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A konny és verejtek antimikrobialis fehérjéinek vizsgalata egészséges és patologias allapotokban

1. Bevezetés

1.1. A kémiai barriert felépitd antimikrobialis és immunmodulator fehérjék

Az emberi test minden olyan pontjat, amely valamilyen forméban kapcsolatba keriilhet a
kiilvilaggal egy specifikus kémiai barrier védi. A kémiai barriert alkotdé antimikrobidlis és
immunmodulator fehérjék (AMP-k) aktiv mdédon védik a szervezetet a koérokozokkal szemben.
Az emberi test tobb ponton is kapcsolatba keriil a kiilvilaggal; ilyen talalkozasi pontok a szem, a
szdjlreg, az orriireg, a bdr, a tdpcsatorna, valamint az urogenitélis traktus. Testiink ezen részei
kémiai barrierek altal védettek, melyet az egyes testfolyadékok, ugy mint a koénny, a nyal, az
orrvaladék, a verejték, a bél mukoza rétege €s a vizelet szolgaltatnak.

A kémiai barrier alkotoit a kiilonféle mirigyek és az epitél sejtek szekretaljak. A
testfolyadékokban taldlhaté fehérjék tobbsége az immunrendszer részeként a védekezésben
jatszik szerepet. Az AMP-k vizsgalata sordn egyik csoportjukat, mint példaul a B-defenzineket,
LL-37 katelicidint, dermcidint az antimikrobidlis hatdsuk alapjan karakterizaltak, ezeket
prototipusos AMP-knek nevezziik. Mas abundans testfolyadék fehérjékrol (példaul laktoferrin,
lizozim-c, lakritin, lipokalinok stb.) a karakterizalasuk utdn deriilt ki, hogy antimikrobidlis
hatassal is rendelkeznek. Az abundans fehérjék koncentracidja joval magasabb, mint a

prototipusos AMP-ké ¢€s kiilonféle védelmi funkciokat latnak el.

1.2 Az AMP-k, mint potencialis biomarkerek

A National Institute of Health (NIH) ,,Biomarker Definitions” munkacsoport definicigja
szerint a biomarker egy olyan valtoz6, amelynek mennyisége objektiv mdédon mérhetd, és az
értéke alapjan kiilonbség tehetd a normal bioldgiai folyamatok és a patoldgias folyamatok kozott,
vagy nyomon koOvethetd a kiilonféle terapidk soran alkalmazott farmakonokra adott valasz.
Néhany esetben olyan fehérjék tekinthet6k biomarkernek, melyek kdzponti szerepet jatszanak a
betegség kialakulasdban, ezaltal ezen fehérjék egyben terapias célpontként is szolgalhatnak. Mas
esetben a biomarkerek nem tekinthetdk terapias célpontnak, mivel ezen fehérjék valtozasa a
betegség kovetkezménye, nem pedig a kivaltd oka. Az elmult évek sordn a biomarker kutatdsok
szdma egyre inkdbb megemelkedett, melynek hatasara tobb szdz potencialis biomarkert

azonositottak kiilonb6zd betegség tipusokban.
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A biomarker kutatasok soran az egyik leggyakrabban fellépé probléma az analizalhato
mintak elérhetdsége. Sok esetben az invaziv mintagyiijtési lehetdség miatt nem nyerhetd minta a
betegséget érintd szovetbdl. A proteomikai és metabolomikai technikdk fejlédése lehetdvé tette
fehérjék és metabolitok testfolyadékokban torténd vizsgalatat is, melyek nem invaziv modon
gyljthetdek, ezaltal lehetdséget teremtve potencialis biomarkerek azonositdsara a folyamatosan
termelddo testfolyadékokbol, mint példaul konny, nyal, verejték, orrvaladék és vizelet.

Az egyes AMP-k eltéré koncentracioban taldlhatok meg a kiilonb6zo barrierekben, igy a
kémiai barriereket egy jol meghatarozott, ugynevezett AMP koktél alkotja, ami specifikus az
egyes testfolyadékokra. Az AMP koktél Osszetétele az adott szervet érd hatasokra, vagy
patoldégias koriilmények kozott megvaltozik, igy a testfolyadékokban talalhatdé kémiai barriert
alkoto fehérjék valtozasanak vizsgalata patoldgias stimulus hatasara a biomarker kutatasok egyik

fontos részét képezi.

1.3 A konny, a szem kémiai barriere

A konny fehérjek, lipidek, metabolitok és egyéb szerves és szervetlen anyagok komplex
rendszere, melynek els6dleges feladata a szem nedvesitése, tapanyagok szallitdsa, valamint a
szem fénytorésének biztositdsa. Emellett a szekretalt AMP-k miatt a konny képezi a szem kémiai
barrierjét, mely védelmet nyqjt a patogénekkel szemben. A {6 konnyfehérjék, mint a lizozim-c,
laktoferrin, prolaktin indukalt fehérje, lakritin stb. a velesziiletett immunrendszer részeként
védelmet biztositanak. A konnyfehérjék tobbségét a konnymirigyek szekretaljak, azonban egyes
fehérjék epitelialis eredetiiek, mint példaul a dermcidin és a defenzinek, mig masok a szérumbol
keriilnek a konnybe, mint a szérum albumin.

A konny egy folyamatosan termel6dd, nem invaziv moédon gylijthetd testfolyadék, ami
potencialis biomarker forrasként szolgalhat. A kdnny proteomjanak valtozasa 0j informéciokat
szolgaltathat egyes szembetegségek, mint példdul szaraz szem szindroma, blefaritisz,
keratokonusz és diabéteszes retinopatia, patomechanizmusanak megértésében; emellett alkalmas
szisztémas elvaltozasok, mint példaul a szkler6zis multiplex vizsgélatdra is. Parkinson korban
szenvedd betegek konnymintdiban emelkedett TNF-o szintet mutattak ki, igy a konny

neurodegenerativ betegségek vizsgalatara is alkalmas lehet.
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1.4 A verejték, a bor kémiai barriere

A boér a kiilonféle koérokozok és kornyezeti hatasokkal szemben védelmet biztosit a
szervezet szamara. Az epitél sejtek fizikai barriere mellett a bor feliiletén egy kémiai barrier is
megtalalhatd, melyet az epitél sejtek, a keratinocitdk és a szebocitdk altal szekretdlt AMP-k
alkotnak. Ezek az AMP-k a verejtékkel keriilnek a bor feliiletére. A konnyh6z hasonldéan a {6
verejték fehérjék szintén az immunrendszer részét képzik; védelmet nytjtanak a korokozokkal
szemben, valamint részt vesznek a sebgyogyulasi folyamatokban. Az AMP-k egy része
konstitutiv mdédon folyamatosan szekretalodik, mig mas fehérjék expresszidja patogén stimulus
hatasara indukalédik. A prototipusos AMP-k, mint a defenzinek, LL-37 katelicidin és dermcidin
mellett a verejtékben lizozim-c-t és laktoferrint is azonositottak.

A folyamatos szekrécidé és a nem invaziv mintavételi mod miatt a verejték kivaloan
alkalmazhat6 a biomarker kutatdsban. Cisztikus fibrozisban, atopias dermatitiszben ¢&s
ektodermalis diszplazidban szenvedd betegek verejtékét analizalva kidertilt, hogy a védekezésben
€s szoveti regenerdcidban résztvevd fehérjék szintje dramaian lecsokkent. Ugyanakkor
szisztémas betegségekre jellemzO biomarkerek azonositdsara is felhasznéltdk a verejték

proteomjanak vizsgalatat.

1.5 Az emésztérendszer fizikai és kémiai barriere

A vékonybél mukoza rétege fontos fizikai €és kémiai barrierként funkciondl és az
immunrendszer részeként védelmet nyUjt baktériumokkal, virusokkal és egyéb
mikroorganizmusokkal szemben. A szekretdlt AMP koktél részét képezi a minden
testfolyadékban megtalalhat6 lizozim-c €s laktoferrin, de a {6 alkotdelemei a prototipusos AMP-
k, mint a B-defenzinek (hBD-k) vagy az LL-37 katelicidin. A vékonybél mukoza rétegében a
hBD1 fehérjét konstitutivan expresszalodd6 AMP-ként azonositottdk, melynek szintje gyulladdsos
jel hatdsdra nem indukalodik. A hBD4 fehérje szintje fertdzés hatasara képes megemelkedni,
viszont ez az indukcié nem a klasszikus gyulladdsos mediatorok hatasara kovetkezik be. A hBD2
¢s hBD3 fehérjék tipikusan az indukalhato AMP-k kozé tartoznak, gyulladasos jel hatasara a
mennyiségiik drdmai mértékben képes megemelkedni. A gyulladdsos bélbetegségek az

indukalhat6 B-defenzinek szintjének emelkedését valtjak ki, ami maga utan vonja az epitél sejtek

crer
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1.6 Selected Reaction Monitoring alapu célzott tomegspektrometria

A Selected Reaction Monitoring (SRM) a proteomikai kutatdsok egyik leggyakrabban
alkalmazott célzott tomegspektometrids modszere, mely a harom kvadrupoéllal rendelkezd
tomegspektométerek egy specialis miikodési modja. Az elsé kavdrupol csak egy jol
meghatarozott prekurzor iont enged bejutni a masodik kvadrupdlba, ami {iitkdzési cellaként
szolgal. A képzddott fragmens ionok koziil a harmadik kvadrupdl csak egy elére meghatarozott
iont enged 4t a detektorba, igy a tomegspektorméter csak a kivalasztott prekurzor ion €s a hozza
tartozd kivalasztott fragmens ion egyiittes jelenléte esetén regisztral jelet. A prekurzor ion-
fragmens ion parhoz tartozd6 m/z értékek, ugynevezett SRM atmenetek, bedllitdsa biztositja a
modszer szelektivitasat ¢és specifikussagat. A gorbe alatti teriilet (AUC) aranyos a
tomegspektrométerbe bejutott anyag mennyiségével, igy a mddszer kvantitativ vizsgalatokra is
kivéaloan alkalmazhato.

