Valaszok Dr. Széll Marta opponensi véleményére

Tisztelt Professzor Asszony!

Nagyon kdszéném a dolgozatom alapos biralatat és a feltett kérdéseket, amelyek érdekes,
elgondolkodtatd szempontokat vetettek fel és lehet6séget adtak arra, hogy 0j Gtleteket kapjak a
tovabbi kutatdsokhoz.

I/1. kérdés:
47. és 49. oldal 2D elekroforézis képek: Minek tudhaté be, hogy egyes molsuly
tartomanyokban gyongysorszeriien sorakoznak a kiilonbozo izoelektromos fokuszu fehérjék,

mig bizonyos méret tartomanyokban teljesen tres a vizszintes sav?

Vélasz:

A kétdimenzios elektroforézis esetében a foltok eloszlasa tobbe-kevéshé egyenletes, de
attol fliggben, hogy milyen méretii és gradiensti gelt alkalmazunk, lehetnek itt is ,,lires” részek.
Minél kisebb az alkalmazott gél meérete, annal kevésbé lehet ,,lires” részeket talalni, s6t, akar az
is el6fordulhat, hogy az egyes foltok 0sszecstisznak, nem valnak el megfeleléen egymastol. A
legnagyobb méretii, 24 cm-es geleken, amilyenekkel mi is dolgoztunk, a fehérjék elvalasa jobb.
Az egyenletes folteloszlas érdekében gradiens géleket javasolt alkalmazni, viszont a ,hazi”
készitésti gélek gradiensének reprodukalhatosaga alacsony, kereskedelmi forgalomban pedig
csak kisméretli gradiens gélek kaphatok, amelyek feloldoképessége kisebb. Sajnos ebben az
esetben ideélis allapot nem létezik, és mindenképp kompromisszumot kell kétni. A hiba
minimalizalasa érdekében, munkank soran mi a 24 cm-es, 12% akrilamid tartalmud, nem
gradiens géleket alkalmaztuk lemondva az egyenletes folteloszlasrol.

A kétdimenzids elektroforézis soran a poszttranszlaciés modositasokat tartalmazo
fehérje formak elvalhatnak egyméstol a masodik dimenzidban. Mig az N-glikozil&cid és
proteolizis eltérd méretet eredményez, vagy a lipid modositadsok eltérd méretet és mobilitast
okoznak (pl. LC3), mas modositasok, mint a mono foszforilacio, metilacio, nitrozilacio,
acetilacio, citrullincio stb. nem okoznak olyan mértéki méretbeli modosulast, hogy a 2D gélen
a valtozas jol lathato legyen. Ezek a modosulatok altalaban a toltésik alapjan fognak elvalni
egymastol az izoelektromos fokuszalas sorén jellegzetes, gyongysor szeri elrendezést mutatva.
Az egy fehérje eltérd, egymastdl méretben nem jelentdsen kiillonbozd, forméinak jelenléte az

egyik magyarazat a gyongysorszerlien sorakozo fehérjék jelenlétére.
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1/2. kérdés:
53. oldal 2. bekezdés: Mit ért a Jelolt kiilonbozo proteoformak alatt? A 1V. csoportba
sorolt fehérjek kiilonbozo 2D gélelektroforézis foltokban tapasztalt eltéro viselkedésére adja ezt

a magyarazatot a Jel6lt.

Vélasz:

A proteoformak fehérje mddosulatok vagy fehérje formék. Ide tartoznak a feheérje
izoformak, valamint az eltéré poszttranszlaciés modositasokat tartalmazé formak. Ez
tulajdonképpen egyetlen fehérje esetében is tobb tiz, bizonyos fehérjék esetében akar szazas
nagysagrendl fehérje valtozatot jelent (pl. hiszton kod).

