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Il. BEVEZETES

1. ABOR SZERKEZETE ES FUNKCIOI

A bér az emberi szervezet legnagyobb szerve, felszine 1,6-1,8 m?, tomege atlagosan 3-
3,5 kg. Biztositja a szervezet mechanikai, fizikai, kémiai, mikrobiologiai és immunologiai
védelmét, valamint h6- és vizhaztartasanak egyenstlyat. Harom 6 rétegét kiilonboztetjiik
meg: epidermisz (ham), dermisz (irha), subcutis-hypodermis (boralja).

Az epidermis keratinocytakbol felépiild, tobbrétegli elszarusodd lapham, amelyet a
bazélis membran vélaszt el a dermis kdtdszovetes rétegétdl. Az epidermis €s a dermis egyiitt
a cutis, amelynek keringését, taplalasat, beidegzését a dermis biztositja.

A dermist gazdag ér- és ideghalozat jellemzi, benne féként kollagén, elasztikus rostok,
fibroblastok ¢és histiocytdk talalhatoak. Két jol elkiiloniild réteg alkotja: a papillaris és a
reticularis dermis[1].

A subcutis lobulusokba rendezett zsirszovet a dermis és a fascia kozott. A lobulusokat
fibrotikus septumok valasztjak el egymastol, ebben futnak az erek és az idegek. Ezek az
Osszefon6do fibrotikus kotegek a dermisbdl kiindulva komplex hdlozatot formalnak,

biztositjak a bor rogzitését, rugalmassagat és mechanikai ellenall6 képességét [2].
2. AZ EXTRACELLULARIS MATRIX
2.1. AZ EXTRACELLULARIS MATRIXFELEPITESE

Az extracellularis matrix (ECM) olyan sejten kiviili molekuldk dsszessége, amely strukturalis
¢és biokémiai tamaszt biztosit [3]. Felépitésében proteoglikanok (heparan-szulfat, kondroitin-
szulfat, keratan-szulfat), nem proteoglikan poliszacharidok (hialuronsav), kollagén,elasztin
rostok és tovabbi fehérjék vesznek részt, (pl. fibronektin, laminin)[4]. Az ECM nem statikus
szerkezetll, felépitését a folyamatos szintézis és lebomlas jellemzi, amelynek szabalyozasaban

a matrixmetalloproteinaz (MMP) csaladnak kiemelked6 szerepe van[5].
2.2. AZ EXTRACELLULARIS MATRIX FUNKCIOI

Az ECM a szoveti rezisztencia és rugalmassag biztositasa mellett, részt vesz az intercellularis
kommunikécioban, a szovetek elhatdroldsaban és Osszekotésében, meghatdrozza a sejtek
dinamikus viselkedését, szamos novekedési faktort kiilonit el €s tarol [6]. Az ECM fehérjék és
proteoglikanok alapvetd szerepet jatszanak a szovetek miikodésének és integritdsanak
fenntartasaban, sejt-matrix,matrix-matrix, sejt-sejt interakcidkon keresztiil [5]. A sejtnovekedés

szabalyozasa soran kiilonboz6 utakon keresztiil kdlcsonhatasra képesek novekedési faktorokkal



¢és egyéb extracellularis molekuldkkal[7]. Tovabbi funkcioi kozé tartozik a sejtsors, a
sejtdifferenciacié és —migracio [8] szabalyozasa, [9], a sejt-martix interakciok befolyasoljak az
apoptozis indukciojat [10], hatassal vannak a sejtosztodasra, valamint részt vesznek annak
pozicionalasaban [11]. Az ECM szerepe nemcsak a szoveti homeosztazis fenntartisaban
fontos; elvaltozasai koros eltérések kialakulasahoz vezetnek tobb betegégben is [5]. Az ECM
fehérjék erds térhalds szerkezetet alkotnak, emiatt nehezen oldhatdk, tovabba gazdagok
poszttranszlacidos moédositasokban (féként glikozilacid), amelyek modositjadk a tomeget, a
toltést, az elektroforetikus tulajdonsdgokat, ¢és hatassal vannak az elvéalasztisra ¢és a

tomegspektrometrias azonositasra [12].
2.3. AZ EXTRACELLULARIS MATRIX SZEREPE BETEGSEGEKBEN

Az ECM esszencialis szerepét és jelentdségét jol mutatja, hogy elvaltozasai az emberi test
barmely szervét érinthetik. Az elvaltozasok lehetnek monogénesek (pl. osteogenesis
imperfecta[13], Ehlers-Danlos szindroma [14], Marfan szindroma [15]), poligénesek (pl.
coronaria betegségek [16], magas vérnyomas [17]), és egyéb betegségek (pl. asztma, kronikus
obstruktiv tiidébetegség [18], majcirrhosis [19], gyulladasos bélbetegség, Crohn-betegség [20],
glomerulosclerosis, tubulointestinalis fibrosis [21], rheumatoid arthritis, osteoarthritis [22],

tumor metastasis [23] stb.).
2.4. AZ EXTRACELLULARIS MATRIX SZEREPE BORBETEGSEGEKBEN

Az ECM funkcionalis és szerkezeti valtozasai, komponenseinek eltérd ardnya a gyakori
borbetegségek esetén is megfigyelhetdek. Melanoma invazid és metastasis soran példaul
atrendezddését, amelyben kitlintetett szerepe van az MMP-knek és szoveti inhibitoraiknak
(TIMP-ek). Az atrendez6dés mértéke ezen fehérjék koncentraciojatol fiigg [24]. Melanoma
esetén az ECM-nek fontos szerepe van a tumor mikrokornyezetének kialakitasdban: a heparan-
szulfat proteoglikanok fontos komponensei a melanoma tumor ECM-nek, expresszidjuk
korrelal a kulcsfontossagi melanocyta funkciokkal [25]. A fibronektin és a vitronektin az ECM
fehérjék fontos képviseldi, amelyek magasabb szintjét figyelték meg melanoma esetén. A
fehérjék nem mutattak prediktiv és prognosztikai jelentdséget, viszont diagnosztikai markerek
lehetnek melanomas betegek esetén [26].

Bizonyos borbetegségekben (pl. ekzema ¢és psoriasis) kitiintetett szerepe van az ECM egyik
fontos glilkozaminoglikdn molekulajanak, a hialuronsavnak, amely részt vesz a celluléris
migracid, differencidcio, proliferacié szabalyozasanak folyamataiban. Ekzemaban epidermalis
hiperplasia vizsgalata soran megallapitottak, hogy a hialuronsav szint a 1€zids bdrben
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hialuronidaz hatasara csokken, és gatolja az epidermalis hiperplasia kialakulasat, valamint a
hialuronidaz jelentds résztvevoje a sériilés hatasara kialakuld valaszreakcionak [27].

Az atépids dermatitisz gyulladdsos borbetegség, melyben a 1€zidhoz az epidermalis
novekedésben ¢és differenciacidban szerepet jatsz6 ECM molekulak is hozzajarulnak [28].
Megfigyelték, hogy az interleukin-17 (IL-17) a betegség soran szerepet jatszik a szovet
helyreallitasi és atrendezddési folyamataiban, szintje korrelal a remodelling markerek (MMP-
9, prokollagén-3, tenascin C) és az IL-17+ T-sejtek jelenlétével a 1ézids borteriileteken atopias

¢s kontakt dermatitisz esetén is [29].
2.5. AZ EXTRACELLULARIS MATRIX SZEREPE PSORIASISBAN

A pikkelysomor a lakossag 1-3%-at érintd, kronikus gyulladasos, nem fert6z6, immunmedialt
boérbetegség, amelynek legjellemzdbb tiinetei a vords, hamlo foltok, plakkok. A szdvet- és
sejtszinti eltérések mellett a betegséget széleskorii molekularis elvaltozasok is jellemzik.
Novekvo szdmu kutatdsi eredmény mutat az abnormalis immunfolyamatok kézponti szerepére
a betegség kialakulasaban, ugyanakkor a sejten kiviili allomanyban bekovetkezd elvaltozasok
kevésbé ismertek. Psoriasis esetén mar a tlinetmentes borteriileteken is bekdvetkeznek
eltérések.

A bazalis membran, laminin, és IV-es tipust kollagén strukturalis elvaltozasait megfigyelték
a pikkelysomoros tlinetes és tiinetmentes borben is [30][31]. A f6 sejtfelszini laminin k6t6
receptor az a6P1 és az a6P4 integrin [32]. Az integrinek kozvetitik a sejt-sejt és sejt-matrix
interakciokat, tovabba befolyasoljak a sejtek talélését, differencialodasat, a migraciot és az
apoptozist [33][34].

A sejtproliferacioban szerepet jatszo fibronektin fo sejtfelszini receptora, az aS5-integrin a
psoriasisos epidermis keratinocytain fokozott mértékben fejezddik ki a normal epidermiszhez
képest [7], a fibronektin A doménje pedig jelen van a psorisisos tiinetmentes borben [35]. A
fibronektin szolubilis dimerként szekretadlodik, az integrinekkel kapcsolodva alakul ki a
fibrillaris szerkezet, és ezek a filamentek kapcsolodnak kiilonboz6 ECM komponensekhez
(fibrin, fibulin-1, heparin, szindekan és kollagén) [36].

