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Roviditésjegyzék

ACN - acetonitril

ALK - anaplasztikus limfoma kinaz, receptor tirozin kinaz
BRAF — rapidan gyosul¢ fibrosarcoma B, proto-onkogén, szerin/treonin kinaz
CE — kapillaris elektroforézis

Cs / C1g — oktil / oktadecil lanccal boritott szilikagél alapu toltet
CID — itkozés indukalt disszociacio

DDA — adatfiiggé MS/MS mérés

DIA — adatfiiggetlen MS/MS mérés

DTT — ditiotreitol

EGFR — epidermalis ndvekedési faktor receptor

EML4 — echinoderm mikrotubulus asszocialt fehérje 4

ERLIC — elektrosztatikus taszitason alapulo hidrofil interakcids kromatografia
ESI — elektroporlasztasos ionizacio

FA — hangyasav

FDR — téves azonositas valdszinlisége

FFPE — formalin-fixalt, paraffinba agyazott szovet

FISH — fluoreszcens in situ hibridizacié

GAG — gliilkdzaminoglikan

H&E — hematoxilin-eozin festék

HER2 — human epidermalis ndvekedési faktor receptor 2
HFBA — heptafluoro-vajsav

HILIC — hidrofil interakcios kromatografia

HPLC — nagyhatékonysagu folyadékkromatografia

IHC — immunhisztokémia

KRAS — Kirsten patkany sarcoma, proto-onkogén, GTP-az
LFQ — jelolésmentes mennyiségi meghatarozas

MALDI — matrixszal segitett 1ézer deszorpcid/ionizacio
MeOH — metanol

MET — MET proto-onkogén, receptor tirozin kinaz

MS — tomegspektrometria, tdmegspektrométer

MS/MS — tandem tomegspektrometria

m/z — fajlagos tomeg (tomeg/toltés)

nanoUHPLC — nanoaramlasos ultra-nagyhatékonysagu folyadékkromatografia
NSCLC — nem kissejtes tiidorak

NTRK — neurotrofikus tirozin receptor kinaz

PCR — polimeraz lancreakcio

PD-1 — programozott sejthalal receptor-1

PD-L1 — programozott sejthalal receptor-1 liganduma

PFPA — pentafluoro-propionsav

PTM — poszt-transzlaciés modosulés

Q — kvadrupdl analizator

RET - transzfekcio soran ujraszervezodo fehérje, proto-onkogén
ROS1 — ROS proto-onkogén 1, receptor tirozin kindz

SPE — szilardfazisu extrakcio

TFA —trifluorecetsav

TOF — repiilési id6 analizator
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1. Bevezetés és célkitiizések

A rosszindulati daganatos megbetegedések napjainkban a vezetd haldlozasi okok kozé
tartoznak?, ezért a tudomanyos kutatasokban rendkiviil nagy hangsuly keriil a rak diagnosztikus
¢s terapids lehetdségeinek fejlesztésére. A kiilonbozo daganattipusok koziil a tiidérak felelds
a megbetegedések ¢és a haldlozasok jelentds részéért: napjainkban az elsd helyen all a
statisztikak szerint a halalozas tekintetében?. A tiidéraktipusok legnagyobb csoportja a nem
kissejtes tiidorak (NSCLC), melynek hatterében szdmos gén valamelyikének atrendezddése
allhat. Az egyik ilyen onkogén az anaplasztikus limféoma kinazt kodold, roviden ALK gén.
A génatrendezddés azonositdsa a rutin diagnosztikaban fontos szereppel bir terapids
szempontbol, mivel e genetikai eltérésnek a kezelésére mar 1étezik molekularis célzott terapiés

lehetdség (pl. crizotinib, ceritinib, alectinib, brigatinib)*.

TDK munkdm sordn ALK génatrendezddést mutatd tiidotumorok atfogd proteomikai
elemzését végeztem el. A szovetmintak vizsgalata bevett gyakorlatnak szamit a proteomikaban,
mivel a szovetek a testfolyadékokkal (pl. vér, plazma, vizelet) ellentétben nem tartalmaznak
egyes fehérjéket olyan nagy mennyiségben, hogy az a tobbi jelenlévd fehérje analitikai jelét
elnyomja, detektalasat megnehezitse. A komplex biologiai mintak fehérjetartalmanak mindségi
¢s mennyiségi vizsgalatira az egyik legalkalmasabb technika a nanoaramlasos
ultra-nagyhatékonysagi folyadékkromatografiaval kapcsolt tandem tomegspektrometria
(nanoUHPLC-MS/MS). Ennek a nagyérzékenységii analitikai modszernek az alkalmazasa
lehetoséget teremt olyan biomarkerek azonositasara, melyek vizsgalataval Kis
mintamennyiségbdl, egyszeriien lehetséges a tumor diagnosztizalasa és akar elérejelzése is.
Azonban a proteomikai munkafolyamat egy komplex, sok 1épésbdl allo eljaras. Az egyes
Iépések kiilon-kiilon torténd optimalasa elengedhetetlen ahhoz, hogy tobb fehérje valjon
mindségileg és mennyiségileg vizsgalhatova, és a bioldgiai mintdk elemzése soran minél tobb

hasznos bioldgiai informacié legyen kinyerhetd az adatokbol.

Ezért munkdm elsé részében célul tliztem ki a proteomikai munkafolyamat egyik
lépésének, a minta enzimatikus hasitast koveto tisztitasanak az optimalasat. A minta tisztitasara
a legelterjedtebb moddszer a szilardfazisu extrakcid, amelyhez szdmos allofazis és tisztitasi
protokoll létezik. Kutatdsom soran célom volt megvizsgalni, hogy a proteomikéaban altalanosan
alkalmazott szilardfazist extrakcios tisztitasok koziil melyik modszer alkalmazéasaval érheto el
a legjobb hatékonysag. Munkam masodik részében tidomintak vizsgalataval foglalkoztam,

melyek tisztitaisahoz az eredményeim alapjan optimalis modszert alkalmaztam.
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Az ALK-pozitiv tidétumorok vizsgalata kapcsan célom volt megallapitani, hogy a
kornyez6 normal és tumoros, illetve a kiilonb6z6 tipust tumoros mintakban (mucindzus,
mennyiségi valtozasok, melyek alkalmasak lehetnek diagnosztikus célra. Az eredmények
biologiai értelmezését statisztikai vizsgalatokkal és fehérje interakcios halozatok elemzésével
végeztem. Tovabbi célom volt, hogy a proteomikai eredmények alapjan kovetkeztessek azokra
a biokémiai folyamatokra, melyek a kornyezd normal és tumoros, vagy kiillonbozd tipust
tumoros szovetekben eltéréek lehetnek, hogy jovObeni potencialis gyogyszeres uton kezelhetd

célpontokat azonositsak.
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2. Irodalmi attekintés

2.1. Proteomika

2.1.1. Tradicionalis proteomikai megkozelitések

A proteomika definicié szerint a proteom, azaz a genom altal kodolt teljes
fehérjekészlet vizsgalataval foglalkozé tudomanyag®. A  fehérjiék  elemzése
tobbletinformaciot hordoz a genomikahoz képest, mert bar az expresszalt fehérje aminosav
szekvenciajat az azt kodold DNS-szakasz, a gén szabja meg, de a fehérje mennyisége és annak
poszt-transzlacios modosulasai az él6 szervezet aktualis allapotatdl fiiggden valtozhatnak®’.
A proteomika egyik kiemelten fontos kutatasi iranya, hogy egészséges és tumoros szdvetek
proteomikai profiljanak Osszehasonlitdsaval a két biologiai csoport kozotti kiillonbségeket
azonositsa, ami potencialis biomarkerek felfedezése mellett a tumorképzoédés bioldgiai
hatterének megértéséhez is hozzajarul®.

A proteomikaban a fehérjék elvélasztasa ¢és detektdlasa kiilonboz6é analitikai
modszerekkel torténik. Az alkalmazhatd technikak egyik csoportja a gélalapa eljarasok.
A klasszikus gélalapti proteomika soran a vizsgalt biologiai mintabol szarmazé
fehérjekeveréket megfuttatjuk egy kétdimenzids gélen, ahol az elvélasztas egyik dimenzidban
méret, masik dimenzidban izoelektromos pont szerint torténik. Ezutan a vizsgélat targyat
képezd fehérjék pontjait kivagjuk €s enzimatikusan peptidekké emésztjiik. A keletkezd
peptideket tandem tomegspektrometria (tandem MS, MS/MS) segitségével mérjiikk meg, majd
szamitogépes programokkal azonositjuk a fehérjéket és meghatarozzuk a mennyiségiiket.
A gélalapt technikak f6 hatranya, hogy sokszor nem megfeleld az elvalasztas és egy foltban
tobb fehérje is talalhato®10,

Egyes kivalasztott fehérjék mindségi és mennyiségi elemzésére alkalmazhatok antitest
alapu mddszerek is, példaul az ELISA ¢és a Western blot technika. Az ELISA 1ényege, hogy a
reakcidedény aljahoz kotott antitest megkoti a mintabol szarmazé antigén fehérjéket, a kotédést
pedig egy enzim katalizalt szinreakci6 teszi lathatovall. A Western blot technika alkalmazasa
soran egy hagyomanyos kétdimenzios gélelektroforézist kovetden a komponenseket atvissziik
egy masik membranra, majd egy specifikus fehérjéhez kotddd antitesttel inkubaljuk, és egy
szekunder antitesttel szinreakcioban mutatjuk ki a primer antitest bekotddési helyét!2,
Ezeknek a modszereknek a hatranya, hogy antitest sziikséges hozzajuk, nagy a minta- és
1d6igeényiik, illetve csak egyetlen fehérje mennyiségi meghatarozasara alkalmasak.

A gél- és antitest alapu eljarasok fent emlitett korlatai miatt, illetve a nagyhatékonysaga

folyadékkromatografia (HPLC) és a tomegspektrometria idékdzben bekdvetkezett fejlddésének
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¢és térhoditasanak koszonhetéen napjainkra a HPLC-MS valt a proteomika legfontosabb

modszerévé.

2.1.2. Tomegspektrometria alapa proteomika

A tomegspektrometria, mint detektalasi modszer, a proteomikaban szdmos elénnyel bir
a klasszikus detektalasi technikakhoz képest. Tobbek kdzott nem igényel antitesteket, rendkiviil
kis mintamennyiség is elegend6 hozza, gyors, illetve egyszerre nagyszamu fehérje azonositasat
¢s kvantifikalasat teszi lehetové. A tomegspektrometria alapi proteomika elterjedését jol
mutatja, hogy szamos teriileten alkalmazzak diagnosztikdban és kutatdsban egyarant, tobbek
kozott sejtek, sejtkulturak, szovetek, vérszérum és vérplazma, agy-gerincvel6i folyadék, vizelet

és nyal vizsgalatara'®16,

2.1.2.1. Miiszerezettség

A tomegspektrometriaban sokféle ionforras és analizator alkalmazhatd, melyek
kombindciodjaként rengetegféle késziiléket kiillonboztethetiink meg. Az ionforras feladata, hogy
a minta részecskéibodl ionokat hozzon létre. A proteomikai munkafolyamat soran, peptidek és
fehérjék vizsgalatara a matrixszal segitett 1ézer deszorpcié/ionizacio (MALDI) és az
elektroporlasztasos ionizicié (ESI) elterjedtek!’. Mindkét technika ldgy ionizacios modszer,
ami azt jelenti, hogy az ionizacié soran jellemzéen nem torténik meg a molekulak
fragmentacidja, hanem intakt protonalt molekulak képzddnek és keriilnek detektalasra.

