, hogy eddig
kevesebb, mint 200 fehérjérdl mutattak ki az antimikrobialis és immunmodulator tulajdonsagokat, és hogy
az eddig azonositott sz&mos biomarker majdnem 1/3-a AMP, egy figyelemremélto tulajdonsagokkal
rendelkezd csoportra utal. Természetesen ennek egyik oka lehet az is, hogy bizonyos testfolyadékok
esetében csak az abundans, foként AMP tulajdonsaggal biro fehérjéket tudtuk tanulmanyozni, és a kisebb
mennyiségben jelen 1évo fehérjékrdl nem volt alkalmunk kelld mennyiségli €s mindségi informaciot
gyljteni.

Munkam soran az egyik f6 célom a kémiai barrier tanulmanyozasa volt. Kutatécsoportommal olyan
kvantitativ proteomikai technikakat fejlesztettiink és optimalizaltunk, amelyek alkalmazhatok a kémiai
barrier komponenseinek vizsgalatdra. Modszerfejlesztésiinket el6szor a nagyobb mennyiségben
hozzaférheté és a komplex bioldgiai rendszerekhez képest kevésbé heterogén sejtkultura feliiliszon
kezdtik el, majd az in vitro rendszeren megszerzett tudast hasznaltuk a kisebb mennyiségben gyiijthetd,

betegektol szdrmazo testfolyadékokban levd kémiai barrier komponenseinek vizsgélatara.

Huméan béta defenzinek vizsgélatara alkalmas MRM/SRM-alapu célzott témegspektrometrias
mddszer kifejlesztése

Sikertlt kifejleszteni egy szemikvantitativ célzott proteomikai modszert, amelynek segitségével
lehetévé valik a human béta defenzin (hBD) 1, 2, 3 és 4 mennyiségének egyidejii analizise. Az
MRM/SRM alapu témegspektrometrids analizis sordn az IQGTCYT hBD1 peptidet, a GIGDPVTCLK
hBD2 peptidet, a GIINTLQK hBD3 peptidet és az ICGYGTAR hBD4 peptidet vizsgaltuk. Az optimalizalt
moddszer a klasszikus antitest alapu vizsgalatok egy realis alternativajaként szolgalhat, elsGsorban olyan
esetekben, amikor a mintamennyiség nem teszi lehet6vé az egymast kovetdé ELISA analizisek elvégzését.
A kifejlesztett tomegspektrometrids modszert RT-qPCR és ELISA analizisekkel ellenérizve
nagysagrendileg hasonlo értékeket kaptunk, valamint az ELISA és a kifejlesztett tdmegspektrometrias
modszerrel mért hBD2 szintek j6 egyezést mutattak (R=0,9636, p<0,0001). A vizsgalatokat mind
sejtkultara fellilszéban, mind sejtlizdtumban elveégeztik SW-1116, HT-29 és Caco2 human epitél
sejteken. A szakirodalomban fellelhetd adatoknak megfelelden, sikeriilt igazolni a hBD2 és hBD3
indukalhato jellegét, ugyanis a vizsgalt kisérleti rendszerekben IL-1p gyulladasos citokin hatasara megnétt
mind a szekretalt, mind a sejten beluli mennyiségik. A Kkifejlesztett MRM/SRM alapu kvantitalasi

modszer segitségével a human béta defenzin 1, 2, 3 és 4 mennyiségét egészséges felnbttektdl szarmazo
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konnymintakban megvizsgalva azt tapasztaltuk, hogy az Alzheimer koéros betegekt6l szarmazod
kdnnymintdkban nem sikerilt a human béta defenzineket kimutatni. Ezzel szemben az egészséges
felndttektdl szarmazo konnymintdkban mind a négy vizsgalt defenzint ki tudtuk mutatni, igazolva a
maddszerink hasznélhatésagat huméan konnymintdk vizsgélatara. A hBD2 mennyisége volt a
legalacsonyabb, a hBD3 mennyisége a legmagasabb, mig a hBD1, ill. a hBD4 mennyisége a hBD2 és a
hBD3 mennyisége kozott helyezkedett el, és kdzel azonos volt.

Eredményeink alapjan a kifejlesztett tomegspektrometrias modszer megfeleléen miikodott, és
hasznélhatonak bizonyult hBD1, hBD2, hBD3 és hBD4 egyidejii mennyiségi analizisére biologiai

mintakban.

Alzheimer korra jellemzé potencialis konny biomarkerek azonositasa

Tekintve, hogy az Alzheimer korban szenvedd betegek retinajaban azonosithatok az amiloid
depozitumok, valamint megvaltozik a retina szerkezete, és romlik a betegek latasa, azt feltételeztiik, hogy
ezek a valtozasok érinthetik a konny fehérje profiljanak a valtozasat is.