Szemi-kvantitativ. moédban az SRM moddszer jol alkalmazhatd relativ kvantitalésra,
azonban megfeleld beallitdsokkal abszolut kvantitalas is lehetséges. Fehérjék relativ kvantitalasa
soran egyetlen peptid minimum két SRM atmenetének vizsgéalata elegendd. Bizonyos esetekben,
ahol a fehérjék abszolut kvantitdlasa sziikséges, minimum harom peptid szekvencia vizsgalata
javasolt, szekvencianként legalabb 6t SRM atmenetet monitorozva. Mind relativ, mind abszolut
kvantitalasnal sziikség van stabil izotoppal jelzett (SIL) referencia peptidek hasznalatara, melyek
belsd standardként funkciondlnak az analizisek soran. SRM mérés soran a tomegspektrométer
tobb szdz atmenet egyidejli vizsgalatdra képes, ezaltal tobb fehérje vizsgalatara is alkalmas
ugyanazon mintdbdl. Bar az antitest alapi modszerek nagyobb érzékenységet biztositanak, az
SRM mérési moddszerek tdgabb dinamikus tartomannyal rendelkeznek. Az SRM modszer
érzékenységét kilonféle dusitasi technikak segitségével novelhetjilk. A specificitds, az
érzékenység, a tdg dinamikus tartomany és a multiplex jelleg miatt az SRM mddszer kivaldan
alkalmazhat6 fehérjék kvantitativ vizsgélatara kis mennyiségben rendelkezésre all6 mintdkban.
Mivel az SRM méréshez eldzetes informaciora van sziikség a vizsgalando fehérjékrol, a modszer

6 hatranya a fehérje specifikus peptidek limitalt elérhetdsége.
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1.7 Jeldlés nélkiili kvantitalas

A jelolés nélkiili kvantitalasi modszer egy olyan tomegspektrometrias technika, ahol a
prekurzor ion intenzitasa vagy az regisztralt MS/MS spektrumok szama alapjan
kovetkeztethetiink a tomegspektrométerbe jutott anyagok relativ mennyiségére. Az elsO esetben
az AUC értékek alapjan végezhetd el a relativ kvantitadlds, mig a masodik esetben a relativ
kvantitdlas a regisztralt MS/MS spektrumok szdma és a tomegspektrométerbe bejutott
anyagmennyiség kozotti korrelacion alapul. A nagy ateresztoképesség és pontossag, melyet a
nagy felbontast analizatorral, tobbnyire Orbitrap-el vagy FTICR-el rendelkezd
tomegspektrométerek biztositanak, lehetévé teszik akdr nagyszdmui minta vizsgalatat is. A
modszer az egyideji fehérje azonositds és kvantitalas egyik legegyszeriibb mddja, ezaltal a
jelolés nélkiili kvantitdlas az egyik leggyakrabban alkalmazott ugynevezett. ,,shotgun”
proteomikai technika.

A modszer sokoldalusdga, a minta természetétdl fiiggetlen alkalmazhatésdga és hogy
nincs szilikség elézetes informacidora a vizsgalando fehérjékrdl teszik jelent6ssé az orvosi
kutatasokban. A modszer hatranya, hogy egy nagyon stabil €s jol beallitott rendszert igényel,

hogy elkertiljiik a nem megfeleld kromatografias elvalasztas soran keletkez6 hibékat.

2. Célkitiizések

e SRM alapu célzott tomegspektrometrias modszer kifejlesztése human B-defenzinek (hBD-
k) relativ kvantitalasara sejtkulturakban és konnymintakban

e A kémiai barriert alkot6 fehérjék tanulmanyozisa Alzheimer koros betegek
konnymintdiban potencialis konny biomarkerek azonositasa érdekében

e A kémiai barriert alkotd fehérjék tanulményozéasa verejték mintakban és a {0

verejtékfehérjék azonositasa
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3. Modszerek

3.1 Sejttenyésztés

Sejtkultirakon torténd vizsgalatainkhoz kiilonbo6z6 tipustt human adenokarcindéma eredeti
HT-29, SW-1116 és Caco2 epitél sejteket hasznaltunk. A HT-29 és SW-1116 sejtek 10% FCS
tartalmt, mig a Caco2 sejtek 20% FCS tartalmi RPMI médiumban novekedtek. A médium 100
U/mL penicillint, 100 pg/ml sztreptomicint, 2 mM L-glutamint és 1% nem esszencialis
aminosavat tartalmazott. A sejtek 5% COs-ban 37 °C-on inkubélodtak. A nyugvo sejteket
egy oOra inkubacid utdn frissre cseréltiik, melyet tovabbi 5 o6ra inkubacié kovetett. Az 5 ora
elteltével a sejt feliiluszot begyjtottiik, majd tripszin-EDTA (Sigma) hozzdadasaval a sejteket is
begytijtottiik. A feliilluszoval torténd szennyezddés elkeriilése érdekében a sejteket kétszer mostuk

crer

Bradford modszer segitségével hataroztuk meg.

3.2 Konnyminta gytujtés

A kutatas soran 26 donortol gyjtottiink konnymintékat, 14 Alzheimer koros betegtdl, 9
korban ¢és nemben illesztett kontrolloktdl, valamint 3 fiatal egészséges Onkéntestol. A
mintagyiijtés a Helsinki deklaracio elvei szerint tortént a Debreceni Egyetem 4altal kiallitott etikai
engedély alapjan (DEOEC RKEB/IKEB 2980-2009).

Az Alzheimer kor diagndzisdnak felallitasat az NINCDS-ADRDA ¢és a DSM-IV-TR
kritériumok alapjan pszichiater végezte el. A pszichiatriai és neuroldgiai vizsgalatok mellet a
betegek alap laboratoriumi vizsgalatokon estek 4t, valamint CT vagy MR vizsgalatok
segitségével kizartuk a lehetdségét mas tipusti demencia fennallasanak.

A korban ¢és nemben illesztett kontroll Onkéntesek részletes demografiai,
alkoholfogyasztasi €s gyogyszerszedési adatok, valamint a Mini-Mental teszt alapjan kertiltek
bevalogatasra. Kontrollként csak azok az onkéntesek keriiltek bevalogatdsra, akik a demencia
semmilyen jelét nem mutattdk. Szisztémas gyulladdsban, autoimmun betegségben szenveddk,

valamint szemészeti problémaval rendelkez6 egyéneket kizartuk a vizsgalatokbol.



A konny és verejtek antimikrobialis fehérjéinek vizsgalata egészséges és patologias allapotokban

A konny mintavétel standard kapillaris technikaval tortént irritacié és stimulacio nélkiil. A

konnymintdk centrifugaldsa utan a feliiluszobdl Bradford reagens segitségével meghataroztuk a

crer

3.3 Verejtékminta gyiijtés

A verejtékmintak gyljtése tiz férfi és tiz néi egészséges Onkéntestdl tortént a Helsinki
deklaraci6 elvei szerint, a Debreceni Egyetem etikai bizottsdga altal kiallitott engedély alapjan
DEOEC RKEB/IKEB 4078/2013 és 2885/2008). A verejték gylijtése 80°C-os szaunaban tortént.
Az Onkéntesek a mintagylijtés napjan semmilyen kozmetikumot nem hasznaltak, a szaundba
tiszta és szaraz borrel 1éptek. Az Onkéntesek 20 percet toltdttek a szaundban, majd csapvizes
zuhanyzés utani 10 perces sziinetet kovetden ujabb 20 percet toltdttek a szaunaban.

A mintak 30 percen beliil jégen keriiltek a laboratoriumba, ahol centrifugalast kdvetden a
feliiluszok poolozasa ¢és koncentralasa tortént. A beszaritott mintdkat 0,1 M ammonium-
bikarbonat pufferben (pH 7,8) oldottuk vissza, majd Bradford modszer segitségével
os acetonnal tisztitottuk, majd a csapadékot 0,1 M ammoénium-bikarbonat pufferben (pH 7,8)

oldottuk vissza. A visszaoldott csapadékbol BCA mddszer segitségével meghataroztuk a mintak

crcr

3.4 ELISA

A hBD2 fehérje mennyiségének konnybdl torténd meghatarozdsara a Phoenix
Pharmaceuticals Inc. szendvics ELISA kitjét hasznaltuk (EK-072-37) a gyarto altal javasolt
protokoll szerint. A kisérleteket triplikaitumban végeztiik el 5 pug mennyiségt fehérjét tartalmazo

mintakon.

