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Kvantitativ proteomikai médszerek fejlesztése és alkalmazésa komplex biolégiai kérdések
tanulmanyozasara és potencidlis biomarkerek azonositasara

c. MTA doktori értekezésérdl

Dr. Csész Eva tudomanyos tevékenységének eddigi eredményeit egy 148 oldalas dolgozatban
Gsszesitette, melynek anyagat 11 kozlemény alkotja. A Jeldlt a kozlemények z6mében elsd vagy
megosztott els§ szerz§ (7 db), a tobbi 4 kdzleményben pedig utolsé, ill. megosztott utolsé szerzd.
Mindez jol tikrozi, hogy ezen publikaciok Iétrejéttében a Jeldltnek meghatdrozo szerepe volt, illetve
iskola és mihelyteremtd tevékenységének eredményei is integrélasra keriiltek a dolgozatba.

A mii koherencidjat az a proteomikai metodikai arzenal jelenti, amelynek a Debreceni
Egyetemen valé kialakitdsaban és magas szinten valo mikodtetésében Dr. Csész Evénak
eléviilhetetlen érdemei vannak. Az altala kialakitott és mikédtetett infrastruktdra szamos, a
dolgozatban ismertetésre keriil, egylttmikodésben magvaldsulé kutatas alapjat jelentette. Az
egyittmiikodésekben megvaldsuld kutatdsok szémos esetben olyan fejlesztéseket igényeltek —
elsésorban kvantitativ proteomikai és adatelemz6 mddszereket -, amelyeket Dr. CsGsz Eva maga
hajtott végre, majd ezeket a fejlesztéseket is integralva a metodikai arzenalba sziilettek meg a kdz0s
eredmények. Ezt az aspektust, mint a dolgozat egyik nagy pozitivumdt szeretném hangsulyozni
birdlatomban.

A dolgozat formai kivitelezése valamelyest eltér az MTA doktori értekezések formajatél. A
Szerzé az Irodalmi dttekintés nagy részét mindazoknak a metodikdknak szentelte (6-22. oldal),
amelyeket meghonositott és haszndlt a kutatdsai soran, az alkalmazasi teriileteknek — a kutatott
témaknak — minddssze 7 oldalt szentelt (23-29. oldal). A réviden és célratéréen megfogalmazott
,Célkitiizések” rész mindossze 1 oldal terjedelm( (30. oldal), mig az kisérletek sorén alkalmazott
médszerek ismertetésére 14 oldalt szant a Jelolt (31-44. oldal). Az alkalmazott mddszereket kell6
részletességgel, ugyanakkor mértéktartassal irta le (Anyagok és mdodszerek). A kapott eredményeket
és azok megbeszélését egyben adta meg a Jellt, alapvetéen 6, egymastol témadjaban viszonylag tavol
all6 teriileten végzett vizsgalatait ismerteti (Eredmények és megbeszélésiik). Ebbl harom témat —a
kénnyben, a nyalban, valamint a verejtékben azonosithaté biomarkerek azonositasat — nagyon jol és
logikusan egy szalra tudta fiizni a Jelolt, mig a masik harom téma, nevezetesen a Candida albicans
PPZ1 szerepének proteomikai vizsgalata, a proliferativ vitreoretionopéatia tanulmanyozdsa
kétdimenzids gélelektroforézissel, valamint a HIV fertézést kdvetd proteomikai valtozésok vizsgalata
viszonylag tavol allé témak az el6z6 hdromtdl. A kdz0s szdlat a modszertan adja, amelyet Dr. Cs6sz
Eva alkalmazott, mi tdbb 6 maga implementélta és szdmos esetben metodikai fejlesztésekkel tovabb
is fejlesztette.

Ertékelés és észrevételek/kérdések az Eredmények és megbeszélésiik résszel kapcsolatosan:

I A Jelslt altal elsGként ismertetett vizsgalati eredményei a Candida albicans PPZ1 fehérje
hidnyaban kialakult, megvéltozott fehérje és foszforildcids mintazatra vonatkoznak. A
kapott eredmények analizisébGl a Jelolt arra kovetkeztet, hogy a PPZ1 fehérje a
transzlacié szabdlyozasaban jatszik szerepet, majd felehet6en ezen keresztil a sejtek



L.

oxidativ stresszre adott valaszanak, illetve a sejtek morfolégiai traszformaciéjaban is. A
mennyiségi és/vagy foszforilaciés valtozasokat mutaté fehérjék interakcidit a String
vizsgalati moddszerrel analizdltdk és szamos érdekes fehérje-fehérje interakciot
azonositottak. Fontos, a klinikum szdmara is relevans megfigyelésiik volt, hogy a PPZ1
fehérje szerepet jatszik a biofilm képz&désben.

Kérdéseim az alfejezettel kapcsolatosan:

1. 47. és 49. oldal 2D elekroforézis képek: Minek tudhaté be, hogy egyes molsuly
tartomdanyokban gydngysorszer(ien sorakoznak a kulonb6z6 izoelektromos fokuszi
fehérjék, mig bizonyos méret tartomdanyokban teljesen ures a vizszintes sav?