Eloszor gélelektroforézis és tomegspektrometrias analizis segitségével azonositottuk azokat a
fehérjéket, amelyek a beteg és kontroll mintak kozott szignifikansan eltéré intenzitasu savokban
talalhatok. Ezen fehérjék mindegyike a védekezésben jatszott szerepet, és feltehetden a kémiai barrier
részeként részt vett a kdnny, mint els6é védelmi vonal kialakitasaban. Eredményeink és korabbi munkaink
alapjan olyan MRM/SRM-alapl témegspektrometrids maddszert fejlesztettiink ki, amely alkalmazasaval
egy idoben kaphatunk informaciot 10 kémia barrier komponens fehérje (lipokalin 1, laktotranszferrin,
lizozim C, lakritin, Ig lambda lanc, Zn-alfa 2 glikoprotein, prolaktin indukalt fehérje, lipofilin A, galektin
3 kotdé fehérje, dermcidin) mennyiségérol. Az optimalizalt célzott tomegspektrometrids modszert
alkalmazva 14 Alzheimer koérban szenvedd betegtdl és 9 korban illesztett kontrolltdl szarmazd, Gsszesen
37 egyedi konnymintdban megvizsgaltuk ezen fehérjék mennyiségét. Szignifikans kilonbséget
tapasztaltunk a lipokalin 1, laktotranszferrin, lakritin, lizozim C és prolaktin indukalt fehérje szintjében;
mennyiségiik lecsokkent a betegektl szarmazoé mintadkban. Ezen konnymirigy altal termelt fehérjék
mennyiségével ellentétesen valtozott az epitél sejtek altal termelt dermcidin mennyisége: szignifikans
ndvekedést tapasztaltunk a betegek mintaiban a kontrollok kdnnymintaihoz viszonyitva. A szignifikans
véltozasokat mutatd fehérjék vagy azok kombinacidinak prediktiv értékét megvizsgalva ROC analizis
segitségével azt talaltuk, hogy a legkiegyensulyozottabb értékeket mutat6 (specificitas 77%, szenzitivitas
81%) kombinécio a lipokalin 1, dermcidin, lizozim C és lakritin kombinacioja, amely adataink alapjan,

potencidlis biomarkerként szolgalhat Alzheimer korban.
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Eredményeinkkel igazolni tudtuk, hogy a kénnyben talalhaté kémiai barrier dsszetétele megvaltozik
patoldgias korlilmények kozott. A szignifikans kilonbséget mutatd fehérjék, megfelelé validalas utan,
potencidlis biomarkerként hasznéalhatok a betegség diagnosztizalasa soréan.

A szemben zajlo sebgydgyulasi folyamatok tanulmanyozésa, és olyan potencialis biomarkerek
azonositasa, amelyek eldrejelezhetik a trabekulektomia utani komplikaciok kialakulasat

A zoldhalyogra jellemz6 fehérjék tanulmanyozasara legaltalanosabban hasznalt bioldgiai minta a
csarnokviz, melynek fokozott termelése vagy akadalyozott elvezetése, illetve a fentiek egyensulyanak
megbomlasa okozza a megndvekedett szemnyomast. A csarnokviz vizsgélataval szdmos z6ldhalyogra
jellemzo fehérjét azonositottak, azonban a csarnokviz csak miitét soran hozzaférheto, ezért sziirésre, miitét
utani kovetésre nem alkalmazhat6. Ebben a kontextusban els6 1épéséként meg kivantam vizsgalni, hogy a
kénny, mint allanddan termel6dé és nem invaziv mdédon gylijthetd bioldgiai minta fehérje Osszetétele
milyen mértékben tér el a miitét soran gyujtott csarnokviz fehérje Osszetételéhez képest. A kérdés
megvalaszolasara 20 trabekulektomiara eléjegyzett paciens mintajat vizsgaltuk meg munkatarsaimmal.
Minden donortél a miitét elott konnymintat vettiink és a miitét soran csarnokviz mintat gytjtottiink. Egy
kereskedelmi forgalomban levé multiplex citokin kit (Bio-Plex Pro Human Cytokine 27-plex Assay)
csarnokvizben. A citokin szinteket, valamint a betegekrél rendelkezésre allo egyéb adatokat felhasznalva
statisztikai elemzést végeztiink. Megnéztik, hogy a z6ldhalyog tipusa, a nem, a haromnal tébb vagy
kevesebb hatoanyagot tartalmazd szemcseppek alkalmazasa, a konnytermelés sebessége, a begylijtott
kénny fehérje mennyisége, valamint a kés6i komplikaciok megjelenése alapjan képzett csoportok kozott
van-e szignifikans eltérés a citokinek koncentraciojaban. Azt taldltuk, hogy harom citokin esetében
statisztikailag szignifikans, alacsonyabb értékeket tudtunk kimutatni a komplikaciét mutaté csoportban.
Eredményeink alapjan az IFN-y, az IL-5 és GM-CSF szintje a miitét utan egy évvel komplikaciot mutatd
paciensek miitét elbtt vett konnyében alacsonyabb értéket mutatott, mint a komplikacié mentes betegek
esetében. Eredményeink szerint a harom citokin szintjének vizsgalata segithet a komplikaciok
megjelenése szempontjiabol nagyobb kockdzat csoportba torténd besorolasnal. Osszehasonlitva a
konnyben és csarnokvizben mért citokin szinteket, az IL-2 kivételével minden citokin esetében
statisztikailag szignifikans ndvekedeést tapasztaltunk a konnyben a csarnokvizben mért értékekhez képest.
Eredményeink alapjan a konny é€s a csarnokviz nem egyenértéki mintak, és a konny vizsgalata feltehetden
nem helyettesitheti a csarnokviz vizsgalatat. Viszont olyan esetekben, amikor ugyanazon beteg tobb
idopontban vett mintajat hasonlitjuk Ossze (pl. trabekulektomia utani kovetéses vizsgalatok), a kénny