A hagyomanyos ESI egyik valtozata a nanoESI ionizacid, amit kifejezetten a korlatozott
mennyiségben rendelkezésre allo mintak tomegspektrometrids vizsgalatahoz fejlesztettek ki.
Mivel a bioldgiai eredetii mintak proteomikai vizsgalatahoz altalaban kis mennyiségii (< 10 pg)
minta all rendelkezésre, ezért gyakran célszerli a nanoESI ionizacié hasznalata. A nanoESI
ionizacional alkalmazott kis aramlasi sebesség mellett az ionizacidés hatékonysag jelentdsen
megnd, ami jobb érzékenységet eredményez. A nanoESI online médon, nanoHPLC-hez
kapcsolhato®,

A tomegspektrométer masik fontos része az ionforras mellett az analizator, amely az
ionokat tomeg/toltés (m/z) értékiik szerint valasztja el. A leggyakrabban alkalmazott
analizatorok kozé tartoznak a kvadrupél (Q), a repiilési id6 (TOF) és az Orbitrap analizatorok'’.
A proteomikaban fontos szerepe van a tandem tOmegspektrometridnak, mivel anélkiil a
peptidek ¢és fehérjék aminosavsorrendjét nem lehetséges megbizhatéan meghatarozni.
Ezzel szemben tandem MS mérés soran, molekulak fragmentalasaval szerkezeti informacio

iS nyerheté azok meghatarozott fragmentacidés sajatsagainak ismeretében. Tandem
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tomegspektrometriara a csapdazasra alkalmas analizatorok €s a tobb analizatort tartalmazé
késziilékek hasznalhatok. Elobbi csoportba tartozik példaul az Orbitrap és az ioncsapda,
utobbiba pedig a harmas kvadrupél (QQQ), a TOF/TOF és a Q-TOF™,

2.1.2.2. A proteomika megkozelitési modjai

A fehérjék MS analizisére tobb megkdzelitést is alkalmazhatunk. Ezek koziil a
legelterjedtebb az ugynevezett ,,bottom-up” stratégia, amely soran a fehérjéket peptidekké
emésztjiikk endopeptidaz enzimmel, pl. a lizin és arginin aminosavaknal hasito tripszinnel.
A keletkez6, viszonylag kis tomegii (~500-3000 Da) peptideket leggyakrabban HPLC vagy
kapillaris elektroforézis (CE) segitségével valasztjuk el, majd bevezetjiik az MS-be. A fehérjék
ESI-Q-TOF késziilék esetén az ESI ionizacid soran keletkezd, jellemzden tobbszords toltésii
peptidionok koziil a kvadrupol analizator kivélasztja a fragmentdlni kivant ionokat, melyek
bejutnak a két analizator kozti iitkdzési cellaba és ott kisebb darabokra esnek szét. A masodik,
nagy felbontasi TOF analizatorral meghatarozhato a fragmensionok m/z-e, melybdl
szoftveresen a peptid aminosavsorrendje is megallapithatd. A peptidekrdl nyert informacid
alapjan, szintén szamitogépes szoftverek segitségével kovetkeztetliink arra, hogy milyen
fehérjéket mekkora mennyiségben tartalmazott a kiindulasi minta. A ,, bottom-up” proteomika
legfontosabb elonye a moddszer kimagaslo érzékenysége, ugyanakkor hatrdnya, hogy a
peptidek sokszor nem rendelheték hozza kizarolag egyetlen fehérjéhez, illetve a
poszt-transzlacios modosuldsokkal —kapcsolatos — informaciok — gyakran elvesznek®%.
Kisérleteimhez én is a ,, bottom-up " stratégiat alkalmaztam.

A peptidek szerkezetének meghatarozasahoz sziikséges a fragmentalasuk kisebb
darabokra, ami az iitkdzési cellaban torténd itkoztetéses aktivalassal érhetd el
A fragmentacio torténhet tobbek kozott elektronokkal, fotonokkal és gazmolekulakkal is.
Ut6bbi modszert, a gazmolekulakkal torténd iitkoztetést iitkozés indukalt disszociacionak,
azaz CID-nek nevezziik, és ezt a fragmentacids modszert alkalmazzuk a leggyakrabban a
., bottom-up” megkozelités esetén. A peptidek fragmentécioja soran a molekula hasadasa a
peptidlanc mentén torténik. A fragmensionok nevezéktanat az 1. dbran mutatom be.
Amennyiben a toltés az N-terminalis aminosavat tartalmazoé fragmensen talalhatd meg, akkor a
hasadasi poziciétdl fiiggden a, b vagy c tipusu ionrdl beszéliink, mig a C-terminalis aminosavat
tartalmazo fragmensionokat x, y és z-vel jeloljiik. Az alsé indexben szerepld szam arra utal,
hogy a peptid hany aminosav oldallancot tartalmaz. CID fragmentacio sordn jellemzdéen b és 'y

tipust ionok keletkeznek?®.
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1. dbra. Peptidek fragmentdciés nevezéktana®,

Egy masik lehet6ség az intakt fehérjék vizsgalata, amivel a ,,top-down” proteomika
foglalkozik. Ebben az esetben emésztéenzim alkalmazasa nélkiil, a mintabol a fehérjék
izolalasat kovetéen kozvetlenil HPLC-MS/MS vizsgélatot végziink, és azonositjuk a
fehérjéket. Ez a modszer lehetdséget teremt nagyon hasonlé szerkezetli fehérjék vizsgalatara és
poszt-transzlacios modosulasok (PTM-ek) azonositasara is, ugyanakkor a ,, bottom-up”
proteomikanal tisztibb mintat és drigibb miiszereket igényel?®?2,

Végiil hasznalhatunk egy harmadik technikat is, ami az elmult években terjedt el.
A ,,middle-down” stratégia lényege, hogy a fehérjéket olyan specialis enzimmel hasitjuk,
ami hosszu peptidek keletkezését eredményezi. Ez technikailag a ,, bottom-up ” eljarashoz
hasonlit, de ahhoz képest elénye, hogy a keletkez6 hosszabb peptidek alapjan kénnyebben
megtorténhet a fehérjék azonositisa, valamint olyan poszt-transzlacios és szerkezeti
informaciok is kinyerheték belSle, ami ,, bottom-up” technikaval nem lenne lehetséges®%,
A, bottom-up”, ,, middle-down” és ,,top-down” megkozelitések Gsszehasonlitasat a 2. dbrdn

mutatom be.

&
Teljes proteolizis . Nincs emésztés
pl. tripszin RCSZlC%C?
proteolizis
pl. GluC
L 2 "’ g -~ W ,..: 35&?4“ 5
Ay Y k-
h Q "1.;“ P #;’
Rovid peptidek Hossz peptidek Intakt fehérje
»bottom-up” »middle-down” »top-down”

2. abra. A ,,bottom-up”’, ,, middle-down” és ,,top-down” proteomikai megkozelitések

osszehasonlitdsa®.
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2.1.2.3. Adatfelvételi lehetoségek

A , bottom-up” proteomikaban tandem tomegspektrumok felvételére két, elviikben
jelentésen kiilonboz6 technikat szoktak alkalmazni. A DDA (,,data dependent analysis”)
adatfiiggd mérést jelent. Ilyenkor a szamitégépes szoftver Kivalasztja az MS spektrum
legnagyobb intenzitasu csicsait, és azok fragmentalasaval készit MS/MS spektrumokat.
A DDA mérések kiértékeléséhez szamos szamitogépes szoftver all rendelkezésre, viszont a
modszer hatranyai kozé tartozik, hogy csak a legintenzivebb csucsokrol késziil tandem
tomegspektrum, igy szamos kis intenzitdstt komponens nem keriil azonositasra®*.

Ezzel szemben az adatfiiggetlen DIA (,, data independent analysis ’) mérések soran nem
egy-egy kivalasztott peptidet fragmentalunk, hanem a teljes tomegtartomanyt felosztjuk
tomegablakokra és sorban az adott m/z tartomanyba esé vegyiiletek kivalasztasaval és
fragmentalasaval minden csicsrol készitink MS/MS spektrumot. A DIA modszer
alkalmazasaval igy kikiiszobolheté a DDA modszer azon problémaja, hogy nem minden
peptidrél késziil tandem tomegspektrum, illetve a reprodukalhatosaga is jobb a DDA-hoz
képest. Ugyanakkor a modszer nehézségei kozé tartozik, hogy kiértékelésének rendkiviil nagy
a hardver ¢és szoftverigénye (és szoftverek korlatozottan allnak rendelkezésre), valamint a

fehérjék azonositisa kevésbé megbizhatd, mint a DDA soran®*,

2.1.2.4. Proteomikai mérési eredmények értékelése

A peptidek, majd a peptidekbdl a fehérjék azonositasa az MS/MS spektrumok alapjan
torténik, kihasznalva azt, hogy a fragmentaci6 jol meghatarozott helyeken kovetkezik be, pl.
CID aktivalas esetén tipikusan b és y tipust ionok keletkeznek. A peptid és a fehérje
azonositasok leggyakrabban alkalmazott modja az adatbaziskeresés. Ilyenkor egy adott
adatbazisban szereplo fehérjékbol a kereso algoritmus eléallitja az osszes lehetséges
peptid elméleti tandem tomegspektrumat ¢és azokat Osszehasonlitja a mért
spektrumokkal. Minden lehetséges peptid-spektrum paroshoz a keresémotor hozzarendel egy,
a mért és a josolt spektrum kozti egyezés mértékét jellemzé pontszamot, és a legmagasabb
pontszammal rendelkezd peptideket fogadja el azonositott peptidként. A peptidek azonositasa
utan az egyes fehérjék eléfordulasanak valdszinliségét szintén egy pontszammal jellemzi a
keresémotor, és egy altala meghatarozott pontszam felett azonositott fehérjének tekinti dket?.

Altaldban nemcsak a mindségi azonositas a célunk, hanem a munkafolyamat kdvetkezd
1épésében a fehérjékrol kvantitativ informaciot is szeretnénk nyerni. Ez azért sziikséges, mivel
egy szervezet allapotanak megvaltozasa soran gyakran nem eltiinnek vagy megjelennek egyes

fehérjék, hanem a mennyiségiik valtozik meg. A mennyiségi meghatarozas torténhet
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izotopjelzésen alapulé vagy jelolésmentes moédszerrel®. Az izotépjelzés lehetséges
sejtszinten (metabolikus jeldlés), illetve fehérje- vagy peptidszinten (enzimatikus vagy kémiai
jelolés). A jeloléses technikdk esetén az izotopjelzést tartalmazd peptid a teljes
mintaelOkészitési €s elvalasztasi folyamat soran ugyanugy viselkedik, mint a jeloletlen, de a
tomegspektrumban a két peptid kozott tomegkiilonbség tapasztalhato, igy ezek ardnyabol
kovetkeztethetiink a peptid és fehérje abszoltit mennyiségére?’.

A jelolésmentes technika esetén a mennyiségi meghatarozds vagy egyszerd
spektrumszamlalason, vagy csicsintenzitason alapul. Az ¢lébbi esetben azt szamolja meg a
szoftver, hogy az adott fehérjéhez tartozé peptidekr6l hany MS/MS spektrum késziilt, mig a
csucsintenzitasos kvantitativ meghatarozas esetén a peptidek kromatografias csucs alatti
teriilete alapjan kovetkeztetiink a fehérje mennyiségére. A jelolésmentes mennyiségi
meghatarozas egyszeriibb és olcsobb, mint a jeloléses, ezért nagyon elterjedt a
proteomikdban, ugyanakkor kisebb a pontossaga ¢és kizarolag relativ mennyiségek

meghatérozasara alkalmas, abszolut kvantifikalasra nem?’,

2.2. Szilardfazisu extrakcio

A tisztitas az analitikai kémia minden teriiletén fontos szerepet jatszik. Ez kiilonosen
igaz a proteomikara, ahol egyrészt a ,, bottom-up ” megkozelitést kovetve, a fehérjék peptidekre
valdo emésztése soran kiillonbozd segédanyagokat és enzimeket alkalmazunk, ezért a minta
mindenképp tartalmaz nem kivant komponenseket, masrészt az alkalmazott detektalasi
modszer, a tomegspektrometria nagyon érzékeny, igy a kis mennyiségii szennyez6 anyagokat
is detektalni tudjal’. Ha a szennyezé komponens jobban ionizalddik, mint a mérni kivant
vegyliletek, akkor konnyen elnyomhatja azok jeleit. Kiilondsen zavardk lehetnek a szervetlen
soszennyezok, amik visszaszoritjak az ionok képzddését, ezaltal csokkentik az érzékenységet?®.

A tomegspektrometria alapu proteomikiaban a legelterjedtebben alkalmazott
tisztitasi moédszer a szilardfazisa extrakcié (SPE). A szilardfazisu extrakci6 alapja a szilard
¢és folyadék fazisok kozti megoszlas, melyet a mintat alkotd vegyiiletek fizikai és kémiai
tulajdonsagai szabnak meg. Az elvélasztds elvét tekintve a szilardfazisu extrakcid és a
kromatografia alapvetéen megegyezik, de fontos kiilonbség, hogy mig a kromatografia soran a
minta sszes komponense eljut a detektorba, addig az SPE soran a mintat alkot6 vegyiiletek
egy részét izolaljuk, a tobbit viszont elveszitjiik, igy a minta komplexitasa csokken?.

Az SPE altalanos folyamatat négy szakaszra lehet felosztani. Az els szakasz a
szilardfazisu extrakcids allofazis aktivalasa és kondicionalasa. Ennek a 1épésnek a célja, hogy

a toltet nedvesedjen és egyensulyi allapotba keriiljon, ezaltal pedig az SPE folyamata jobban
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reprodukalhatova valjon. A kovetkezd 1épés a minta felvitele az oszlopra. Megfeleléen
megvalasztott SPE oszlop alkalmazasa esetén a célvegyiiletek, ,, bottom-up” proteomikaban a
peptidek az allofazison fennmaradnak, mig az egyéb komponensek atesnek az oszlopon.
A harmadik szakaszban az oszlopon megtapadt szennyezdket mossuk el, mig végiil az utolséd
szakaszban a megkotodott célkomponensek eliciodja torténik meg™®.

