Egyetemi doktori (PhD) értekezes tézisei

Transzglutaminazok vizsgalata a proliferativ vitreoretinopatiaban és a neutrofil

extracellularis csapda képzoédésében

Markus Bernadett

Témavezetd: Dr. Csész Eva, PhD

DEBRECENI EGYETEM
MOLEKULARIS SEJT- ES IMMUNBIOLOGIA DOKTORI ISKOLA

Debrecen, 2018



Egyetemi doktori (PhD) értekezés tézisei

Transzglutaminazok vizsgalata a proliferativ vitreoretinopatiaban és a neutrofil

extracellularis csapda képzoédésében

Ertekezés a doktori (PhD) fokozat megszerzése érdekében

az elméleti orvostudomanyok tudomanyagban

[rta: Markus Bernadett

Okleveles Molekularis biologus

Késziilt a
Debreceni Egyetem
Molekularis sejt- és immunbiologia doktori iskolaja keretében

Témavezetd: Dr. Cs6sz Eva, PhD

A doktori szigorlati bizottsag:

elnok: Prof. Dr. Bir6 Sandor, az MTA doktora
tagok: Prof. Dr. Erd6di Ferenc, az MTA doktora
Prof. Dr. Janaky Tamas, az MTA doktora
A doktori szigorlat id6pontja: Debreceni Egyetem AOK, Molekularis Medicina Kutato
Kozpont konyvtara

2018. majus 31. 11 6ra

Az értekezés biraloi:
Dr. Bacsi Attila, az MTA doktora
Dr. Drahos Laszlo, PhD

A biralobizottsag:
elnok: Prof. Dr. Bir6 Sandor, az MTA doktora
tagok: Prof. Dr. Erdédi Ferenc, az MTA doktora

Prof. Dr. Janaky Tamas, az MTA doktora
Dr. Bacsi Attila, az MTA doktora
Dr. Drahos Laszlo, PhD

Az értekezés védésének idépontja: Debreceni Egyetem AOK, Borgyogyaszati Tanszék
eléadoterme

2018. majus 31. 13 6ra



Transzglutaminazok vizsgalata a proliferativ vitreoretinopatidban ¢€s a neutrofil extracelluléris
csapda képzddésében

1. Bevezetés
1.1  Transzglutaminazok

A Ca®*-fiiggd transzglutaminazok (TGazok) olyan multifunkcionalis enzimek, amelyek
szerepet jatszanak a fiziologias és patologias folyamatokban. A TGézok katalizalhatjak a
fehérjék poszt-transzlaciés modositasait a lizin és glutamin oldallancok kozott kialakult e-(y-
glutamil)-lizin izopeptid keresztkotések révén.

A TGazokat mikroorganizmusokban, ndvényekben, gerinctelenekben és gerincesekben
Is azonositottak. A XIlla faktor stabilizalja a fibrin alvadékot és részt vesz a sebgyogyulasban,
a keratinocita TGéaz (TGI1) részt vesz a keratinocitak terminalis differencidlédaséban, és a
mindenhol eléforduld szoveti TGaz (TG2) szamos funkcioval rendelkezik. Az epidermalis
TGaz (TG3) részt vesz a keratinocitak terminalis differencidlodasaban és az elszarusodott burok
Kialakulasaban, a prosztata TGaz (TG4) szerepet jatszik a termékenységben. TGaz 5 szerepet
jatszik a keratinocitdk differencidloddasdban, mig a TGaz 6 a kdzponti idegrendszerben
expresszalodik és a kozelmultban felfedezett TG4z 7 szerepet jatszik a fémion kdtésben és a
vorosvértest 4.2 sav fehérje, amely a TGaz inaktiv formaja, nem rendelkezik enzimatikus
aktivitassal, mivel cisztein (Cys) aminosav helyett alanin van az aktiv helyén.

1.2  Transzglutaminaz szubsztratok és interakciés partnerek

A TGézok a szubsztratokkal és interakcios partnerekkel vald kolcsonhatas révén fejtik ki
hatdsukat. A TGazok funkciondlis szerepének kimutatdsdhoz fontos Szubsztratjainak és
interakcios partnereinek kiilonb6zd tipusu sejtekben és szovetekben vald azonositdsa. A
TRANSDAB adatbazis (http://genomics.dote.hu/wiki) informaciét gyiijt a TGaz szubsztrat
fehérjékrol és interakcids partnerekrdl és tobb mint 500 cikket tartalmaz a FXllla, a TG1, a
TG2, a TG3, a TG4, a TGS ¢s a mikrobialis TG4z 340 szubsztratjardl és kozel 80 interakcios
partnerérdl.

1.3 A transzglutaminazok funkcidja

A TGazok altal katalizalt keresztkotés soran tioészter kotés alakul ki az aktiv hely Cys
SH csoportja és a glutamil szubsztrat y-karboxamid-csoportja kozott és ammonia szabadul fel
termékként. Ezt kovetden a peptid-kotott lizin oldallanc e-aminocsoportjara vagy az amin donor
szubsztrat szabad aminjara keriil az acil csoport e-(y-glutamil)-lizin izopeptid kotés kialakulasat
eredményezve. A transzamidacioban a monoaminok és poliaminok is részt vehetnek. A
transzamidalas mellett a kiilonb6z6 TGazok esetében a deamidacid és az izopeptid kotés
hidrolizise is megfigyelhetd.