megfelelden hasznalhato potencialis biomarker forras lehet.
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A mitét utani elsé néhany oraban elkezd6dik a hosszan tartd sebgyogyulas pontosan szabalyozott
folyamata. Az egyes fazisok kozotti hatdrok nem élesek és nagyban atfednek egymassal. Feltételezéstink
szerint, a korai idopontokban bekovetkezo valtozasok hatassal lehetnek a késobbi, fél vagy egy év mulva
megjelené késéi komplikaciok kialakulasara. Azért, hogy tobb informéaciot nyerhessiink a szemben
végbemeno sebgyogyulas komplex folyamatardl, a citokineken kiviil mas anyagok mennyiségét is meg
kivantuk vizsgalni. Ehhez legmegfelelébb modszernek az Un. Proximity Extension Assay (PEA) modszert
tartottuk, amelynek hasznalhatosagat a kénnymintak vizsgélatara els6ként igazoltuk. Annak érdekéeben,
hogy t6bb informaciot nyerhessiink a sebgyogyulas soran bekovetkezd valtozasokrol és a trabekulektomia
utan megjelené komplikaciokrdl, megvizsgaltuk 184 fehérje mennyiségét PEA modszerrel. A pacienseket
két csoportba soroltuk: ,,komplikaciét mutatd” és ,.komplikacié6 mentes” csoportokba. A mindségi és
mennyiségi valtozasokat megvizsgalva azt talaltuk, hogy az immunvalaszt elésegito, proliferéciot, illetve
sebgyogyulast serkentd és extracelluldris matrix atrendez6dést el6idéz6 molekulak eldfordulasi
gyakorisdga és/vagy mennyisége megemelkedett a komplik4dcidot mutaté csoportban. Ezzel egy id6ben
azon molekuldk mennyisége is emelkedett, amelyek alacsony szintje vagy hidnya a sebgyogyulas
elhiz6dasat eredményezi (pl. SOD2, GLOL). Ugyanakkor a sebgydgyulas szabalyozasaban szerepet jatszd
fehérjék kevésbé jelentek meg a komplikéaciét mutaté csoportban, akarcsak a szénsav anhidrdz, amely
alacsony szintje a keloidos sebgyogyulasra jellemzd. Ezen informaciok arra engedtek kovetkeztetni, hogy
a sebgydgyulds egyenstlya a komplikaciét mutaté csoportban elbillen a kifejezettebb sebgyogyulas
iranyaba, hozzajarulva ezzel a kés6i miitéti komplikaciok megjelenéséhez.

Konnyfehérje vizsgalatainkkal adatokat gyjtottink a sclera sebgyogyulasi folyamataira
vonatkozoan, ¢és sikeriilt olyan konny biomarkereket azonositani, amelyek eldrejelezhetik a

trabekulektomia utan bekovetkezo, lebennyel kapcsolatos problémakhoz kothetd késoi komplikaciokat.