3.5 SDS-PAGE

Harom véletlenszeriien kivalasztott Alzheimer koros betegtdl szdrmazo konnyminta és két
véletlenszerlien kivalasztott kontroll kdnnyminta 20-20 pg fehérjének megfelelé mennyiségét 10
% SDS poliakrilamid gélen szeparaltunk 100 V konstans fesziiltséggel egy oran keresztiil. A
savok lathatova tételéhez Coomassie PageBlue (Fermentas) festéket hasznaltunk, majd a gélt

Pharos FX Plus szkenner (Bio-Rad) segitségével dokumentaltuk. A QuantityOne szoftver (Bio-
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Rad) segitségével meghataroztuk a savok intenzitasat, majd az adatokat Mann-Whitney U tesztel

analizaltuk a SigmaPlot 10.2 szoftver segitségével.

3.6 Konnyfehérjék LC-MS/MS alapt azonositasa

A szignifikdns intenzitaskiilonbséget mutatdé savokat kivagtuk, majd tripszinnel
megemésztettiik. Elso 1épésként 20 mM ditiotreitol (Bio-Rad) segitségével redukaltuk a mintdkat,
majd 55 mM jodacetamid (Bio-Rad) hozzaadasaval alkildltuk a fehérjéket. A tripszines emésztést
MS tisztasagii TPCK kezelt szarvasmarha tripszinnel (ABSciex) végeztiik 37°C-on egy éjszakan
at. Az emésztett peptideket extrahaltuk, majd liofilizalas utan 10 pl 1% hangyasav oldatban
feloldva el6készitettiik az LC-MS/MS analizisre.

A tomegspektrometrias analizis el6tt a peptideket Zorbax 300SB-C18 oszlopon (5 % 0,3
mm, 5 um porusméret; Agilent) somentesitettiik, melyet egy 300SB-C18 analitikai oszlopon (150
mm x 75 um 3,5 pm pérusméret; Agilent) torténd elvalasztds kovetett 90 perces gradienst
alkalmazva. A gradiens soran a szerves olddszer (B puffer) mennyiségét 60 perc alatt emeltiik
0%-r61 100%-ra. A kromatografias elvalasztas EasynLC II HPLC késziiléken (Bruker) tortént. Az
A puffer 0,1% hangyasav tartalmi LC viz, a B puffer 0,1% hangyasav tartalmti LC acetonitril
volt. Az alkalmazott &ramlasi sebesség 300 nl/perc volt.

A tomegspektrometrias méréseket pozitiv LC-MS/MS mddban végeztilk 4000 QTRAP
(ABSciex) tomegspektrométeren, NanoSpray II Microlon ionforrés segitségével. A rendszert az
Analyst szoftver 1.4.2 verzidjaval (ABSciex) miikddtettiik. Az ionforrasra kapcsolt fesziiltség
2800 V volt, az ion source gas értéke 50 psi, a curtain gas értéke 20 psi, a forrds hdmérséklete
pedig 70°C volt. Az analizis kivitelezésére informaciofiiggd adatgylijtési modot alkalmaztunk. Az
elsé pasztazas utan a két legintenzivebb csucs toltottségi fokanak megallapitdsara ,,Enhancer
Resolution” vizsgalatot végeztiik, majd a toltottségi fok alapjan szamolt energiaval a csucsokhoz
tartozd peptideket litkozés indukalta disszocidcid (CID) segitségével fragmentaltuk, ezutdn
,Enhanced Product Ion” modban regisztraltuk az MS/MS spektrumokat.

Az MS/MS adatokbol a ProteinPilot 4.0 szoftver (ABSciex) segitségével azonositottuk a
mintdkban jelenlévd fehérjéket. Az azonositashoz a SwissProt adatbazis 2015. juliusban elérhetd
verzidjat hasznaltuk, mely 548872 entry-t tartalmazott. Az azonositas soran felhasznaltuk a
szoftver altal tartalmazott biologiai modositasokat, az azonositds kritériuma minimum két >95%

konfidencia értékli peptid jelenléte volt.
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3.7 Jelolés nélkiili kvantitalas (LC-MS¥) és LC-MS/MS alapi fehérje azonositas verejték
mintakbol

A jelolés nélkiili kvantitdlas és a verejték LC-MS/MS analizise az Arizonai Egyetem
Toxikologiai kozpontjdban tortént. 4,2 ug verejték mintdk redukaladsa, alkilalasa, majd egy
éjszakan at 37°C-on torténd tripszines emésztése utan 600 ng emésztett verejték minta és 50 ng
emésztett T33V Rhodobacter capsulatus citokrom ¢ belsé standard keriilt LC-MS® analizisre. A
belsé standard hozzdadasa a mintdkhoz kozvetleniil az analizisek el6tt tortént. A mintak
NanoAcquity UPLC (Waters) késziilékhez kapcsolt Waters QTOF Premier tdmegspektrométerrel
kertiltek elemzésre triplikatumban. A kromatografias elvalasztds Symmetry C18 el6tét oszlop (20
mm x 180 um, 5 pm pérusméret; Waters) és BEH130 C18 analitikai oszlop (100 mm x 100 pm,
1,7 pm poérusméret; Waters) hasznalataval tortént. Az A puffer 0,1% hangyasav tartalmt LC viz,
mig a B puffer 0,1% hangyasav tartalmi LC acetonitril volt. A peptidek megfeleld
elvalasztasdhoz a B oldat mennyisége 150 perc alatt emelkedett 2%-r61 35%-ra, majd 2 perc alatt
95%-ra. A B oldat mennyisége 5 percen keresztiil 95% volt, majd 2 perc alatt lecsokkent a
kiindulasi 2%-ra. Az dramlasi sebesség 750 nl/perc volt, az oszlop hémérséklete pedig 35°C. Az
LC-MS adatok alacsony és magas energiaju MS modokban keriiltek regisztralasra.

Az emésztett verejtékmintak analizise LC-MS/MS modszerrel is megtortént LTQ
Orbitrap Velos tomegspektrométeren (Thermo Fisher Scientific), amely Advion nanomate ESI
ionforrassal (Advion) lizemelt. A verejték mintdkbol ZipTip (Millipore) tisztitas utan 240 ng
minta keriilt elemzésre. A tomegspektrometrids elemzés eldtt az emésztett verejték mintdk C18
elétét oszlop (2 cm x 100 um, 5 pm porusméret; Thermo Fisher Scientific) és C18 analitikai
oszlop (10 cm x 75 pum, 3 pum porusméret; Thermo Fisher Scientific) alkalmazasdval keriiltek
elvalasztasra. Az elvélasztas soran a B oldat mennyisége 5 percig 5% volt, majd 5 perc alatt 10%-
ra emelkedett, melyet 35 perces 35%-ra emelés kovetett. Ezutdn a B puffer aranya 20 perc alatt
50%-ra, majd 5 perc alatt 95%-ra emelkedett, ami 4,6 percig 95% maradt. Az dramlési sebesség
400 nl/perc volt. Az informdaciofiiggd adatgyiijtés az Xcalibur v 2.1.0 szoftver (Thermo Fisher
Scientific) segitségével tortént; az Orbitrap analizatorban eldzetes pasztazds soran a 14
legintenzivebb cstcs keriilt meghatarozasra, melyek CID spektrumai a linearis ioncsapa

hasznalataval keriiltek regisztralasra.

10



Egyetemi doktori (PhD) értekezés tézisei

3.8 LC-MS® és LC-MS/MS adatok kiértékelése

Az LC-MS/MS spektrumok alapjan a fehérjék azonositdsa a Thermo Proteome
Discoverer 1.3 (Thermo Fisher Scientific) szoftver segitségével tortént, a UniProt adatbazisbol
2013. augusztusdban letoltott human fehérjék szekvenciak hasznélataval (88323 entry). A keresés
soran a megengedett kihagyott tripszin hasité helyek szdma ketté volt. A ciszteinek jodacetamid
modositasat és a metioninok oxidaciojat a szoftver variabilis modositasként vette figyelembe. A
fehérjék taladlatként torténd elfogadasa 99%-os XCorr score érték felett tortént. Az azonositott
fehérjék és peptidek a Scaffold v 4.0.5 (Proteome Software Inc.) szoftverrel is elemzésre
kertiltek. Csak azok a fehérjék keriiltek elfogadasra, amelyek azonositdsa minimum két peptid
alapjan tortént peptid szinten 0,1%-os, mig fehérje szinten 1%-o0s ,,Fals discovery rate” (FDR)
értekkel.

Az LC-MSF adatok elemzése a ProteinLynx GlobalServer (Waters) szoftver 2.4
verzidjaval tortént. A fehérjék azonositasa az IdentityE algoritmus segitségével tortént a UniProt
adatbazisbol letoltott human szekvencia adatbazis alapjan, amely a Rhodobacter capsulatus
T33V citokrom c fehérje szekvencidjat is tartalmazta. A peptidek azonositatdshoz a kritérium
harom egyez6 fragmens ion megléte, mig a fehérje azonositdshoz minimum egy peptid taldlat

volt.