A TG1 egy Ca?*-fiiggd enzim, amely részt vesz a tobbrétegli laphdm termindlis
differencialodasaban és az elszarusodott burok kialakulasaban. A keresztkotés biztositja az
epidermisz szilardsagat és stabilitasat, illetve részt vesz a test és a kdrnyezet kozotti védo barrier
kialakulasaban. A TRANSDAB adatbazis 14 TG1 szubsztratot tartalmaz.
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A TG2 talnyomorészt klasszikus Ca®*-fiiggd enzimként miikodik, de Ca?*-fiiggetlen
enzimatikus és nem enzimatikus aktivitast is azonositottak, szamos sejttipusban eléfordul és a
szovetekben kiilonbozé biokémiai funkcidval rendelkezik. A fehérjék Ca®*-fliggd poszt-
transzlaciés modositasait katalizalhatja, beleértve a glutamin deamidaciot, a fehérjén beliili és
fehérjék kozotti keresztkotés kialakulasat, valamint a primer aminok fehérjékbe vald
beépiilését. A TG2 rendelkezik izopeptid kotés hasitasi aktivitassal, kinazként funkcionalhat,
G-fehérjeként miikodhet, képes kotni és hidrolizalni a GTP-t, valamint fehérje-diszulfid-
izomeraz aktivitassal is rendelkezik. A TG2 enzimatikus és nem enzimatikus aktivitasal
szerepet jatszanak szamos Kritikusan fontos sejtfolyamatban, mint példaul sejtadhézio,
novekedés, migracio, differenciacio, programozott sejthalal és az extracellularis matrix (ECM)
Osszeszerelése. A TG2 a sejtfelszinen ¢s az ECM-ben is jelen lehet, ahol tobb olyan szubsztratot
kot keresztbe és szabalyoz, amelyek lehetové teszik az ECM Gsszeszerel6dését €s a sejt-matrix
kolcsonhatasok atalakitasat, biztositva a szoveti stabilitast. A TG2 fontos szerepet jatszik a
sejtek kotddésében ¢€s terjedésében, a sebgydgyuldsdban, az angiogenezis eldsegitésében és
gatlasaban.

1.4  Transzglutaminazok a betegségekben

A TGazok szamos emberi betegségben kozremiikddnek. A TG1 aktivitasa drasztikusan
csokken a lamellaris ichthyosisban, amely mind az epidermiszre, mind a hajra hatassal van.
amelyek a megfelel6 keresztkotések hianyaval vannak kapcsolatban. A TG1 knock-out
egerekben a bor barrier funkcié drasztikusan romlott, és ezek az allatok néhany oran beliil
elpusztultak.

A TG2 hozzajarulhat autoimmun, gyulladasos, kronikus degenerativ, malignus ¢és
anyagcsere betegségekhez. A TG2 hidny késleltetett seb lezarast okozhat, ami értékes lehet a
heg kialakulasanak csokkentésében. A TG2 knock-out allatok életképesek és fenotipusosan
normalisak, de szamos abnormalitast is hordoznak az apoptozisban, a gyulladasos és
autoimmun reakciokban.

A proliferativ vitreoretinopatia (PVR) egy rendellenes sebgyogyulasi valasz a
szemben, amely komoly szovodményként jelentkezhet a retina levalast korrigalé mtitétek utan.
A PVR pontos patogenezise még nem teljesen tisztazott. A TG2-r6l ismert, hogy emberben
megtalalhatdo a PVR membranokban, ahol feltehetden részt vesz a szovetek stabilizalasdban és
a sebgyogyulasi folyamatokban, de a pontos szerepe még nem tisztazott.

1.5  NET képzodés kiilonbozo faktorok hatasara

A human neutrofil granulocitdk az immunrendszer fontos részét képezik, és szlikségesek
a kiilonb6z6 mikrobialis fertdzések érzékeléséhez és ellendrzésekhez. A neutrofilek
gyulladasos ingerek hatasara aktivalodnak és neutrofil extracellularis csapdak (NET)
kialakulasahoz vezetnek, ami a sejthalal egyik egyedi formaja. Ezen folyamat soran a
neutrofilek eltavolithatjdk a nukleoplazma és a citoplazma komponensek keverékét, egy
haldzatszerli struktirat eredményezve, amely képes csapdazni, semlegesiteni és eltavolitani a
behatolo patogéneket.
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1.6  Kétdimenzios gélelektroforézis és tomegspektrometria a proteomikaban

A proteomika segithet megérteni a sejt szabalyozd folyamatait és patoldgias
mechanizmusait, megfigyelni, azonositani és jellemezni egy sejt, szovet vagy biologiai
folyadék fehérjéit. Kétféle stratégiat, az ugynevezett ,,bottom-up" és ,,top-down" proteomikat
alkalmazhatunk a fehérjék jellemzésére. A ,,bottom-up” proteomika soran a fehérjék jellemzése
a komplex mintak proteolitikus emésztésébdl felszabaduld peptidek analizise alapjan torténik.
Shotgun proteomikanak nevezziik, amikor a peptidkeveréket fragmentaljuk és HPLC-MS/MS-
alapu fehérje azonositast és kvantitativ elemzést végziink. Ezt a modszert széles korben
hasznaljak a fehérjék azonositasara, a proteom profilozasra, a fehérjék mennyiségi vizsgalatara,
a fehérje modositas felismerésére és a fehérje-fehérje kolcsonhatasok vizsgalatara. Egy masik
stratégia, a ,,top-down” proteomika, amely a poszt-transzlaciés modositasok meghatarozasara
¢s a fehérje izoformék vizsgdlatara biztosit lehetdséget.

A kétdimenzios gélelektroforézis (2-DE) egy standard, nagy felbontasi modszer, amelyet
a kiillonb6zé tipusi mintak proteomikai valtozasainak vizsgalatara alkalmaznak. Ezzel
vizsgaltak tobbek kozott a retinat, az izom- €s a kolorektalis szoveteket, a Candida sejteket €s
a hust normalis és patologias koriilmények kozott, illetve a gyogyszerek fehérje expressziora
gyakorolt hatasat. A 2-DE legfontosabb elonyei a robusztussag, ez egy hatékony és széles
korben alkalmazott modszer, amely lehetové teszi a kiilonb6zd koriilményekre adott valasz
soran generalt fehérjeprofilok Osszehasonlitdsdt. Hozzdjarul a fehérjék expresszios
mintazatainak tanulmanyozasahoz, amelyek betekintést nytjthatnak a fehérjék szabalyozasaba,
funkcidjaba és kdlcsonhatésaiba.