A kollagén az ECM {0 strukturalis komponense, sok egyéb fehérjével és proteoglikdnnal
hozzajarul az ECM szerkezetének kialakitasahoz, létrehozva egy komplex, harom dimenzids
funkcionalis haldzatot, amely halozatban bekovetkezd abnormalitdsoknak potencidlis szerepe
van a psoriasis kialakulasaban. Koivukangas és munkatarsai megfigyelték, hogy emelkedett

kollagén szint mellett a bor vastagsaga nem valtozik pikkelysomoros megbetegedés esetén [37].
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lamina kialakitasaban vesz részt, ezaltal fontos alkotdja annak a szupramolekularis haldzatnak,
amely inter- és intramolekularis interakciok révén valosul meg, és befolyasolja a sejtadhéziot,
migraciot, és differenciaciot [38].

Az MMP-k a cink-dependens endopeptidazok csaladjaba tartozo enzimek, fontos szerepet
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kialakulasaban [40]. A boérben altalaban nem konstitutivan, hanem exogén jelek hatasara
expresszalodnak. Fibroblastok, keratinocytak, makrofagok, eozinofil granulocytak, hizésejtek,
endothel sejtek termelik, aktivitasukat tobbek kozott a TIMP-ek szabalyozzak[39]. Ismert, hogy
a psoriasist gyulladdsos reakcio kiséri, és a kiilonb6z6 gyulladasos sejtek altal szamos MMP
termelddik [41]. Az MMP-1 és MMP-9 a psoriasisos tlinetes borben szignifikansan
magasabban expresszalodik, mig az MMP-2 tiinetes és tlinetmentes bdrben is nagyobb
aranyban fejez6dik ki. A bazalis réteg hiperproliferativ teriiletein expresszalodo MMP-3
psoriasisos borteriileteken nagyobb ardnyban jelenik meg, az MMP-12 pedig makrofagokkal és

bizonyos immunsejtekkel asszocialtan expresszalodik [42].
3. FEHERJEKIVONASI MODSZEREK KULONBOZO SZOVETEKBOL

A kiilonboz6 szovetek proteomikai vizsgélata fényt derithet kordbban nem vagy csak részben
ismert molekularis funkciok, elvaltozasok részleteire, és bizonyos betegségek esetén segitheti

a pathomechanizmus jobb megértését.
3.1. EXTRAKCIO SZiVBOL

Barallobre-Barreiro és munkatarsai a fibrosisos sziv ECM elvaltozasaira fokuszaltak, ugyanis
a betegség esetén az ECM tulzott lerakodasa figyelhetd meg. Olyan extrakcidos modszert
dolgoztak ki, amely a szovet decellularizalasan alapul, és lehetdvé teszi az extracellularis
fehérjék biokémiai szubfrakcionalasat a sziv szoveteiben. Az igy kapott alacsony komplexitast
frakciok alkalmasak folyadékkromatografiaval kombinalt tandem tomegspektrometrias (LC-
MS/MS) és egyéb proteomikai technikakkal torténd analizisre [12]. Egy olyan haromlépéses
extrakcios modszerrel dolgoztak, amely kordbban alkalmasnak bizonyult ECM fehérjék
extrakciojara vaszkularis szovetekbol [43]. A kivonas 1épéseit roviden az 1. tablazat mutatja.
Az eredmények alapjdn megallapithato, hogy a modszer nemcsak a vaszkularis szovetek,

hanem a sziv esetén is alkalmas az ECM fehérjék extrakcidjara [12].



A de Castro Bras és munkatarsai altal alkalmazott un. Texas harom lépéses extrakcios
protokoll hasznalata a fentiekhez hasonléan sikeresnek bizonyult a sziv ECM fehérjéinek
kivonasara. Elsdként optimalizacios 1épéseket végeztek. A decellularizaciot 6t kiilonbozo
pufferben tesztelték. A sikeres fehérjekivonast az immunoblot, az 1D-SDS-PAGE ¢és a
kapillaris HPLC—electrospray ionizacids tandem tomegspektrometrias eredmények igazoltak.

A Texas harom lépéses extrakciot roviden az 1. tablazat ismerteti. [44].
3.2. EXTRAKCIO EGER PORCSZOVETBOL

Brachvogel és munkatarsai hasonloképpen alkalmaztak szekvencialis fehérje extrakciot ECM
fehérjék kivonasara egér porcszdvetbdl. A kisérlet soran 6sszehasonlité proteomikai analizist
végeztek egészséges és IX-es tipusu kollagén null mutans egerekkel, amelynek eredményeként
feltartak az ECM Osszetételének valtozasait, €s azonositottak a IX-es tipust kollagén interaktom
1) komponenseit. Kétlépéses szekvencidlis fehérje extrakcios technikat alkalmaztak a szovet
poritasat kdvetden (1. tdblazat), majd a mintakat Tris-acetat pufferben EDTA ¢és kondroitinaz
ABC jelenlétében deglikozilaltak. A fehérje koncentraciot Bradford-probaval hataroztak meg,
amit 2D-elektroforézis, tandem tomegspektrometriaval és kapillaris HPLC-MS/MS technikaval
val6 fehérje azonositas kovetett. Az eredmények alapjan az extrakcid sikeresnek bizonyult; az

ECM fehérjék ezzel a kidolgozott médszerrel is hatékonyan vizsgalhatok [45].
3.3. EXTRAKCIO BORBOL

Ismertek konvencionalis modszerek, melyekkel korabban a borbdl is sikeresen extrahaltak
fehérjéket.A Parkinsonés munkatarsai altal végzett kisérletben a szovet SDS-sel torténd
kezelésének hatasat vizsgaltak in vivo. A modszer azonban nemcsak a kezelt, hanem az
egeészséges szovet vizsgalatara is alkalmas. A kivondshoz hasznalt pufferek Osszetételeaz 1.
tablazatban lathato. Az extraktalt fehérjéket denaturalast kovetéen 4-12%-os 1D SDS-
poliakrilamid gélen szeparaltdk, majd LC-MS/MS analizissel azonositottak. Alkalmaztak
ugynevezett izobar jelolésekkel torténd jelolést (iTRAQ) jelolést is, amely az expresszalt
fehérjék relativ mennyiségi meghatarozasat tette lehetové. A mintdkban Osszesen 653
kiilonb6zé fehérjét azonositottak sikeresen: 159-et az LC-MS/MS, 616-ot az iTRAQ
technikaval [46].

4. KORABBI PROTEOMIKAI EREDMENYEK PSORIASISBAN

Az egészséges, psoriasisos tiinetes €s tlinetmentes bdor proteomjanak Osszehasonlitasarol

szamos eredmény all rendelkezésre.



Ryu és munkatarsai psoriasisos tiinetes, tiinetmentes és normal bor proteomjat hasonlitottak
O0ssze. A boérmintdk folyékony nitrogénben torténdé homogenizalasat kovetéen 2D-
elektroforézist végeztek, a gélképeket elemezték, a festéket eltavolitottdk, majd tripszines
emésztést és extrakciot alkalmaztak. Ezeket LC-MS/MS analizis kovette, amit immunoblot és
immunhisztokémiai vizsgalatokkal validaltak. A tiinetes bérben a GSTP1, SFN és PRDX2
fehérjék magasabb szintii expresszidjat mutattak ki - szemben a tiinetmentes és a normal borrel-
, illetve meghataroztdk ezen cellularis metabolizmusban szerepet jatsz6 fehérjék szoveti
lokalizaciojat is. Az eredmények azt mutatjak, hogy a moddszer alkalmas a psoriasisos
bormintdk proteomikai analizisére. Az egyéni és Osszesitett elemzések eredményeként 36
upregulalt fehérjét azonositottak a psoriasisos boérben, amelyek koziil 25 a biologiai
szabalyozasban (sejthalal szabalyozas, redoxi- és immunfoyamatok), 11 pedig az apoptozis
szabalyzasaban vesz részt. [47].

A psoriasisos proteommal egyiittesen gyakran vizsgaljak a transzkriptomot is, lehetévé téve a
komplementaritds kimutatdsat a cellularis organizacié e két szintje kozott. Piruzian és
munkatarsai psoriasisos tiinetes és tiinetmentes bdérmintakat Osszehasonlitva sikeresen
azonositottak tiz olyan fehérjét, amelynek expresszidja a tlinetes bdérben a tiinetmenteshez
képest legalabb kétszeres volt. A tiz azonositott fehérje koziill azonban csak hét mutatott
transzkriptom szintii eltétést a psoriasisos 1ézids bérben. A fehérjék extrakcidja ebben az
esetben is egy 1épésben tortént [48].