Altalanosan a ,, bottom-up ” proteomikaban az emésztés soran keletkezé peptidkeverék
tisztitdsa soran a célunk az, hogy a valos, tisztitas el6tti és a tisztitas utani mintadsszetétel
minél jobban megegyezzen mind minéségi, mind mennyiségi szempontbol. Ilyenkor az az
elényds, ha nem mutat az alkalmazott mddszer szelektivitast semmilyen paraméter, példaul
peptidhossz, a peptid hidrofobicitasa vagy a peptid sav-bazis tulajdonsagai szerint, és minden
komponens vesztesége is hasonld mértékil, igy a mennyiségi aranyok nem valtoznak meg az
SPE hatasara. A peptid hidrofobicitasanak jellemzésére a GRAVY-indexet hasznalhatjuk:
minél pozitivabb ez az érték, a peptid anndl inkabb hidrofob jellegli, a negativabb
GRAVY-index pedig azt jelzi, hogy a peptid hidrofilebb karakterii®.

Egy technikailag hasonlé, de céljat tekintve eltéré folyamat a minta disitasa.
A dusitds kiilondsen fontos, ha egy adott poszt-transzlaciés moddosuldssal rendelkezd
peptidtipust szeretnénk vizsgalni, mivel ezek a poszt-transzlaciés modosulasok a természetben
ritkan fordulnak el6®2. Példaul az N-glikozilacio az aszparagin oldallancanak N-jén torténhet
meg, ha az aszparagin az aszparagin-X-szerin/treonin szekvenciaban szerepel, ahol X egy
tetszéleges aminosav lehet, kivéve prolin. Dusitani nemcsak egy adott poszt-transzlacios
modosulassal rendelkezd peptidtipust, pl. a glikopeptideket lehet, hanem eléfordulhat példaul
a minta disulasa a hosszabb peptidekre nézve is. Ez azt eredményezi, hogy ha egy SPE mddszer
nem felel meg a torzitatlansag kovetelményének, akkor sem kell feltétleniil elvetniink, mert
egyes specialis célokra még alkalmas lehet.

Szilardfazisti extrakciohoz sokféle allofazis érheté el kereskedelmi forgalomban.
Az SPE allofazis és eljaras megfelelé megvalasztasa alapvetéen befolyasolja a proteomikai
vizsgalat sikerességét. Fehérjék és peptidek tisztitasara leggyakrabban forditott fazisu
elvalasztast alkalmazunk. Forditott fazisu elvalasztasrol akkor beszéliink, ha az alkalmazott
allofazis hidrofob, a mozgofazis pedig hidrofil. Forditott fazist, Cis és Cg alapt tisztitasokat
alkalmaztak korabban példaul mellrakban szenvedd paciensek vérszérum mintainak, illetve
emberi hepatocellularis karcindma sejtvonal lizatumok, egér zsirszovetekb6l szarmazod
peptidek és integralt membranfehérjék peptidjeinek tisztitasara®>2’,

Ezzel szemben, ha jéval polarisabb, példaul glikozilalt fehérjéket vagy peptideket

szeretnénk izolalni, akkor a hidrofil interakcios kromatografia (HILIC) SPE alkalmazasa
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lehet elényos®. A HILIC specialis valtozata az ERLIC, az elektrosztatikus taszitason alapuld
hidrofil interakcids kromatografia. A fenti két mdodszer kombinacidjaval megvalositottak mar
példaul mell- és agyrakos sejtekbdl, valamint vizeletb6l szarmazo glikopeptidek tisztitasat és
dasitasat®4,

Egy tovabbi lehetdség a hidrofil peptidek megkotésére a grafit alléfazis, amelynek
foszfopeptidek tisztitisara vald alkalmazhatdsagat mdar korabban bizonyitottak*42,
A foszforilacid, mint poszt-transzlaciés modosulas, a glikozilaciohoz hasonldan jelentdsen
noveli a peptidek hidrofil karakterét®>. Egy masik irodalmi példaban grafit alapu SPE-t
alkalmaztak N-glikdnok dusitasara emberi vérszérum mintakb6l*. Kutatocsoportunkban a
grafitot tartalmazo allofazisokat elsésorban gliikozaminoglikanok, GAG-ok tanulmanyozasa
soran hasznaljuk**.

Elterjedtek az ioncsere alapu toltetek is, amik a toltéssel rendelkezé anyagok,
példaul sok eltavolitasara alkalmasak. Egy irodalmi példaban kationcserélé oszlopok
segitségével valositottak meg N- és O-glikanok vizsgalata elétt a glikoproteinek

t45

somentesitését™. Egy masik publikacidban patkany agyi szovetek neuropeptidjeinek tisztitasara

alkalmaztak kombinalt Cis és gyenge kationcserés SPE-t*®

, mig anioncseréld oszlopokat
példaul marha eredetli standard fehérje emésztményének tisztitasara és foszfopeptidekben valod
dusitasara hasznéltak*’.

A kovetkezOkben azt a négy allofazist mutatom be, amikkel munkam soran dolgoztam,
¢s amelyek Osszehasonlitasabol nyert eredményeimet a dolgozathan részletesen is targyalni

fogom.

2.2.1. A dolgozatban alkalmazott alléfazisok bemutatasa

A Cyg az egyik leggyakrabban alkalmazott toltet forditott fazist elvalasztashoz. A Cisg
oszlopon az 4l16fazis hidrofobicitasa miatt a hidroféb tulajdonsadgokkal biré anyagok kétddnek
meg, ¢és keriilnek leoldasra az elacid soran. A |, bottom-up ” proteomikaban az emésztés soran
keletkez6 peptidek alapvetéen hidrofob jellegiiek, ezért a Cig alapa SPE alkalmas a
tisztitisukra?®. Peptidek forditott fazist elvalasztasanal elterjedt az ionparképzo reagensek
alkalmazasa. llyenek az illékony perfluorozott savak, példaul a trifluorecetsav (TFA), a
pentafluoro-propionsav (PFPA) és a heptafluoro-vajsav (HFBA). Ezek a savak protonalni
tudjak az aminosavak bazikus oldallancait és az N-terminalist, a sav anion pedig ionpart
képezhet a protonalt oldallancokkal, igy a peptid-ionpar hidrofob jellege nd, ezaltal a retencio

is novekszik a forditott fazisu oszlopon®®°,
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Minél hidrofilebb egy peptid, annal kisebb a kotédés mértéke a C1g oszlopon, ezért mas
tipusti megoldas sziikséges a hidrofil peptidek tisztitasara és dusitasara. A Pierce grafit egy
grafitot tartalmazo, a TopTip grafit pedig egy Cigs tdltetet és grafitot is tartalmazo kevert
allofazis. A grafit alapvetéen hidrofob tulajdonsagokkal rendelkezik, de a delokalizalt
elektronrendszer miatt a hidrofil komponensek megkotésére is alkalmas®,

A negyedik alkalmazott SPE allofazis egy vatta allofazis volt, amelyet pipettahegybe
adott mennyiségli 100% pamutot tartalmazo vattat toltve allitottak eld kutatocsoportunkban.
A vatta a cellulozszerkezet miatt HILIC allofazisként viselkedik és elsdsorban a hidrofil
komponensekre szelektiv. A HILIC-SPE esetén az all6fazis hidrofil, a mozgdfazis pedig
szerves oldoszert és vizet tartalmaz. A hidrofil allofazis feliiletén egy vizben gazdag réteg alakul
ki, ami visszatartja a hidrofil komponenseket?®. Az eredeti publikaciéban, amiben a vatta
szilardfazisu extrakcids alléfazisként valéo alkalmazhatésagiat elemezték, a modszert
N-glikopeptidek és N-glikanok tisztitasara hasznaltak®!, kutatocsoportunkban pedig a vatta
GAG diszacharidok tisztitasara val6 alkalmazhatosagat is részletesen vizsgaltak.

Az alkalmazott alléfazisok tipusat, elvalasztdsi mechanizmusat €s egy-egy konkrét

példat az 1. tablazatban foglaltam Gssze.

1. tablazat. Az alkalmazott SPE dllofazisok, elvadlasztasi mechanizmusuk és alkalmazasi

példdik.
All6fazis tipusa Elvélasztas mechanizmusa Példa
. hepatocelluléris karcindma
Cis forditott fazis .p ., P
sejtvonal lizdtum tisztitasa
. ) . N-glikanok dusitasa emberi
grafit Osszetett mechanizmus ., . 12143
vérszérum mintabol
triptikus immunoglobulin
vatta HILIC p' ) 'g fr 51
N-glikopeptidek tisztitasa
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2.3. ALK génatrendezodést mutato tiidorak
2.3.1. Nem Kissejtes tiidorak és annak célzott terapias kezelési lehetoségei

Napjainkban a tiidorak felelés a legtobb rakos megbetegedés okozta halalesetért,
becslések szerint 2021-ben vilagszerte tobb mint 1,8 millié haldleset kdvetkezett be a tiidorak
miatt*, A tiidérdk leggyakoribb formaja a nem kissejtes tiidérak (non-small cell lung cancer,
NSCLC), ami koériilbeliil az sszes tiidérakos megbetegedés 80-85%-aért felelés®. A Kis- és
nem Kissejtes felosztas azért fontos, mivel ez hatiarozza meg, hogy a tumor varhatoéan
milyen tipusi kezelésre fog reagalni. A kissejtes tiidorak miitéti uton nem tavolithato el, de a
kemo- és sugarterapidra reagil®. Ezzel szemben a nem kissejtes véltozat miitéti iton, ha
eltavolithatd, jobban kezelhetd®>. A nem Kissejtes tiidérak koriilbeliil 60%-ban
adenokarcinéma, minden harmadik esetben pedig laphamsejtes karcinéma tipusu, valamint
ritkdbban eléfordul nagysejtes kevert vagy un. neuroendokrin elvaltozas is*>*,
Az adenokarcindma esetén a leggyakoribb, a betegség kialakulasaért felelos genetikai eltérések
kozé tartozik a KRAS, az EGFR, az ALK, a RET, a ROS1, a BRAF, a HER2 és a MET gének
rendellenessége, melyek laphamsejtes karcindmaban ritkan fordulnak elé*. A nem Kissejtes
tidorak  kiilonbozé  tipusainak és az  adenokarcindémaban hiarom leggyakoribb
génatrendezddésnek eléfordulasi gyakorisagat a 3. abra szemlélteti.
Nagysejtes tidérak

és egyéb tipusok
10-20%

Laphamsejtes
karcinéma
20-30%

Adenokarcinéma
50-60%

3. dbra. A nem kissejtes tiidorak kiilonbozo tipusainak, és az adenokarcinoma hdatterében allo
harom leggyakoribb géndtrendezédésnek eldforduldsi gyakorisdga®.
Amennyiben az NSCLC-pozitiv betegnél az adenokarcindma kialakulasaért egy gén
atrendezddése tehetd feleldssé, akkor lehetdoség van molekularis célzott terapias kezelést
alkalmazni, melyek az utobbi évtizedekben jelentek meg és terjedtek el. Ezek a célzott terapiak

azt hasznaljak ki, hogy a rakos sejtek genetikai dllomanya eltér a koriilottik 1évo egészséges
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sejtekétol, igy lehetséges olyan folyamatokba beavatkozni, ami csak a rakos sejtekben jatszodik
le, az egészségesekben nem, vagy korlatozottan. A célzott terapids gyogykezelések jelentdsen
javitjak a betegek gyogyulasi esélyeit, azonban rendkiviil koltségesek és tobb mellékhatast
okoznak, mint a hagyomanyos terapia®.

Célzott terapia alkalmazhaté tobbek kozott az EGFR (epidermalis novekedési faktor
receptor) génmutacidja esetén. Amennyiben ez a mutacié okozza az NSCLC-t, akkor a beteg
nagyobb eséllyel reagal az EGFR tirozin kindz inhibitor gyogyszerekre. Ilyen gyogyszerek a
gefitinib és az erlotinib®. A célzott terapias gyogyszerek egy masik gyakori célpontja az ALK
génatrendezddés. Az ALK génatrendez6dés kezelésére szamos ALK inhibitor terapias
gyogyszer all rendelkezésre: ezek a crizotinib, a ceritinib, az alectinib és a brigatinib. Ezek a
gyogyszerek olyan tirozin kindz inhibitorok, amik az atrendez6dott ALK gén altal kodolt
fehérje aktivitasat gatoljak, ezaltal pedig képesek lehetnek megakadalyozni a tumoros sejtek
novekedését és szaporodasat’. Ezenkiviil mar elérheték RET, BRAF, ROS1, NTRK, MET és
KRAS génmutacio kezelésére is célzott terapidk. A célzott szerek alkalmazdsaval a
betegségmentes és teljes tulélésben is sosem latott elonyhdz jutottak a betegek, azonban a
végleges gyogyulds csak kivételes esetben fordul elé?,

A célzott terapia egy tovabbi formaja az immunterapia. A napjainkban alkalmazott
immunterapias gyogyszerek a programozott sejthalal receptor-1 (PD-1) és liganduma (PD-L1)
kozti kolcsonhatast akaddlyozzak meg tgy, hogy vagy a PD-L1, vagy a PD-1 fehérjé¢hez
kapcsolodnak antitestként. Alapesetben a PD-L1 fehérje az egészséges sejtek felszinén talalhato
meg, ¢s azaltal, hogy a rékos sejtek ellen védekezd T-sejteken 1évé PD-1 fehérjéket felismeri
és hozzajuk kotddik, segit abban, hogy a T-sejtek ne pusztithassak el az egészséges sejteket>®.
Azonban a PD-L1 fehérje egyes tumorsejtek felszinén is nagy mennyiségben van jelen, igy
segit a rdkos sejtnek, hogy a T-sejt ne tudja dket elpusztitani. Amennyiben a tiidérakos beteg
tumoros sejtjein sok PD-L1 fehérje van, akkor érdemes ilyen, immunterapia alapti célzott

kezelést alkalmazni®.
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2.3.2. ALK génatrendezédéssel jaro NSCLC azonositasa

Az ALK gén az anaplasztikus limfoma kinaz fehérjét kédolé DNS-szekvencia.
Ez az ALK fehérje a tirozin kinaz fehérjék csaladjaba tartozik és a fehérjecsalad tobbi tagjaval
egyiitt a sejtnévekedésért felelés. A nem kissejtes tiidorakban szenveddk koriilbeliil 4%-aban
masik génnel. A leggyakoribb ALK fuzids partner az EML4 nevii gén: a két gén fuzidja az
EML4-ALK fiizios fehérje termelését eredményezi az ALK fehérje helyett®’.