A tomegspektrometria (MS) egy fontos technika szinte minden proteomikai kisérlet
esetében. Lehetové teszi a fehérjék azonositasat és mennyiségi elemzését, valamint a fehérje-
fehérje kolcsonhatasok €s a poszt-transzlacids modositdsok vizsgalatat. Az MS hatékony
analitikai technikaként elkiilonitheti a gdzfazisu ionokat tomeg-tdltés (m/z) aranyuk szerint,
majd régziti az ionok relativ gyakorisagat. Ennek eredményeként a molekula tomegspektruma
keletkezik. A tomegspektrométer harom {6 részbdl all: ionforrasbol, tomeg analizatorbol és
detektorbol. A proteomikdban a két leggyakrabban haszndlt ionizacids technika a- matrix
segitette- 1ézer deszorpcid/ionizacido (MALDI) és az elektrospray ionizacio (ESI). A MALDI-t
¢és az ESI-t 1agy ionizacios technikaknak nevezik, mivel az ionizacid soran csak az analit egy
elhanyagolhaté mennyisége fragmentalodik. Mindkét technika alkalmas kis €s nagy molekulak
ionizacidjara, valamint a fehérjék és peptidek analizisére. MALDI-MS-t alkalmaznak a
viszonylag egyszerii peptid keverékek elemzésére, mig ESI-MS rendszert a komplex mintak
vizsgélatahoz.
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2. Célkitiizések

1. A diszpaz altal indukalt vad tipusa (WT) és TG2 knock-out (TG2KO) egerek PVR
modelljének tanulmanyozasa kétdimenzios elektroforézis és tomegspektrometria segitségével
annak érdekében, hogy informaciot kapjunk a PVR soran bekovetkezd fehérje profil
valtozasrol:
o diszpaz kezelés hatdsdra megvaltozott mennyiségi fehérjék azonositasa WT és TG2KO
egerekben,
e fehérje profil valtozasok vizsgalata TG2 hianyaban,
e fehérje haldzatok valtozasanak vizsgalata a PVR indukcioja soran WT és TG2KO
egerekben.

2. A NET komponensek proteomikai analizise annak érdekében, hogy informaciot gytijtsiink
a NET fehérjék kozott jelen levo keresztkotések tipusairdl:
e Kklorinalt poliaminok altal 1étrehozott keresztkotések vizsgalata a NET fehérjék kozott
e TGazok altal katalizalt e-(y-glutamil)-lizin és a bisz-y-glutamil-poliamin keresztkotések
vizsgalata a NET fehérjék kozott,
e NET fehérjék és keresztkotések haldzatanak vizsgalata 5-(biotinamido)-pentil-amin
(BPNH2) és spermin (SPM) kezelések hatasara.

3. Modszerek

31 PVR allat modell

Minden allatkisérletet az allatok szemészeti és lataskutatasban torténd felhasznalasara
vonatkozo ARVO nyilatkozat alapjan végeztiink és a protokollokat a Debreceni Egyetem
Allategészségiigyi Bizottsaga hagyta jova. 6 ndstény 4-6 honapos vad tipusti (WT) és 6 TG2KO
egereket pentobarbitallal érzéstelenitettiink, illetve egy csepp 1%-0s prokain-hidrokloridot
kaptak helyi érzéstelenitésre és egy csepp tropikamidot az irisz kitagitasara. A proteolitikus
diszpaz enzimet intravitrealisan fecskendeztiik a jobb szemekbe, ami egerekben PVR indukciot
eredményezett. A kontroll allatok szemeibe steril fiziologias sooldatot fecskendeztiik. A PVR
indukcié megerdsitése Stratus Optikai Koherencia tomografia (OCT) segitségével tortént. Mind
a kontroll, mind pedig a diszpazzal kezelt egereket az injekciot kovetd 14. napon felaldoztuk,
miutan a PVR képzddésének jeleit, mint példaul az epiretinalis membran és/vagy a retina
levalas jelenlétét észlelték OCT vizsgalat segitségével.

3.2  Aziivegtestek elokészitése és a fehérjék tisztitasa

Az egerek szemét kim{itotték, és miutan eltavolitottak a lencsét és az inhartya gallérral
egyiitt a szaruhartyat, kivették az egerek iivegtestét. Az livegtesteket lizis pufferrel feloldottuk
és 5 percen at jéghideg vizfiirdében ultrahangos kezelésnek vetettiik ala, majd 16,9 g-n 10
percig 4°C-on centrifugaltuk. A feliiliszokat LoBind Eppendorf csdvekbe gytijtottiik és Ready-
Prep 2-D CleanUp kit (Bio-Rad) segitségével a gyartd protokollja alapjan tisztitottuk. A
precipitacio és a centrifugalas utan a csapadékot beszaritottuk, majd 450 pl rehidralé pufferben
oldottuk és azonnal felhasznaltuk izoelektromos fokuszalasra (IEF).
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3.3  Két dimenzids gélelektroforézis

Az livegtesti mintak a 2-DE-hez a kovetkez6 csoportokbdl szarmaztak: (1) diszpaz kezelt WT
(WT PVR), (2) fiziologias sooldattal kezelt WT (WT Ctrl), (3) diszpaz kezelt TG2KO (TG2KO
PVR) és (4) fiziologias sooldattal kezelt TG2KO (TG2KO Ctrl). Minden esetben harom
biologiai parhuzamossal dolgoztunk. A 24 cm-es immobilizalt pH-gradiensii IPG (pH 3-10)
sztripeket passzivan rehidraltunk az extrahalt {ivegtesti fehérjékkel, 20°C-on egy éjszakan at.
Az IEF-et 300 V-on végeztiik 3 oran at, majd a fesziiltséget fokozatosan 3500 V-ra emeltiik 5
ora alatt, végiil 18 éran at 3500 V-on tartottuk mikdzben az aramerésség 50 pA/strip volt. Az
IEF-et kovetben az IPG sztrippeket 15 percen keresztiil ekvilibraltuk, elészor 0,6% ditiotreitolt
(DTT) (Bio-Rad) tartalmaz6 ekvilibralo oldatban, majd szintén 15 percig 1,2%-0s jod-
acetamidot (IAA) (Bio-Rad) tartalmazé ekvilibralo pufferben. A masodik dimenzioé soran a
sztripeket 12% SDS-poliakrilamid gélek tetejére helyeztiik és agarozzal (Bio-Rad) lezartuk. A
12 gélt egyiitt, azonos koriilmények kozott futtattuk 100 mA/gél aramerdsséggel 24 oOran
keresztiil a Protean Plus Dodeca Cell késziilék (Bio-Rad) alkalmazéasaval, amig a brom-fenol
kék elérte a gél aljat. A géleket prefixaltuk, majd hazilag készitett RuBPS fluoreszcens festékkel
festettiik egy éjszakan at. A festés utan a géleket mostuk és posztfixaltuk. A gélképeket Pharos
FX Plus Molecular Imager (Bio-Rad) késziilék segitségével beszkenneltiik.