2. 53. oldal 2. bekezdés: Mit ért a Jel6lt kiilonb6z6 proteoformdk alatt? A IV. csoportba
sorolt fehérjék kilonbdz6 2D gélelektroforézis foltokban tapasztalt eltéré viselkedésére
adja ezt a magyarazatot a Jelolt.

A proliferativ  vitreoretinopdtia (PVP) pathomechanizmusit egér modellen
tanulmanyozta a Jeldlttel egyiittm(ikod6 kutatdcsoport. A Jelélt a PVP sorén fellép6
proteomikai valtozasokat kovette és kimutatta, hogy a legnagyobb mértékd mennyiségi
valtozdsokat az un. krisztallinok mutatjék az izoldlt Gvegtestben. Ugyanezen folyamatok
transzglutamindz 2 (TG2) KO egerekben vald tanulményozésa sordn arra a felismerésre
jutottak, hogy a TG2 protektiv szereppel birhat a PVP pathomechanizmusa soran,
feltehet8en a krisztallinok keresztkétése révén.

Kérdéseim ezzel az alfejezettel kapcsolatosan:

1. A Jeldlt a 25. oldalon a PVP pathomechanizmus kulcs aspektusaként a retina
epidermdlis-mezenchimalis atalakuldsi 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 radgcsalé szemében
hogyan valtja ki a PVP-re jellemz6 epidermalis-mezenchimdlis &talakuldst! A
bérgybgyaszati kutatasok sordn — amelyben én magam otthonosan mozgok - a
dispase-t az epidermis és a dermis szétvalasztdsdra hasznaljuk.

2. A krisztallinokat a TG2 szubsztratjaként irja le a Jel6lt és a dolgozatban szédmos
krisztallin altipust nevesit. A TG2 ubikviter mddon keresztkéti a krisztallinokat vagy
van valamilyen mérték specificitasa?

A Jeldlt a kbvetkezd alfejezetben a kénnyben azonosithaté biomarkerekkel kapcsolatos
eredményeit ismerteti. Leirja, hogy a metodika beallitdsat sejttenyészetek feliiliszéjanak
hasznélataval optimalizaltak, majd ezt kdvetSen az Alzheimer kérra (AD) jellemz6
biomarkerek azonositdsat végezték el konnybdl. Munkajuk fékuszédban az antimikrobidlis
hatasa fehérjék, ezen belil pedig a defenzinek lltak. Eredményeik szerint az AD-ban
szenved6 betegek nagyobb mennyiségli és emelkedett &sszfehérje koncentraciéju
kénnyet termelnek. Ugyanakkor az &ltaluk részletesen elemzett fehérjekomponensek
estében az AD kdénnymintdk alacsonyabb koncentraciét mutattak. Ezt az érdekes
megfigyelést maga a Jelolt is taglalja a dolgozat 82. oldalédn. A kénnyben azonosithatd

biomarkerek vizsgalatdt a trabekulektémiat kévetd sebgydgyulds zavarainak kdvetésére



is kiterjesztette, itt a fokusz az immunreguldcidban részt vevd fehérjék, ill. a citokinek
Osszetételének és mennyiségi véltozasainak kovetésén volt. Megallapitottdk, hogy a
sebgydgyulds korai szakaszaban megfigyelhet6 proteomikai eltérések asszocidcidja a
legkifejezettebb a késébb fellép6 komplikacidkkal.

Kérdéseim ezzel az alfejezettel kapcsolatosan:

1. Van-e lehetG6ség a dermcidin fehérje ELISA-val tortén6 mérésére? Jelolt azt irta, hogy
a fehérje Western blottal vald kvantitdldasa nem volt lehetséges, mert kifutott a 10%-
os akrilamid gélbél.

2. A 101. oldalon, a 27. abran a trabekulektomiat kovetd komplikaciét mutatd
csoportban nagyobb gyakorisaggal el6forduld fehérjéket mutatja be, amelyek az dbra
tanubizonysdga szerint azonban nem szervez6dnek semmiféle halézatba. Elvégezték-
e a String analizist oly médon is, hogy az azonositott komponensekkel elsédlegesen
interakcidban levé egyéb fehérjéket is beemelték, hiszen lehetséges, hogy az
azonositott fehérjék masodlagos vagy harmadlagos médon mégis csak interakciéban
vannak egymassal?

A nydl proteomikai vizsgélataval a Jel6lt és munkacsoportja annak vizsgalatdt célozta
meg, hogy a szakirodalomban a szdjiiregi laphamrak tekintetében a nyalban eddig
azonositott fehérje eltérések milyen mértékben lehetnek diagnosztikus értékiiek
hazankban, esetleg egy korai fazisban érzékeny sz(irés alapjat képezheti-e barmelyik
fehérje detektdldsa. Eredményeik szerint az IL-6 és az S100A9 fehérjék kombindcidjanak
detektalasa birhat a hazai populdciéban diagnosztikus értékkel.