Az ALK génatrendezddés vizsgalata torténhet gén vagy fehérje szinten: elébbi esetben
az ALK gén atrendezddését, utobbi esetben pedig a megvaltozott ALK fehérjét mutatjuk ki.
A géneltérés génszintii kimutatasara a leggyakrabban alkalmazott és standardnak
tekintett megoldas az rin. fluoreszcens in situ hibridizacié (FISH) médszer®®. Ebben az
esetben egy fluoreszcensen jeldlt oligonukleotidot alkalmaznak, ami a kimutatni kivant DNS
szakasszal hibridizaciot mutat. A vizsgdlandd kromoszomékat ilyenkor egy szubsztraton
rogzitik, denaturdljak, majd hozzdadjak a jelolt oligonukleotid szdlat. Az oligonukleotid a
komplementer DNS szallal hibridizal, és fluoreszcens mikroszkop alé téve lathatdva valik, hogy
hol k6tédott meg az oligonukleotid szal®.

Egy masik, a mutacio fehérjeszintii azonositasara alkalmas technika az
immunhisztokémia (IHC). Ez a mdédszer a megvaltozott, fuzios ALK fehérje kimutatdsat
c¢lozza meg. Elve, hogy a vizsgalt sejt vagy szovet fixdlasat kovetden az antigén fehérj¢hez
hozzaadjak a neki megfeleld primer antitestet, majd a nem kotddott antitest kimosasa utan egy
fluorofdrral jelolt, a primer antitesthez kotédd szekunder antitestet. Amennyiben a minta
tartalmazta a keresett antigén fehérjét, akkor fluoreszcens mikroszkdp alatt fényjelenséget
produkal. A FISH utan ez a mésodik legelterjedtebb modszer az ALK gén atrendezddésének

kimutatasara®.

Az emlitett két technika mellett vannak egyéb, ritkdbban alkalmazott
modszerek is, pl. ismert fizids fehérje kimutatasara alkalmas a polimeraz lancreakcio (PCR) is.

Az ALK génatrendezddést mutatd tiidétumoros szovetek és altalanosan a szovetek
vizsgélata torténhet proteomikai technikdk alkalmazasaval is. A tomegspektrometria alapa
proteomika kivaldan alkalmas ezen szdvetek proteomikai vizsgélatara és jellemzésére, ezért
munkdm soran én is ezt a megkdzelitést hasznaltam a tiidometszetek vizsgélatara. A szdvetek
vizsgalatanak egyik modja a metszet homogenizalasa egyetlen mintava. Ennek hatranya, hogy
a térbeli eloszlasra vonatkozé informaciok elvesznek. Ennek kikiisz6bolésére csoportunkban

a szovetek emésztését kozvetleniill a szovetfeliilleten végezziik, ami lehetdséget teremt

egy-egy szdvetrdl tobb, kisebb régié vizsgalatara®l,

17



Orszagos Tudomanyos Diakkori Konferencia 2023 Balbisi Mirjam, ELTE-TTK

2.3.3. Tumorok besorolasa és heterogenitasa

Egy-egy tumoros szdvetminta altalaban nem homogén, hanem lehetséges a metszeten
tobb, eltérd morfologiai megjelenésii €s funkcidju komponens megkiilonboztetése.

Szovetek patologiai jellemzése mikroszkop segitségével torténhet, a sejtek kinézete €s
egymashoz viszonyitott clhelyezkedése alapjan. A vizsgalataimhoz hasznalt metszetek
haromféle, patologiai szempontbol eltéré tumoros régiot tartalmaztak.

A papillaris tumor olyan daganat, amely szovettani szerkezete sokszor kesztyiiujj
alaku elrendez6dést mutat. A papillaris adenokarcindmaban Osszetett, eldgazo nyulvanyok, un.
papillak figyelheték meg, melyek fibrovaszkularis magjait tumorsejtek bélelik®?.

A tubularis tumor sok kotOszovetes elemet tartalmazo daganat. Ezek a tumorok
jellemzdéen kicsik, altalaban 1 cm-nél kisebb atmérével rendelkeznek. Neviiket a mikroszkop
alatt megfigyelhetd, cs6-szerii alakjukrél kaptak®®.

A szolid tumor olyan rakos szovet, ami nem tartalmaz cisztikat és egyéb
folyadékokat. Mind az adenokarcindmaban, mind altalanosan a daganatokat tekintve a szolid
tumor a leggyakoribb tipus.

A sejtek alakja alapjan torténd patoldgiai besorolas mellett egy masik lehetdség az egyes
komponensek mennyisége szerinti csoportositas.

A mucinok nagy molekulatomegii, erdsen glikozilalt fehérjék, melyek a gélképz6
képességiikrol ismertek®. A mucinok elsésorban a sejtfelszinen fordulnak el, és fontos
szerepet toltenek be a sejtek kozti jelatvitel folyamatdban. A mucin fehérjecsalad, kiilondsen a
MUCT fehérje feliil-expresszidjat tobb raktipusban is megfigyelték®®. A mucinokban gazdag
tumoros régiét mucinézusnak nevezziik. A mucindzus karcinoma sejtjei valadékot termelnek®.

Altalanosan a stroma a szerv felszine alatt talalhat6 szovet, mely a szerv meghatarozott
funkcidival nem rendelkezik. A stroma feladata a szerv tobbi részének Osszetartasa, alakjanak
rogzitése. A stroma elsdsorban fibroblaszt sejtekbdl all, melyek jellegzetes ors6 alakkal
rendelkeznek és a merevitésért, illetve a hajlékonysag biztositasaért felelések. Tumor stroma
alatt ennek mintajara azokat a szerkezeti komponenseket értjiitk, melyek a tumoros

sejteket, szoveteket tartjak ossze%.
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3. Anyagok és modszerek
3.1. Felhasznalt anyagok
e Acetonitril: Sigma-Aldrich, LC-MS Chromasolv®
e Ammonium-hidrogénkarbonat: Sigma-Aldrich
e Citromsav (vizmentes): Sigma-Aldrich
e Ditiotreitol (DTT): Sigma-Aldrich
e Ecetsav (99%): Fluka
e Etanol: VWR
e Glicerin (>99,5%): Sigma-Aldrich
e Hangyasav (FA): Sigma-Aldrich
e Heptafluoro-vajsav (HFBA, >99,5%): Sigma-Aldrich
e Jodacetamid: Sigma-Aldrich
e LC-MS viz: Sigma-Aldrich
e Metanol: Sigma-Aldrich, Chromasolv® for gradient elution
e Na-citrat: Sigma-Aldrich
e Pierce™ Cig SPE oszlopok: Thermo Fisher Scientific
e Pierce™ grafit SPE oszlopok: Thermo Fisher Scientific
e Pierce™ Hela standard fehérje emésztmény: Thermo Fisher Scientific
e Tripszin Gold, Mass Spectrometry Grade: Promega
e Tripszin/Lys-C Mix, Mass Spec Grade: Promega
e Rapigest™: Waters Inc.
e TopTip Ciet+grafit SPE oszlopok: Glygen Corporation
e Trifluorecetsav (TFA): Sigma-Aldrich
e Xilol: VWR

3.2. SPE mddszerek vizsgalata
3.2.1. Mintak elékészitése

Az SPE moédszerek optimalasahoz két mintat hasznaltam: az egyik a kereskedelmi
forgalomban kaphaté HeLa emésztmény volt, ami készen rendelkezésiinkre allt. A masik anyag

egy depletalt és frakcionalt vérplazma minta®’

volt, amely az izolalasi 1épések (depletalas,
frakcionalds) miatt kevésbé Osszetett, mint a Hela. A vérplazma mintat oldatfazisu
emésztésnek vetettem ald. Ennek soran a mintat Rapigest oldattal denaturaltam, a S-S hidakat

DTT-vel felszakitottam és jodacetamiddal alkilaltam, majd a fehérjéket elébb Lys-C és tripszin
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keverékével, végiil tripszinnel emésztettem peptidekké. Az enzimatikus emésztést hangyasav
hozzéadasaval allitottam meg.

A részletes emésztési folyamat a kovetkezd volt: egy plazma frakcidhoz (30 pg) 30 uL
LC-MS viz + 5% MeOH oldoszert, valamint 5 uL. 0,5% Rapigest-et és 2 uL. 200 mM DTT-t
adtam. Az oldatot 60 °C-on 30 percig inkubaltam. Miutan visszahiilt szobahémérsékletre, 5 uL
200 mM NH4HCO3 (pH =7,8) oldatot és 2,5 ul. 200 mM jodacetamidot adtam hozza és
30 percig szobahOmérsékleten, sotétben inkubaltam. Az emésztést 0,5 uL. Lys-C/tripszin
keverékkel (20 png/80 pL H2O) végeztem 1 o6raig 37 °C-on, majd 1 pL tripszin (40 pmol/uL)
enzimmel 2 oraig 37 °C-on. Ezutan 1,5 pLL hangyasavat adtam hozza és 37 °C-on 30 percig
inkubaltam, majd 13500 rpm fordulatszamon centrifugaltam 30 percig. Végiil az oldatot

megfeleld méretli porciokra osztottam és fitdtt vakuumcentrifugdban beparoltam.

3.2.2. Szilardfazisu extrakcios tisztitasi modszerek

A Hela és a vérplazma frakcid tisztitdsahoz alkalmazott SPE eljarasok Iépéseit a
2. tablazatban foglaltam Ossze. A tisztitashoz a Pierce €s TopTip eljarasok, valamint a gyartoi
Cis esetén a gyartdo altal javasolt munkafolyamatot hasznaltam, mig a Cig-hoz a
kutatocsoportunkban korabban optimalt, a sajat toltésli vatta allofazis esetén pedig az
irodalomban leirt protokollt alkalmaztam. Minden esetben az eltcids 1épést kdvetéen a mintat
beparoltam €és a mérés megkezdéséig fagyasztoban taroltam.

A HPLC-MS/MS mérésekhez a HelLa és vérplazma mintakat 10 pL injektalasi
olddszerben (98% H-0, 2% ACN, 0,1% FA) oldottam vissza, melyb6l a HeLa esetén 5 pL, a

vérplazma esetén 6 pL kertilt injektalasra.
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2. tablazat. Az alkalmazott szilardfazisu extrakcios eljardasok bemutatdsa.

ACN

Mgg\jzer (optimalt) Cis TopTip, Pierce Vatta gyartéi Cis
Atlil;lf:;?s Pierce Cis TopTip grafit, Pierce grafit Sajat toltést vatta Pierce Cisg
Elidras Minden 1épés utan Minden 1épés utan Minden 1épés utan Minden 1épés utan
mé nete centrifugalas: 2000 rpm-n 1 centrifugalas: 2500 rpm-n 1 centrifugalas: 2500 rpm-n 1 centrifugalas: 1500 rpm-n 1
percig.* percig. percig. percig.
T 0 0
Aktivalds és | 5, a0 1 500 MeoH | 2 X 100 KL 0,17 TFA +80% 50 uL 60% ACN 2 x 200 L 50% MeOH
kondicionalas ACN
2 x 200 uL 0,5% TFA + 5% 2 x50 uL 1% TFA, 98% 2 X 200 uL 0,5% TFA + 5%
ACN ACN ACN
Mosas 2 x 200 pL 0,1% HFBA 2 x 100 uL viz 2 X200 uL 0,1% TFA
Eppendorf-cso tisztara cserélése.
; : 14 0 0
50 uL 0,1% HFBA oldatban. | 0 L vizben. Centrifugdlds 130 ul. 196 TFA, 95% ACN 1 g4 1 4 104 TEA oldatban.
. . , A1 eldtt 2 perc inkubalas. Az oldatban. Az atfolyt oldat . o1
Mintafelvitel Az atfolyt oldat Gjboli , st ) ey 21 . Az atfolyt oldat Gjboli
. atfolyt oldat 4jboli felvitele boli felvitele az oszlopra .
felvitele az oszlopra. felvitele az oszlopra.
az oszlopra. X 2
Mosas 2 x 100 pL 0,1% HFBA 3 x50 uL viz 50 uL 1% TFA, 95% ACN 2x 100 uL 0,1% TFA
Eppendorf-cso tisztara cserélése.
Elticid 2x50uL0,1% TFA+70% | 3 x50 uL 0,05% TFA +40% | 10 uL 0,1% FA —40 °C-ra 2 x50 uL 0,1% TFA + 70%
ueto ACN termosztélva ACN

1 x50 uL 0,1% FA + 70%
ACN. Centrifugalas el6tt
felkavaras és 1 perc
inkubalas.