3.9 Mintaelokészités SRM analizishez

A tripszines emésztés eldtt a fehérjéket 6 M urea (Bio-Rad) segitségével denaturaltuk,
majd 10 mM ditiotreitollal redukaltuk. A redukalt mintdkat 20 mM jodacetamid segitségével
alkilaltuk, majd 20 mM ammonium-bikarbonat puffert hasznidlva a mintdkban 1év6 urea
szarvasmarha tripszinnel (ABSciex) 1:25 enzim:fehérje aranyban végeztiik 37°C-on egy é&jszakan
at. Az emésztett mintakat liofilizaltuk, majd 1% hangyasav oldatban feloldottuk. A mintakat C18
ZipTip (Millipore) hegyek hasznalatdval somentesitettiik, liofilizaltuk, majd 1% hangyasavban
oldottuk fel.

3.10 SRM alapu célzott tomegspektrometrias modszer fejlesztése
A PB-defenzin 1-4, lipokalin-1, laktoferrin, lizozim-c, lipofilin A, lakritin, Zn o2

glikoprotein, Ig A lanc, prolaktin indukalt fehérje, dermcidin €s galektin 3 koto fehérje aminosav
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szekvenciait a UniProt adatbazisbol letoltottiik, és a PeptideCutter szoftver segitségével in silico
tripszines hasitast végeztiink. A 100% hasitasi valosziniiséggel keletkezd triptikus peptid
szekvencidkkal BLASTp analizist végeztiink az NCBI nem redundans fehérje szekvencia
adatbazisban, és azonositottuk az egyedi, fehérje-specifikus peptideket. Az SRM atmenetek
tervezését a Skyline szoftver segitségével végeztiik el. A tisztitatlan SIL peptidek a JPT Peptide
Technologies GmbH-t6] (Németorszag), mig a tisztitott hBD2 pepid a PepscanPresto (Hollandia)
cégtdl keriiltek beszerzésre. Minden egyszeresen toltott ,,y” ion SRM spektrumat regisztraltuk
4000 QTRAP (ABSciex) tomegspektrométerrel, és a legintenzivebb jelet add atmenetekkel
dolgoztunk. Az iitkozései energia (CE) és a deklaszter potencial (DP) optimalizalasat a SIL
peptidek hasznalataval és a Skyline szoftverrel végeztiik el. A legjobb atmenetek, az optimalizalt
CE ¢és DP értékek meghatdrozdsa utdan SRM modszerfajlt készitettiink, melyet egészséges
onkéntesektdl gylijtott konny és verejték mintdkon teszteltiink, valamint a hBD-kre megallapitott

SRM étmeneteket sejtkultiirabol szarmazo mintdkon teszteltiik.

3.11 SRM analizis

A sejtkulturabdl szarmazo6 mintak és a konnyminték esetében blokkolast alkalmaztunk. A
sejt feliiluszok esetében egy véletlenszerlien kivélasztott kontroll mintat parositottunk egy
véletlenszerlien kivalasztott IL-1B kezelt mintaval, és ezeket a mintaparokat ugyanazon
kortilmények kozott egyszerre emésztettiink €s analizaltunk. A sejtlizatumok esetében ugyanezt a
moddszert alkalmaztuk. A konnymintdk esetében egy véletlenszerlien kivalasztott Alzheimer
koros betegtdl szarmazd konnymintat parositottunk egy véletlenszerlien valasztott kontroll
mintaval, majd a mintaparokat ugyanazon koriilmények kozott egymas utan analizaltuk. A SIL
peptideket kozvetleniil az analizis elvégzése eldtt adtuk a mintdkhoz. Minden analizis harom
parhuzamossal tortént.

A kromatografias elvalasztas az EasynL.C II HPLC késziiléken (Bruker) tortént. A mintak
Zorbax 300SB-C18 oszlopon (5 x 0,3 mm, 5 um pdérusméret; Agilent) somentesitettiik, melyet
egy 300SB-C18 analitikai oszlopon (150 mm x 75 pum, 3,5 wm pérusméret; Agilent) torténd
elvalasztas kovetett. Az A oldat 0,1% hangyasav tartalmt LC viz, a B oldat 0,1% hangyasav
tartalma LC acetonitril volt. Az alkalmazott aramlasi sebesség 300 nl/perc volt a 30 perces

elucios 1d6 alatt, melynek soran 15 perc alatt emeltiik a B oldat aranyat 0%-r6l 100%-ra.
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Az SRM analiziseket a 4000 QTRAP (ABSciex) tomegspektrométeren végeztik a
megtervezett ¢s optimalizalt SRM atmeneteket hasznalva. A késziiléket NanoSpray II Microlon
ionforrassal hasznaltuk és az Analyst szoftver (ABSciex) 1.4.2 verziojaval muikddtettiik. Az
ionforrasra kapcsolt fesziiltség 2800 V volt, az ion source gas értéke 50 psi, a curtain gas értéke
20 psi, a forras hdmérséklete pedig 70°C volt. A ciklusid6 a hBD-k vizsgalata esetén 1,15
masodperc, a konnyfehérjék vizsgalatanal 2,5 masodperc, mig a verejték vizsgalatanal 1,5
masodperc volt. Az alkalmazott beallitdsokkal a hBD-k esetében kromatografids csucsonként
kozel 30 adatpontot, a konnyfehérjék esetében koriilbeliil 16 adatpontot, mig a verejték
vizsgalatanal kozel 20 adatpontot regisztraltunk.

Az SRM adatok kiértékelését a Skyline szoftverrel végeztilk, melynek segitségével
meghataroztuk az AUC értékeket, valamint az endogén:SIL peptidek aranyat. A linearis
dinamikus tartomanyok megallapitasahoz a logAUC értékeket abrazoltuk a koncentracid
logaritmuséanak fliggvényében és a gorbék illesztéséhez logisztikus regressziot alkalmaztunk. A

kvantitalasi hatar (LOQ) megallapitasa ezen gorbék alapjan tortént.

3.12 Statisztikai elemzés

A statisztikai analizist a Sigmaplot 12.0 szoftverrel végeztiik el Student t-tesztet
alkalmazva. A szignifikancia hatar p <0,05 volt.

Az Alzheimer koros betegektol és illesztett kontrolloktdl szarmazd konnymintak
analizisébdl nyert AUC adatokat MSstats R-program-kompatibilis formaba transzformaltuk egy
altalunk fejlesztett szoftver haszndlatdval. A SIL peptidekkel torténd normalizalas és log2
transzformdlds utdn a csoportok kozti kiilonbséget varianciaanalizissel vizsgaltuk. A
csoportbesorolést fix hatdsként a mintdkban 1évd fehérjék mennyiségét pedig véletlen hatasként
modelleztiik. A nyers p-értékeken Benjamini Hochberg-féle FRD (false discovery rate)
korrekciot végeztiink. Ezen kiviil meghataroztuk a log2 fold change értékeket, a Student T
értekeket és a standard hiba értékeket. Az emlitetteken kivil ROC (Receiver-operating

characteristic) analiziseket is végeztiink 95%-o0s konfidencia intervallumokkal.
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4. Eredmények

4.1 pB-defenzinek vizsgalata sejtkulturakban és konnymintakban

A klasszikus antitest alapi kvantitalasi modszereket széles korben hasznaljak fehérjék €s
peptidek kvantitativ és szemi-kvantitativ vizsgalatara, de a viszonylag szlik dinamikus tartomany,
a megfeleld antitest hianya és a tobb fehérje vagy peptid egyidejii vizsgalata korlatozhatjak e
modszerek széleskorti alkalmazhatosagat a testfolyadék proteomikdban. Az SRM alapt
modszerek multiplex jellegliek, tobb analit egyidejii vizsgalatat teszik lehet6vé ugyanabban a
mintaban, igy koltséghatékonyabbak az antitest alapt technikakndl. Azért, hogy létrehozzunk egy
koltséghatékony ¢€s flexibilis multiplex modszert a leggyakoribb hBD-k vizsgélatara, emellett
jobban megértsilk a hBD-k expresszids profiljanak valtozasat gyulladasos stimulus hatésara,
SRM-alapu relativ kvantitdlasi modszert fejlesztettink a hBD1-4 fehérjék mennyiségének
meghatarozasara kiilonféle bioldgiai mintakban.

A UniProt adatbazisbol letoltott hBD1-4 fehérjék aminosav szekvencidin in silico
tripszines emésztést végeztiink a PeptideCutter szoftver hasznélataval. A 100% valdszintiséggel
kihasado peptid szekvencidkat BLASTp keresésnek vetettiik ald, hogy azonositsuk a specifikus
peptideket. A BLASTp keresés eredményeként mind a négy vizsgalt defenzinben sikertilt
specifikus peptideket talalni, a hBD1 fehérjére az IQGTCYR szekvencia, a hBD2 fehérjére a
GIGDPVTCLK szekvencia, mig a hBD3 fehérjére a GIINTLQK szekvencia bizonyult
specifikusnak. A hBD4 esetében négy lehetséges specifikus peptidet azonositottunk, ebbdl a négy
peptidbdl a CONSeQuence predikcios algoritmus alapjan az ICGYGTAR szekvencia bizonyult
hasznalhatonak SRM moédszerfejlesztéshez. Az SRM atmeneteket a Skyline szoftver segitségével
terveztliik meg, majd a 4000 QTRAP tomegspektrométeren ellendriztiik 6ket. A DP és CE értékek

optimalizalasat a SIL peptidekkel végeztiik el a Skyline szoftver segitségével.