A nydl kémiai barrierjének vizsgalata és szajuregi laphdmrak-specifikus potenciélis biomarkerek
azonositasa

A nyal fehérje Osszetételének valtozasait megvizsgaltuk szajliregi laphamrakban (OSCC) szenvedd
betegek és egészséges, korban illesztett kontrollok esetében. Jel6lés nélkili kvantitalas soran tébb mint
500 nyalfehérjét azonositottunk a mintdkban, ezek kozil 68 esetében figyeltiink meg legalabb kétszeres
kilonbséget a mennyiségiikben az OSCC és a kontroll csoportok kdzott. A citokrom ¢ és a mucin 7 csak a
kontroll mintdkban volt megtalalhat6, mig a komplement faktor H, komplement C5, kortikoszteroid kotd
fehérje, heparin kofaktor 3, apolipoprotein E és a szérum paraoxondaz/aril-észteraz csak az OSCC mintékra
volt jellemzd. A kiilonbséget mutatod fehérjék funkcionalis és halozat analizise az immunfolyamatok €s a

proteolizis megnovekedett aktivitasara utalt.
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A jel6lés nelkili kvantitalas mellett multiplex immungydngy-alapu és célzott tdmegspektrometrias
mddszereket is alkalmaztunk a nyalfehérjék vizsgéalatara. A kordbban irodalomban potencialis
biomarkerként publikalt fehérjék mennyiségét vizsgaltuk meg OSCC-ben szenvedd betegekt6l, korban
illesztett és fiatal kontrollokt6l szarmaz6 nyalmintakban. Az IL-1a, IL-1B, IL-6, IL-8, TNF-a és VEGF
szinteket Luminex alapt multiplex mddszerrel vizsgéltuk. A katalaz, profilin 1, SI00A9 fehérje, CD59,
CD44, galektin 3 kot6é fehérje, keratin-19 és tioredoxin fehérjék vizsgalatira MRM/SRM-alapu célzott
tomegspektrometrias modszert fejlesztettink ki, és azt optimalizaltuk. Vizsgélataink alapjan az 1L-6,
TNF-a, tioredoxin és S100A9 fehérjék szintje mutatott szignifikans kilonbséget a csoportok kozott. Az
adatok statisztikai elemzése soran a ROC analizis szerint az IL-6 és a TNF-a kombinacidja nem erdsitette
egymast, az IL-6 6nmagaban is 82%-0s szenzitivitassal és 100 %-os specificitassal rendelkezett. Az
S100A9 és a tioredoxin erdsitette egymast, egylttes alkalmazasuk 86% szenzitivitassal és 67%
specificitassal tudta jelezni az OSCC-t. Tekintve, hogy adataink alapjan a TNF-a vizsgalata nem
biztositott plusz el6nyt a diagndzis soran, a tovabbiakban csak az IL-6, S100A9 és tioredoxin mennyiségét
vizsgéltuk 26 OSCC-ben szenvedé beteg, 13 korban illesztett kontroll és 7 fiatal kontroll nyalmintajaban.
Az ellenérzés sordn az S100A9 és az IL-6 esetében sikerllt szignifikans kilonbségeket kimutatni az
OSCC és a kontrollok kozott. A tioredoxin nem bizonyult kelléen jo prediktornak, ugyanis csak az OSCC
és a fiatal kontroll csoport kézoétti killénbség volt szignifikans.

Eredményeink alapjan sikeriilt két olyan OSCC-specifikus nyal fehérje biomarkert azonositani,
amely hasznalhatdnak bizonyult a magyar lakossag korében. Ugyanakkor vizsgalataink ravilagitottak arra,
hogy a kiilonbdzé populaciokban biomarkerként azonositott fehérjék nem altalanos érvénytiek, el6térbe

hozva a regionalis biomarker kutatasok jelentoségét.

A normal verejték tomegspektrometrias analizise, és a nagy mennyiségben jelen levé
verejtékfehérjék azonositasa

Egészséges felnbttektol szarmazd verejték jelolés nélkiili kvantitalasa soran 95 verejtékben
eléforduld fehérjét sikeriilt azonositani, amelyek koziil 20-at addig még nem irtak le a verejtékben. A
szekretalt fehérjek kodzul legnagyobb mennyiségben a dermcidin jelent meg a szekretalt fehérjék 46%-at
képezve, mig a kluszterin 17%-ot, az apolipoprotein D 15%-ot, a prolaktin indukalt fehérje (PIP) 8%-ot, a
szérum albumin pedig 6%-ot tett ki. Ezek a fehérjek egyuttesen képezték a szekretalt verejték fehérjék
91%-at. MRM/SRM-alapu célzott proteomikai maddszert tervezve a dermcidinre és a PIP-re, siker(lt
alatdmasztani a dermcidin mas fehérjéhez viszonyitott sokkal nagyobb mennyiségét. A verejték Un.
abundans fehérjéinek azonositasat kovetden megvizsgaltuk a fehérjék funkcigjat, és tigy talaltuk, hogy 6
szerepiik a védekezésben, a kémiai barrier felépitésében van. A dermcidin és PIP feltehetéen az