A kétdimenzios elektroforézis oriasi lehetéséget teremt az egyes proteoformak, vagy
protein modosulatok vizsgalatara, ugyanis tomegspektrometrids vizsgalatokkal ritkan lehet
egyszerlien azonositani az egyes formékat. A komplex mintdk proteoforma keverékek,
amelyekben eltéré mértékben vannak jelen a kiilonb6z6 poszttranszlacios modositasokat, vagy
azok kombinacioit tartalmazo fehérje formak. Specidlis dusitasi eljarasok kodzbeiktatasaval
lehet a kivalasztott formakat dusitani, hogy vizsgalhatova valjanak tomegspektrométerrel,
viszont igy sokszor elveszitjiuk a kvantitativ adatokat, és csak a kivalasztottakrol (dusitottakrol)
szerezhetlink informaciot. A kétdimenzids elektroforézis alkalmazésaval ezek a problémak
kikiiszobolhetok, és a proteoformak vizsgalatara a technika kivaloan alkalmazhato. Mivel a
proteoformak eltéré fiziko-kémia tulajdonsdgokkal rendelkeznek, ez megmutatkozik az
elektroforetikus mobilitasukban is, azt eredményezve, hogy ugyanazon fehérjét egymastol

kiilonallo, kozelebbi, vagy tdvolabb elhelyezkedd foltban tudjuk detektalni.

11/1. kérdés:

A Jelolt a 25. oldalon a PVP pathomechanizmus kulcs aspektusaként a retina
epidermalis-mezenchimdlis atalakulési folyamatait nevesiti, az 59. oldalon azonban a
folyamatok modellezésére egér szemben dispase kezelést alkalmaztak. Kérem, hogy adjon révid
magyarazatot arra, hogy a dispase kezelés a modell ragcsalé szemében hogyan valtja ki a PVP-
re jellemzé epidermalis-mezenchimdlis atalakulast! A bérgyogydszati kutatisok soran —
amelyben én magam otthonosan mozgok - a dispase-t az epidermis és a dermis szétvalasztasara

hasznaljuk.



Valasz:

A diszpéaz egy gyakran alkalmazott proteaz, amely az extracelluléris matrix degradaciojat végzi,
és elterjedten hasznaljdk sejtek izollasara. Ugyanakkor a diszpaz-indukélta PVR egy
elfogadott modell a PVR patomechanizmusanak vizsgalatara. Jelenleg keves informacio all
rendelkezésre arra vonatkozdan, hogy a diszpaz pontosan hogyan, milyen mechanizmussal
vezet a PVR megjelenéséhez. A diszpaz kezelés utan &ltaldban szemvizsgalatokat vegeznek a
ragcsalokon, és a morfologiai elvaltozasok alapjan allapitjdk meg a PVR-t (Frenzel és mtsai.
Invest Ophthalmol Vis Sci. 1998). Molekularis vizsgalatok azt mutattdk, hogy a diszpaz
injekcio beadasa utan kb. 1 héttel a retina pigment epitél sejtek elveszitik kapcsolataikat és kb.
3 héten belil levalnak. Ez egy gyulladasos allapotot eredményez, indukéalodik az apoptdzis és
a fibroblaszt-szer(i sejtek vandorlasa a retinaba (Yoo és mtsai. Mol Vis. 2017). Ezen adatok
tikkrében igen valdszinli, hogy a diszpdz nem kozvetleniil indukalja a PVR-re jellemz6
epidermalis-mezenchimalis atalakulast, hanem kozvetve. A jelent6s szovetkarosodas beinditja
a sebgyogyulédsi folyamatsort, amely epidermalis-mezenchimalis atalakulast, majd az
epiretinalis membran megjelenését eredményezi a diszpaz-kezelt szemben. Ezt igazolja, hogy
a gyulladasos folyamatok gatldsa, a P anyag altali apoptdzis és epidermalis-mezenchimalis
atalakulas gétlas, valamint a barna algakbol szarmazo gyulladascsokkenté fucoidan sikerrel

=77

Zhang és mtsai. Cell Physiol Biochem 2018).

11/2 kérdés:
A krisztallinokat a TG2 szubsztratjaként irja le a Jelolt és a dolgozatban szamos
krisztallin altipust nevesit. A TG2 ubikviter modon keresztkéti a krisztallinokat vagy van

valamilyen mértékii specificitasa?