4.1.1 A hBD peptidek linearis dinamikus tartomanya

A linearis dinamikus tartomany meghatarozdsahoz sejt feliiluszoéhoz, illetve
konnymintdkhoz hozzaadott kiilonb6zdé higitdsu (1000x-5x) SIL peptidek mennyiségét
tanulmanyoztuk. A megtervezett SRM modszer hasznélataval ezerszeres higitas (kortilbelil 75
fmol), mind a négy defenzin esetében kimutathatod volt. A kvantitalasi hatdr (LOQ) és a linearis

dinamikus tartomany peptidenként és matrixonként eltérd volt. A kvantitalasi hatar atlagosan a
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250-szeres higitas volt sejt feliilluszé mintakban, mig konnymintaban atlagosan az 500-szoros
higitds. A megtervezett SRM mddszer tdg dinamikus tartomannyal bir, ezéltal nagymértékii

valtozasok monitorozasara is alkalmas, mely a bioldgiai rendszerek egy 6 jellemzdje.

4.1.2 p-defenzinek mennyiségi meghatarozasa sejtlizatum és sejt feliiliszo mintakban

Bér a B-defenzinek a sejtekben termelddnek, hatasukat mégis a sejten kiviil fejtik ki, ezért
megvizsgaltuk a hBD1-4 fehérjék mennyiségét sejtlizatum ¢€s sejt feliiluszo mintakban egyarant.
Annak érdekében, hogy megvizsgaljuk a hBD fehérjék indukalhatosagat gyulladasos jel hatasara,
a sejtvonalakat IL-1p citokinnel stimulaltuk. A hBD1 fehérje szintje nem mutatott szignifikans
valtozast IL-1p kezelés hatasara a HT-29 és SW-1116 sejtekben, azonban a Caco2 sejtekben a
hBD1 mennyiségi szignifikdnsan lecsokkent a kezelés hatdsdra. A szekretalt hBD1 mennyiség
HT-29 sejtekben szignifikansan lecsokkent, mig a tobbi sejtkultiraban véltozatlan maradt. A
hBD 3 fehérje mennyisége mindharom sejtvonal esetében szignifikans novekedést mutatott a
kezelés hatasara, mind az intracellularis, mind pedig az extracellularis térben. Az IL-1P kezelés a
hBD4 fehérje mennyiségében nem okozott szignifikdns valtozast, azonban a hBD1 fehérje
véltozasahoz hasonld tendencia volt megfigyelhetd. A szekretdlt hBD4 mennyisége
szignifikansan lecsokkent a HT-29 sejtkultirdbol szarmazoé mintdkban, mig az SW-1116 és
Caco2 sejtekben a hBD1-hez hasonld valtozas volt megfigyelhetd. Kisérleteink sordn a hBD2
fehérje mennyiségét csak Caco2 sejtekben tudtuk meghatarozni, HT-29 ¢és SW-1116
sejtkultiraban a mennyisége a modszer kimutatési hatara ald esett. Caco2 sejtekben IL-1 kezelés
hatasara a hBD2 mennyisége szignifikdnsan megemelkedett mind az intracellularis, mind pedig
az extracellularis térben. Eredményeink alapjan az SRM modszer alkalmas a [-defenzinek
mennyiségi vizsgalatara komplex biologiai mintadkban, emellett kisérleteink aldtdmasztottak a

hBD2 és hBD3 fehérjék indukalhatosagat gyulladasos jel hatasara.

4.2 Alzheimer korban szenvedé betegek konnyfehérjéinek vizsgalata

Tobb kutatdesoport is bizonyitotta, hogy az Alzheimer kér patomechanizmuséban a szem
is érintett. Tobbféle latasi problémat irtak le Alzheimer kéros betegekben, valamint amiloid
plakkok jelenlétét igazoltdk Alzheimer koros betegek szemlencséjében és retindjaban. Annak
érdekében, hogy megvizsgaljuk, hogy a kifejlesztett SRM moddszer alkalmazhato-e

testfolyadékok analizisére, megvizsgaltuk a hBD fehérjék mennyiségét egészséges onkéntesektol
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¢s Alzheimer koros betegektdl szarmazo konnymintdkban. Az Alzheimer koros betegek esetében
a hBD-k mennyisége a kimutatdsi hatdr ala esett, azonban az egészséges Onkéntesek
kdnnymintdiban képesek voltunk a hBD-k kimutatasara és relativ kvantitalasara. A kdnnymintdk
legkisebb mennyiségben hBD2-t tartalmaztak, mig legnagyobb mennyiségben a hBD3 fehérje
volt jelen. A hBDI ¢és hBD4 fehérj¢ék mennyiség kozel azonos volt a konnymintdkban. A
konnymintdkban meghatarozott hBD-k mennyisége alacsonyabb volt a sejtkultirakbol szarmazo
mintakhoz képest, mely a defenzinek szdvettipustol fiiggd, eltérd mértékli expresszidjara utal.
Kovetkezd 1épésként konnymintdkban megvizsgaltuk a hBD2 fehérje mennyiségét ELISA
kisérletek segitségével, majd az eredményeket Osszehasonlitva a kifejlesztett SRM modszerrel
nyert adatokkal, a két moddszerrel nyert eredmények korrelaltak egymassal, tovabbi
bizonyitékként szolgalva az SRM modszer alkalmazhatosagéara kis mennyiségli testfolyadék
mintak esetében.

Mivel a hBD1-4 fehérjéket nem tudtuk kimutatni az Alzheimer koros betegek és illesztett

kontrollok kdnnymintaiban, a kdnnyfehérjéket atfogobb analizisnek vetettiik ala.

4.2.1 A konny fehérje osszetételének valtozasa Alzheimer korban

Az 0Osszegyljtott konnymintdkat megvizsgalva kimutattuk, hogy az Alzheimer koros
betegek konnyében a fehérje koncentracid szignifikansan magasabb (8,8+2,9 ng/ul) a kontroll
csoporthoz képest (4,4+1,4 pg/ul). A konny szekrécids rataban is szignifikans novekedést
tapasztaltunk az Alzheimer koros betegek esetében (12+2 pl/min) a kontroll csoporthoz képest
(6£2 pl/min).

Azért, hogy megvizsgaljuk a konny fehérje Osszetételét SDS poliakrilamid gél
elektroforézist végeztiink harom Alzheimer koros és két kontroll konnymintan. A gél festése utan
13 savot azonositottunk. A savok denzitometrids kiértékelése sordn az Alzheimer koros
betegektdl szarmazo mintdkban szignifikdns intenzitdscsokkenését tapasztaltuk 11 sav esetében.
A savokat kivagtuk, majd tripszines emésztést kovetden a fehérjéket LC-MS/MS modszerrel
azonositottuk.

LC-MS/MS analizissel 17 fehérjét sikeriilt azonositani, melyek mindegyike ismert
konnymirigy eredetli fehérje. Megvizsgédlva a lecsokkent mennyiségli fehérjék funkciojat
kideriilt, hogy mindegyikiik a kémiai barrier része, ezaltal szerepet jatszik szervezetiink

védelmében. Adataink arra utalnak, hogy az Alzheimer kor feltehetden megvaltoztatja a kémiai
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barrier 0sszetételét, ami Osszhangban van az irodalmi adatokkal. Korabbi kutatdsok igazoltak,
hogy kiilonb6z6 stimulusok hatasara és patoldgias koriilmények kézott modosul a kémiai barrier

Jsszetétele.

4.2.2 SRM modszertervezés konnyfehérjék vizsgalatara

A konny fehérje profiljanak  behatobb  vizsgalatira SRM alapt  célzott
tomegspektrometrias modszert fejlesztettiink ki. A csokkent mennyiségii f6 konnyfehérjék koziil
a lipokalin-1, laktoferrin, lizozim-c, lipofilin A, lakritin, Zn a2 glikoprotein, Ig A lanc és prolaktin
indukalt fehérjét valasztottuk ki tovabbi vizsgdlatokra, valamit irodalmi adatok és sajat eldzetes
eredményeink alapjan a dermcidint és a galektin 3-koté fehérjét is bevontuk a vizsgalatokba. Az
SRM moddszer tervezését a Skyline szoftver segitségével végeztik el, majd SIL peptidek
segitségével a modszert optimalizaltuk.

A SIL peptidekbdl higitasi sort készitettiink (10000x-5x) majd koénnymintakban
ellendriztik a modszeriink érzékenységét és dinamikus tartomanyat. A legtobb peptid
tizezerszeres higitasnal (korilbelil 7,5 fmol) is kimutathaté volt és az AUC értékek széles
koncentracio-tartomanyban korreldltak a bejuttatott anyagmennyiséggel tag dinamikus
tartomanyt eredményezve. A kifejlesztett SRM modszer megfeleldnek bizonyult konnyfehérjék

sz¢éles koncentracio-tartoméanyban torténd vizsgalatara.