3.4  Képanalizis Delta2D szoftver segitségével

A beszkennelt gélképeket a Delta2D (Decodon) 4.4-es verzioja segitségével vizsgaltuk,
¢s az aldbbiak szerint csoportositottuk: (1) WT PVR, (2) WTCtrl, (3) TG2KOPVR ¢és (4)
TG2KO Ctrl. Annak érdekében, hogy tanulmanyozhassuk a csoportok kozotti kiilonbségeket
harom projektet hoztunk 1étre: az els6 projektben a WTCtrl és WTPVR gél képeket, a masodik
projektben a TG2KOCtrl és TG2KOPVR gélképeket, mig a harmadik projektben a WTPVR és
TG2KOPVR gélképeket hasonlitottuk dssze.

Az egyes csoportokbol szarmazd fehérje foltokat a Delta2D szoftver pontos illesztési
modjanak protokollja és a ,,group warping strategy” stratégiaja szerint illesztettiik. Az ,,union”
modot alkalmaztuk az egyesitett gélkép 1étrehozasara, amely tartalmazza az sszes gélen 1évo
valamennyi foltot. A szoftver kiszamitotta a csoportok kozott az atlagos normalizalt folt
térfogatanak ,,fold change” értékét, valamint megallapitotta a szignifikans kiilonbségeket
Student t-proba segitségével. Azokat a foltokat tekintettiik szignifikansan eltérének, ahol a p
értek p < 0,05 volt. A szignifikéns kiillonbségeket mutato foltokat kivagtuk és MS vizsgalatnak
vetettiik ala.

35 Gélben emésztés

A géldarabokat 50%-0s acetonitril tartalmu 25 mM ammoénium-bikarbonat (pH = 8,5)
oldattal festékmentesitettiik, majd 20 mM DTT alkalmazisaval 1 oOrdn at 56°C-0s
homérsékleten végeztiik redukalasukat. Ezt kovetden alkilalast végeztiink 55 mM |AA oldattal
45 percig, szobahémérsékleten, sotétben, majd egy éjszakan at emésztettiik a mintakat 100 ng
stabilizalt MS tisztasagu tripszinnel (ABSciex), 37°C-on. A reakcidt tomény hangyasavval
(FA) (VWR) leallitottuk, és a triptikus peptideket extrahaltuk a gél darabokbdl, majd vakuum
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koncentratorban (Thermo Scientific) beszaritottuk. A mintakat 10 pl 1%-0s FA oldatban
visszaoldottuk és tomegspektrometria alapt fehérje azonositasra hasznaltuk fel.

3.6 Fehérje azonositas tomegspektrometria alkalmazasaval

A fehérje azonositasahoz a peptideket Easy nLCII (Bruker) nanoHPLC-vel elvalasztottuk
egymastol. A kromatografias elvalasztast 90 perces viz/acetonitril gradiens alkalmazasaval
végeztikk, 300 nl/perc aramlasi sebesség mellett. A peptid elegyet Zorbax 300SB-C18
somentesitd oszlopra (5 mm x 0,3 mm, 5 pm részecskeméret, Agilent) vittiik fel, majd az
elvalasztasukat 150 mm x 75 um Zorbax 300SB-C18 analitikai oszlopon (300 A porusméret,
3,5 um szemcseméret, Agilent) végeztiik. Az A mozgofazis 0,1%-0s FA-t tartalmazo LC-MS
mindségli viz, mig a B mozgo6tazis 0,1%-0s FA-t tartalmazo acetonitril volt. A elvalasztas soran
a B fazis tartalmat 0%-r6l 100%-ra noveltiik 60 perc alatt, majd 10 percig 100%-on tartottuk.
Ezt kovetden 0%-ra csokkentettiik 2 perc alatt, végiil 18 percig 0%-on tartottuk.

Az analitikai oszloprol eluélt peptideket 4000 QTRAP (ABSciex) tomegspektrométeren
elemeztiik, amelyet az Analyst szoftver 1.4.2 (ABSciex) vezérelt. Pozitiv ion modban vettiik
fel az MS/MS spektrumokat és informaciofiiggd adatgyiijté (IDA) modszert alkalmaztunk. Az
els6 tomeg szken tartomany 400 - 1700 amu volt, majd nagy felbontasu pasztazast alkalmaztunk
a két legintenzivebb prekurzor ion to6ltottségi fokanak meghatarozasdra. A fehérjék
azonositasahoz litkozés indukalta disszociacios spektrumokat rogzitettiink (100 - 1900 amu
tartomanyban) 4000 amu/sec sebességgel és maximum 85 eV iitkozési energiat alkalmaztunk.
A ciklusidé 5,4 sec, a fesziiltség 2800 V, az segédgaz nyomasa 50 psi, a szaritd gaz nyomasa
20 psi és az ionforras hémérséklete 70°C volt. A felvett MS/MS spektrumok alapjan a
fehérjéket ProteinPilot 4.5 szoftver (ABSciex) segitségével azonositottuk az UniProtKB/Swiss-
Prot adatbazis felhasznalasaval. A fehérje azonositiskor minimum kritérium volt, hogy
fehérjénként legyen legalabb két peptid legalabb 95%-0s konfidenciaval. Azokban az
esetekben, amikor a fehérje azonositasa a ProteinPilot 4.5 (ABSciex) szoftver alkalmazésaval
nem sikeriilt, MASCOT keresést hajtottunk végre az NCBInr adatbazis felhasznalasaval. A
hasitd enzim tipusat tripszinnek allitottuk be és a kihagyott hasitasi hely minden esetben
legfeljebb 1 volt. A MASCOT keresés esetében a valtozé modositasokat a kdvetkezOképpen
hataroztuk meg: metionin oxidéacid ¢és Cys karbamidometilacio, mig a ProteinPilot esetében a
szoftver biologiai modositasok tablazatat alkalmaztuk.

3.7 A proteomikai valtozasok funkcionalis vizsgalata

A gén ontologia (GO) elemzést alkalmaztuk a szignifikansan eltérd expressziot mutatd
fehérjék funkcionalis analizisére. A GO szerinti bioldgiai folyamatot, molekularis funkciot és
cellularis lokalizaciot a String 10.5 verzioval vizsgaltuk 1étrehozva a valtozo fehérjék halozatat
¢s a GO funkcidk dusulasi tablazatat.