Az extrakciok sordn nagy mennyiségben azonositottak intracellularis fehérjéket. A
detergensek, mint az SDS [12][44] és Triton-X-100 [48]eldsegitik ezen fehérjék kivonasat. A
Parkinson €és munkatdrsai altal végzett extrakcid eredményeként azonositott 653 fehérje
bizonyitja, hogy meghataroz6 az extrakcidé soran alkalmazott pufferek Osszetétele. Az Gt
kiilonb6z6 pufferben végzett egylépéses fehérjekivonas lehetdvé teszi a fehérjék oldékonysag
alapjan torténd elkiilonitését, a modszer elénye, hogy az extrakcid6 az Ot pufferben
parhuzamosan végezhetd, €s nem igényel tobb napon keresziili inkubaciot, szemben a ketto-
harom 1épéses modszerekkel. Barallobre-Barreiro és mtsai, valamint de Castro Bras és mtsai
hasonloképpen végezték az extrakciot, foként az extracellularis fehérjékre fokuszalva. Az
altalanosan alkalmazott GnHCI, urea, tiourea a pufferekben erds redukalo kozeget biztosit, igy
optimalis a fehérje kivonasra. Az 6sszes azonositott fehérjérdl szamszerli adatok altalunk nem
ismertek, viszont ECM fehérjék extrakciojat tekintve mindkét modszer hatékonynak bizonyult
- annak ellenére, hogy az ECM fehérjék nehezen szolubilizalodnak. Problémat jelentenek a
nagy mennyiségben jelen 1évd fehérjék, amelyek az extrakcid soran akadalyozhatjak egyes

kisebb mennyiségben 1évd fehérjék azonositasat. Ebbdl adddhat az egylépéses modszerek
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hatranya, ugyanis ebben az esetben az abundans fehérjék elkiilonitése csak részben vagy esetleg
csak tovabbi lépések bevonasaval lehetséges. Az oldékonysagbeli kiilonbségeken alapuld
tobblépéses fehérje kivonas bevezetésével csokkenthetd az extraktumok komplexitasa, igy a kis
mennyiségben jelen 1évo fehérjék azonositasa is lehetové valik. A modszerek Gsszefoglaldja

lathato az 1. tablazatban.

Fehérje Extrakcid .
extrakcids xtrakcios , Fehérjék
. . lépések ) pufferek Az’o‘n’osno’tt legfébb
Szerz6 | Szovet s24ma dsszetétele fehérjék szama jellemzéi
1. extrakcios puffer: -proteoglikdnok
0,5 M NaCl, 10 mM kollagén
Tris—HCI, 25 mM EDTA, glikoprotein
pH=7,5 scaffold fehérjék
Barallobre- 2. extrakcids puffer: 1. extraktum: 192 horgonyzo
Barreiro és sziv 3 0,1% SDS, 25 mM 2. extraktum: nincs fehérjék
mtsai 2013 EDTA adat nem strukturalis
3. extrakcids puffer: 3. extraktum: 228 ECM fehérjék ,
4M GnHCI, 50 mM Na- intersticialis
acetat, 25 mM EDTA, folyadék fehérjéi
pH=5,8 egyéb
1. extrakcios puffer:
0,5 M NaCl, 10 mM
Tris, 1xPI, pH=7,5
de Castro 2. extrakcids puffer: Osszes fehérjérél
Bras és sziv 3 1% SDS PBS-ben, 1xPI nincs adat, 20 Fokusz az ECM
mtsai 2013 3. extrakcids puffer: 4 azonositott ECM fehérjékre
M GnHCI, 50 mM Na- fehérje
acetat, 1xPI, pH=5,8
1. extrakcios puffer:
1M NaCl 100 mM Tris-
acetat, pH=8,0 297 3 napos porchdl Fokusz az ECM
Brachvogel | egér porc 2 2. extrakcids puffer: 397 21 napos fehérjékre
és mtsai 4M GnHCl, 65 mM porchbdl
2013 DTT, 10 mM EDTA, 50
mM Na-acetat,pH=5,8
1-es puffer: 0,5% A legnagyobb
Nonidet P-40, 0,5% Na- mennyiségben
deoxikolat, 10 mM el6forduld
EDTA 100 mM TEAB- fehérjék: keratin,
ben szérum
2-es puffer: 0,5% proteinek
. amidoszulfobetain-14, (hemoglobin,
Plarklnso.n human 1 7 M urea, 2 M tiourea, 653 szérum albumin)
es mtsai bér 100 mM TEAB-ben
2014 3-as puffer: 7 M urea,
2 M tiourea, 6 M
GnHCI 100 mM TEAB-
ben
4-es puffer: 0,1%
Rapigest 100 mM
TEAB-ben
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5-0s puffer: 0,1% SDS
100 mM TEAB-ben

9 M urea, 2% ChAPS,
4M tiourea, 2% IPG
puffer, 18 mM DTT,

36 azonositott
upregulalt fehérje
74 azonositott

Ryu és human ph=4-7 fehérje a psoriasisos intracellularis
mtsai 2011 b6r kis mennyiségl tiinetmentes fehérjék
bromfenolkék terlletrdl
145 tlnetes
teruletrdl
7 M urea, 2 M tiourea, | Osszes fehérjérél
4% (w/v) CHAPS, 0,5% | nincs adat
Piruzian és human (w/v) Triton X-100, 10 pikkelysémoros intracellularis
mtsai 2010 bér 0,5% (w/v) amfolin |ézids b6rben fehérjék

3/10, 20 mM Tris, 1 magasabb szinten
mM MgCl2 és 0,2 mM expresszalédo
PMSF fehérje

1. tablazat: Fehérje kivondsi modszerek dsszefoglalasa

Osszességében megallapithatjiuk, hogy szdmos proteomikai modszert kidolgoztak mar a
szovetekbdl torténd fehérje extrakciora, és az extraktumok fehérje tartalméanak
meghatarozasara. Szamos extrakcids kisérlet egy bizonyos fehérjecsoportra vagy olyan
adott szovet teljes proteomjanak lefedettségét kevés kisérlet célozza. Legjobb tudasunk szerint
jelenleg nem 4all rendelkezésre olyan modszer, amely optimalis a bor teljes proteomjanak
feltérképezésére, ezért sziikségesnek lattuk a konvenciondlis moddszerektdl eltérd, az
egészséges, nem 1€zios €és a 1ézios borteriiletek fehérje szintli elvaltozasinak feltérképezését
biztositd, Osszetett eljaras kidolgozasat. Osszehasonlitva az egy-, kettd és harom 1épéses
fehérjekivondsi modszereket megéllapithatd, hogy az extrakcios pufferek Osszetétele és a
1épések szdmanak novelése meghatarozo. Az altaldnosan alkalmazott 1D-SDS-PAGE, 2D-
elektroforézis hatékonynak bizonyult a fehérjék szeparalasa, az LC-MS/MS technika pedig a

fehérjék azonositasa soran.
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I1l. CELKITUZESEK

Patologias korilmények kozott egyes fehérjék mennyisége modosulhat, s6t bizonyos
esetekben bekovetkezhet oldékonysagbeli eltérés, akar a fehérje mennyiségbeli valtozasa
nélkdl is. Ez utobbi konvenciondlis modszerekkel nem vagy csak részben mutathato ki. Célul
tliztlik ki egy olyan tobblépéses fehérjekivonds optimalizalasat egészséges donorok bérmintain,
melynek segitségével a bor proteomjanak minél szélesebb korti lefedése mellett ezek az
eltérések is detektalhatoak, ¢és egészséges, tiinetmentes ¢€s tlinetes bormintak
Osszehasonlitdsaval lehetévé teszi a boOrbetegségekben fehérje szinten bekdvetkezo

elvaltozasok részletes tanulmanyozasat.
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IV. ANYAG ES MODSZER

1. ANYAGOK
1.1. Homogenizalashoz hasznalt anyagok
- folyékony nitrogén
- Gillette-penge
- egészséges donorok bérmintai
- PBS (foszfat pufferelt séoldat: 137 mM NaCl (natrium-klorid), 2,7 mM KCI (kalium-
klorid), 10 mM NaHPO4 (dinatrium-hidrogén-foszfat), 1,8 mM KH2PO4 (kalium-
dihidrogén-foszfat), pH=7,4)
1.2. Szekvencialis fehérjekivonashoz hasznalt anyagok
1.2.1. Harom lépéses fehérjekivonas
1.2.1.1. Els6 extrakcios puffer
- TBS-Tris pufferelt sdoldat: 50 mM TRIS, 150 mM NaCl desztillalt vizben
- 2 mM PMSF (fenil-metil-szulfonil-fluorid)
- 2 mM NEM (N-etilmaleimid)
- 1% PIC (proteinaz inhibitor koktél)
-pH=7,4
1.2.1.2. Masodik extrakcios puffer
- 1M NaCl, 10 mM EDTA (etilén-diamid-szulfoxid), 50 mM TRIS, TBS-ben
-2mM PMSF
-2mM NEM
-1% PIC
-pH=7,4
1.2.1.3. Harmadik extrakciés puffer
- 4M GnHCI (guanidin hidroklorid), 10 mM EDTA, 50 mM TRIS, TBS-ben
-2mM PMSF
- 2mM NEM
-1% PIC
- pH=5,8
1.2.2. Négylépéses fehérjekivonas
1.2.2.1. Elsé6 extrakciés puffer
- TBS-TRIS-buffered saline, 50 mM TRIS, 150 mM NaCl (natrium-
klorid)desztillalt vizben