Kérdéseim ezzel az alfejezettel kapcsolatosan:

1. A Jeldlt a 120-121. oldalon ismerteti, hogy a tajvani kutaték eredményei szerint
szignifikdns eltérést mutatd rezisztin fehérje mennyiségi kiilonbségét a hazai
populdcidban nem tudtdk meger@siteni. Mennyire tartja redlisnak azt a
magyarazatot, hogy a szajlireg mikrobiomjanak az eltérései — amely a téplalkozasi
szokdsok eltérése miatt nagyon komoly populdcié specifikus kildnbségeket mutathat
- is hozzajarulhatnak a populdcié specifikus eltérés meglétéhez?

2. Osszességében mi a Jeldlt meglatdsa a szajiireg mikrobiom és a nyél proteom
lehetséges Osszefliggéseirdl?

A verejték proteomja — a Jeldlt dltal megfogalmazottak szerint — a kénny és a nyil
proteomjahoz viszonyitva kevésbé feltérképezett. A verejték proteomjanak
feltérképezéséhez egészséges Onkénteseket vontak be, nagy atereszt§ képességli
proreomikai méréseket végeztek, majd az azonositott fehérjék funkciondlis és interakcids
vizsgdlatait in silico médon végezték el. Megdllapitottak, hogy a verejtékben azonositott
fehérjék nagy része a kémiai barrier részét képezik.



VL.

Kérdésem ezzel az alfejezettel kapcsolatosan:

1. A Jeldlt a bevezet6 gondolatokban utal arra, hogy a verejték bizonyos
paramétereinek mérése szamos humdn kérképben — cisztas fibrézis, diabétesz —
fontos diagnosztikai értékkel bir, sajat munkit azonban nem mutat be arra
vonatkozéan, hogy az dltala végzett alap proteomikai mérések barmely human
korképben biomarker azonositashoz alapul szolgiltak volna. Tértént-e ezzel
kapcsolatosan elGrelépés akar a sajat munkacsoportjaban, vagy mas munkacsoport
felhaszndlta-e az dltaluk mérteket ilyen irdnyu vizsgalataikban?

A dolgozat utolsé fejezetében mutatja be a Jeldlt a - megitélésem szerint -
legkomplexebben vizsgélt témaban kapott eredményeit. Egy kollaboraciéds munka
keretében a HIV-1 fertézést kévetS proteomikai vdltozdsokat kévették
sejttenyészetekben. A proteomikai valtozdsok kinetikajat is kovették, valamit a fehérje-
fehérje kdlcsonhatdsok id6beli valtozésait is. A Jeldlt az adattudomanyban alkalmazott
sulyozott hdlézat mddszert haszndlta adatainak analiziséhez, és elemzéseivel az
irodalomban mér kordbban leirt eredményeket is megerdgsitett, ill. a virusfertézés korai
fazisdra vonatkozo Gj megfigyeléseket is tett. Eredményeivel j6l demonstrélta, hogy az
altaluk kifejlesztett sulyozott haldzatkészit6 és elemz6 médszer j6l hasznalhat6
proteomikai adatok tovabbi analizisére, 6sszefiiggések feltirasara.

Kérdésem ezzel az alfejezettel kapcsolatosan:

1. Biralatomat 2021. mércius 4-én, a COVID-19 pandémia harmadik hullima miatti
hazai lezdrds bejelentésének napjan fejezem be. Adédik a jelen szituacidban
legaktudlisabb kérdés: van-e tudomdsa arrél a Jeldltnek, esetleg 6k maguk részt
vettek-e olyan vizsgédlatban, amely a SARS-CoV-2 virus altal a megfert§zott
gazdasejtben okozott proteomikai valtozasokat vizsgélta (vizsgalja?), majd azt
kovetben a Jelolt altal fejlesztett médszerrel (vagy valamely hasonléval) analizilja?

Végezetiil a Jel6lt a dolgozat 147-148. oldaldn Osszegzi munkajanak ,Uj megdllapitdsait”.
Ezeket a dolgozat dtolvasasat és értékelését kévetSen elfogadom, nem latom sziikségesnek, hogy a
birdlatban ismételten tételesen ismertessem &ket.

A Jeldlt, Dr. Cs6sz Eva a dolgozatban bemutatott eredményekkel, azok szakszer(i és
mértéktarté diszkutéldsaval bizonyitotta, hogy a proteomika teriiletén hazai viszonylatban
kiemelkedd, de nemzetkdzi mércével is mérvadd kutatémuhelyt hozott Iétre, iskoldt teremtett. A
doktori miivet nyilvénos vitdra bocsdtdsra alkalmasnak taldlom.

Szeged, 2021. marcius 4. Tisztelettel:

Sont
Prof. Dr. Széll Mdrta
tanszékvezetd egyetemi tanar, az MTA doktora