*: El6z6 nap hiitébe tenni: C1g SPE 0szlopokat + a kondicionadld, ekvilibrdlo és moso puffereket. Minden oldatot csak kozvetleniil az oszlopra

pipettazas elott vesziink ki a hiitobol, beleértve a mintat is, kivéve az elucios oldatokat.
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3.3. ALK génatrendezodést mutato tiidészovetek vizsgalata

A tiidémintak sebészi vagy broncholdgiai vizsgalat soran lettek eltavolitva a betegekbdl
rutin eljards sordn. A szovetmintakat az Orszagos Koranyi Pulmonolégiai Intézet Patologiai
Osztalyan vizsgaltak és taroltak, tovabbi tudomanyos feldolgozashoz intézményi és ETT
engedélyeztetés késziilt (2521-0/2010-1018EKU, 510/2013, 52614-4-213EKU). A patologiai
mintakbdl a helyszinen lemetszésre kertilt a vizsgalatainkhoz célzottan megfeleld mennyiségt,
két, egyenként 6 um vastag szovet SuperFrost targylemezre.

Osszesen 7 szovetmetszettel dolgoztam, melyekrdl 23 régioban végeztem szovetfeliileti
proteomikai emésztést. A vizsgalt régiok atlagosan 0,3 cm? nagysaguak voltak. A metszetek
hematoxilin-eozin (H&E) festett képe és a mintak szamozasa a Fiiggelék 1. abrajdan, a mintak
patolégia, mucintartalom és stromatartalom szerinti jellemzése a Fiiggelék 1. tablazatiban
szerepel. A 23 vizsgalt proteomikai szoveti régio koziil egy a tiidoészévet melletti zsirszévetbol
szarmazott, ezért azt az egyedi foltok kiértékelése sordn nem hasznaltam fel, azonban a normal

tiidészoveti ,, pool” mintaban szerepel.

3.3.1. Szovetmintak elokészitése

A kapott metszetek formalin-fixalt, paraffinba agyazott (FFPE) szovetmetszetek voltak.
A formalin-fixalas és a paraffinba agyazas célja a minta tartositasa volt. Ahhoz, hogy a
szovetmetszetek készen alljanak a ,, bottom-up” proteomikai emésztésre, elGszor a
szovetmintakat 2 6ran keresztiil 60 °C-on hékezeltem a szovetek targylemezen vald rogzitése
céljabol, majd deparaffineztem. A deparaffinezés célja, hogy a tartositds sordn a szdvetbe
behatolt paraffint eltavolitsuk®®. Ezt xilollal, etanollal és vizzel torténd mosassal valdsitottam
meg. A deparaffinezési folyamatot egy, a kutatdocsoportunkban kordbban optimalt eljarés
szerint végeztem, melynek pontos 1épéseit és az alkalmazott inkubalasi idoket a 3. tablazatban
tiintettem fel.

3. tablazat. A deparaffinezési folyamat lépései.

Alkalmazott oldat Inkubalasi id6
xilol 5 perc
xilol 5 perc

100% etanol 3 perc

100% etanol 3 perc

90% etanol + 10% H20 3 perc
70% etanol + 30% H20 3 perc
10 mM NH4HCO:3 vizes oldat 5 perc
100% H20 1 perc
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Munkam kovetkezo 1épése az antigén-eléhivas volt. Az antigén-elOhivas soran magas,
80-85 °C kozti hémérsékleten Na-citratot és citromsavat tartalmazo, pH = 6-0s pufferben
hékezeltem a mintakat 30 percen keresztiil. Az antigén-el6hivas eldsegiti a fehérjék emésztését
és kivonasat a feliiletr61%®. A deparaffinezést és az antigén elShivast kovetéen a mintak készen

alltak a proteomikai emésztésre.

3.3.2. Szovetfeliileti emésztés

A szovetfeliileti emésztési eljaras 1épései megegyeztek az oldatban torténd emésztés
folyamataval®’®. A szovetfeliileti emésztés soran alkalmazott oldatok glicerint tartalmaztak,
hogy visszaszoritsuk a folyadékcseppek elteriilését. Az emésztéshez sziikséges enzimeket tobb
1épésben, 40 perces ciklusokban adtam hozza a mintahoz, hogy folyamatosan rendelkezésre
alljon kell6 koncentracidban aktiv enzim.

A részletes szovetfeliileti emésztési folyamat a kovetkezd volt: A kijeldlt pontokra 2 pL.
0,1% RapiGest + 5 mM DTT + 20% glicerin keverékét cseppentettem és nedvesitett dobozban
55 °C-on inkubaltam 20 percig. A cseppekhez 2 uL 25 mM NH4HCO3 + 10 mM jodacetamid
+ 20% glicerin oldatot adtam ¢és szobahdmérsékleten, s6tétben tartottam 20 percig.
Az emésztést elobb két ciklusban 2-2 ul Lys-Cltripszin keverékkel (40 ng/uL 50 mM
NH4HCO3 és 15% glicerin keverékében), majd 3 ciklusban 2-2 uL tripszin oldattal (200 ng/uL
50 mM NH4HCO3 és 15% glicerin keverékében) végeztem. Minden ciklus soran nedvesitett
dobozban 37 °C-on inkubaltam 40 percig. Végil a folyadékcseppet lepipettaztam a
szovetfeliiletrdl és a feliileten visszamarado peptideket 5 x 2 uLL 10% ecetsav oldattal, tobbszori
fel-le pipettazassal nyertem Kki. A cseppet és az extrakciohoz hasznalt oldatot egy

Eppendorf-csébe gytijtottem, majd beparoltam.

3.3.3. Szilardfazisu extrakcids tisztitas

A szilardfazist extrakcios tisztitashoz a 4.1. Szilardfazisu extrakcios modszerek
osszehasonlitasa c. fejezetben szereplé eredmények alapjan az optimalt Cig eljarast
valasztottam. Ehhez a Cig SPE oszlopokat, a kondicionald, ekvilibralé és moso puffereket,
valamint a mintat is hiitében taroltam, és csak kozvetleniil a felhasznalas el6tt vettem eld.
Minden [épés utan 2000 rpm fordulatszamon 1 percig centrifugaltam. A kondicionéaldshoz
2 x 200 pL 50% MeOH-t, majd 2 x 200 uL 0,5% TFA + 5% ACN-t hasznaltam. Az oszlop
mosasat 2 x 200 uL 0,1% HFBA oldattal végeztem. Az Eppendorf-csé tisztara cserélése utan a

mintat 50 uL 0,1% HFBA oldatban vittem fel, majd az atfolyt oldatot Gjbol az oszlopra
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pipettaztam. Az oszlopot 2 x 100 uL 0,1% HFBA-val mostam, végiil pedig 2 x 50 uL
0,1% TFA + 70% ACN oldattal, majd 50 uL 0,1% FA + 70% ACN oldattal végeztem az eluciot.
Az utolso elucios 1épés eldtt az oldatot felkavartam és 1 percig inkubaltam. Az elicios oldatot
beparoltam és a mintat a mérésig fagyasztoban taroltam.

A mintakat mérés elott 8 pL injektalasi oldoszerben oldottam fel, amibdl 6 L kertlt

injektalasra.

3.4. Miiszeres analitikai vizsgalatok
Az alkalmazott mérémiiszer két részbol allt: egy Dionex Ultimate 3000 RSLC
nanoUHPLC (Thermo Fischer Scientific, Waltham, MA) és egy Bruker Maxis Il Q-TOF

tomegspektrométer (Bruker, Bremen, Germany).

3.4.1. HPLC elvalasztas paraméterei

Aramldsi sebesség: 0,3 pL/min.

Csapdazo oszlop: 100 um x 20 mm Nano Trap kolonna Acclaim PepMapl00 Cig toltettel
(Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA).

Analitikai kolonna: Acquity M-Class BEH130 Cig analitikai kapillaris kolonna; 1,7 um,
75 um x 250 mm (Waters, Milford, MA).

Mintafelviteli eluens: 0,1% TFA vizes oldat.

A eluens: 0,1% FA vizes oldat.

B eluens: 0,1% FA acetonitriles oldat.

A Hela és a tiidomintak peptidjeinek elvalasztasa 90 perces HPLC gradienssel tortént, mig a
vérplazma frakcié vizsgalatdhoz a minta kevésbé komplex jellege miatt 60 perces gradienst
hasznaltam.

90 perces gradiens program: 4% B — 25% B 75 perc alatt, 25 % B — 40% B 15 perc alatt,
40% B — 90% B 1 perc alatt, 5 perc mosas, 90% B — 4% B 1 perc alatt, 20 perc ekvilibralas.
60 perces gradiens program: 4% B — 25% B 50 perc alatt, 25 % B — 40% B 10 perc alatt,
40% B — 90% B 1 perc alatt, 5 perc mosas, 90% B — 4% B 1 perc alatt, 15 perc ekvilibralas.

3.4.2. MS modszer paraméterei
Az ionforras egy CaptiveSpray nanoBooster volt, melyet pozitiv ionizacids modban
alkalmaztunk. A kapillarisfesziiltség 1150 V, a nanoBooster gaznyomasa 0,2 bar volt.

A 180 °C-ra fiitott szaritdgazt 3 L/perc sebességgel aramoltattuk. A tomegkalibracidhoz az
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cre

valamint minden futas elején belsd tomegkalibraciot végeztiink natrium-formiat injektalasaval.
Az MS és MS/MS spektrumok felvétele 2,5 masodperces ciklusidével tortént a
150-2200 m/z tomegtartomanyban. A normal MS spektrumokat 3 Hz gyakorisaggal vettiik fel.
A nagy intenzitasu prekurzorokbdl szarmazo6 fragmensionokrol 16 Hz, mig a kis intenzitast
prekurzorokbol szarmazoé fragmensionokrol 4 Hz gyakorisaggal késziilt MS/MS spektrum.
Az analizishez csak a tobbszords toltésti peptideket hasznaltuk, az egyszeres toltésii
peptideket nem fragmentaltuk. Az iitkozési energiat a vezérld szoftver hatirozta meg a

prekurzor ion m/z értéke és toltése alapjan.

3.5. Mérési eredmények értékelése

A mérési eredmények értékelése szamitdgépes programok hasznalatdval tortént.
A mintaban talalhaté fehérjék azonositasahoz a Byonic’* 4.2.10 keresdszoftvert alkalmaztam,
ami az MS/MS spektrumok alapjan azonositja a peptideket, majd meghatarozza, hogy az
azonositott peptidek milyen fehérjébdl szarmazhatnak. A Hela mintdk esetén a
kutatocsoportunkban kordbban dsszedllitott, emberi fehérjéket tartalmaz6 Hela adatbazist, mig
a vérplazma és a szOvetmintak esetén a Swissprot human adatbazisat (let6ltés datuma:
2020.11.24) hasznaltam. Az emésztési protokollnak megfelelden fix modosulasként a cisztein
aminosavak karbamidometilalasat allitottam be, valtozo modosulasnak pedig az aszparagin és
a glutamin deamidaldsat és a metionin oxidaciojat. A prekurzor ionok esetén 5 ppm,
a fragmensionok esetén 10 ppm eltérést engedtem meg az elméleti és a mért tomeg kozott.
A keresés sordn legfeljebb 2 kihagyott hasitasi helyet engedélyeztem.

A Byonic altal azonositott peptid- és fehérjetalalatokat tovabb sziirtem. Azokat a
fehérjéket fogadtam el valos talalatként, amelyek legalabb 2 megbizhatdan azonositott egyedi
peptiddel rendelkeznek, €s a fehérjéhez tartoz6 LogProb érték (a Byonic szoftver esetén a talalat
megbizhatosagat jellemzé pontszam) legalabb 2 volt. Megbizhato peptidtalalatnak azokat a
peptideket tekintettem, amiknél a LogProb legalabb 1,3 volt. A taldlatok sziirését a
ProteinSearcher nevii, kutatocsoportunkban fejlesztett szoftverrel végeztem.