3.8 Neutrofilek izolalasa human vénas vérbol

50 ml humén egészséges Onkéntesektdl szarmazd vénas vért EDTA-t (BD, 367525)
tartalmazo6 vakuumos csovekbe gyujtottiink. Az etikai engedélyt a Debreceni Egyetem Etikai
Bizottsaga hagyta jova (DEOEC RKEB / IKEB Prot. No. 2745-2008). A vért 15 percig 500 g-
vel, szobahdmérsékleten centrifugaltunk annak érdekében, hogy a vérlemezkéket tartalmazo
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plazmat eltavolitsuk. A sejteket atpipettaztuk 50 ml-es csébe és 12 ml 3%-os dextran
(Pharmacocosmos, Dextran T500) tartalmu sooldatot (0,22 um-es sztirével sterilizalva, TPP
Spritzen) adtunk a sejtekhez.

Ezutan a csovet 50 ml-re feltoltottiik sooldattal, és szobahOmérsékleten 30 percig
inkubaltuk. Miutan a vorosvértesteket tartalmazé lebeg6 habot eltavolitottuk, a fehérvérsejteket
tartalmazo feliiliszot 6sszegyljtottiik és 20 mM PBS-EDTA oldattal négyszeresére higitottuk
15 ml-es cs6ben. A sejteket 7 percig 300 g-vel, szobahdmérsékleten centrifugaltuk. Miutan a
feliiltiszot eltavolitottuk, a pelletet 3 ml 20 mM PBS-EDTA-ban szuszpendaltuk, és a sejteket
Histopaque gradiensre rétegeztiik, majd 30 percig 300 g-vel, szobahdmérsékleten
centrifugaltunk. A feliiliszot eltavolitottuk, és a neutrofileket 50 ml-es csébe gytjtottik, majd
kétszer mostuk 50 ml 20 mM PBS-EDTA-val.

7 percig, szobahOmérsékleten végzett centrifugalas utan, a maradék trombocitakat
eltavolitottuk, és a sejteket 30 ml RPMI 1640 tapoldatban felvettiik. A sejteket ismét 7 percig
300 g-vel, szobahémérsékleten centrifugaltuk, a feliiliszot eltavolitottuk, majd a sejtekhez 1 ml
RPMI 1640 tapoldatot adtunk. A sejteket megszamoltuk, majd a NET-et indukaltunk és
felhasznaltuk fehérje izolalashoz.

3.9  NET fehérjék tisztitasa

2 x 10° neutrofilt 4 ml RPMI 1640 tapoldatban 6 lyukl szovettenyésztd lemezre
pipettaztunk. A neutrofileket RPMI 1640 tapoldattal, vagy 5-(biotinamido)-pentil-aminnal
(BPNH?>), vagy sperminnel (SPM) eldinkubaltuk, majd formil-mirisztil-acetattal (PMA) 4 6ran
at, 37°C-on, 5%-0s CO2-on aktivaltuk. A tapoldat eltavolitasa utdan minden lyukat alaposan
atmostunk 1 ml friss és eldmelegitett protedz inhibitor koktélt tartalmazd6 RPMI 1640
tapoldattal, és 10 percig inkubaltunk 37°C-on. A tapoldat ismételt eltdvolitasa utan a képzddott
NET-eket 20 percig emésztettitk 10 U/ml DNaz-1 enzimet (Worthington) tartalmaz6, 1 ml friss
RPMI tapoldatban és a mintakat 16,9 g-vel, 4°C-on centrifugaltuk. A fehérjék kicsapasa
érdekében 0,5 ml feliilaszot osszekevertiink 1,5 ml -20 °C-0s acetonnal, és egy éjszakan at -
20°C-on inkubaltuk. A mintakat 10,4 g-vel, 30 percig, 4 °C-on centrifugaltuk. Ezutan a
pelleteket 200 pl Laemmli pufferben szolubilizaltuk, és -70°C-on taroltuk tovabbi vizsgalatig.

3.10 SDS-poliakrilamid gélelektroforézis

crer

soran szarvasmarha szérum albumint alkalmaztunk standardként. Az SDS-poliakrilamid
gélelektroforézis soran 20 pug NET fehérjét valasztottunk el 12%-os poliakrilamid gélen, Mini
Protean Tetra Cell késziilék (Bio-Rad) segitségével. Az elektroforézist 1,5 6ran at, 30 mA-es
alland6 aramerdséggel végeztiik, és fehérje molekulatomeg markerként ProSieveTM fehérje
létrat (Lonza) alkalmaztunk. A fehérje festést PageBlue™ fehérje festék oldattal (Thermo
Fisher Scientific) végeztiik, a géleket Pharos FX Plus Molecular Imager (Bio-Rad) késziilékkel
szkenneltiik, és a gélkép elemzését QuantityOne szoftverrel (Bio-Rad) végeztiik. Minden sav
esetében megvizsgaltuk a savok intenzitasat és a becsiilt molekulatomegeket.
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3.11 A Keresztkotott NET fehérjék MS/MS alapu tanulmianyozasa StavroX szoftver

alkalmazasaval

A NET fehérjék kozott 1étrejott lehetséges keresztkotések azonositasara StavroX 3.2.10
szoftvert alkalmaztunk. Az vizsgalathoz .mgf fajlformatumiu MS/MS adatokat hasznaltunk fel,
melyek tartalmaztak az osszes felvett spektrum adatait. A korabban azonositott NET fehérjék
aminosav szekvencidit az UniProtKB adatbazisbol importaltuk FASTA formatumban. A
tripszin enzimatikus hasitasi helyeit C-terminalis lizinnél és argininnél, illetve a hasitas gatlasi
helyét a prolinnal hataroztuk meg. Megadtuk a valtozé mddositasokat: a metionin oxidacio és
a cisztein karbamido-metilaci6. A spermint (SPM), a spermidint (SPD) és a putrescint (PUT)
lehetséges keresztkotokként alkalmaztuk a kdvetkezd keresztkotések jelenlétének keresésekor:
1) Lys-poliamin-Lys keresztkotéseket 200 Da, 143 Da, illetve 86 Da tomegvaltozassal; 2) Lys-
poliamin-Met keresztkotéseket 200 Da, 143 Da, illetve 86 Da tomegvaltozassal; 3) GlIn-
poliamin-Gln keresztkotéseket 166 Da, 109 Da, illetve 54 Da tomegvaltozassal és 4) GlIn-Lys
keresztkotéseket 17 Da tomegvaltozassal. A kiszamitott tomegvaltozasokat bevittik a
szoftverbe és az ezeknek megfeleldé MS/MS spektrumokat kerestiink. Az eredményeket
manudlisan elemeztiik, és azokat a talalatokat fogadtuk el, ahol az azonositott keresztkotott
fehérjék ,,score” értéke pozitiv és legalabb négy b- vagy y-ion sorozatot tartalmazott. A
keresztkotott peptidek szekvencidjat és a keresztkotés helyét Excel fajlokba importaltuk, majd
felhasznaltuk a keresztkotott NET fehérjék halozatanak megjelenitésére.