4.2.3 A szem kémiai barrierjének valtozasa Alzheimer korban

A kémiai barriert alkotd fehérjék mennyiségi vizsgalatat az optimalizalt SRM modszer
segitségével végeztiik el 37 konnymintan, melyek 14 Alzheimer koros betegtdl és 9 kontrolltol
szarmaztak. Hasonldéan az elektroforézis sordn nyert adatokhoz, szignifikdns csokkentést
tapasztaltunk a lipokalin-1, a laktoferrin, a lakritin, a lizozim-c és a prolaktin indukalt fehérje
szintjében az Alzheimer koros betegektdl szarmazd mintdkban, emellett a dermcidin mennyisége
szignifikdnsan magasabb volt a kontroll csoporthoz képest. A csokkent mennyiségli fehérjék
mindegyike a konnymirigyben termelddik, mely arra enged kovetkeztetni, hogy az Alzheimer kor

Osszefiiggésben allhat a konnymirigyek csokkent miikodésével.
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4.2.4 Alzheimer korra specifikus potencialis biomarkerek azonositasa

Annak érdekében, hogy megvizsgaljuk, hogy a szignifikans kiilonbséget mutatod fehérjék
hasznalhatoak-e Alzheimer korra specifikus konny biomarkerként ROC analizist végeztiink. A
legjobb érzékenységet (91%) a lizozim-c és a lakritin fehérjék kombindcidjaval értiik el, azonban
a legkiegyensulyozottabb értékeket a lipokalin-1, a dermcidin, a lizozim-c és a lakritin fehérjék
kombindcidja adta. Ebben az esetben az AUC érték 0,80, az érzékenység 81%, a specificitas

pedig 77% volt, amely egy jol hasznalhatd biomarker kombinacidra utalt.

4.3 A verejték fehérjetartalmanak vizsgalata

barriert is biztosit a potencialis patogénekkel szemben. A verejték folyamatosan termelddo,
konnyen gytijthetd testfolyadék, ezaltal biomarker kutatasokban konnyen felhasznalhato. Bar a
verejték proteom valtozasat biomarkerek azonositasa céljabdl tobb tanulméanyban is vizsgaltak, a
normal verejték proteomot részletesen még nem tanulmanyoztdk. Annak érdekében, hogy
betegség-specifikus biomarkereket azonosithassunk a verejtékben, elsé 1épésként a fiziologias

koriilmények kozott képzddo verejték fehérje dsszetételét és szerepét sziikséges megvizsgalni.

4.3.1 A verejték fehérjéinek azonositasa és kvantitalasa

Egészséges onkéntesektdl gylijtott verejték pool vizsgalatat jelolés nélkiili kvantitalasi
technikaval végeztiik el. A nagy felbontdsu LC-MS/MS analizisek adatai alapjan 95 fehérjét
azonositottunk. Ezen fehérjékbdl huszat eddig még nem azonositottak mas munkacsoportok a
verejték alkotojaként. A verejtékfehérjék mennyiségi meghatirozasat a 850 fmol Rhodobacter
capsulatus citokrom c¢ bels6¢ standard fehérjével normalizalva végeztik el. A legnagyobb
mennyiségben jelenlévd fehérje a dermcidin volt 1,14 pmol/ug koncentracidban. A dermcidin
mellett a klaszterin és az apolipoprotein D fehérjék is jelentds mennyiségben voltak jelen a
verejtékben. A dermcidin, a kalszterin, az apolipoprotein D és a prolaktin indukalt fehérje 46%,
17%, 15%, illetve 8%-at adta a szekretalt verejték teljes fehérje mennyiségének, mig a szérum
albumin csupan a szekretalt verejték proteom 6%-a volt. Adataink alapjan a dermcidin,
kalszterin, apolipoprotein D, prolaktin indukalt fehérje és a szérum albumin fehérjék adjak a
teljes szekretalt verejték proteom 91%-at. Tudomasunk szerint elsOként sikeriilt a normal

koriilmények kozott szekretalodo verejték osszetételét megvizsgalnunk.
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4.3.2 Dermcidin és prolaktin indukalt fehérje SRM alapu relativ kvantitalasa

A jelolés nélkiili kvantitdldsi eredmények validdlasa céljabol SRM alapu célzott
tomegspektrometrids modszert fejlesztettiink ki a dermcidin és a prolaktin indukalt fehérje relativ
mennyiségi meghatarozasara. In silico tripszines emésztés ¢s BLASTp analizisek utdn az
ENAGEDPGLAR peptidet a dermcidinre jellemzo triptikus peptidként, mig a YTACLCDDNPK
¢s TVQIAAVVDVIR peptideket a prolaktin indukalt fehérjére jellemzd triptikus peptidekként
azonositottuk. Skyline szoftver segitségével a peptidekre SRM modszert fejlesztettiink, majd SIL
peptidek segitségével a modszert optimalizaltuk. Az egészséges onkéntesektdl szarmazo verejték
pool SRM alapul vizsgélataval meghataroztuk a dermcidin és a prolaktin indukalt fehérje relativ
mennyiségét. Mind az SRM alapt, mind a jel6lés nélkiili kvantitalas igazolta, hogy a dermcidin a

{6 verejtékalkoto fehérje.

4.3.3 Az abundans verejtékfehérjék funkcioi

Ahhoz, hogy jobban megértsiik a verejtékfehérjék szerepét, GeneOntology (GO) analizis
segitségével meghataroztuk az azonositott fehérjek funkcidit. A GO annotaciok alapjan sok
verejtékfehérjének van szerepe az immunrendszer miitkodésében, és a korokozokkal szembeni
védelmet biztositd fehérjék szama is igen magasnak bizonyult. A {6 verejtékfehérjékrdl elérhetd
informaciok alapjan elmondhatjuk, hogy mindegyikiiknek szerepe van a korokozokkal szembeni
védelemben, ezaltal a kémiai barrier részét képezik, igy mennyiségi valtozasuk Osszefiiggésben

allhat a fert6zések kialakulasaval.
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5. Diszkusszio

A testfolyadékok folyamatosan elérhetd, konnyen gyiijthetd forrdsai a potencidlis
biomarkereknek. Tobb tanulmény is igazolta, hogy kiilonféle testfolyadékok fehérjetartalmanak
valtozasa Osszefliggésben van a lokalis ¢és szisztémas patologias allapotokkal. Mivel a
testfolyadékok relative nagy mennyiségben tartalmaznak AMP-ket, és ismeretes, hogy az AMP
koktél Osszetétele valtozik kiillonféle stimulusok hatasara, igy az AMP-k a biomarker kutatdsok
potencidlis célpontjai. Munkam fokuszdban a tomegspektrometrids modszerfejlesztés és
kiilonféle AMP-k mennyiségi valtozdsainak vizsgdlata allt sejtkultarakban, konnyben és
verejtékben.

A moédszerfejlesztés soran az egyes paraméterek optimalizalasa sokszor nagy mennyiségii
mintat igényel. Ahhoz, hogy elegendd biologiai mintank alljon rendelkezésre a modszerfejlesztés
sordn, elsd 1épésként a modszer fejlesztését és optimalizalasat sejtkultiirdbdl szarmazo mintdkon
végeztik el, melyet masodik 1épésként a testfolyadékok vizsgalata kovetett.

A bél eredetli epitél sejtek jol ismert modellként szolgalnak a gyulladasos bélbetegségek
tanulmanyozasara. Az epitél sejtek altal szekretalt hBD-k a bélrendszer kémiai barrierének
esszencidlis elemei, valamint fontos szerepiik van a gyulladdsos bélbetegségek
patomechanizmuséban is. {gy ezek a sejtek kivalo alanyok a hBD-k tanulméanyozasara. A UniProt
adatbazisban jelenleg hat B-defenzin taldlhatd, azonban amikor a kisérleteinket végeztiik, a B-
defenzin 5 és 6 fehérjékrdl nem allt rendelkezésre megfeleld mindségli adat. Célunk egy olyan
célzott tomegspektrometrids modszer kifejlesztése és optimalizaldsa volt, mely alkalmas a (-
defenzin 1-4 fehérjék intracellularis ¢és szekretalt formdjanak kimutatdsira és relativ
kvantitalasdra. Mind a négy vizsgalt defenzin esetén sikerrel azonositottunk egyedi
szekvencidkat, melyek vizsgdlatira SRM atmeneteket terveztiink. SIL peptidek segitségével
megvizsgaltuk a modszer érzékenységét €s linearis dinamikus tartomanyat. Az adatok alapjan a
modszer elég érzékenynek és specifikusnak bizonyult a vizsgalt defenzinekre. A klasszikus
antitest alapu modszerekkel Osszevetve (ELISA, Western-blot) a kifejlesztett SRM moddszer
kevésbé érzékeny, mivel az antitest alapi modszerekkel ellentétben nem tartalmaz jelerdsitd
rendszert, viszont a linedris tartomdny tagabbnak bizonyult a vizsgalt matrixokban. Az SRM

modszer lehetdvé teszi egyszerre tobb analit koltséghatékony elemzését ugyanazon mintabol, ami
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kiilonosen fontos a bioldgiai €és orvosi kutatdsokban, ahol a vizsgaland6 mintak mennyisége
limitalt.