Vaélasz:

A TG2 a fehérjékben levé Gln és Lys oldallancokat ismeri fel, és ezek kozott képes
keresztkotések létrehozasara. Tobb krisztallin  szerepel a TG2 szubsztratok kozott
(http://genomics.dote.hu/mediawiki/index.php/Crystallin); eddig a B B2, p B3, p A3 és a B
krisztallinokat azonositottak szubsztratként. A TG2 specifikusan, csak meghatarozott Gin és
Lys oldallancokat felismerve miikodik. Példaul a B A3 krisztallin esetében a 23-as vagy 24-es
GIn-t és a 33-as Lys-t ismeri fel, viszont a p B2 és a B B3 krisztallin csak GIn donor
szubsztratként szolgal a GIn 9, ill. a GIn21-es aminosavak révén, az o B krisztallin pedig csak

Lys donor szubsztrat (Lys 175). PhD tanulmanyaim soran végzett vizsgalataink alapjan a TG2
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elényben részesiti a rendezetlen régidkban levo Gln, ill. Lys oldallancokat és ezeket gyakrabban
hasznalja szubsztratként, mint a fehérje mas részein 1évo, hasonld oldallancokat (CsOsz és
mtsai. J Mol. Biol. 2008).

I11/1 kérdés:
Van-e lehetoség a dermcidin fehérje ELISA-val tértéeno merésére? Jelolt azt irta, hogy
a fehérje Western blottal valo kvantitalasa nem volt lehetséges, mert kifutott a 10%

os akrilamid gélbol.

Vélasz:

Igen, rendelkezésre all a dermcidin ELISA. Mi azért nem alkalmaztuk, mert egyrészt
bedllitottunk egy tomesgpektrometrias modszert a dermcidin vizsgalatara, masrészt nem allt
rendelkezésre elegend6 minta a tomegspektrometrias és ELISA, vagy tobb ELISA vizsgélat

kivitelezésére.

111/1 kérdés:

A 101. oldalon, a 27. dbran a trabekulektomiat koveto komplikaciot mutato csoportban
nagyobb gyakorisaggal eldfordulo fehérjéket mutatia be, amelyek az dbra tanibizonysdga
szerint azonban nem szervezddnek semmiféle hdlozatba. Elvégezték-e a String analizist oly
modon is, hogy az azonositott komponensekkel elsédlegesen interakcioban levé egyéb
fehérjéket is beemelték, hiszen lehetséges, hogy az azonositott fehérjék mésodlagos vagy
harmadlagos médon mégis csak interakcioban vannak egyméssal?

Vélasz:

Teljesen jogos felvetés: a halozat rajzolasanal minden alkalommal déntést kell hozni,
hogy pontosan mit vizsgalunk, mert el6fordulhat, hogy az els6dleges, vagy masodlagos
interaktorok figyelembe vételével megrajzolt hal6zatok vizsgalataval mas-méas funkciok és
interakcidk kerulnek napvilagra. A halézatvizsgalatnal csak a kilénbségnek adodé fehérjékre
koncentraltam, de elvégeztem a vizsgalatot Ggy is, hogy figyelembe vettem az elsddleges
interaktorokat. Az igy megrajzolt haldzat 56 elemet tartalmazott 4 klaszterbe rendezve
(interleukinok klasztere, TNF-TRAF Kklaszter, FGF-FGFR klaszter és az IL17RE, IL1C,
IL17RA-t tartalmazd klaszter), de az értelmes felddsult bioldgiai funkcidkat vizsgalva nem

hozott 0j eredményt.



IV/1 kérdés:

A Jelolt a 120-121. oldalon ismerteti, hogy a tajvani kutatok eredményei szerint
szignifikéns eltérest mutato rezisztin fehérje mennyiségi kiilonbségét a hazai populaciéban nem
tudtak megerdsiteni. Mennyire tartja realisnak azt a magyardzatot, hogy a szdjiireg
mikrobiomjanak az eltérései — amely a taplalkozasi szokasok eltérése miatt nagyon komoly
populécid specifikus kuldonbségeket mutathat - is hozzajarulhatnak a populécié specifikus
eltérés meglétehez?