4. Eredmények

4.1.  Diszpaz kezelés indukalta PVR fehérjéinek jellemzése vad tipusi (WT) egerekben

Diszpaz kezelt WT (C57/BL6) egereket alkalmaztunk a PVR patogenezisében részt vevo
fehérjék tanulmanyozasara. 2-DE-t végeztiink az {ivegtesti mintakon, mely harom kontroll és
harom diszpaz kezelt WT egérbdl szarmaztak. A géleket hazi készitési RUBPS festékkel
festettiik és a gélképeket Delta2D szoftverrel vizsgaltuk és elemeztilk. A WTCtrl csoportot
harom gélképbdl hoztuk 1étre, melyek fiziologias sdoldattal kezelt mintdkbdl szarmaztak, mig
a WTPVR csoport szintén harom gélképbdl allt, amelyeket a diszpazzal kezelt mintakbol
kaptunk. Létrehoztuk az tigynevezett ,,fused image” képet, amelyet az 6sszes gélkép egymasra
helyezésével kaptunk meg. Ezen a gélképen 698 foltot detektaltunk.

Minden gél esetében az Gsszes folt intenzitasat meghataroztuk és a csoportok kozotti
,fold change” értékeket kiszamoltuk. A 698 foltbol 30 foltnak az intenzitasa valtozott
szignifikansan (p < 0,05) a diszpaz kezelés hatasara. Ezt a 30 foltot kivagtuk a gélbdl,
tripszinnel emésztettiik és HPLC-MS/MS alapt fehérje azonositast végeztiink.

19 folt esetében kiilonb6zo krisztallin formakat azonositottuk. A 19 foltbdl 8 folt alfa-
krisztallin A fehérje volt. Minden krisztallin forma mennyisége az alfa-krisztallin B kivételével
csokkent. Az intracellularis fehérjék expresszios szintje csokkent a diszpaz kezelt WT
mintdkban a fizioldgias sdoldattal kezelt mintdkhoz képest.

A 11.-14., 16.-19., 22. és 24. foltok esetében tobb mint egy fehérjét azonositottunk
hasonlé peptid szammal, melyek kézel azonos mennyiségii fehérjére utaltak. llyen esetekben
ezen fehérjék egylittes hatdsa figyelhetd meg, ezért nincs informacionk az egyes fehérjék
valtozasairol.
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4.2 A diszpaz kezelés indukalta PVR fehérjék jellemzése TG2KO egerekben

Az egérmodellek alkalmasak fehérjék funkcidjanak vizsgalatara, mivel konnyen
l1étrehozhatok KO allatok a fehérjéket kodold gén Kkilitésével. Annak érdekében, hogy
megvizsgaljuk, hogy az egerek PVR modellje mennyiben alkalmas a TG2 fehérje PVR-ben
betoltott szerepének tisztazasara, diszpazt, valamint fiziologias sooldatot fecskendeztiik a
TG2KO allatok szemébe. A WTCtrl ¢s WTPVR mintdk vizsgalatdhoz hasznalt stratégiat
kovettiik a TG2KO mintdk esetében is. Az iivegtesti mintékat 2D elektroforézissel, majd fehérje
festéssel és képelemzéssel vizsgaltuk. A fiziologias sooldattal kezelt TG2KO egerek szemébol
szarmazo6 gélképek egyikén kevesebb, mint 100 foltot lehetett kimutatni, ezért ezt a gélképet
nem hasznaltuk fel a tovabbi elemzésekhez. Igy a TG2KOCtrl csoport két gélképbdl, mig a
TG2KOPVR csoport harom gélképbdl allt, melyekbdl egy ,,fused image” képet hoztunk 1étre.

Ezen a gélképen 866 foltot detektaltunk, melyekb6l 97 mutatott szignifikans (p < 0,05)
intenzitas kiilonbséget a diszpaz kezelés hatasara. 33 folt esetében a folt intenzitasa emelkedett,
mig a tobbi 64 folt esetében csdkkent. Szamos foltot lehetett detektalni a TG2KOPVR gélen a
bazikus pH-ju és alacsonyabb molekula tomegi régidban. Az egyébként j6 mindségli fehérje
elvalasztas ellenére ebben a régidban nagyon kevés folt latszott a fiziologias sooldattal kezelt
mintak esetében.

A szignifikdnsan eltérd intenzitdsi foltokat kivagtuk, melyek koziil 37 foltot
azonositottunk HLPC-MS/MS alapt vizsgalattal. A diszpaz kezelés hatasara eltérd intenzitast
mutatott foltok koziil a legtobb alfa-krisztallint tartalmazott, de ebben az esetben ezeknek a
szintje emelkedett a kezelés hatasara. A G-fehérje, a heterogén nuklearis ribonukleoprotein és
a tubulin mennyisége csokkent diszpaz kezelés hatdsdra, mely Osszhangban van a WT
egerekben megfigyelt korabbi eredményekkel. A glikolitikus enzim glicerinaldehid-3-foszfat-
dehidrogenaz és laktat-dehidrogendz, a citoszkeletalis fehérjék, mint a beta-aktin szert fehérje
2, valamint a rekoverin, peroxiredoxin 2, szerotranszferrin és alfa-2 makroglobulin mennyisége
szintén csokkent. A béta-krisztallin A1, a ferritin konny(i és nehéz lanc és a grifin szintje nétt a
TG2KOPVR mintdkban.