A kifejlesztett SRM modszer segitségével megvizsgaltuk a hBD 1-4 fehérjék mennyiségét
IL-1B kezelt és kontroll HT-29, SW-1116 ¢s CaCo2 sejtek lizatumaban ¢és feliiluszdjaban.
Mindhéarom vizsgalt sejtvonalban sikeriilt kimutatunk €s kvantitalnunk a hBD1, hBD3 ¢és hBD4
fehérjéket, mig a hBD2-t csak CaCo2 sejtekben sikeriilt azonositani és kvantitalni. A hBD csalad
tagjai lehetnek konstitutiv modon termelédéek, vagy patogén stimulus hatasara indukalédhatnak.
Koréabban bizonyitott, hogy a gyulladasos citokinek, mint az IL-13 megemelik a hBD2 és a hBD3
fehérjék expresszidjdnak mértékét, ezért ezek az indukdlhatdé hBD-k csaladjdba tartoznak. Az
irodalomban fellelhetd adatok alapjan a hBD1 konstitutiv mdédon termelédik és gyulladas
hatasara nem indukaldédik. Az eredményeink szerint az intracellularis és szekretalt hBDI1
mennyisége nem emelkedett meg IL-1f kezelés hatdsdra, ami megerdsiti a hBD1 nem
indukdlhat6 jellegét. Emellett megerdsitettilk a hBD2 és a hBD3 fehérje indukélhatosagat; a
vizsgalt sejtvonalakban megemelkedett a szintjiik gyulladasi szignal hatdsara. A hBDI1-3
fehérjékkel ellentétben, a hBD4 fehérje kevésbé jol karakterizalt, az indukélhatosagardl és
szerepérdl kevés adat all rendelkezésre. Irodalmi adatok alapjan a hBD4 indukalhat6, viszont
nem a klasszikus gyullad4dsos citokinek hatasara. Az irodalmi adatokkal egyezve az
eredményeink alapjan a hBD4 mennyisége nem emelkedett meg IL-1p kezelés hatdsara, és a
mennyiségi valtozasa a hBD1 tendenciajat kovette. Garcia és munkatarsai leirtdk, hogy a hBD4
egylittmiikodik a hBD3-mal, ami megndvekedett antimikrobialis aktivitashoz vezet, azonban az
adatok alapjan ehhez nem sziikséges a hBD4 expresszidjanak novelése. Az adataink arra
engednek kovetkeztetni, hogy a hBD1 és a hBD4 fehérjék hasonld expresszids profillal
rendelkeznek, azonban nem talaltunk irodalmi adatokat ezen fehérjék kozti kapcsolatrol.

Eredményeink jol mutatjdk a kifejlesztett SRM modszer haszndlhatosagat a hBDI1-4
fehérjék mennyiségi vizsgélatara sejtkultiraban, valamint tovdbbi bizonyitékként szolgélnak a
hBD2 ¢és hBD3 fehérjék indukéalhatosagara.

A konny a biomarker kutatdsok egy kivald jeloltje, mivel egyszerlien és nem invaziv
moddon gytjthetd, valamint informacidt szolgaltathat a szem patologids allapotairdl, mint a széraz
szem szindroma, diabéteszes retinopatia, stb., illetve szisztémas patologias allapotokrol.
Egészséges onkéntesektdl gylijtott konnymintakban a kifejlesztett SRM modszer segitségével
megvizsgaltuk a hBD1-4 fehérjék szintjét, hogy megbizonyosodjunk arrél, hogy a modszer
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valoban hasznalhatd kis mennyiségi testfolyadék mintdk elemzésére is. Az SRM moddszer
segitségével mind a 4 hBD fehérjét sikeresen kimutattuk és kvantitaltuk konnymintdkban. A
hBD2 mennyisége volt a legalacsonyabb, mig a hBD3 volt jelen legnagyobb mennyiségben. A
hBD1 ¢és a hBD4 fehérjék szinte azonos mennyiségben voltak jelen. A hBDI-4 fehérjék
mennyisége kdnnymintakban alacsonyabbnak mutatkozott a sejtkulturabodl nyert értékeknél, ami
arra enged kovetkeztetni, hogy a defenzinek eltérd szoveti eloszlast mutatnak. Az SRM mérések
soran meghatarozott hBD2 fehérje mennyiségét ELISA kisérletekkel validaltuk, és a két modszer
eredményei jOl Osszevethetdnek bizonyultak. Az adataink bizonyitjak, hogy a kifejlesztett SRM
modszer alkalmas a hBD1-4 testfolyadékokbol torténd meghatarozasara, ami orvostudomanyi
szempontbol relevans. Az SRM modszer az antitest alapu kvantitdlasi moddszerek
alternativajaként szolgalhat, és kiilondsen hasznos lehet azokban az esetekben, ahol tobb mint
egy hBD fehérjének a mennyiségét sziikséges meghatarozni limitalt mennyiségli mintakbol.

A mar bizonyitottan jol miikddé moddszerrel a keziinkben célunk a tovabbiakban az
antimikrobialis és immunmodulator fehérjék mennyiségének vizsgalata volt betegektdl szarmazé
mintakban. Vizsgalatainkhoz az Alzheimer kort vélasztottuk, ami a leggyakoribb iddskori
demencia és vilagszerte tobb milli6 embert érint.

Az Alzheimer kor etiologidja nem teljesen tisztdzott. A meglévd adatok alapjan a B-
amiloid peptidek abnormalis termelése €s akkumuléacidja, a mikrotubulusokhoz kapcsolodo tau
fehérje hiperfoszforilacidja és az a-szinukleinek fontos szerepet jatszanak az Alzheimer kor
patomechanizmusaban. Az Alzheimer kor patologiai jelei a szenilis plakkok és a neurofibrillaris
rostok megjelenése az agyban, de irodalmi adatok szerint a betegség a latorendszert is érinti.
Alzheimer koérral 0sszefiiggd valtozasokat irtak le a szemben, a latépalyaban és a latokdzpontban
is. Amiloid plakkokat azonositottak Alzheimer koros betegek retindjaban és szemlencséjében,

valamint allatkisérletek bizonyitottdk a retindban és az agyban lerakodott amiloid plakkok kozti

crers

crer

vérellatasaban torténd valtozasok megvaltoztathatjdk a szem mikrokdrnyezetét, ami hatassal van
a szekretalt konnyfehérjékre is; igy célul tliztiik ki Alzheimer koéros betegek konnyfehérjéinek

vizsgalatat proteomikai modszerekkel.
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A hBDI1-4 fehérjék szintjét megvizsgaltuk Alzheimer koros betegektdl és kontrolloktol
szarmaz6 konnymintadkban, de a betegektdl szarmazo mintdkban a mennyiségiik a detektalasi
hatar ala esett. Azért, hogy jobban megértsiik a szemben torténd valtozasokat, a konnyfehérjéket
részletesebb vizsgalatoknak vetettiik ala.

Az Alzheimer koros betegek konnyszekrécios rataja és a konnyiik fehérje koncentracioja
szignifikdnsan magasabb volt a kontroll csoporthoz képest. Emellett az altalunk vizsgalt tiz
fehérje mennyisége szignifikansan alacsonyabbnak mutatkozott a betegek konnymintaiban, ami
az irodalmi adatokkal 6sszhangban, kiterjedt szemszovédményekre enged kovetkeztetni. Az 6t
minta elektroforetikus analizisével kimutatott szignifikans csdkkenést SRM alapu célzott
proteomikai modszerrel validaltuk 37 konnymintdn. Az SRM analizisek alapjan a lipokalin-1,
laktoferrin, lakritin, lizozim-c ¢és prolaktin indukalt fehérje szignifikdnsan alacsonyabb
mennyiségben volt jelen az Alzheimer koros betegek konnyében a kontroll csoporthoz képest. A
vizsgalt fehérj¢k koziil a dermcidin volt az egyetlen, melynek szintje szignifikdnsan
megemelkedett az Alzheimer koros mintakban. A dermcidin a verejték f6 fehérjéje, melyet az
epitél sejtek termelnek és széles spektrumu antimikrobidlis aktivitassal rendelkezik. A csokkent
expresszioju fehérjéket a konnymirigyek szekretdljak és a szem elsddleges védelmi vonaldnak
kialakitasaban van szerepiik. A kémiai barrier megvaltozasaval megndvekedhet a szemfert6zések
valdszinlisége, azonban nem taldltunk irodalmi adatokat arra vonatkozoan, hogy Alzheimer koros
betegeknél gyakoribbak lennének a szemfertézések. Azonban csokkent cornealis érzékenységet
és abnormalis konnyfunkciokat mar irtak le Alzheimer kéros és mas neurodegenerativ
betegségben szenvedd paciensek esetében. Mig a konnymirigyek altal termelt f6 AMP-k szintje
lecsokken, a dermcidin a széleskorti antimikrobidlis aktivitasdnak koszonhetden gatolhatja a
baktériumok elszaporodasat, ezaltal megeldzheti a fertdzéseket. Annak érdekébe, hogy
megvizsgaljuk, hogy a szignifikdns kiilonbséget mutaté fehérjék koziil melyek lehetnek
Alzheimer korra jellemzd potencialis biomarkerek, ROC analiziseket végeztiink minden egyes
fehérjével és ezek kiilonféle kombinacidival. A legjobb érzékenységet (91%) a lizozim-c és
lakritin kombindcioja adta, viszont a legkiegyenstlyozottabb értékeket a lipokalin-1, dermcidin,
lizozim-c és lakritin kombindciéval értiik el. Ebben a kombinacioban a ROC gorbe AUC értéke
0,80, az érzékenység 81%, a specificitas pedig 77% volt, mely egy jol hasznalhaté biomarker

kombinaciora enged kovetkeztetni.
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A konnyen és nem invaziv modon gylijthetd konny segitségével egy egyszerli tesztet
lehetne kifejleszteni. Azokat a betegeket, akiknek megndvekedett a konny szekrécids rataja és a
konny fehérje koncentracidja, valamint pozitivak a lakritin, lipokalin-1, dermcidin és lizozim-c
biomarker kombinaciora tovabbi képalkotd, pszichiatriai és cerebrospindlis folyadék
vizsgalatoknak lenne sziikséges alavetni. Figyelembe véve a vizsgélataink soran hasznalt kis
mintaszamot, a jovOben nagyobb populacio vizsgalata is sziikséges, hogy megbizonyosodjunk
ezen potencialis biomarkerek hasznalhatosagarol.