A peptidek hidrofobicitdsanak jellemzésére szolgdlo GRAVY-index kiszamitasat egy
Excel-fliggvénnyel végeztem, mig az izoelektromos pont meghatirozasahoz az Expasy

internetes izoelektromos pont kalkulatorat’

hasznéltam.
Annak meghatarozasara, hogy a kiilonb6z6 csoportok kozott a peptid- és
fehérjetaldlatok mennyire egyeznek meg, a Scaffold” 4.11 szoftvert hasznaltam. A Scaffold

lehetové teszi a kiilonb6z6 mérésekbdl, méréscsoportokbol azonositott fehérjék
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Osszehasonlitasat, valamint azok biologiai funkcid vagy elhelyezkedés szerinti osztalyozésat.
A kapott diagramok ¢s tablazatok segitik a nagyszami mérési adat atlathatosagat és a mérési
eredmények értelmezését.

A fehérjék mennyiségi meghatarozasahoz a MaxQuant 1.6.17.0 szoftvert’® hasznaltam,
a Byonic szoftverrel tortént azonositasok alapjan késziilt fokuszalt adatbazis felhasznalasaval,
a Fiiggelék 2. tabldazataban feltintettett beallitasok mellett. A mennyiségi meghatarozas bels6
standard nélkiil, jelolésmentes elven tortént. A szovetmintdkra kapott MaxQuant eredmények
statisztikai értékeléséhez és vizualizaldsahoz a Perseus’ szoftvert hasznaltam. Az értékelés
menetét €s az alkalmazott beallitdsokat a Fiiggelék 3. tablazatdban tiintettem fel.

A fehérjetallatok interakcidinak feltérképezését a STRING GO webszerver’®
segitségével végeztem. Interakcionak a kisérleti eredményt, az adatbazist, a ko-expressziot, a
génszomszédsagot és a génfuzidt tekintettem. A taldlatok koziil azokat a kapcsolatokat

fogadtam el, melyekhez magas, legalabb 0,7-es megbizhatdsagi pontszam tartozott.
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4, Eredmények és értékelésiik

4.1. Szilardfazisu extrakcios modszerek osszehasonlitasa

Az optimalis tisztitdsi modszer kivalasztasahoz célul tiztem ki, hogy a laborunkban
alkalmazott SPE allofazisokat és moddszereket megvizsgaljam ¢és teljesitOképességiiket
Osszehasonlitsam. A vizsgalataimhoz egy szokvanyos hidrofobicitas-eloszlasi proteomikai
mintat, a kereskedelmi forgalomban kaphatdo HeLLa méhnyakrékos sejtvonal emésztményt és
egy frakcionalt vérplazma minta emésztményét valasztottam. A tisztitdshoz négyféle allofazist
(Cis, Pierce grafit, TopTip grafit, vatta) hasznaltam, melyeket a 2.2.1. A dolgozatban

alkalmazott allofazisok bemutatadsa c. fejezetben mutattam be részletesen.

4.1.1. SPE modszerek osszehasonlitasa szokvanyos hidrofobicitas-eloszlasu proteomikai
mintak tisztitasa esetén

Els6 1épésben a vizsgalatokat a kereskedelmi forgalomban kaphaté standard HeLa
méhnyakrakos sejtvonal emésztménnyel végeztem, ami egy jol ismert, szokvanyos
hidrofobicitas-eloszlasi minta. Ez a minta meglehetdsen tiszta, ezért altalaban kiilon tisztitas
nélkiil, kozvetlenill injektalhatjuk a HPLC-MS késziilékbe. Mindazonaltal a kiilonbozo
tisztitasi eljarasoknal bekovetkezd veszteségek modellezésére a Hel a kivaldan alkalmas.

A sorozat els6 1épéseként 5 kiilonbozo SPE tisztitast (Cis+TopTip, Cig+Pierce, TopTip,
Pierce, vatta) végeztem 3-3 parhuzamos mintan, valamint 3 referenciamintat készitettem.
A kombinalt modszereket ugy valdsitottam meg, hogy az elsé oszlopon atesé és a mosasi
1épésben leoldott komponenseket tisztitottam tovabb a masodik eljarassal. A referenciamintat
a TopTip és Pierce modszerekhez hasznalt elticids oldoszerben oldottam fel, majd beparoltam.
Minden minta 1-1 pg HelLa emésztményt tartalmazott. A HPLC-MS/MS mérés soran
azonositott fehérjék és peptidek szamanak alakulasa a 4. abran lathato.

A kvalitativ eredmények alapjan a CistTopTip médszer bizonyult az 6t SPE
tisztitas koziil a legjobbnak, ahol az azonositott fehérjék szama 98%-a a referenciaban (1 pg
HeLa oldasa és beparlasa) azonositott fehérjéknek, de a Cig+Pierce és a TopTip alkalmazasaval
is jo eredmeény volt elérhetd, mindkét esetben a referencidban 1évo fehérjék szamanak tobb,
mint 80%-a volt azonosithato. Peptidszinten ugyanez a tendencia volt megfigyelhet6: a legjobb,
Cigt+TopTip eljarassal a referenciaban €szlelt peptidek szamanak 100,5%-at, a Cigt+Pierce
modszerrel a 91%-at, a TopTip moddszerrel a 79%-at azonositottuk. A 100%-néal nagyobb
peptidszdm magyarazata az lehet, hogy egyes peptidek mennyisége a mintaban a kimutatési

hatar alatt volt, a tisztitast kovetden viszont feldiisultak annyira, hogy kimutathatéva valjanak.
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A Pierce és a vatta eljarasok a tobbi modszernél kevesebb peptid- és fehérje azonositasat tették

lehetové.
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4. abra. HelLa-bol azonositott fehérjék és peptidek szama 6t kiilonbozo SPE tisztitds és a
referencia esetén.
A Scaffold program alkalmazasaval megallapitottam, hogy az azonositott fehérjék
nagyon nagy részben atfednek a kiilonb6zé SPE médszerek kozott. Példaként alljon itt a

CistTopTip és TopTip eljaras, valamint a tisztitatlan kontroll minta (1 pg HelLa oldasa és

beparlasa) esetén azonositott fehérjék Venn-diagrammal torténd 6sszehasonlitasa.
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C,st+TopTip TopTip

Referencia

5. abra. TopTip grafit tisztitdas és Cis+TopTip grafit kombindlt tisztitas azonositdsi
hatékonysaganak osszehasonlitasa a két modszerrel elokészitett mintakban és referenciaban
azonosithato fehérjék szama alapjan.

Az azonositott peptidek és fehérjék szamat tekintve az 6t SPE moddszer koziil a
Ciet+TopTip volt a legjobb a HeLa emésztmény tisztitasara. Mivel ez egy kétlépéses tisztitas,
tovabbi vizsgalatokat végeztem annak kideritésére, hogy 6nmagaban csak az elsé 1épés, a Cis
tisztitas elvégzésével milyen eredmény érheté el a Cis+TopTip modszerhez képest, ¢s
mekkora hatékonysagnovekedés tapasztalhaté a masodik 1€épéssel, azaz az atesé és mosasi
frakcio tovabbi TopTip-es tisztitasaval. Ezért készitettem ujabb 3-3 parhuzamos mintat,
melyeknél 1-1 ug HeLa emésztményt Cig+TopTip, illetve Cig modszerrel tisztitottam és
3 referenciamintét a kordbban leirt eljarasnak megfelelden.

A Byonic-kal torténd adatbaziskeresés soran megbizhatdéan azonositott fehérjék és
peptidek szama a 6. abran szerepel. Ebben az esetben a tisztitott mintakbol tobb fehérje volt
azonosithatd, mint a referenciaban, az el6z6 méréssorozatban viszont a referencia mintabol
sikeriilt a legtobb fehérjét azonositani. A két méréssorozat kozotti eltérés azonban a mérési
modszerek szorasan beliil van.

A Cyg és C1gtTopTip modszereket sszevetve megfigyelhetjiik, hogy atlagosan 30-cal
tobb fehérje volt azonosithaté az ates6 és mosasi frakcié tovabbi tisztitisaval. Ez a
novekedés nem jelentds, igy a gyakorlatban valdsziniileg nem éri meg alkalmazni a kombinalt

SPE-t altalanos proteomikai mintakra.
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6. dbra. HelLa-bol azonositott fehérjék és peptidek szama egylépéses Cis tisztitas, C1g+TopTip
grafit kombinalt tisztitas és a referencia esetén.

Kovetkez6 1épésként megvizsgaltam, hogy peptidszinten megfigyelheték-e jelentds
eltérések a kiilonbo6z6 tisztitasi modszerek kozott. Az azonositott peptideket a peptidhosszak,
a GRAVY-indexek, valamint az izoelektromos pontok eloszlasa alapjan csoportositottam.
A kiilonb6z6 SPE tisztitasok utan azonositott peptidek eloszlasat peptidhossz, GRAVY-index
¢s izoelektromos pont szerint rendre a Fiiggelék 2-4. abrain mutatom be.

Mindharom tulajdonsag alapjan azt tapasztaltam, hogy a modszerek jelentds részének
alkalmaziasa nem, vagy csak minindlisan torzit a referenciamodszerhez képest.
A peptidhossz tekintetében a grafitos alléfazisok (Pierce, TopTip) a révidebb peptidekre,
izoelektromos pont tekintetében a Pierce a bazikus peptidekre mutat szelektivitast. A vatta
hasznalata esetén a hidrofil peptidek nagymértékli feldusulasa tapasztalhatd. A részletes
eredmények a Fiiggelék F1. Szelektivitas vizsgalata szokvanyos hidrofobicitas-eloszldsu

proteomikai mintdk tisztitasa esetén c. fejezetében talalhatok.
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4.1.1.1. SPE rendszerek osszehasonlitisa mennyiségi meghatarozasi szempontbdl

A kvalitativ informéciok mellett célom volt mennyiségi Osszehasonlitast is tenni a
kiilonboz6 fehérjékre vonatkozdéan a MaxQuant program segitségével. A mennyiségi
meghatarozast jelolésmentes médon végeztem és megvizsgaltam, hogy hogyan alakult az
adott fehérje LFQ intenzitasa a referenciahoz képest. Az LFQ intenzitast a szoftver az MS/MS
felvétel alapjan azonositott prekurzor peptid MS1 jelintenzitdsa alapjan hatarozza meg. Az els6
méréssorozatban (Otféle SPE tisztitds és referencia) a MaxQuant Osszesen 1047 fehérjérdl
végzett mennyiségi meghatarozast, a masodik méréssorozatban (kétféle SPE tisztitas és
referencia) pedig 934 fehérjérol.

Egy-egy fehérje visszanyerését tigy szamitottam ki, hogy az adott SPE tisztitdshoz
tartozo atlagos LFQ intenzitasértékét elosztottam a referenciamintdkban az adott fehérjére
kapott atlagos LFQ intenzitassal. A fehérje visszanyerések eloszlasa a 7. dbrdn szerepel.
Az eredményeket relativ skalan tlintettem fel, az 6sszes mennyiségileg meghatarozott fehérje

szamara normalva, azért, hogy a két méréssorozat 6sszehasonlithatd legyen.
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7. abra. HelLa fehérjék visszanyerésének eloszlasa hat kiilonbozd SPE tisztitds esetén.

Megfigyelhetjiik, hogy a visszanyerések eloszlasa egészen eltérd mintazatot mutat a
kiilonb6z6é SPE modszerek esetén. A Cis, és a Cig alapi C1g+TopTip és Cig+Pierce technikak
alkalmazasa esetén az 1 koriili visszanyerések éles maximumot mutatnak. A TopTip esetén
valamivel szélesebb az eloszlas, a Pierce €és a vatta tisztitdsok hasznalata pedig kifejezetten
széles eloszlast eredményezett. Altalanosan az SPE tisztitas soran az a kedvezd, ha nem torzit
a modszer, hanem minél tobb fehérje visszanyerése 1 koriili, jelen esetben a 7. dbrdn a 0,8 és

1,2 k6z¢ es6 tartomany lenne idealis. Ezzel szemben ha a modszer egyes fehérjék peptidjeinek
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mennyiségét jelentdsen torzitja, és azok a tisztitas utan kapott keverékben sokkal kisebb vagy
nagyobb aranyban lesznek jelen, mint a kiindulasi mintaban voltak, akkor konnyen téves
kovetkeztetésre juthatunk a valds bioldgiai mintak vizsgalata soran. Emellett felmeriilhet az a
probléma is, hogy egyes peptidek csokkend mennyisége mas peptidek hatékonyabb ionizaciojat
teszi lehetdvé, ezzel torzitva az intenzitasokat és csokkentve az LFQ normalizalo algoritmus
pontossagat. Ilyen szempontbdl a Cig alapu modszerek egyértelmiien jobbnak bizonyultak a
tobbinél.