Amikor a WT és TG2KO egerekben a diszpaz kezelés hatasara bekovetkezd valtozasokat
Osszehasonlitottuk, a vizsgalt fehérjék koziil négy valtozott meg mind a WT, mind a TG2KO
egerekben. A béta-tubulin 5 szintje a diszpaz kezelés hatasara csokkent, a TG2 jelenlététol
figgetleniil. A WT egerekben az alfa-krisztallin A, béta-krisztallin A1 és grifin szintje
csokkent, mig a TG2KO egerekben novekedett a diszpaz kezelés hatasara. Az alfa-krisztallin
A esetében egy foltban megfigyeltiik a fehérje mennyiségének csokkenését a diszpaz kezelt
TG2KO egerekben.

4.3 A TG2 hiany hatasa az egér iivegtesti fehérjéire a PVR kialakulasa soran

Azon  fehérjéket tanulmanyoztuk a WTPVR ¢és TG2KOPVR  gélképek
Osszehasonlitasaval, melyek expresszidja a TG2-t6l fiigg a PVR kialakuldsa soran. A két
csoport csak abban kiilonbozott egymastol, hogy jelen volt vagy hianyzott a TG2. 41 folt
mutatott szignifikdnsan eltérd intenzitas valtozast.
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15 fehérjét korabban azonositottunk HLPC-MS/MS alkalmazéaséaval, melyek koziil 12 folt
tartalmazott alfa- vagy beta-krisztallint, a tobbi harom foltban pedig ferritin nehéz lanc, grifin
illetve tubulin volt.

4.4  Adiszpaz kezelés hatasara eltéréen expresszalodott fehérjék funkcionalis elemzése

A diszpaz kezelés hatasara szignifikans valtozasokat mutatd fehérjék halozatat a String
10.4 segitségével hoztuk létre. A WT egerek esetében a haldzat 17 fehérjét és 14 lehetséges
fehérje-fehérje kolcsonhatést tartalmazott. A feldisult GO bioldgiai és molekularis funkcidk a
szem fejlédése és a fehérjék kotése voltak, amik arra utalnak, hogy a PVR fejlodésében szerepet
jatszo fehérjék tobbsége hozzajarulhat a szem helyes fejlodéséhez és szerkezeti stabilitasahoz.

A TG2KO egerekben a szignifikansan eltéré mennyiségii fehérjék halozata 18 fehérjét és
24 fehérje-fehérje kolcsonhatast tartalmazott. A feldasult GO biologiai és molekularis funkciok
aktiv metabolikus- és homeosztatikus mechanizmusokra és Fe?* kotése utaltak.

A TG2KOPVR csoportban a fehérjék tobbnyire extracellularis régioban és vezikulakban
lokalizalodtak, mig a WT egerek esetében foleg a mielin burokban.

Osszességében elmondhatd, hogy a PVR egér modelleket sikeresen alkalmaztuk a
diszpaz altal kivaltott PVR soran megvaltozott fehérjék vizsgalatara. Az eredményeink
0sszhangban vannak az irodalmi adatokkal. A krisztallinok fehérje mennyiségében figyeltiik
meg a legnagyobb valtozasokat a diszpaz kezelés hatasara. Elsé6ként mutattuk ki, hogy az
tivegtestben emelkedik az alfa-krisztallin B fehérje szintje diszpaz kezelés soran. Logikusnak
tlinik, hogy a krisztallinok az iivegtestbe jutnak retinasériilést kovetéen, ami gyakran megel6zi
a PVR kialakulasat. Megfigyeltiik a Krisztallin halozat valtozasat a diszpaz kezelt TG2KO
egerekben. Annak ellenére, hogy a vizsgalat idopontjaban hasonlé allapotot mutattak, a WT
PVR és TG2KO PVR egerekben eltérd krisztallin profil valtozast figyeltiink meg. Ezek az
adatok azt mutatjak, hogy az egérben a krisztallinok profiljaban tobb valtozas hozhatd
Osszefliggésbe a PVR-rel. Figyelembe véve, hogy a diszpaz proteaz és a TG2 izopeptidkotést
létrehozo keresztkoté enzim, érdekes lenne részletesebben megvizsgalni, hogyan valtozik a
fehérje kifejez6dése PVR soran. Elképzelhetd, hogy a protedz rezisztens keresztkotések
kialakulasanak hidnya noveli a diszpaz éltali krisztallin hasitast.

45 A Kkiilonbozo kezelések hatasara létrejott neutrofil extracellularis csapda
osszetevoinek proteomikai vizsgalata

Az izolalt NET fehérjék profiljat proteomikai megkdzelitéssel tanulmanyoztuk. Harom
donortol szarmazo Ctrl, BPNH2-vel és SPM-mel kezelt mintakbol 20 pg izolalt fehérjét
vizsgaltunk 12%-0s SDS-poliakrilamid gélen.

Elvégeztiik a Ctrl, a BPNH2 és SPM kezelt NET mintdk gélkép elemzését. Az SDS-
poliakrilamid gélen torténd elvalasztast kovetden egy jol reprodukalhatéd fehérje sav mintézatot
figyeltink meg. A BPNH2 és SPM kezelés hatasara a savok intenzitasaban valtozasokat
tapasztaltunk, azonban ezek nem voltak szignifikansan eltéréek.

A savokat kivagtuk és HPLC-MS/MS alapu fehérje azonositast végeztiink. 16 NET
fehérjét azonositottunk, melyek koziil 14-et mar publikaltak. A leukocita elasztaz inhibitort és
az S100-A6 fehérjét még nem azonositottak NET komponensként. Néhany fehérjét az elméleti
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molekula tomegiiknek megfeleld savokban azonositottunk, de sok koziilik kiilonbdzo
pozicidkba vandorolt, ami extenziv fehérje processzalasi folyamatokra utalhat.

4.6  Klorozott poliaminok és transzglutaminaz reakcié altal létrehozott poliamin
medialt fehérje keresztkotések tanulmanyozasa

Az azonositott fehérjék kozott kialakult potencidlis keresztkotések jelenlétének
kimutatasat az MS adatok elemzésével végeztiik, a StavroX szoftver segitségével. Négy
lehetséges keresztkotés jelenlétét tanulmanyoztuk. Mieloperoxiddz (MPO) aktivitas hatasara
SPM, SPD ¢és PUT kléraminok képzddhetnek, a kloraminok reakcioba 1éphetnek a fehérjéhez
kotott lizinekkel vagy metioninokkal, ami Lys-poliamin-Lys vagy Lys-poliamin-Met
keresztkotéseket eredményez. A SPM, a SPD és a PUT TG4z altal katalizalt reakcioban a
fehérjéhez kotott glutaminok kozott is kialakithat keresztkotéseket. Ezenkiviil a TGéazok
katalizalhatnak izopeptid kotéseket a fehérjéhez kotott Lys és Gln kozott, ezért a y-Gln-e-Lys
keresztkotések jelenlétét is megvizsgaltuk.