14



- 1% PMSF
-1% PIC
- pH=7,4
1.2.2.2. Masodik extrakcios puffer
- 1M NaCl, 25mM EDTA, 50 mM TRIS desztillalt vizben
- 1% PMSF
-1% PIC
- pH=7,4
1.2.2.3. Harmadik extrakcios puffer
- 0,08% SDS (natrium-dodecyl-szulfat), 25 mM EDTA desztillalt vizben
- 1% PMSF
-1%PIC
- liveggyongy (glass beads, acid-washed 425-600 microns G8772-10G, 710-
1,180 microns G1152-10G, Sigma-Aldrich®)
1.2.2.4. Negyedik extrakciés puffer
- 4M GnHCI, 10 mM EDTA, 50 mM TRIS desztillalt vizben
- 1% PMSF
-1% PIC
- pH=5,8
1.3. Etanol precipitalas soran hasznalt anyagok
- 90%-0s etanol
- 70%-os etanol mosashoz
- redukal6 puffer (4x Laemmli loading puffer (Protrack No. 00193861, 4M urea,
1.3.1. 1M DTT (ditiotretiol, Fermantas KO311))
1.4. Deglikozilacio soran hasznalt anyagok
- Deglikozilacios puffer (4x)
- 600 mM NaCl, 200 mM NaH2PO4 x 2H20 (natrium-dihidrogén-foszfat x viz)
desztillalt vizben
- pH=6,8
- Egyéb
- desztillalt viz
-1% PIC
- 1% PMSF
- kondroitinaz ABC (0,05U,Chondroitinase ABC from Proteus vulgaris: C3667-
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5UN, Sigma-Aldrich®
- endo-B-galaktozidaz (0,05U, Endo-b-Galactosidase from Bacteroides fragilis,
recombinant expressed in E. coli G6920, Sigma-Aldrich®
- 8M urea
1.5. Pepszines emésztés soran hasznalt anyagok
- 0,5 M ecetsav (pH=2,5)
- pepszin (2500U/mg, 10mg/ml, Pepsine from porcine gastric mucosa P 6887 Sigma-
Aldrich®
- 5N NaOH (pH=8)
1.6. Fehérjekoncentracio meghatarozas soran hasznalt anyagok
- 8M urea blank
- pepszines emésztd blank
- elso extrakcios puffer blank
- masodik extrakcios puffer blank
- harmadik extrakcios puffer blank
- negyedik extrakcios puffer blank
- deglikozilacios puffer blank
- desztillalt viz
- BSA (bovine serum albumin) higitasi sor (0,1; 0,5; 1; 2; 5; 10 mg/ml 8M ureaban)
- Pierce® BCA Protein Assay Kit (No. 23227)
1.7. Denaturalé poliakrilamid-gélelektroforézishez hasznalt anyagok
- 4-12%-0s poliakrilamid gradiens gél (PAGEr™ Gold Gels 4-12% 12WELL,
10x10cm, Lonza)
- 8%-os szeparald, 4%-os gylijto gél
- ProSieve Running buffer
- 4x Laemmli mintafelvivé puffer
-1IM DTT (Fermantas KO311)
- 5x gél fixalo oldat (F7264Sigma-Aldrich®) (75ml 1x oldat/gél)
- desztillalt viz
- Coomassie Brilliant Blue G-colloidal concentrate (Sigma-Aldrich®)
- metanol
- TBS
- molekulastly marker (ProSieve Quadcolor Protein marker 4,6-300 kDa)

1.8. Berendezések, programok:
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- shaker (BIOSAN Mini Rocker MR-1)

- centrifuga (Heraeus Labfuge 400R)

- poliakrilamid gélelektroforézis futtatokad (BioRad, Lonza)
- nano-HPLC

- LTQ-Orbitrap Elite (Thermo Scientific)

- PAVA program

- Protein Prospector (ver.:5.10.13)adatbazislekeres6 program

- Uniprot adatbazis

- Nanodrop 2000 (Thermo Scientific)
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2. ALKALMAZOTT MODSZEREK
Bormintak levétele, tarolasa
Az elso elokisérlethez egy 37 éves, a masodik és harmadik eldkisérlethezegy 28 éves no
mellplasztikai mitéte soran eltavolitott bérébél nyert mintakat hasznaltuk. A donor az
eltavolitott szovet kisérleti célu felhasznalasahoz beleegyezd nyilatkozat aldirdséval
hozzéjarult. A mintékat a feldolgozasig -80°C-on taroltuk.
I. Kisérlet:
1. Bormintak homogenizalasa, elokészitése
Minta poritasa folyékony nitrogénben: A vizsgalni kivant 56,7 mg tomegii bérmintat
folyékony nitrogénben lefagyasztottuk, fém mozsarban poritottuk és 10 ml-es miianyag
csObe helyeztiik.
2. Harom lépéses fehérje extrakcio
2.1. Elsé6 lépés

Az el6készitett, homogenizalt bérmintat 2 ml els6é extrakcids pufferbe (1.2.1.1.

pont)tettiik, és 4 °C-on 24 6ran at razattuk.
2.2. Masodik 1épés:

Az inkubalasi id6 elteltével a mintat 30 percig, 4 °C-on, 5900 rpm fordulatszammal
centrifugaltuk, majd a leszivott feliiluszot -80 °C-on taroltuk tovabb, a pelletre pedig
ramértiink 2 ml-t a masodik extrakcios pufferbdl (1.2.1.2. pont), és 24 6ran at 4°C-
on razattuk.

2.3. Harmadik 1épés:

A masodik extrakcids 1épést kdvetden a mintat 45 percig, 4°C-on, 5900 rpm
fordulatszammal centrifugaltuk, a feliiluszot -80°C-on taroltuk, a fehérjekivonast a
pelletbdl pedig 2 ml harmadik extrakcids pufferben (1.2.1.3. pont) folytattuk 84 éran
keresztiil, 4-8 °C-on radzatva, orankénti 5 perces magas fordulatszdmu vortexelés
mellett. Az inkubalési 1d6 elteltével 45 percig, 4 °C-on, 5900 rpm fordulatszammal
centrifugaltunk, majd a feliiliszot €s az inszolubilis pelletet -80°C-on taroltuk.

3. Fehérjék precipitalasa etanollal
A fehérjék etanolos kicsapasat a harom Iépéses fehérjekivonds sordn létrehozott
feliiliszokbol végeztiik el. 100-100 ul feliiliszot tizszeres térfogati, 90%-0s etanolban
precipitaltunk 16 6ran at, 4°C-on. Ezt kovetéen 30 percig, 4°C-on, 13 000 rpm
fordulatszammal centrifugalast végeztiink, a feliiluszot eltavolitottuk, és a pelletet 70%-

os etanollal mostuk. Az etanol eltavolitasa utan a pelletet szobahémérsékleten
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beszaritottuk, és felvettiik 20-20 ul redukaloé pufferbe (Laemmli loading buffer, 4M
urea, 0,05M DTT) (1.3. pont).
. Fehérjekoncentracio meghatarozasa BCA-maddszerrel

A moddszert a BCA Protein Assay kit hasznalatdval, a gyarto utasitasai szerint végeztiik
el.

. Fehérjék szeparalasa denaturald poliakrilamid gélelektroforézissel (1D SDS-
PAGE)

A mintékat 98°C-on, 90 sec-ig forraltuk, majd ezt kovetden réviden lecentrifugaltuk.
A futtatast ProSieve Runningpufferben végeztiik 8%-o0s szeparald, 4%-os gylijto gélen,
BioRad tipusu futtatokadban. A futtatast 120V fesziiltséggel inditottuk, majd 10 perc
elteltével megnoveltik 240V-ra, a folyamat végéig. Ezt kovetéen a gélt 20-30
masodpercre desztillalt vizbe helyeztiikk, majd 30 percig az eldre elkészitett fixald
oldatban razattuk, amit haromszor 20-30 masodperces desztillalt vizes mosas kdvetett
(1.7. pont).

. Fehérjék detektalasa poliakrilamid gélen Coomassie kék festéssel

A festéket desztillalt vizzelhigitottuk, majd 4:1 aranyu festék-metanol elegyet
készitettiink, melyet a fixalt gélre Ontottiink. A gélt a festékben razattuk 90 percen
keresztiil. Az aspecifikus festddést a gélbdl TBS-sel tavolitottuk el (1.8. pont).