Valasz:

A metagenomikai és metaproteomikai vizsgélatok a szajlireg mikrobiomjanak jelent6s
kilonbségeit irtak le kiilonb6z6 csoportok kozott pl. gyerekek és felnéttek (Burcham és mtsai.
Sci Rep. 2020), ill. ugyanazon a terulleten é16, kiilonb6z6 etnikai csoportok (Premaraj és mtsai.
Sci Rep. 2020) kozott. Méas kutatasok egy-, ill. kétpetéjii ikrek vizsgalataval azt talaltak, hogy
nem a genetikai hattérnek, hanem a kdrnyezetnek van nagyobb szerepe a szajiiregi mikrobiom
diverzitasaban (Mukherjee és mtsai. Microbiome 2021). Egy Spanyolorszagban végzett kutatas
eredmeényei azt mutattak, hogy a szajhigiéné, a taplalkozasi szokasok, s6t még a csapviz
mindsége is meghatarozo a szajiiregi baktériumflora alakulasaban (Willis és mtsai. Microbiome
2018).

Az egymastdl tavol esé foldrajzi régidkban élok esetében az eltérd taplalkozasi
szokasok, eltérd kornyezet, és eltérd etnikai hattér valoszinlileg megmutatkozik a szdjiireg
baktérium 0sszetételében is. Az eltéré baktérium flora eltéré nyal fehérje mintazattal tarsul
(Granato és mtsai., Biochimica et Biophysica Acta 2021, Grassl és mtsai. Genome Med 2016,
Chen és mtsai. BMC Oral Health 2020), ezért el6fordulhat, hogy a nyal biomarkerek altalunk

megfigyelt populéacio-specifikussaga mogott is ez a jelenség huzdodik meg.

IV/1 kérdés:
Osszességében mi a Jelolt meglatasa a szajiireg mikrobiom és a nyal proteom

lehetséges osszefiiggéseirol?

Valasz:

A nyalban lev6 kémiai barrier részeként az antimikrobialis és immunmodulator fehérjek
(AMP) feleldsek a potencialis patogének elleni védelem biztositdsdban; az AMP koktél
Osszetétele folyamatosan valtozik, és meghatarozza azt, hogy milyen baktériumok

telepedhetnek meg a szajuregben. A nyélfehérjék és a mikrobiom valtozasai kozotti
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0sszefliggéseket vizsgalva tobb kutatdcsoport talalt bizonyitékot arra vonatkozoan, hogy a
nyalfehérjék és a szajuregi mikrobiom kozoétt korrelécio all fenn (Granato és mtsai., Biochimica
et Biophysica Acta 2021, Grassl és mtsai. Genome Med 2016, Chen és mtsai. BMC Oral Health
2020). Az AMPK-et illetéen tobb adat all rendelkezésre, szamos AMP esetében pl. lizozim,
prolaktin-indukalt fehérje stb. ismert az is, hogy melyik baktérium fajra fejti ki hatasat, sét sok
esetben a hatdsmechanizmusrol is van informéacionk.

Ugyanakkor érdemes megjegyezni azt is, hogy a multiomikai vizsgalatokat végz6
kutatécsoportok altalaban vagy csak a proteomikai, vagy csak a mikrobiologiai eredményeket
elemzik részletesen, a proteom-mikrobiom rendszerbioldgiai szemléletii részletes vizsgalatat

nem igazan végzik el.

V/1 kérdés:

A Jelolt a bevezeto gondolatokban utal arra, hogy a verejték bizonyos paramétereinek
mérése szamos human korképben - cisztas fibrozis, diabétesz — fontos diagnosztikai értékkel
bir, sajat munkat azonban nem mutat be arra vonatkozoan, hogy az altala végzett alap
proteomikai meérések barmely human kdrképben biomarker azonositashoz alapul szolgaltak
volna. Tortént-e ezzel kapcsolatosan elérelépés akar a sajat munkacsoportjaban, vagy mas

munkacsoport felhasznalta-e az altaluk mérteket ilyen iranyu vizsgalataikban?