antibakteridlis védekezésben jatszanak szerepet, a kluszterin chaperonként és matrix metalloproteinaz
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gatloként mikodik. Az apolipoprotein D vélhetéen gatolja a lipid peroxidaciét, mig az albumin, kot
képessége réven szkevenger funkciodt lathat el, megkotve a verejtékben levé molekulakat, illetve DAHK
N-terminalis tetrapeptidje révén antioxidans tulajdonsagokkal rendelkezhet.

Eredményeink kiindulési alapot biztosithatnak a tovabbi biomarker kutatdsokhoz, informaciot

szolgaltatva az egészséges onkéntesektol szarmazé mintak fehérje dsszetételérol.

Komplex, rendszerszintii halézatelemzési modszerek kidolgozasa és alkalmazasa a minéségi és
mennyisegi proteomikai adatok egyuttes elemzésére

A modern proteomikai technikék alkalmazésaval vilagszerte a proteomikai laboratériumok naponta
tobb GB-nyi adatot generdlnak. Ezek igen jelentds része nem csak kvalitativ, hanem kvantitativ
informacidkat is tartalmaz. Sok csoport dolgozik azon, hogy olyan szoftveres hatteret teremtsenek meg,
amely segitségével az adatok értelmezhetdk, és az adatokban levd bioldgiai informacidk kinyerhetok.
Egyik ilyen megkozelitési lehetdség a minél teljesebb adatelemzéshez, az adatok haldzatban torténd
megjelenitése és elemzése. Kiilonbozd adatbazisokban tarolt informaciok alapjan felrajzolhaté a mintaban
azonositott fehérjék fehérje-fehérje interakcidés halézata. Azonban ezek a halézatok az esetek nagy
részében csak binaris hal6zatok, azaz a kapcsolat meglétét, vagy hianyat tudjuk vizsgalni, mivel a
kvantitativ adatokat kevésbé veszik figyelembe. Munkank elkezdésekor voltak probalkozasok a
kvantitativ adatok beépitésére a hal6zatok rajzolasakor, de ezek elég bonyolult matematikai modszereket
alkalmaztak, ¢és nem voltak konnyen kivitelezheték. Munkank soran a cél az volt, hogy az
adattudomanyban gyakran hasznalt sulyozott halézatot alkalmazzuk a proteomikai adatok elemzésére, és
egy egyszeriibb matematikai megkozelités segitségével a haldzatokba épitsiik be a kvantitativ adatokat is.
Ily modon lehetéségiink nyilhat arnyalni az interakcidk altal felrajzolt képet, és pontosabb, vagy akar
korébban rejtve maradd kdvetkeztetéseket levonni. Vizsgalatainkhoz, T6zsér professzor Ur (Debreceni
Egyetem AOK, Biokémiai és Molekularis Bioldgiai Intézet) laboratoriumaval egyiittmiikodve, a HIV-1
altal megvaltoztatott gazdasejt protedmot vizsgaltuk és a HIV-1 transzdukcio hatasara bekovetkezd
proteomikai valtozasokat probaltuk nyomon kovetni a halézatokban bekovetkezd moddosulasok
tanulmanyozasaval. A HIV-1 hatasara a gazdasejtben egy jelent6s atprogramozddas kezdddik; leall a
fehérjék szintézise, kivéve a virus szamara szikséges fehérjéké, illetve a sejtek elkezdik termelni a
virusokat. A folyamatot korai és kés6i fazisokra lehet felosztani, és mig az utdbbit intenziven vizsgaltak,
addig az eldbbirdl keves informacio all rendelkezésre. Ezért a 293T sejteket VSV pszeudotipizalt HIV-1
virusokkal transzdukaltuk, és a bekovetkez6 proteomikai valtozasokat azonnal (0 6ra), 4 6ra, ill. 12 6ra
elteltével vizsgaltuk jelolés nélkili kvantitalas segitségével.