Detektaltuk a klorinalt poliamin beépiiléssel 1étrejott bisz--lizil-poliamin és e-lizil-S-
metionil-poliamin  keresztkotéseket. Emellett bisz-y-glutamil-poliamin, valamint e-(y-
glutamil)-lizin keresztkotéseket is kimutattunk, amelyeket tipikusan a transzglutaminazok
hoznak 1étre. A beépiilt klorinalt SPM és SPD szama, hasonld vagy valamivel alacsonyabb volt
a BPNH2 kezelt mintakban, a PUT esetében pedig magasabb, mig az SPM-mel kezelt
mintakban a vizsgalt keresztkotéseknek a szama nétt. Hasonld tendenciat figyeltiink meg a
transzglutaminaz atlal katalizalt bisz-y-glutamil-poliamin és az e-(y-glutamil)-lizin
keresztkotések szamaban is.

Ezek az adatok azt mutattak, hogy mind a kléramin medialt, mind a TGaz medialt
keresztkotések jelen voltak. A keresztkotott fehérjék halozatdt manudlisan abrazoltuk és
valtozasokat figyeltiink meg a kiilonboz6 kezelések hatasanak eredményeként.

Elmondhatjuk, hogy sikeriilt kimutatnunk, hogy a NET fehérjék kozotti kovalens
keresztkotések a funkcionalis NET képzddés szerves részeként stabilizalhatjdk a NET
szerkezetét. Minden minta esetében a NET fehérjék mintazata jol reprodukalhato volt, de a
savok fehérje Osszetétele eltérést mutatott. Az S100-A6 fehérjét és a leukocita elasztaz
inhibitort 4j NET fehérjeként azonositottunk MS analizissel. A savokban szamos, mas
molakulatomegnek megfelel6é fehérjét azonositottunk, ami a NET kialakulasa soran a fehérjék
extenziv poszt-transzlacios modositasara utal. Ez feltehetéen magaban foglalja a keresztkotések
kialakuldsat és a proteolizist. Bar a SPM és BPNH2 kezelések nem okoztak szignifikans
valtozast a NET fehérjék mintazataban, de a sdvokban 1€vo fehérjék Osszetételében eltérést
tapasztaltunk, amely a NET kialakulasaért felel6s biokémiai rendszerek robosztussagara utal.
A kezelt NET mintakban kialakult fehérje keresztkotések MS/MS adatai alapjan kimutattuk,
hogy a klorinalt poliaminok beépiilnek a NET fehérjékbe és keresztkotéseket alakithatnak ki a
NET fehérjék kozott. Azt is megerdsitettiik, hogy mind a bisz(y-glutamil)poliamin, mind az e-
(y-glutamil)-lizin keresztkotések Iétrejohetnek. Eredményeink azt mutatjak, hogy mind az
endogén kovalens poliamin konjugacio mind a NET fehérjék enzimatikus keresztkotése, a
poliaminok, az MPO ¢és a TGdaz egylittes jelenléte sziikséges a NET stabilitdsahoz és
nélkiilozhetetlenek a NET biologiai funkciojahoz.
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5. Osszefoglalas

A transzglutaminazok (TGazok) széles korben vizsgalt Ca®-fiiggd enzimek, melyek
valtozatos funkcidokkal rendelkeznek. Szamos esszencidlis fizioldgias ¢€s patologias
folyamatban jatszanak szerepet azaltal, hogy katalizaljak az e-(y-glutamil)-lizin izopeptid
kotések 1étrejottét a lizin és glutamin aminosav oldallancok kozott.

Munkam els6 felében az volt a célom, hogy egerek iivegtesti mintdiban kétdimenzios
gélelektroforézis és tomegspektrometria alapti fehérje azonositas alkalmazasaval olyan
fehérjéket azonositsak, amelyek Osszefliggésben allnak a proliferativ vitreoretinopatiaval
(PVR). TG2 jelenlétében és hianyaban egyarant sikeriilt kimutatnom a PVR-hez kothetd
fehérjéket az egér iivegtesti mintakban. A diszpaz kezelés hatasara a krisztallinok kiilonb6zo
formainak mennyiségében figyeltem meg a legjelentdsebb valtozasokat, mindemellett eltérd
krisztallin profil valtozast tapasztaltam a vad tipusit PVR és TG2 knock-out PVVR csoportokban.
Munkam soran sikerrel alkalmaztam a kétdimenzids elektroforézist és a PVR egérmodellt a
diszpaz altal indukalt PVR-re jellemzd fehérje valtozasok és a TG2 hidnyaban bekovetkezd
valtozasok tanulmanyozasara. Eredményeim jé egyezést mutatnak az irodalmi adatokkal, de
tovabbi funkciondlis vizsgélatok sziikségesek a megfigyelt jelenség mogott huzédo molekularis
magyarazat felderitésére.

Munkdm maésodik felében az volt a célom, hogy megvizsgdljam a fehérje
keresztkotéseket, illetve azt, hogy hogyan valtozik a fehérje keresztkotés-profil a neutrofil
extracellularis csapda (NET) képz6dés soran 5-(biotinamido)-pentil-amin és spermin kezelések
hatasara. A NET fehérjéket elektroforézis és folyadék kromatograffal-kapcsolt tandem
tomegspektrometridval tanulmanyoztam 4000 QTRAP tomegspektrométeren. Az MS/MS
adatok alapjan a keletkezett keresztkotések helyét és tipusat StavroX keresztkotott fehérje
vizsgald szoftver segitségével azonositottam. A fehérje keresztk6tés mintédzatokban
valtozasokat mutattam Ki a kezelések hatasara. Adataim alapjan megallapithat6, hogy a
keresztkotott fehérje halozat kialakitasaért két folyamat felelds: a TGazok és az mieloperoxidaz
(MPO) altal katalizalt folyamatok, amelyek poliamin kléraminok keresztkotését hozzak 1étre.
Adataink azt mutattdk, hogy az MPO ¢és a TGazok egyiittes jelenléte sziikséges a NET
megfeleld stabilizacidjahoz.
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