Vélasz:

A vizsgalathoz csak egészséges Onkéntesektdl gyiijtott mintdkat hasznaltunk. A
bemutatott vizsgalat esetében nem az volt a kdzvetlen cél, hogy betegség diagnosztizalaséara
hasznéljuk a verejtéket, hanem, hogy informaciot szerezziink a verejték nagy mennyiségben
eléfordulo fehérjéit illetéen. Késobb, egy kutatds soran gy(jtottiink verejték mintékat
cukorbetegségben szenvedd gyerekektdl, viszont az akkor rendelkezésre all6 4000 QTRAP
tomegspektrométer nem bizonyult kelléen érzékenynek a nagyon kis mennyiségben
rendelkezésre all6 egyedi verejtékmintdk vizsgalatdhoz. A jelenlegi témegspektrometrids
rendszeriink mar kelldképpen érzékeny, habar a verejték analizisével igy is csak kb. 50 fehérje
(a kiilonb6z6 keratin formakon kiviil 43 fehérje) azonosithatd. Terveink kozott szerepel a
korabbi gylijtésbdl szarmazd egyedi verejték mintdk vizsgalata és potencialis biomarkerek
azonositasa.

A szakirodalomban mar egyre tébb publikacié jelenik amely, amely a verejtek fehérje
Osszetételének valtozasaval foglalkozik. A vér, konny, vizelet proteomikai analizisével

szemben, a verejték analizisérél viszonylag kevés adat &ll rendelkezésre. Ez egyrészt annak

6



tudhato be, hogy nincs egységesitett mintagytijtési protokoll, masrészt pedig a nagyon érzékeny
tdmegspektrometrids rendszerek, amelyek mar az egyedi verejtékmintak vizsgalatarol is
informé&ciot tudnak adni, még csak mostanra valtak széles korben elérhetévé.

Ugy gondolom, hogy a kivetkezd években tanui lehetiink egy informacio-robbanasnak
ezen a téren, hiszen a verejték vizsgalata oridsi potencialt rejt, elsdsorban a napjainkban oly

divatos okos szenzorok (telefon, éra, kark6t6) alkalmazasa révén.

VI/1 kérdés:

Biralatomat 2021. marcius 4-én, a COVID-19 pandémia harmadik hullama miatti hazai
lezaras bejelentésének napjan fejezem be. Adddik a jelen szituacioban legaktualisabb kérdés:
van-e tudomasa arrol a Jeloltnek, esetleg 6k maguk részt vettek-e olyan vizsgalatban, amely a
SARS-CoV-2 virus altal a megfertdzott gazdasejtben okozott proteomikai valtozasokat vizsgalta
(vizsgalja?), majd azt kévetden a Jelolt altal fejlesztett modszerrel (vagy valamely hasonloval)

analizalja?

Vaélasz:

Gyakorlatilag tobb fronton is folyik a vizsgalat e téren. Egyrészt kétdimenzios
elektroforézis segitségével vizsgalni kivanjuk a SARS-CoV2 protedz hasitasanak eredményét
HEK 293 sejteken, interakcids partnereket keresink proteomikai analizisek segitségével,
valamint a proteomikai analizisek soran kifejlesztett mddszereket alkalmazni kivanjuk
bizonyos kismolekulak szérumban levé mennyiségének vizsgalatira COVID-19-en atesett
betegek esetében.

A vizsgalatok folyamatban vannak, ezek eredményér6l még nem tudok érdemben
beszamolni. Ugyanakkor az eddig tanultakat és a gytijtott tapasztalatokat felhasznalva tortént a

vizsgalatok megtervezése, kivitelezése, és most folyamatban van az eredmények kiértékelése.

Még egyszer kdszondm a feltett kérdéseket és a dolgozatom biralatat!

Debrecen, 2021. majus 31. Tisztelettel,

Dr. Csosz Eva

jelolt