A mddszerekben ismertetett modon, a kvalitativ és kvantitativ proteomikai adatokat, valamint a

String adatbazisban tarolt fehérje-fehérje interakcids adatokat felhasznalva létrehoztunk egy olyan
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sulyozott halozati modellt, amely segitségével a HIV-1 hatdsara bekovetkez6 valtozasokat tanulmanyozni
tudtuk. A hélozatok esetében kiszdmolt halézati paramétereket felhasznélva statisztikai elemzést
végeztiink. A f6 halozatot vizsgalva azt tapasztaltuk, hogy a H12-ben a fehérjék szama (N) statisztikailag
szignifikdns modon csokkent, utalva a binaris halozat esetében is megfigyelheté zsugorodasra. Ennek
ellenére az interakciok szama (E) és a halozati erdsség (S) nem valtozott statisztikailag szignifikans
modon, mig az élsiirtiség (D) statisztikailag szignifikans modon megemelkedett. Ezek az adatok arra
utalnak, hogy a HIV-1 transzdukciot kovetéen 12 ora elteltével kevesebb, de egymassal t6bb kapcsolatot
kialakito fehérje latja el a feladatat. Ezzel szemben a 4 6ras idépontban egy kissé masabb képet lattunk: a
fehérjék és a kapcsolatok szama, valamint a halozati er6sség nem valtozott statisztikailag szignifikans
mértékben, viszont az élsiirliség statisztikailag szignifikans mértékben csokkent a HIV-1 transzdukciot
kovetden. Ezeket a szamolasokat elvégeztiik minden funkcionalis, nem funkcionalis és kereszt alhdlozat
esetében, igy megkaptuk az adott funkcionalis halozatra jellemz6 Nf, Ef, St és Df értékeket, valamint a
nem funkcionalis haldzatra jellemz6 Nn, En, Sn és Dn értékeket. A funkcionalis-nem funkcionalis
haldzatok kozotti keresztkapcsolatok esetében az élek szamat és az ebbdl szarmaztatott paramétereket
szamoltuk ki, igy megkaptuk az Ec, Sc és Dc paramétereket. Ezen kiviil a funkcionalis-nem funkcional
hal6zatok kozotti kapcsolatokra bevezettiik a funkcionélis-nem funkcionalis él aranyt (R). Annak
érdekében, hogy megallapitsuk, hogy mely funkcionalis halézatokhoz kothetok a fohaldozaton megfigyelt
valtozasok, a funkciondlis alhalézatok tanulmanyozasaba kezdtiink. A H4 és H12 hal6zatokban kilistaztuk
azokat a GO funkciokat, ahol az egyes halozati paraméterek statisztikailag szignifikans mértékii valtozast
mutattak. Az volt az elképzelésiink, hogy azon funkcionalis alhal6zatok segitsegével lehetlink képesek
megmagyarazni a fO6halozaton megfigyelt jelenséget, amelyek esetében statisztikailag szignifikans
valtozas van a funkcionalis halézati paraméterekben, és nincs statisztikailag szignifikdns mértékii valtozas
a nem funkcionalis hal6zati paraméterekben.

Eredményeink alapjan 4 6raval a transzdukci6é utan az &ltaldnos alacsony interaktivitas ellenére
bizonyos funkcionalis alhalozatok, mint a virdlis folyamatok, protein kindz kotddés, tobb szervezetet
érint6 folyamatok, de novo fehérje feltekeredés, sth. statisztikailag szignifikans mértékben megndvekedett
interaktivitdst mutattak. 12 éraval a transzdukcié utadn a kép valtozott, ugyanis a halézat méretének
csokkenése ellenére az interaktivitas nétt, amely tobbek kozott olyan funkcionalis alhalozatoknak volt
tulajdonithatd, mint az RNS kotés, RNS katabolikus folyamatok, viralis életciklus, virélis folyamatok,
fehérje feltekeredés, metabolizmus, sejthaldl gétldsa stb. Eredményeink jé egyezést mutatnak a
szakirodalomban ko6z6lt adatokkal a fertdzés korai szakaszat illetden. Ugyanakkor azt is ki kell
hangsulyozni, hogy kisérleteinket human embriondlis vesesejteken, és nem immunsejteken végeztik el.
Mivel bizonyitani tudtuk, hogy a modszeriink megfeleléen mikddik, a tovabbiakban meg kivanjuk

ismételni transzdukcids kisérleteinket Jurkat vagy THP-1 sejtek felhasznalasaval.
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A munkédnk soran Kkifejlesztett sulyozott halozatkészit6- és elemzdé modszer megfeleléen
hasznélhatd biologiai mintdk protedmjanak elemzésére, a kvalitativ és kvantitativ adatok egyuttes
kezelésére és ezaltal hozzasegithet a komplex bioldgiai jelenségek megértésehez.