. Fehérjék azonositasa nano-HPLC MS/MS technikaval

Ezt a 1épést az MTA-SZBK Proteomikai Kutatocsoportja végezte el a kovetkezdk
szerint:A mintakat redukalas (DTT) és alkilalas (IAM) utan tripszinnel emésztették, 4
oran keresztiil 37°C-on. Az emésztési elegyeket nano-HPLC szeparalas utan LTQ-
Orbitrap Elite (Thermo) tomegspektrométeren analizaltak. A 4M urea jelenlétében
torténd fozés nem eredményezett karbamilezett peptideket.A generalt csucslistakat
PAVA programmal készitették, majd az egy-egy gélsavhoz tartozo csucslistakat
Osszecsomagoltak  és  egyben  keresttk le a  Protein  Prospector

(ver.:5.10.13)adatbazislekeres6 program segitségével.
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Harom lépéses extrakcio

1 2 3
Borminta -
Ry 24h 24h 84h Extraktumok fehérje
homogenizalasa ( erex

. koncentraciojanak

f.olyelfony » » NaCl » M » meghatarozasa

nitrogénben TBS + GnHCl
A
o e Uo 4

1D SDS-PAGE « Fehérjék precipitalasa etanollal

triptikus emésztés » nano-HPLC MS/MS

¥

peptidek azonositasa

fehérjék azonositasa

4

Egészséges bor proteomikai adatbazis 1étrehozasa és analizise
1. dabra: I. Kisérlet
I1. Optimalizalasi kisérlet
1. Bormintak homogenizalasa, el6készités
Mintaporitasa folyékony nitrogénben: a vizsgalni kivant megfeleld tomegt (209,3

mg) bérmintat 2 ml PBS-sel (1.1. pont) mostuk, majd a mosas utan 1 percig 10 000
rpm  fordulatszammal ilepitettik. Ezt kovetéen folyékony nitrogénben
lefagyasztottuk, fém mozsarban poritottuk €s 2 ml-es cs6be helyeztiik.

2. Négylépéses fehérjeextrakcio

2.1. Elso 1épés:

A 209,3 mg tomegli, elokészitett, homogenizalt bérmintat 5 ml-es fecskenddre
helyezett 50 mm-es injekciods tlivel, tomegéhez képest tizszeres térfogati elsé
extrakcios pufferben reszuszpendaltuk(1.2.2.1. pont), majd magas fordulatszamu
vortexelés utdn 24 oran keresztiil 4°C-on razattuk.

2.2. Masodik lépés:

A kovetkezd nap a mintakat10 percig vortexeltiik, majd 30 percig, 4°C-on 10 000
rpm fordulatszammal centrifugaltuk. A feliiliszot -80°C-os fagyasztoba helyeztiik,
a pelletet a szovet tomegéhez képest tizszeres mennyiségli elsd extrakcios pufferrel
mostuk, majd centrifugalassal iilepitettiik 3x1 percig, 10 000 rpm fordulatszammal.
A feliiluszot eltavolitottuk, ramértiik a szovet tdmegéhez képest tizszeres térfogati
masodik extrakcios puffert (1.2.2.2. pont), a mintat tivel reszuszpendaltuk,

vortexeltiik, és 24 oran keresztiil 4°C-on razattuk.
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2.3. Harmadik 1épés:

Az inkubacids id6 elteltével az el6z6 pontban leirtak alapjan végeztik a
vortexelést, centrifugalast, tarolast és a pellet mosdsdt a mésodik extrakcids
pufferrel. Ezt kovetéen a pelletre ramértiik a tizszeres térfogati harmadik extrakcios
puffert (1.2.2.3. pont), a pelletet tiivel reszuszpendaltuk és 8 oran keresztiil razattuk
szobahdmérsékeleten, 6rankénti 5 perces, magas fordulatszamu vortexelés mellett.

2.4. Negyedik 1épés:

Az inkubacidt kovetden a mintdkat 10 percig vortexeltik, majd 30 percig
centrifugaltuk 4°C-on, 10 000 rpm fordulatszdmmal, és a feliiliszot -80°C-on
taroltuk a tovabbi felhasznalasig. Mivel az SDS és a GnHCI nem kompatibilis, a
pelletet 5-szor mostuk desztillalt vizzel az SDS eltavolitasara, a mosasok kozott 10
000 rpm fordulatszammal centrifugaltunk 1-1 percig. Ezt kovetéen a pelletre
OtszOros térfogatban ramértiik a negyedik extrakcios puffert (1.2.2.4. pont), és 84
oran keresztiil razogépen inkubaltunk 4°C-on, oérankénti, 5-5 perces vortexelés
mellett. A 84 ora elteltével 30 percig, 4°C-on 10 000 rpm fordulatszammal
centrifugalast végeztiink, majd a feliiluszokat és a pelletet -80°C-on taroltuk.

3. Fehérjék precipitalasa etanollal
A fehérjék etanolos kicsapasat a négylépéses fehérjekivonas soran létrehozott
feliiliszokbol végeztiik el. 100-100 ul feliiluszot tizszeres térfogatu, 90%-0s etanolban
precipitaltunk 16 6rédn at, 4°C-on, majd 16 oran at -20°C-on. Ezt kdvetéen 30 percig
4°C-on 13 000 rpm fordulatszammal, centrifugalast végeztiink, a feliiluszot
eltavolitottuk, és a pelletet 70%-os etanollal mostuk. Az etanol eltavolitasa utan a
pelletet szobahdmérsékleten beszaritottuk és felvettiik 20-20 pl redukald pufferbe (4x
Laemmli loading buffer,0,05 M DTT (1.3. pont)
4. Fehérjék Kkoncentraciojanak meghatirozasa, szeparialasa, detektalasa és
azonositasa
A fehérjekoncentracio meghatarozasat €s a szeparalast a haromlépéses extrakcional
leirtakhoz hasonloan végeztik, azzal a kiilonbséggel, hogy a futtatas 4-12%-0s
gradiens gélen Lonza tipusu futtatokddban tortént. A fehérjéket a poliakrilamid gélen
Coomassie kék festéssel detektaltuk, a fehérjék azonositasat nano-HPLC MS/MS
technikaval végeztiik.
I11. optimalizalasi kisérlet

1. Bormintak darabolasa, elokészités
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Folyamatosan jégen dolgozva, Petri-csészében a fagyasztott bormintakbol Gillette
penge segitségével 167,9 mg tomegli mintat vettiink és apré darabokra vagtuk, majd 2
ml-es csébe helyeztiik. Ezt kovetéen a kimért mintat kett6-harom alkalommal
feltisztulasig mostuk 2-2 ml PBS-sel. A mosasok kozott 1-1 percig 10 000 rpm
fordulatszammal tlepitettiink.

2. Négylépéses fehérje extrakcio

A fehérjekivonast a masodik eldkisérlet mintdjara végeztiik el.

3. Fehérjék precipitalasa, koncentracio meghatarozasa, szeparalasa, detektalasa,
azonositasa

A harmadik eldkisérlet soran a masodik eldkisérlet kdvetkezo 1€péseit a korabbiakkal
azonos moédon végeztiik el: a fehérjék precipitalasat etanollal, a koncentracid
meghatarozast BCA-modszerrel, a fehérjék szeparalasat 1D-SDS-PAGE-el, a fehérjék
detektalasat poliakrilamid gélen Coomassie kék festéssel, és a fehérjék azonositasat
nano-HPLC MS/MS technikéval.

4. Egyéb modszerek
1. Deglikozilalas

A negyedik frakcido megszaritott, alkoholosan kicsapott fehérjéit 1x deglikozilacios
pufferben szolubizaltuk,0.05 U deglikozilacés enzimek (kondroitinaz ABC, endo-f3-
galaktozidaz), 1% PIC, és 1% PMSF jelenlétében, és 37°C-on, egy ¢jszakan at
razattuk.

2. Emésztés pepszinnel

Pepszines emésztést a deglikozilalt pelleten és az etanol-precipitalt frakciokon
végeztiink. A mintakat 1,5 ml-es Eppendorf-csévekben, 500ul 0,5M ecetsavban, egy
¢jszakan at, 4°C-on razattuk, majd 30 percig, 4°C-on, 10 000 rpm fordulatszdmmal
centrifugéltuk. Ha lehetett pelletet latni, ezt az inkubécios 1épést megismételtiik. A
feliiluszohoz 50l pepszint adtunk, és 37°C-on, 30 percig razattuk. A reakciot 200ul
5N NaOH-dal allitottuk le.

3. Fehérjekoncentracié meghatarozasa nanodrop technikaval

Nanodrop 2000 eszkoz és szoftver segitségével hataroztuk meg az extraktumok
koncentrécioit, 660 nm-en az etanol precipitalt, uredban felvett mintak, 260-280nm-en
az etanol precipitdlas elOtti, a pepszinnel emésztett, és a deglikozilalt mintdk

crer

meghatarozasahoz BSA-higitasi sorozatot készitettiink (0,1; 0,5; 1; 2; 5; 10 mg/ml 8M
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ureaban). A koncentracié meghatarozashoz minden mintanal 2 pl-t mértiink az eszkoz

méréfejére, az egyes mintak kozott a fejet letisztitottuk, és megfelelden kalibraltuk.