A konny és a bélrendszer mellett a bor szintén kialakit egy effektiv antimikrobidlis
védelmi rendszert, melyet a komplex fizikai és kémiai barrier biztosit, szorosan egyiittmiikodve
az immunrendszer elemeivel és a normal baktérium floraval. Keveset tudunk a verejték
proteomja sem ismert részleteiben.

Vizsgélataink soran egészséges onkéntesektdl szaundzas soran gylijtott verejték mintakat
analizaltunk. Korszerli proteomikai technikak segitségével 95 fehérjét azonositottunk a vizsgalt
verejték poolban, melyek koziil 20 fehérjét eddig még nem azonositottak a verejtékben. A jelolés
nélkiili kvantitalas soran nyert adatok felfedték, hogy a verejték proteomjanak 91%-4at hat nagy
mennyiségben jelen lévé fehérje adja. A legnagyobb mennyiségben jelen 1évd fehérje a
dermcidin volt, mely a teljes fehérjetartalom 41%-at adja. A dermcidin mellett a klaszterin
(17%), apolipoprotein D (15%), a prolaktin indukalt fehérje (8%) €s a szérum albumin (6%) volt
jelen nagyobb mennyiségben a verejték poolban. Az eredmények validalasa céljabol SRM alapu
célzott tomegspektrometrias modszerrel megvizsgaltuk a dermcidin és a prolaktin indukalt
fehérje mennyiségét a verejtékben. Az SRM analizisek megerdsitették a jelolés nélkiili
kvantitalas eredményét, miszerint a verejtékben a dermcidin a legnagyobb mennyiségben jelen
1év6 fehérje.

Az azonositott verejték fehérjék GeneOntology vizsgélata feltarta, hogy sok fehérjének
szerepe van az immunfolyamatokban ¢és a mikroorganizmusok elleni védekezésben. Az
irodalomban fellelheté adatokbol kideriilt, hogy a nagy mennyiségben jelen 1évé dermcidin,
klaszterin, apolipoprotein D, prolaktin indukalt fehérje és szérum albumin mindegyike részt vesz
a kémiai barrier felépitésében.

Osszevetve az adatainkat és az irodalomban fellelhetd informaciokat egyértelmiivé valik,

hogy a nagy mennyiségben jelen 1évd verejtékfehérjék a kémiai barrier esszencialis
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komponensei. A dermcidin ¢és a prolaktin indukalt fehérje valoszintlileg fontos szerepet jatszik az
antimikrobialis védelemben, mig a kalszterin chaperonként és a matrix metalloproteinazok
inhibitoraként miikodik. Valoszintisithetd, hogy az apolipoprotein D funkcidja a lipid peroxidacid
megelozése, mig az albumin szkevendzserként mikodve megakadalyozza egyes molekulak
felhalmozodasat a bor feliilletén, illetve antioxidans hatassal is rendelkezik az N-terminalis
tetrapeptidjének kdszonhetden.

Az analitikai technikak fejlodésével lehetové valt a kis mennyiségben gylijthetd, vagy
ami lehetdséget ad 0j potencialis biomarkerek azonositasara konnyen elérhetd és nem invaziv
modszerrel gylijtheté biologiai mintdkbol. Tobb tanulmany is bizonyitotta, hogy az AMP-k
mennyiségének valtozasa 0sszefliggésben allhat lokalis és szisztémas patologias elvaltozasokkal,
igy az AMP-k a biomarker kutatasok megfeleld alanyai.

Munkank sordn, a klasszikus antitest alapi kvantitdldsi moddszerek alternativdjaként,
sikeresen kifejlesztettlink és validaltunk egy SRM-alapu célzott proteomikai modszert a hBD1-4,
lipokalin-1, laktoferrin, lakritin, lizozim-c, lipofilin A, Ig A lanc, Zn a2 glikoprotein, prolaktin
indukalt, dermcidin és galektin 3-kotd fehérje relativ kvantitalasara komplex bioldgiai mintdkban.

A konny és verejték a folyamatos elérhetdség miatt a biomarker kutatdsok megfeleld

alanyai, azonban a szekrécids rata miatt altaldban kis mennyiségben gyiijthetok. Figyelembe
véve, hogy a normal verejték proteomot még nem vizsgaltdk részletesen, kvantitativ proteomikai
modszerekkel analizaltuk a verejtékben talalhato fehérjéket, hogy jobban megértsiik a bor kémiai
barrierének mibenlétét. Eredményeink kiindulopontként szolgalhatnak késdbbi biomarker
kutatasokhoz és segitségre lehetnek a bor vagy szisztémas betegségek diagnozisaban.
Multiplex SRM alapu célzott proteomikai mddszerrel bizonyitottuk a konny hasznat a biomarker
kutatasokban és sikerrel azonositottunk egy Alzheimer korra specifikus potencialis biomarker
panelt. Amint ezeket a potencidlis biomarkereket validaljak, a konny vizsgalata a mindennapi
orvoslas részévé valhat, és a pozitiv teszteredményli betegek tovabbirdnyithatok specialisabb
vizsgélatokra, ezaltal eldsegitve a betegség diagnozisat. Ha a diagndzist hamar sikeriil felallitani,
az idoben kezdett kezeléssel javithatunk az Alzheimer kéros betegek €letmindségén.

Eredményeink bizonyitjdk az SRM alaptl célzott proteomikai modszerek hasznalhatosagat
a nem invaziv modon gylijthetd testfolyadékokon végzett biomarker kutatdsokban, valamint a

biomarkerek validalasaban.
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6. Osszefoglalas

A disszertacio a kémiai barrier részét képezd antimikrobialis és immunmodulétor fehérjék
mennyiségi valtozasainak vizsgalatara fokuszal epitél sejtkultiraban valamint konny €s verejték
mintakban célzott proteomikai modszer alkalmazasaval. Vizsgalatainkhoz SRM alapu célzott
tomegspektrometrids modszert fejlesztettiink P-defenzin 1-4, lipokalin-1, laktotranszferrin,
extracellularis glikoprotein lakritin, lizozim-C, lipofilin A, Ig A-lanc C régio, prolaktin indukalt
fehérje, Zn-a-2-glikoprotein, galektin 3 kotd fehérje és dermcidin fehérjék szemi kvantitativ
meghatarozasara komplex bioldgiai mintakban.

Sejtkulturakon végzett kisérleteink soran igazoltuk a P-defenzin 2 ¢és 3 fehérjék
expressziojanak indukcidjat gyulladasos jel hatasara, emellett bizonyitottuk, hogy a B-defenzin 1
¢s 4 nem indukalodik klasszikus gyulladasos stimulusra. A [B-defenzinek mennyiségét
konnymintdkban vizsgalva megallapitottuk, hogy az SRM moddszer alkalmas f-defenzinek
vizsgalatara kis mennyiségii bioldgiai mintakbol is. Mivel bizonyitott, hogy a kémiai barrier
patologias esetekben megvaltozik, emellett bizonyitottdk a konnyfehérjék mennyiségi valtozasat
neurodegenerativ betegségekben, megvizsgaltuk a B-defenzin 1-4 mennyiségét Alzheimer-koros
betegektdl szarmazoé konnymintakban. A B-defenzinek mennyisége a kimutatdsi hatar ala esett,
igy a konnymintakat tovabbi vizsgalatoknak vetettiik ald. Szignifikdns novekedést tapasztaltunk
emellett megfigyeltik a f6 konnyfehérjék mennyiségének csokkenését a kontroll csoporthoz
képest. SRM kisérletekkel igazoltuk a {6 konnyfehérjék mennyiségének csokkenését, valamint a
dermcidin szint emelkedését. ROC analizisek segitségével kimutattuk, hogy a lipokalin-1,
lizozim-C, dermcidin és lakritin fehérjék kombindcidja biomarkerként hasznalhatd lehet az
Alzheimer-kor diagnozisaban. A konny mellett a verejtékben 1évé AMPk is a kémiai barrier
részét képezik és mivel a verejték normal fehérjetartalmat részletesen nem tanulmanyoztak,
tomegspektrometrias modszerek segitségével meghatdroztuk a normal verejték proteomot.
Vizsgalatainkban 95 fehérjét azonositottunk ezekbdl 20 fehérjét eddig még nem azonositottak a
verejték alkotdjaként. Az azonositott abundans fehérjék a dermcidin, prolaktin indukalt fehérje,
kalszterin, apolipoprotein D és a szérum albumin a kémiai barrier fontos alkotdrészei.

Eredményeink aldtdmasztjdk a célzott proteomika modszerek felhasznalhatosagat és

fontossagat a testfolyadékokbdl torténd biomarker kutatasok teriiletén.
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