5. UJ MEGALLAPITASOK

Kidolgoztam ¢és tovabbfejlesztettem tobb kvantitativ proteomikai ¢és adatelemzé modszert,
amelyeket sikerrel alkalmaztam komplex bioldgiai kérdések tanulményozasara. A kidolgozott és
optimalizalt modszerek segitségével vizsgaltam a CaPpz1 szerepét, a PVR patomechanizmusat, a szemben
zajlo sebgyogyulasi folyamatokat, valamint a kémiai barrier 0sszetételét konnyben, nyélban és
verejtékben. Munkdm soran tobb fehérje vizsgalatara alkalmas mddszert dolgoztam ki, és potencidlis
biomarkereket azonositottam nem invaziv modon gytijthet6 biologiai mintkabol.

Vizsgalataimmal a kdvetkez6 11 eredményeket értem el:

o Kutatétarsaimmal modszert dolgoztam ki szamos fehérje célzott tdmegspektrometrias analizisére.
A kidolgozott MRM/SRM-alapu célzott proteomikai modszerek tetszbleges biologiai mintaban
levo fehérjék kvalitativ és kvantitativ vizsgalatara alkalmasak.

e Megvizsgaltuk a patogén Candida albicans CaPpzl protein foszfatdz hidnyanak a hatdsat a
protedmra és a foszfoprotedmra. Két potencialis CaPpzl szubsztratot azonositottunk és felvetettiik
a foszfatdz szerepét a biofilm képzOdésben. Utobbi hipotézisiinket fliggetlen Kisérletekkel
tamasztottuk ald, és igy igazoltuk a gombaspecifikus CaPpzl enzim egy eddig még nem ismert
funkciogjat.

e A PVR patomechanizmusat vizsgalva kimutattuk a krisztallinokat érintd nagymértékii
valtozasokat és igazoltuk a TG2 aktiv, feltehetéen védo szerepét, a PVR kialakulasa soran.

e Vizsgaltuk a kémiai barrier valtozasait patolégias kortilmények kozott és szdmos potencialis
biomarkert azonositottunk kdnnyben és nyalban:

o potencidlis konny biomarker panelt (lipokalin 1, lakritin, lizozim C, dermcidin)
azonositottunk, amely el6segitheti az Alzheimer kor diagnosztizalasat

o a preoperativ kdnnyben az IL5, IFN-y és GM-CSF fehérjéket korai potencialis prediktiv
biomarkerként azonositottuk, amelyek segitségével elore jelezhetdok a trabekulektomia
utan fellépd késoi komplikaciok

o megvizsgaltuk az OSCC-ben szenvedé betegektél és korban, nemben illesztett
kontrolloktdl szarmazé nyalmintdk fehérje tartalmat, és olyan nyéalfehérjéket
azonositottunk (IL-6, S100A9), amelyek potencialis biomarkerként diagnosztikus

jelentdségliek lehetnek a magyarorszagi populacioban.
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e Osszehasonlitva a konny és csarnokviz citokin profiljat azt talaltuk, hogy a két minta nem
egyenértékil a gyulladasos allapot szempontjabol. Adataink alapjan a kdnny nem helyettesitheti a
csarnokvizet, viszont jol alkalmazhatd kovetéses vizsgalatokra. Tovabba igazoltuk a ,,Proximity
Extension Assay” (PEA) alkalmazhatosagat a konnymintak elemzése soran.

o Informaciot gyijtottink a szemben torténd, elsGsorban sclera-t érintd sebgyogyulasi
folyamatokrol. Eredményeink alapjan ugy tiinik, hogy a késdi komplikaciok megjelenését
el6idézd legfontosabb folyamatok a sebgyogyulds korai fazisaiban torténnek, amikor a
gyulladasos folyamatok dominalnak. Valoszinlileg a felborult pro- és antiinflamatorikus
egyensaly, valamint a sebgyo6gyulasban szerepet jatsz6 fehérjék mennyiségének és
el6fordulasanak a megvaltozasa vezet a késoi miitéti komplikaciok megjelenéséhez.

o Egészséges Onkéntesektol szarmazd verejték vizsgalataval azonositottuk a verejtékben nagy
mennyiségben el6forduld fehérjéket. Azt talaltuk, hogy a kémiai barrier felépitésében részt vevo
dermcidin, Kluszterin, apolipoprotein D, prolaktin indukalt fehérje és a szérum albumin alkotja az
egészséges Onkéntesektdl szarmazo szekretalt verejték fehérjék tobb mint 90%-at.

o Kifejlesztettiink egy sulyozott halozatkészité- és elemzé modszert, amely felhasznalhatd a
kvalitativ és kvantitativ adatok egyuttes elemzésére. A modszer segitségével informéciot
gyljtottink a HIV-1 gazdasejtbe torténd bejutasa utdn bekodvetkezd korai szakaszra jellemzo

fehérje szintli valtozasokrol.