; Négylépéses extrakcid

Borminta Homogenizalas
clémosisa W folyekony Oldatlan pellet g, Emésztés
PBS-ben nitrogénben oldatba vitele pepszinnel

4
2. 3. 4. ~ Pe.p;tid

1.
24h 24h koncentracio
= 4 528 » il mPp deglikozilacié meghatirozas
TBS ggcn - ém ‘ N
O\ T 0RIO0\d/© 1pspspace W 1o
u ) 3

M. t

— Extraktumok fehérje Fehérjék Nano-HPLC
Boérminta 6 A J
darabolésa» E;lglsngsis koncentraciojanak » precipitalasa MS/MS
“0¢ meghatarozasa etanollal
Peptidek
azonositasa
Fehérjék
azonositasa

¥

Egészséges bor proteomikai
adatbazis létrehozasa és analizise

2. abra: I1L. és I1I: optimalizalasi kisérlet
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V. EREDMENYEK ES ERTEKELESUK

1. EREDMENYEK

|. KiSERLET

A kisérletet 1V/2/1. pontba leirtak alapjan végeztiik, a modszer sémaja a 1. abran lathatd. A
harom 1épéses fehérje extrakcid eredményeként sikeresen azonositottunk 712 kiilonbdz6
fehérjét, amelyek szam szerinti eloszldsa az egyes extraktumokban a 3.. &branlathatd. A
meghatarozott fehérjéket extraktumonként csoportositottuk lokalizacié szerint az Uniprot

adatbazis segitségével (4. abra).

Azonositott
fehérjék I. Kisérlet
szama
1. extraktum 1. extraktum|2. extraktum
Intracellularis 191 173 287
Szérum 65 42 32
ECM 26 31 24
Extracellularis | BM 5 8 7
egyéb 4 2 0
Membran 11 15 27
Nuklearis 17 28 17
2. @trakivm Mitokondrialis 16 13 41
Receptor 0 1 3
Sejtfelszini 0 1 2
Egyéb 18 34 8
Osszesen 353 348 448

3. abra: Fehérjék szam szerinti eloszlasa a harom extraktumban és lokalizdcio szerint

Az elsO extrakcids puffer a konnyen oldodo, Ujonnan szintetizalt, lazan kotott fehérjék
kivonasara iranyult, a masodik a divalens kationoktol fiiggd interakcioban 1évé fehérjék
extrakciojara, a harmadik extrakciods puffer pedig erds redukald kdzeg volt a fehérjék szamara.
Az azonositott 712 fehérje koziil 135 mindharom extraktumban, 139 a harom extraktum koziil
kettOben, 438, tehat a fehérjék tobb mint 60%-a pedig a harom extraktum koziil kizarolag az
egyikben volt jelen (166 az elsében, 68 amasodikban, 204 a harmadikban (3. abra).

A vartnal nagyobb ardnyban azonositottunk szérumfehérjéket (7-18% kozott), amelyek
jelenléte nem relevans az altalunk végzett analizis szempontjabol.

Kivalogattuk azokat az ECM illetve szekretalt fehérjéket, amelyeket mar kapcsolatba hoztak
a psoriasisos, tiinetes vagy tiinetmentes bérrel mutaciot vagy megvaltozott expressziot mutattak
(2. tablazat). Az azonositott fehérjék koziil 19% extracelluldris, 8% ECM fehérje. A

sejtproliferacioval, differenciacioval, apoptozissal és T sejt regulacioval kapcsolatos,
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psoriasissal szintén 6sszefiiggésbe hozott fehérjéket szintén Osszesitettiik és kategorizaltuk az

egészséges borben azonositott proteombol (3. tablazat)

Receptor Sejt felszini Egyéb Receptor Sejtfelszini  Egyéb
Mitokondrials 0,0% 0.0% 5,1% 0.3% 0,3% 9,8%
4,5% ’ Mitokondrials
Nuklearis 3,7%
4,8% Nuklearis
Membran 8,0%
3,1% Membran
Egyéb EC 4,3% Ic
1,1% Egyéb EC 49,7%
BM 0,6%
1,4% BM

2,3% ECM
sfx Szérum 18,4% 1. extraktum g 05| Szerum12,1% |[2. extraktum

Mitokondridlis Receptor Sejt felszini
9,2% 0,7% 0,4%  Egyéb
1,8%

Nuklearis
3,8%
Membran
6,0%
Egyéb EC
0,0%
BM

1,6%

ECM
5,49 | S2érum 7,1% 3. extraktum

4. abra: Fehérjék szazalékos aranya a harom extraktumban

Oldédasi profil(%)
Ismert
Fehérje neve 1. 3. Hivatkozas
asszociacio
extraktum extraktum
I-es tipusu kollagén 23 43 28 tm+ Koivukangas V et al., 1995
- +

Annexin 23 55 22 t Kitajima Y et al., 1991
Dekorin 8 19 73 t- Velez-DelValle C et al.,2011
Galektin 55 13 32 M e la Fuente H et al.,, 2012
Laminin 23 >4 22 Mt VicFadden Jp et al., 2013
Fibronektin 30 45 25 tm+ Bata-Csérgé Zs et al., 1998
Trombospondin 50 50 0 Mt Nickoloff BJ et al., 1994
Triptdz B-2 55 45 0 Y | Harvima IT et al,, 2012
TIMP 100 0 0 t Adamson A et al., 2013
MMP-2 0 100 0 t+ Vasku V et al., 2009

2. tablazat: Jelentds ECM és szekretdlt fehérjék psoriasisban 1.
(t=tiinetes bor, tm= tiinetmentes bor)
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Oldodasi profil (%)
Ismert
Fehérje neve 1. 3. Funkcié Hivatkozas
asszociacio
extraktum extraktum
. e Takaishi M et al.,
Hornerin 21 35 44 proliferacio t+ 5005
Peroxiredoxin-2 51 29 20 proliferacio tm+,t+ |RyulJetal, 2011
Kaszpaz-14 100 0 0 differenciacio t- Hsu S et al., 2007
Zsirsav-koto fehérje 31 38 31 differenciacio t+ Williamson JC
et al., 2013
Szerotonin - Thorslund K
1 t t
transzporter fehérje 00 0 0 apoptozis * et al., 2013
, . e s Man X et al,
14-3-3 fehérje 70 13 17 proliferacio t- 5013
Dipeptidil peptidaz- . _ van Lingen RG et
1 0 100 0 T-sejt reguldcio t+ al., 2008
Garcia Rodriquez
Kluszterin 0 0 100 apoptodzis plazma+ |S
etal., 2013

3. tablazat: Jelentés ECM és szekretalt fehérjék psoriasisban 2.
(t=tlinetes bdr, tm= tlinetmentes bér)

Il. OPTIMALIZALASI KiSERLET

A Kkisérletet a IV/2/11 pontban leirtak alapjan, a 2. abra sémaja szerint végeztik. Az elsé
elokisérlet eredményeibdl kiindulva bevezettiik a PBS-ben torténd elomosast a szérumfehérjék
csokkentésére. Az eredmények alapjan a szérumfehérjék ardnyanak még hatékonyabb
csOkkentése sziikséges.

A szekvencidlis fehérjekivonas sordn az intracelluldris és membranfehérjék hatékonyabb
elvalasztasa érdekébenutolso el6tti 1épésként beiktattuk az SDS-tartalmu pufferben atorténd
extrakcios l1épést, melynek eredményeként a harmadik extraktumba koncentralodott a nuklearis
fehérjék tobbsége.

Sikeresen azonositottunk 638 kiilonbozd fehérjét, amelyek szam szerinti eloszldsa a
kiilonb6z6 extraktumokban az5. abran lathato. Az azonositott fehérjéket itt is extraktumonként,

lokalizaci6 szerint csoportositottuk, Uniprot adatbazissal. (6. abra).
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Az azonositott 638 fehérje koziil 78 mindharom pufferben, 328 fehérje (38 az elsdben, 94 a
masodikban, 83 a harmadikban, 113 a negyedikben) - mely az 6sszes fehérje tobb mint 50%-a

- kizarolag az egyik pufferben szolubilizalodott, és csokkent a mindharom extraktumban jelen

1év6 fehérjék szama. (5. abra) Az elsd kisérlethez hasonldan az utolso extraktumban kaptuk a

legtobb fehérjét.