A Cig alapu eljarasokat 0sszehasonlitva elmondhatd, hogy a referencidban és az adott
modszerben is azonositott fehérjék 75%-a esik az idealis, 0,8-1,2 kozti tartomanyba a Cig és a
CigtPierce esetén, mig a CigtTopTip tisztitdsnal ez az ardny 88%, tehat a kvantitativ
eredmények tekintetében is a C1s+TopTip bizonyult legjobbnak. Erdekes kiilonbség, hogy
a Cig-nal tobb az 1-1,2 kozti visszanyerés, mig a kombindlt mddszerek, kiillondsen a
Cigt+TopTip alkalmazasa esetén inkabb a 0,8-1 kozti tartomanyba esnek a visszanyerés-értékek.
Ennek oka az lehet, hogy a kétlépéses modszernél kétszer paroltam be a minta nagy részét,
mivel a Cyg elucids oldat beparlasa soran visszamaradoé szilard anyagra pipettaztam ra az ateso
frakcio grafitos tisztitasa soran nyert eltcids oldatot és paroltam be Gjra. A kétszeres beparlas

soran nagyobb mintaveszteségek 1éphetnek fel, mint az egylépéses eljarasoknal.

Az egyes elemzési szempontok eredmeényeit Osszevetve, a vizsgalt modszerek koziil a
Cis+TopTip eljaras az optimalis a HeLa emésztményre ¢és mas, szokvanyos
hidrofobicitas-eloszlasu proteomikai mintakra. A nyereség azonban az egylépéses Cis
modszerhez képest nem tal nagy, jelen esetben atlagosan kb. 30 fehérje volt, valamint a Cis
tisztitas csak igen kismértéki torzitast mutat a referenciahoz és a C1g+TopTip alkalmazéasahoz
képest, viszont az 4tesd frakcid beparlasa és tovabbi tisztitdsa dupldjara noveli a
mintaelkészitési folyamat hosszat. A csekély nyereséget, valamint a nagy plusz idéigényt
és anyagi raforditast figyelembevéve a gyakorlatban a legtobb esetben nem éri meg a

kombinalt modszert alkalmazni, hanem megelégedhetiink a Cis tisztitassal.

4.1.2. SPE modszerek 6sszehasonlitasa hidrofil mintak tisztitisa esetén

Miutan elvégeztem a vizsgalatokat a HelLa mintara, célom volt tanulmanyozni, hogy
egy joval polarisabb, er6sen glikozilalt minta tisztitasa soran milyen eredmények érhetok el a
kiilonb6z6 SPE eljarasokkal, és a modszerek teljesitoképessége mennyire tér el az altalanos és
az alapvetden hidrofil jellegli mintak esetén. Ehhez a kisérletsorozathoz emberi vérplazma

HPLC-vel frakcionalt egyik frakciojat hasznaltam, amelyet a ,, bottom-up” proteomikaban
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altalanosan alkalmazott gyakorlat szerint peptidekké emésztettem a 3.2. 1. Mintak elokészitése
fejezetben bemutatott eljaras szerint. Mivel ez a minta a korabbival ellentétben tartalmazott
szennyezoket és az emésztés soran hasznalt reagensek maradékait is, ezért nem lehetett tisztitas
nélkiil, kozvetleniil a HPLC-MS-be injektalni; igy nem volt lehetéségem olyan referenciat
késziteni, mint amit a HeLa-nal hasznaltam. Ennek kikiiszobolésére egy gyartoi ajanlas alapjan
készitett, nem optimalt Cig mddszert tekintettem referencianak. Az alkalmazott tisztitasi
modszerek a kovetkezOk voltak: Cis, C1s+TopTip, Cig+Pierce, TopTip, Pierce, vatta, gyartoi
C1s (a tovabbiakban: referencia). (Id. 2. tdbldzat)

Mind a hét SPE tisztitast 3-3 parhuzamos mintan végeztem el, melyek 1-1 ug vérplazma
frakciot tartalmaztak. A megbizhatéan azonositott fehérjék és peptidek szamanak alakulésa a

8. abrdn lathato.
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8. dbra. Vérplazma frakciobol azonositott fehérjék és peptidek szama hét kiilonbozé SPE
tisztitds esetén.
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Az azonositott peptidek és fehérjék szamat tekintve a legtobb azonositas a Cis
modszer esetén tortént, a kombinalt Cigt+TopTip és CigtPierce eljarasok alkalmazasa
rosszabb eredményhez vezetett. Ennek az elsére meglepdnek tlind jelenségnek a hatterében az
allhat, hogy a minta nagy része a kombinalt technikak esetén kétszer keriil beparlasra, igy a
beparlas soran fellépd veszteségek is kétszer jelentkeznek. Amennyiben a masodik beparlas
soran jelentkezd veszteség nagyobb, mint a nyereség a kombinalt mdodszer masodik 1épésében,
akkor Osszességében kedvezdtlenebbnek fog bizonyulni a kombindlt modszer, mint az
egylépéses tisztitas. Mind peptid-, mind fehérjeszinten azt tapasztaltuk, hogy az egylépéses Cisg
tisztitads elénydsebb, mint a kombindlt modszerek, ugyanakkor az is lathatd volt, hogy az
altalanos proteomikai mintdhoz hasonldan a vérplazma frakcio esetén is a kétféle kétlépéses
tisztitas koziill a Cig+TopTip modszer alkalmazasa tette lehetdvé tobb peptid és fehérje
azonositasat.

Az egylépéses eljarasok koziil a Cig utan masodik legjobbnak a referenciamoddszer
(gyartoi Cig modszer) bizonyult, és a vatta alkalmazasaval is jO eredmény volt elérhetd.
A TopTip és a Pierce tisztitasok hasznalata azonban a tobbinél joval gyengébb teljesitményt
eredményezett.

A peptidek és fehérjék azonositasat kovetden megvizsgaltam, hogy az egyes eljarasok
mutatnak-e szelektivitast peptidszinten, peptidhossz, hidrofobicitas (GRAVY-index) vagy
izoelektromos pont tekintetében. A kapott eredményeket a Fiiggelék 5-7. dbrain mutatom be.

A peptidhossz eloszlasokat megvizsgalva hasonldé eredményt kaptam, mint a Hela
esetén: a grafitos (Pierce, TopTip) allofazisok alkalmazasa nagyobb, a vatta alkalmazéasa kisebb
mértékben a rovidebb peptidek feldusulasat eredményezte. A GRAVY-index és az
izoelektromos pont tekintetében egyik médszer hasznalata esetén sem tapasztaltam
jelentés szelektivitast. Az eredményeket a Fiiggelék F2. Szelektivitas vizsgalata hidrofil
mintak tisztitasa esetén c. fejezetében részletesen is targyalom.

Kovetkezé 1épésként megvizsgaltam, hogy tapasztalhato-e eltérés a kiilonb6zé
tisztitasok esetén azoknak a peptideknek a szamaban, amik az N-glikopeptidekre jellemz6
konszenzus szekvenciat tartalmazzak. Az ezen szekvenciat tartalmazo peptidek szdmanak
aranyat az 0sszes azonositott peptid szamahoz viszonyitva a 9. dbrdan mutatom be. Ez azért
érdekes informacio, mert a vatta allofazist alkalmazd6 SPE modszert Kkifejezetten
N-glikopeptidek tisztitasara és dusitasara fejlesztették ki. Mivel itt a legnagyobb a konszenzus
szekvenciat tartalmazo peptidek aranya a tisztitds utan kapott mintaban, a glikopeptidek
vizsgalatara valéban a vatta lehet a legalkalmasabb a vizsgalt tisztitasok koziil, azonban a

Ci1s mddszerek alkalmazéasaval is kozel azonos eredmények érhetdk el.
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9. dbra. Vérplazma frakciobol azonositott, N-glikopeptidekre jellemzd konszenzus szekvenciat
tartalmazo peptidek ardanya hét kiilonbozé SPE tisztitdas esetén.

4.1.2.1. SPE rendszerek dsszehasonlitisa mennyiségi meghatarozasi szempontbdl

A kvalitativ azonositast kovetden a 4.1.1.1. SPE rendszerek Osszehasonlitasa
mennyiségi meghatdrozasi szempontbol fejezettel megegyezéen mennyiségi jellemzést is
végeztem a MaxQuant programmal, annak meghatarozasa céljabol, hogy melyik esetben

milyen eloszlast mutatnak a visszanyerések a referencidhoz képest. Ennek eredményét a

10. abran tintettem fel.
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10. dbra. Vérplazma frakciobol szarmazo fehérjék visszanyerésének eloszldsa hat kiilonbozd
SPE tisztitds esetén.
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A Hela-nal tapasztaltakhoz hasonléan a vérplazma esetén is a Cis és a Cig alapt
kombinalt modszereknél a legtobb fehérje visszanyerése 0,8-1,2 kozti, mig a grafitos
(Pierce, TopTip) és vatta tisztitasok széles eloszlast mutatnak, azaz sok fehérjét jelentdsen
eltér6 mennyiségben tartalmaznak, mint a referencia (gyartoi Cig eljaras). A Cig esetén az
optimalis tartomanyba a referenciaban és a mintaban is azonositott fehérjék 79%-a, C1g+TopTip
esetén a 82%-a, Cigt+Pierce esetén a 86%-a esett, tehat a kvantitativ eredmények tekintetében a
CistPierce modszer az optimalis. A 10. dbran lathatd, hogy a HelLa-nal tapasztalt jelenség,
miszerint a kombinalt eljarasok esetén relative tobb az 1-nél kisebb visszanyerést mutatd
fehérje, mint az egylépéses Cig esetén, kismértékben itt is megfigyelhetd volt.

Az Osszes eredményt dsszevetve megallapithato, hogy a vérplazma frakcid tisztitasanal
nem volt egyetlen mdodszer, ami minden szempontboél a legjobban teljesitett volna. Azonban a
Cis, aminek az alkalmazasa a legtobb peptid és fehérje azonositasat tette lehetové, egy
megfelelé6 kompromisszum, mivel nem mutat jelentds torzitast sem minéségi, sem mennyiségi

szempontbol.

4.1.3. SPE eredmények altalanos dsszevetése

A HelLa és a vérplazma frakcid vizsgéalata soran kapott eredményeket dsszehasonlitva
elmondhat6, hogy a tisztitasi médszerek teljesitoképessége hasonlé trendeket mutatott a
szokvanyos hidrofobicitas-eloszlasu proteomikai minta és a hidrofil minta esetén. Kivételt
képez a vatta-alapu SPE rendszer, amelynek alkalmazasa a hidrofil vérplazma mintara jobb
teljesitményjellemzdéket eredményezett. Ez azt bizonyitja, hogy a HILIC alléfazisként
alkalmazott vatta elsdsorban a hidrofil anyagok tisztitasara és/vagy dusitasara alkalmas.
A masik fontos kiilonbség, hogy a HeLa esetén a kombinalt Cig+TopTip tisztitas alkalmazasa
tobb peptid és fehérje azonositasat tette lehetévé, mint az egylépéses Cig, a hidrofil
vérplazmafrakcid esetén viszont ez a sorrend felcserélddott.

Peptidszinten az egyes eljarasok hasonl6 irdnyba torzitottak a peptidhossz tekintetében
a szokvanyos hidrofobicitas-eloszlasu és a hidrofil minta esetén, viszont a GRAVY-index és az
izoelektromos pont szerinti szelektivitas foleg csak a szokvanyos peptideloszlasi HeLa minta
esetén volt tapasztalhatd, a hidrofil minta esetén nem, vagy csak kisebb mértékben voltak
megfigyelhetdk ezek a hatasok.

Végiil, de nem utolsdsorban a mennyiségi jellemzés alapjan megfigyelhetjiik, hogy a
peptidek visszanyerései egy referencia modszerhez képest széles eloszlasokat
eredményeztek. Ennek oka az lehet, hogy az egyes modszerek kis szelektivitaskiilonbségei is

jelentds kiilonbségeket okozhatnak a mintak HPLC-MS/MS mérése soran fellépd koelticioban
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¢s elvalasztasban, igy befolyasolva a pontos mennyis€égi meghatarozas lehetdségeit.
Az altalanos és a hidrofil minta esetén is a Cis és a Cis alapi kombinalt médszerek
alkalmazasaval érheté el sziik eloszlasu, 100% koriili varhaté értékii visszanyerés, mig a
vatta, a Pierce és a TopTip jelentdsen torzitottdk a mért Osszetételt a referencidhoz képest.

A szilardfazisti extrakcidos modszerek 0Osszehasonlitasa soran nyert eredményeim
hasznosak lehetnek barmilyen proteomikai vizsgalat sordn a megfeleld tisztitasi modszer
kivalasztasahoz. Altalanosan, ha a célunk a lehet6 legtobb peptid és fehérje azonositasa
jelentés mindségi és mennyiségi torzitas nélkiil, minél rovidebb ido alatt, akkor a minta
hidrofil/hidroféb jellegétol fiiggetleniil a Cis eljaras a legjobb valasztas. Dolgozatom
tovabbi részében az altalanosan legjobbnak bizonyult, optimalt C1g modszert alkalmaztam a

mintak tisztitasara.
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4.2. ALK génatrendezédést mutato tiidometszetek proteomikai vizsgalata

Munkam soran 7 ALK-pozitiv paciens tiidétumoros szovetmetszeteivel dolgoztam,
melyekrol dsszesen 23 régioban végeztem szovetfeliileti emésztést. A metszetek H&E festett
képe a Fiiggelék 1. abrajan, a mintak patologia, mucintartalom és stromatartalom szerinti
jellemzése a Fiiggelék 1. tablazataban 1athato.