6. KOSZONETNYILVANITAS

Kifejezetten szerencsésnek érzem magam, mert kivaldé emberekkel, nagy szakértelmii kutatokkal és
oktatokkal  kerlltem kapcsolatba  kutatdbmunkdm  soran.  Szaktudasukkal,  vilagnézetikkel,
feladatvallalasukkal és hozzaallasukkal meghataroztak szemléletemet, egész kutatoi palyafutasomat. Sokat
tanultam tolik, ezért szeretnék ezuton is koszonetet mondani Nekik!

Koszénom tanaraimnak a kolozsvari Babes-Bolyai Tudomanyegyetemen - kiilon kiemelve Dr. Késa
Ferencet, Dr. Totfalusi Veress Evat és Dr. loan Popescut -, hogy elinditottak kutat6i palyamon!
Koszonetet szeretnék mondani Fésiis Laszlo akadémikus tirnak, PhD témavezetdmnek, aki mindvégig
tdmogatott debreceni tanulmanyaim soran! Megtiszteltetés szamomra vele dolgozni.

KUlon koszonetet mondok Dr. Szabd Palnak, aki nélkil biztosan nem késziilhetett volna el ez a
dolgozat! O volt az, aki végtelen tiirelemmel, humorral és 6ridsi szakértelemmel segitett elindulni a
tdmegspektrometrias analizisek Utjan. Hasonl6képpen halas vagyok Dr. Medzihradszki Katalinnak és
kutatocsoportjanak, Dr. Darula Zsuzsannanak, Dr. Hunyadi-Gulyas Evanak és Dr. Klement Evanak, akik

bevezettek a proteomika és a szolgaltat6 laboratériumi analizisek vilagaba.
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Ko6sz6nom ToOzsér Jozsef professzor trnak a lankadatlan tdmogatast, batoritast és a bizalmat!
Nagyon sokat tanultam és folyamatosan tanulok tdle. Szerencsésnek érzem magam, hogy a vezetésével
dolgozhatok.

Halas vagyok, hogy olyan kivalé mentorokkal kerliltem kapcsolatba, mint Mérton Ildiko, Kiss
Csongor, Rajnavolgyi Eva, Balla Jozsef és Balla Gyorgy professzorok, akiktél igazan sokat tanulhattam
szakmailag és emberileg egyarant. Kiemelten k&szoném Dombréadi Viktor és Prokai Laszlo
professzoroknak szakmai segitségiiket és, azt is, hogy tanacsaikkal, észrevételeikkel segitettek jobbéa tenni
a dolgozatot. Koszondém Pongor Ildikdnak a nyelvi korrekturét!

Kilon koszonet illeti Dr. Csutak Adrienne-t, akivel egyitt kezdtem el a konnyproteomikai
munkakat. Koszénom, hogy kutatoként és baratként szivvel-lélekkel mindig segitett! Altala rengeteg
informacidval lettem gazdagabb.

Koszéném Dr. Emri Gabriellanak a sok segitséget és Dr. Emri Miklosnak a tisztazo és
megvilagositd beszélgetéseket, valamint az adatok elemzésében nyujtott segitséget!

Koszoném tanitvanyaimnak és kollégaimnak, hogy tarsaim voltak a kutatdbmunka soran,
kérdéseikkel, észrevételeikkel és jelenlétiikkel segitettek!

Koszonoém csaladomnak a végtelen sok tirelmet, és batoritast! Koszondém, hogy kitartottak
mellettem. Egy ilyen munka kozos vallalkozas, még akkor is, ha ez nem mindig nyilvanval6. Az 6
tamogatasuk és tlrelmik nélkil nem juthattam volna el idaig.

Koszonettel tartozom a Debreceni Egyetemnek, hogy befogadott, lehetdséget és teret biztositott a
kutatdsaimhoz.

Halas vagyok, hogy sok olyan kutatéval keriiltem kapcsolatba, akik jelenlétiikkel, gondolataikkal,
problémamegoldasukkal példaként alltak/allnak eldttem. Sajnos e dolgozat terjedelme nem biztosit
lehetéséget mindannyiuk nevének felsorolasara. A kutatdbmunkam sordn kapott rengeteg tdmogatast és
segitséget nem tudom mindenkinek viszonozni, de remélem, hogy a tanulmanyaim és kutatasaim soran
kapott Gtmutatasokat a sajatjaimmal egydtt, jol kamatoztatott tallérok gyanant, tovabbadhatom tanulni

vagyo hallgatéknak és munkatéarsaknak.
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