Azonositott
fehérjék 11. Optimalizélasi kisérlet
szama
1. extraktum|2. extraktum|3. extraktum|4. extraktun
Intracellularis 136 174 155 154
Szérum 23 28 53 58
ECM 27 27 35 16
Extracelluldris| BM 4 8 3 2
egyéb 14 19 12 9
Membrén 8 32 8 5
Nuklearis 17 20 42 9
Mitokondrialis 17 19 11 17
Receptor 0 4 0 0
Sejtfelszini 3 4 2 2
Egyéb 6 14 10 8
Osszesen 255 349 331 280

5. dbra: A fehérjék szam szerinti eloszldsa a négy extraktumban és lokalizdcio szerint

< . ini 1,1% Egyéb
Receptor ’Q% Sejtfelszini l’z%EgYeb I?eceptor.:];.,.l%r Sejtfelszini 1,1% Egy:
Mitokondrialis ~ | /3% Mitokondrialis : 4%

6,6% 5,4%
Nuklearis Nuklearis
6,6% 5,7%
Membran | 1c Membran Ic
3,1 53,7% 9,2% , 49,9%
5,4% BM. 5.4%

1,6%

EoM BM  |ECM

36,88 ,—ISzérum — 1. extraktum 23% |7,7%

Szérum 8% 2. extraktum

Receptor 0% Sejtfelszini 0,6% Egyéb Mitokondrialis Sejtfelszini 0,7%

= . _Egyéb
Mitokondrialis 3% 6,1%  Receptor 0% 2.9%
3,3% Nuklearis ;
Nuklearis 3,2%

12,7% / Membran
Membran / I e 1,8%
24% |\ 46,8% EpyebEC_. Ic
Egyéb EC | 3,2% g 55%
3,6% i
BM _ ECM |- ‘
; 3. extraktum 5,7%
0,9% Szérum 16% ° Szérum 20,7%

6. dbra: Fehérjék szazalékos aranya a négy extraktumban és lokalizdcio szerint
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I11. OPTIMALIZALASI KiSERLET

A kisérletet tobblépésben modositva, a [V/2/I1L.pontban leirtak alapjan végeztiik, melyet a 2.
abra mutat be. Annak meghatarozasara, hogy a minta el6készitésnek van-e hatasa az
azonosithatd fehérjék szamara, a bormintat Gillette-pengével daraboltuk. Az 1j modszerrel
1009 kiilonbozo fehérjét azonositottunk, amelyek szam szerinti eloszlasat a négy extraktumban
a 7.abrafoglalja Ossze. Az el6zd kisérletekkel azonos modon a fehérjéket lokalizacio
szerintcsoportositottuk (8. dbra). Csupan 103 fehérje jelent meg mind a négy, és 523 kizarolag
az egyik extraktumban (185 az els6ben, 111 a mésodikban, 202 a harmadikban, 25 a
negyedikben) (7. abra). Kizardlag az utols6 extraktumban az elsé elokisérlet soran a fehérjék
kozel 29%-a, a masodik eldkisérlet soran tobb mint 17%-a, a harmadik kisérlet soran 2,5%-a
szolubilizalodott.

A tobbszoros PBS-ben végzett elémosas eredményeként sikeriilt a szérumfehérjék aranyat a
négy extraktumban 5-9%-ra csokkenteni a korabbi 7-18%-kal (I. Kisérlet) és 8-21%-kal (lI.
Optimalizacios kisérlet) szemben.

Osszehasonlitva az extracellularis fehérjék eloszlasat a harom kisérlet soran, a hdrom 1épéses
extrakcid eredményeként atlagosan a harom extraktumban 9,56%-ban, a négylépéses
extrakciok soran pedig 14,4%-ban illetve 13,1%-ban jelentek meg. Az extracellularis matrix
fehérjék az elsd két kisérlet extraktumaiban kozel azonos szdzalékos ardnyt mutattak, a

harmadik kisérletben viszont az els6 extraktumban aranyuk megemelkedett.

Azonositott
fehérjék 11l. Optimalizalasi kisérlet
szama
1. extraktum|2. extraktum|3. extraktum
Intracellularis 93 240 237 287
Szérum 10 32 42 34
ECM 29 29 31 26
Extracellularis| BM 2 10 4 4
egyéb 4 16 14 43
Membrén 8 77 27 20
Nuklearis 9 48 80 27
Mitokondrialis 34 66 19 40
Receptor 0 13 4 6
Sejtfelszini 1 4 3 3
Egyéb 9 13 14 22
Osszesen 199 548 475 512

1. abra: Fehérjék szam szerinti eloszldasa a négy extraktumban és lokalizdacio szerint

A masodik eldkisérlethez hasonldan a harmadik elékisérletben is - az SDS-nek koszonhetden
- a harmadik extraktumban azonositottunk nuklearis fehérjéketa legnagyobb aranyban.
A sejtfelszini és receptor fehérjék - az el6z6 kisérletekhez hasonldan - alacsony szézalékban

voltak azonosithatok.
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Receptor 0%

Mitokondrialis

17,1%
Nuklearis

4,5%
Membran

4%
Egyéb EC
2%
BM |ECM
1% |14,6

Receptor 0,8%

Mitokondrialis

4%
Nuklearis

16,8%
Membran
5,7%
Egyéb EC
2,9%

BM_
0,8%

ECM
6,5% Szérum 8,8%

Sejtfelszini 0,5% Egyéb

4,5%

I IC
46,7%

1. extraktum

Sejtfelszini 0,6% Egyéb

2,9%

49,9%

3. extraktum

Receptor 2,4% Sejtfelszini 0,7% ggyap
2,4%

Mitokondrialis

12%
Nuklearis
8,5%
Membran
14,1%
Egyéb EC
2,9%
BM
1,8%

Receptor 1,2%

Mitokondrialis

7,8%
Nuklearis

5,3%
Membran
3,9%
Egvéb EC
8,4%
BM
0,8%

Sejtfelszini 0,6%

Szérum 6,6%

I:Szérum 530 2. extraktum

IC
43,8%

Egyéb
4,3%

4, extraktum

8. dbra: Fehérjék szazalékos eloszlisa a négy extraktumban és lokalizdcio szerint

A négylépéses elbkisérleteknél is kivalogattuk azokat az ECM illetve szekretalt fehérjéket,

amelyeket mar kapcsolatba hoztak psoriasissal, alacsonyabb, vagy magasabb szinten jelentek

meg tlinetes vagy tiinetmentes bérben (4. tablazat).

Oldédasi profil(%)
. . Ismert . ,
Fehérje neve 3 .. .. | Hivatkozas
. asszociacio
1. extraktum extraktum 4. extraktum
Kalmodulin-szerd Meéhul B et al.,
fehérje 0 0 100 0 Y |o06
Harvima IT et
Kimaz 27 4 69 0 t- al., 1999
Koivukangas V
l-es tipusu kollagén 60 5 24 11 tm+ etal., 1995
Velez-DelValle C
Dekorin 19 73 6 2 t- etal, 2011
Bata-Csérgé Zs
Fibronektin 0 28 25 47 tm+ etal., 1998
de la Fuente H
Galektin-1 9 27 41 23 tm-, t- etal., 2012
McFadden JP et
Laminin 0 61 0 39 tm-, t- al., 2013
Zhou HM et al.,
Periosztin 35 24 39 2 t- 2010
Nickoloff BJ et
Trombospondin-1 0 0 61 39 tm-, t- al., 1994
Cink-a-2- Chen SH et al.,
glicoprotein 11 35 14 40 t- 2000

4. tablazat: Jelentos ECM és szekretdlt fehérjék psoriasisban 3.
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1VV. TOVABBI KISERLETEK

A deglikozilacio és a pepszines emésztés optimalizalasa jelenleg is folyamatban van.

V. EREDMENYEK ERTEKELESE

A borbetegségek hatterében 1évé molekuldris szintli elvaltozasok mélyebb megismerését
szolgalja a mintak proteomikai vizsgalata. Bar szdmos borbetegség részjelenségét képezik az
ECM elvaltozasai, célzottan erre iranyuld optimalizalt fehérje kivondsi modszer -
informacioink szerint —ezidaig nem allt rendelkezésre. Eredményeink alapjan megéallapithato,
hogy a tobblépéses fehérje extrakcid csokkenti az extraktumok komplexitasat, a kiilonb6zo
nagy mennyiségben jelen 1€v6 fehérjék oldékonysaguknak megfelelden elkiiloniilnek, ezaltal a
kisebb mennyiségben jelen 1évd fehérjék azonositisa hatékonyabba valik. Patologias
koriilmények kozott egyes fehérjék mennyisége modosulhat, s6t bizonyos esetekben
mennyiségbeli valtozasuk nélkiil is bekovetkezhet oldékonysagbeli eltérés. Ez utobbi
konvencionalis modszerekkel nem vagy csak részben mutathaté ki, azonban az altalunk

kidolgozott eljarassal detektalhato.

1. OPTIMALIS MINTAMENNYISEG MEGHATAROZASA

A modszer kidolgozasa soran elséként az optimdlis minta mennyiségéthataroztuk meg. A
vizsgalatunk alapjaul szolgalo kisérlet [12] extrakcids oldatai 30-50 mg myocardiumra
vonatkoznak. Teljes vastagsagu borbdl 40-52 mg szdvetmennyiségre vonatkozodan talaltunk
eredményeket [46] [48], igy elsOként egy ezt megkdzelitd mintamennyiséggel, 56,7 mg
szovettel dolgoztunk. A késébbiekben — tovabbi irodalmi adatokra hagyatkozva [44]- kisebb és
nagyobb tomegii (12 mg — 209,3 mg) mintdkon is végeztik az extrakciot. Kisérletes
eredményeinkre hagyatkozva a 150 mg koriili szovetmennyiséget talaltuk optimalisnak.

2. MINTA ELOKESZITES OPTIMALIZALASA

A minta el6készitésével kapcsolatosan az irodalomban talalkozhatunk homogenizator[49],
szOvetdaralo[45], keramia gyongyok [46], vagy lizis puffer alkalmazasaval [44][48], folyékony
nitrogénben torténd poritassal [47] és darabolassal [12]. Az eszkozoket a szennyezddés
vesz¢élye miatt, a lizis puffert a fehérjék kioldodasa miatt elvetettiik. Az iiveggyongyok
hasznalata kisérleteinkben megnehezitette a pellet és a feliiluszo (extraktum) centrifugalassal
torténd elvalasztasat. Folyékony nitrogénben homogenizalt, illetve darabolassal elokészitett
mintakkal dolgoztunk, melyek kozil a darabolassal valdo elokészités bizonyult a

leghatékonyabbnak.
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3. A HAROM ES NEGYLEPESES EXTRAKCIO

A haromlépéses extrakcié alkalmasnak bizonyult a bér proteom nagy lefedettségi
vizsgalatara, azonban tovabbi optimalizalasi [épéseket tartottunk sziikségesnek: PBS-sel valo
eldmosast, SDS tartalmu pufferrel valo extrakcids 1€pés bevezetését és 4-12%-os gradiens gél
alkalmazasat. Tovabba ismert, hogy a poszttranszlacios modositasok eredményeként a
fehérjékhez kotott szénhidratlancok a szeparalas sordn akaddlyozzak a fehérjék gélbe 1épését,
ezek a lancok deglikozilacids 1épés beiktatdsaval megbonthatok, és novelik az elvélasztds

hatékonysagat[12].

Az SDS tartalmu pufferrel valo extrakcids 1épés beiktatasa csokkentette mind az osszfehérje,
mind az intracellularis fehérjearanyt az utolsdé, GnHCI tartalmu extraktumban. Gradiens gél
alkalmazasakor hatékonyabb volt a fehérje elvalasztas, szemben a 8%-o0s szeparald és 4%-0s
stacking gél hasznalataval. A deglikozilacid viszont a gélkép alapjan még optimalizalasi
Iépéseket igényel. Mindemellett a negyedik 1épés végén visszamaradt pellet fehérje

Osszetételének megismeréséhez pepszines emésztést tartottunk sziikségesnek.

Mind a harom, mind pedig a négylépéses fehérje kivonds eredményeibdl lathato, hogy bar a
frakciok lokalizacio szerinti Gsszetétele nagyon hasonld, az egyes fehérjék oldékonysagaban
jelentds kiilonbségek vannak, ezaltal jol frakciondlhatok. Ezt igazolja, hogy a fehérjék tobb

mint 50%-a kizarolag az egyik pufferben szolubilizalodott.

A PBS-sel tortén6 mosas kovetkeztében az elsé extraktumokban jelentds mértékben csokkent
a szérum fehérjék szama, ugyanakkor a vizsgéalatunk targyat képez0 fehérjék szama szinte nem
véltozott. Osszességében a kisérletek eldrehaladtaval tobb fehérjét azonositottunk, melyhez a
PBS-sel valé mosas mellett hozzajarult a minta darabolassal valo eldkészitése is, hiszen a
darabolt mintakban a sejtek és az ECM jelentds része intakt maradt.

Irodalmi adatokat tekintve kisérletiinkh6z leginkabb Barallobre-Barreiro illetve Parkinson és
munkatarsainak modszere kozelit. Az el6bbi szerzd egy hadrom 1épéses kivonasi modszert kdzol
egér myocardiumbol, melynek eredményeképpen az elsé extraktumban 192, az utolsdban 228
fehérje kertilt azonositasra[12]. Parkinson és kutatocsoportja 653 fehérjét 6tszor egy 1épésben
vont ki. Esetiikben azonban nagy szamban voltak jelen keratinok és szérum fehérjék, tovabba
a bor irritacié szempontjabol 1ényeges fehérjéket emelték ki[46]. Informacidink szerint az
altalunk létrehozott normal bor fehérje adatbazis kvalitativ szempontbol az egyik legszélesebb
korti. Kisérleti elrendezésilink a célszovet, a modszer €s a vizsgalat fokuszat képezd fehérjek

szempontjabol is Gjszert.
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A jelenleg ismert, szovetspecifikusan expresszalodo 130-140 ECM ¢és BM fehérje koziil 51-
et (45 ECM, 6 BM) azonositottunk. ECM fehérjék szempontjabol is kedvezének bizonyult a
négylépéses extrakcid: bar a legtobb ECM fehérjét az elsé extraktumban talaltuk, kozel fele a
tovabbi extraktumokban keriilt azonositasra.

Ezen optimalizalt koriilmények mellett tervezziik elvégezni a pikkelysomords 1€zids, nem-
1€zi6s és egészséges bérmintak (n=5, 3 replika) proteomikai 6sszehasonlitasat. A proteomikai
modszeriinkkel detektalt kiilonbségeket tovabbi két fiiggetlen mddszerrel tervezziik validalni:
a mennyiségi és oldékonysagbeli kiilonbségeket Western blot analizissel, a szoveti lokalizaciot
¢s relativ mennyiséget pedig immunfestéssel. A kapott proteomikai adatbazis feldolgozasat
bioinformatikai modszerekkel végezziik majd. Emellett az egyes extraktumok Osszetételének,
a fehérjék eloszlasanak, strukturdjanak morfologiai vizsgélatat elektronmikroszkoppal, a
szovetmintdk felszini sajatossagait, a molekulak vizualis tulajdonsdgait, a molekuldk illetve
szovetfelszinek kozotti kolcsonhatasokat pedig atomerd mikroszkopos vizsgalattal tervezziik

elemezni.
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V1. OSSZEFOGLALAS

Egyes multifaktorialis bdrbetegségek hatterében meghuzodd fehérje szintii elvaltozasok
sz¢éleskori megismeréséhez az egyik legalmasabb modszer a biopszidk proteomikai analizise.
Az analizis soran kiilonosen fontos az ECM vizsgalata is, melynek elvaltozdsai tobb
borbetegség részjelensége, vagy kivalto oka is lehet. Egészséges és beteg bOrmintak
Osszehasonlitasaval szamos fehérje szinti elvaltozas kimutathato, pikkelysomor esetén példaul
mar a betegek tlinetmentes borteriiletein is megfigyelhetéek eltérések. Bar szamos fehérje
kivonasi modszert alkalmaznak mas szovetekben, amely ECM részletes vizsgalatat is célozza,

borbdl torténd optimalizalt kivonasi modszer legjobb tudasunk szerint nem all rendelkezésre.

Patologias koriilmények kozott bizonyos fehérjéknél bekovetkezhet oldékonysagbeli eltérés,
akéar a fehérje mennyiségbeli valtozasa nélkiil is, mely konvenciondlis mddszerekkel nem
mutathato ki. Ezen eltérések részletes megismerésével uj funkcionalis aberraciokra derithetiink
fényt. Kisérletes munkainkban ezért célul tlztik ki egy olyan tobblépéses fehérjekivonas
optimalizalasat, melynek segitségével ezek az eltérések is detektalhatdak, és egészséges,
tiinetmentes ¢és tiinetes bormintdk Osszehasonlitisaval lehetdvé teszik a bdrbetegségekben

fehérje szinten bekdvetkezd elvaltozasok részletes tanulmanyozasat.

Egészséges donortdl vett bormintdkat két modszerrel, folyékony nitrogénben vald
porlasztassal ¢€s darabolassal homogenizaltunk. Elsoként haromlépéses fehérjekivonast
végeztiink: 1. extrakcidé TBS pufferben, 2. extrakcidé magas sokoncentracioja és EDTA tartalmt
pufferben, 3. extrakcid guanidin-hidrokloridot tartalmazo pufferben. Az extraktumok fehérjéit
1D SDS-PAGE és nano-HPLC MS/MS analizissel azonositottuk. Ezt koveten a szekvencialis
fehérjekivonast utolso eldtti 1épésként SDS tartalmu pufferrel torténd extrakcioval bovitettiik.
Végiil 4-12%-os gradiens gélen valo szeparalast végeztiink, az extrakcio sorozat befejezéseként

visszamaradt pelletet pedig pepszinnel emésztettiik.

A haromlépéses extrakcio eredményeként tobb mint 700 kiillonb6zd fehérjét azonositottunk.
Mivel a vartnal nagyobb aranyt képviseltek a szérumfehérjék, PBS-sel vald elémosast iktattunk
be. Az intracellularis fehérjék hatékonyabb kivonasa érdekében bevezettiik az SDS tartalmt
pufferrel vald extrakciot. A fehérjék gélbe torténd belépését és a jobb elvalasztast gradiens gél
alkalmazaséaval segitettilk el6. A négylépéses extrakcid eredményeként tobb mint 1000
kiilonbozo fehérjét sikeriilt azonositani. A fehérjekivonds - a szovetdarabok intaktsaga miatt -

hatékonyabb volt, ha darabolt mintdkat hasznaltunk folyékony nitrogénben torténd porités
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helyett,. Jelentds volt az oldékonysagbeli kiilonbség is: az azonositott fehérjék tobb, mint 50%-

a a négy extrakcios puffer koziil kizarélag ez egyik pufferben volt kimutathato.

Optimalizalt mddszeriink alkalmas a borbdél torténd fehérjekivondsra, az intra- &s
extracellularis fehérjék széles spektrumu azonositasara, ezaltal 0sszetett borbetegségek fehérje

szintli elvaltozasainak széleskorii tanulményozasara.
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