A 22 egyedileg vizsgalt teriilet csoportositisa tobb szempontbol is lehetséges.
Az egyik lehetdség a szoveti régiok osztalyzasa patolégiai besorolas szerint (krnyez6 normal,
tubularis tumor, papillaris tumor, szolid tumor). Egy madsik csoportositdsi szempont a
mucintartalom szempontjabol kiilonb6z6 (kérnyez6 normal, mucindzus tumoros és szolid
tumoros) mintacsoportok. Eszerint a két csoportositas szerint mind mindségi, mind mennyiségi
elemzést is végeztem, tovabba kvantitativ szempontbol vizsgaltam a mucint és stromat eltérd
mennyiségben tartalmazo6 szovetek kozti kiilonbségeket. A csoportositasi szempontokat és az

egyes mintacsoportokba tartozé mintak szamat a 4. tablazatban foglaltam dssze.

4, tablazat. A mintak csoportositdsi szempontjai és az egyes mintacsoportokba tartozo mintak
szama. A mucin és stroma mennyiségénél szereplo szamozas jelentése: 1 —enyhe, 2 — kozepes,

3 — eros.

Patologiai besorolas Mucintartalom
Csoport mintdk szama csoport mintak szama
normal 4 normal 4

tubularis 3 mucindzus 5
papillaris 5 szolid 10
szolid 10
Stroma mennyisége
Mucin mennyisége csoport mintak szama
Csoport mintdk szdma S1 5
M2 4 S2 5
M3 5 S3 7

4.2.1. Eltéré patolégiai besorolasu szoveti régiok fehérjéinek mindéségi dsszehasonlitasa
A vizsgalati teriiletek egy része a tumoros régido melletti normal (nem tumoros)
szovethez tartozott (4 db minta), valamint haromféle tumoros régid volt megkiilonboztetheto:
tubularis (3 db), papillaris (5db) és szolid tumor (10db). A fehérjék kvalitativ
meghatarozasahoz a Byonic szoftvert alkalmaztam. A megbizhatéan azonositott peptidek és
fehérjék szaménak alakuldsat a 11. dbrdn mutatom be eszerint a csoportositas szerint.
Az abran megfigyelhetd, hogy a tumoros szovetekben tobbféle fehérje expresszalédik, mint

az egészséges szovetekben. Szamszeriileg a kornyezé normal mintakbol atlagosan 540,
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a tubularis tumorbol 626, a papillaris tumorbol 662, a szolid tumorbdl 697 fehérje volt

azonosithato.
A B .
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11. d@bra. Patologiai szempontbol eltérd csoportokban (kérnyezd normal; tubularis, papillaris
és szolid tumor) azonositott fehérjék és peptidek szama.

A négy csoport kozti talalatokat a Scaffold programmal hasonlitottam 6ssze. A pontos
Osszehasonlitas érdekében minden csoporthoz kivalasztottam azt a 3 mintat, melyekbdl a
Byonic keresés soran a legtobb fehérje volt azonosithatd. Az egyedileg azonositott fehérjek
szama alacsony volt a kornyezd normal, a tubularis, a papillaris €s a szolid tumoros
mintacsoportokban is, de a csak tumoros mintakban azonositott fehérjék szama jelentésen
nagyobb volt, szazas nagysagrendbe esett (12.dbra). Példaul a kornyezd normal
mintacsoportban egyedileg azonositott fehérjék szama minddssze 25 volt, mig a szolid és
papillaris tumorban azonositott, de a kdrnyez6 normdl szdvetben nem azonositott fehérjek
szama 252.

normal papillaris tubularis papillaris

szolid szolid

12. abra. Patologiai szempontbol eltérd csoportokban (kérnyezé normal; tubularis, papillaris
és szolid tumor) azonositott fehérjék dsszehasonlitasa. Minden csoport 3-3 mintat
tartalmazott.
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Az egyedileg azonositott fehérjék kozott nem fedeztem fel egyértelmilen kimutathatd
funkcionalis kapcsolatokat, igy nem taldltam olyan bioldgiai folyamatot szabalyzo
mechanizmust, amelynek teljes be- vagy kikapcsolodasa kimutathato lett volna a kiilonb6z6

Kovetkez 1épésben megvizsgaltam, hogy egy adott beteg metszetén beliil
elhelyezked6 harom kiilénbozo patoldgiai besoroldsu régidé milyen mértékben tér el egymastol
kvalitativ azonositas szempontjabdl (13. dbra). A metszet 5 és 6 szamu teriiletei a kdrnyezd

normal, a 7 a tubularis tumoros, a 8 és a 9 a papillaris tumoros régioba estek.

normal tubularis

7
N

papillaris

normal; tubuldris, papilldaris tumor) mintak fehérjéinek osszehasonlitisa. Az 5-6s és 6-0S
tertilet normal, a 7-es tubularis, a 8-as és 9-es teriiletek papillaris tumoros régiokat jelolnek.
Megallapithatd, hogy az egyedi metszeten beliili heterogenitas (13/B. dbra) hasonlo,
azonban nagyobb mértékii, mint amikor ezeket az eltéréseket kiillonbozé metszeken 1évé azonos
minta mérése soran novekszik az azonositott fehérjék szama az adott csoportban (egyrészt az
azonos csoportba tartozo régidok egymastdl vald eltérOsége miatt, masrészt méréstechnikai
okokbol), igy novekszik annak a valdszinlisége is, hogy bizonyos csoportok kozotti

azonossagokat és kiilonbségeket fedeziink fel.
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4.2.2. Eltéré mucintartalmu szoveti régiok fehérjéinek mindéségi osszehasonlitasa
Egy masik hasonld, de némileg eltéré osztalyzasi lehetéség a mintak csoportositasa a
mucin fehérjék mennyisége szerint. A kornyez6 normal szovetek €s a szolid tumor jellemzéen
nem tartalmaznak ilyen fehérjéket, mig a tubularis és papillaris tumorban t6bb mucin talalhato.
A mucinban gazdag, #n. mucinézus tumoros mintakat (Fiiggelék 1. tdabldzatban harmas
pontszammal jellemzett mintak, 5 db) hasonlitottam &ssze a kornyezé normal mintakkal (4 db)
¢és a szolid tumorral (10 db). A normal és a mucinézus mintakbol, valamint a szolid tumoros
mintak egy részebdl az injektalas utan visszamarado folyadékokat dsszepipettaztam csoportok
szerint egy-egy Gjabb ,, pool” mintava. Igy nemcsak a 3 csoport tagjait, hanem a 3 , pool”
mintat is 0ssze tudtam hasonlitani. A 3 csoportban azonositott peptidek és fehérjék szamat a
14. abran mutatom be, a 3 csoport elemeinek, illetve a 3 ,, pool ” mintanak a hasonldsagat pedig
a 15. abran lathaté Venn-diagram szemlélteti. Minden csoporthoz azt a 4-4 mintat valasztottam
ki, melyekbdl a Byonic keresés soran a legtobb fehérje volt azonosithato.
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14. abra. Kérnyezd normal; mucindzus és szolid tumorban azonositott fehérjék és peptidek
szdma.
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normal szolid normal ,,pool”  szolid ,,pool”

mucinozus mucinozus ,,pool”

15. dbra. Kérnyezé normal; mucindzus és szolid tumor csoportjaban, illetve a csoportok
,,pool” mintdiban azonositott fehérjék osszehasonlitasa. Minden csoport 4-4 mintat
tartalmazott, a ,,pool” mintdk pedig 5-5 normal és mucinozus, illetve 6 szolid tumoros
mintabol késziiltek.

A 15. abran lathat6 eredmények azt mutattak, hogy a kornyezé normal és a mucinozus
tumoros csoportokban egyedileg azonositott fehérjék szama kevés volt, a csak szolid tumorban
azonositott fehérjék szama viszont megkozelitette a szazat (89 az egyedi mintak eredményeinek
egyesitésével és 196 a ,,pool” mintdk vizsgalata soran). Két-két csoport metszetét
Osszehasonlitva a kétféle tumoros régio kozott nagyobb mértékii egyezés tapasztalhatd, mint
barmelyik tumoros és a kdrnyez6 normal régi6 kozott. Ezzel szemben a ,, pool” mintak esetén
valamivel tobb volt az egyedileg azonositott fehérjék, illetve a csak 2 csoportban azonositott

fehérjék szama, melynek oka az lehet, hogy itt csak egy-egy mérés tartozott a csoportokhoz.

A mindségi jellemzés soran megallapitottam, hogy a tumoros szdvetekben tobbféle
fehérje expresszalodik, mint a kornyezé normal szovetekben. Az egy-egy mintacsoportra
jellemzo6, egyedileg azonositott fehérjék szama alacsony volt az Osszes mintacsoportban,
viszont tobb szdz olyan fehérjét taldltam, melyek csak a tumoros mintakbol voltak

azonosithatok.
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4.2.3. Fehérjemennyiségi analizis eredményei
A kvantitativ értékeléshez a MaxQuant és a Perseus programokat hasznaltam, a
Fiiggelék 2-3. tablazataban szerepl6 beallitasok mellett. A mennyiségi vizsgalatokhoz hasznalt

csoportositasok a 4. tdbldzatban talalhatok.

4.2.3.1. Eltérd patologiai besorolasu mintak osszehasonlitasa

Az els6é Gsszehasonlitas a patologiai besorolas szerint tortént, amely négyféle csoport
megkiilonboztetését tette lehetdvé: kornyezé normal, tubularis tumor, papillaris tumor és szolid
tumor. A kovetkezdkben ezeket a csoportokat kezddbetiiikkel jelolom. A négy csoport kozotti
szignifikans valtozasok azonositasathoz ANOVA-tesztet, majd post-hoc Tukey-tesztet
végeztem. Az ANOVA alkalmazasaval 6sszesen 317 fehérje mennyiségében mutattam Ki
szignifikans valtozast, melyek koziil a 2-2 csoport kozt szignifikansan valtozo fehérjék szamat
az 5. tabldzatban foglaltam 6ssze. Az eredményekbdl lathatod, hogy a kornyezd normal és
barmely tumoros csoport kozott legalabb 131 fehérje mennyisége valtozott szignifikansan, de
tetszolegesen megvalasztott két tumoros csoport kozott is tizes nagysagrendben talalhatok
szignifikansan valtozo fehérjék. A tubuléris és a papillaris tumoros régiok kozott valtozott a

legkevesebb fehérje mennyisége szignifikansan, tehat ezek a leghasonlobb mintacsoportok.

S. tablazat. Patologiai szempontbol eltéré csoportok kozott szignifikansan valtozo fehérjék
szama.

Osszehasonlitott

N-T N-P N-S T-P T-S P-S
csoportok

Szignifikansan valtozo

131 181 282 16 50 63
fehérjék szama

A csoportparok kozott szignifikdnsan valtozd fehérjékre halozatelemzést végeztem a
STRING GO webszerver segitségével. A halozatelemzés soran informaciot kaphatunk arrol,
hogy a vizsgalt fehérjék, melyeket a kapott abran egy-egy szines csomopont jeldl, milyen
viszonyban allnak egymassal. A fehérjék kozti kapcsolatokat egy-egy €l (6sszekotd vonal)
jeloli. Amennyiben egy funkcids vagy lokalizacios klasztert talalunk, azaz szdmos, egy adott
folyamatban szerepet jatszd vagy egy adott sejttérben jelenlévo fehérje jelenik meg, tiinik el,

vagy valtozik meg a mennyisége, az a biologiai folyamat értelmezését segiti.

A tubularis és papillaris mintacsoportok kozt szignifikdnsan valtozé fehérjék kozt nem
voltak interakciok megfigyelhetok. A masik két eltéré tumoros csoportparra kapott

eredményeket a 16. abran mutatom be.
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16. d@bra. A: a tubularis és a szolid tumor, B: a papillaris és a szolid tumor kozott
szignifikansan valtozo fehérjékre épitett fehérje interakcios halozatok.
Jelmagyardzat: A: piros: RNS kotd fehérje, B: piros: mRNS érésben szerepet jatszo fehérje, zold:
MRNS ,, splicing "-ban szerepet jatszo fehérje.

A 16. dbra azt mutatja, hogy a kiilonb6z6é tumortipusok kozott szignifikansan
valtozo fehérjék jelentds része a fehérjeszintézisben jatszik szerepet. Illyenek példaul az S28
riboszomalis fehérje és a kis nuklearis ribonukleoprotein F. Az RNS kot6 fehérjék az RNS-hez
kotddnek €s egylitt ribonukleoprotein komplexet alakitanak ki, melynek kulcsszerepe van a
transzkripcidban és a transzlacioban, valamint a génexpresszid és az RNS metabolizmus
szabdlyozasdban’’. Az mRNS érési folyamatot is szamos fehérje segiti, melyek koziil tobb
mennyisége jelentds valtozast mutat. Példaul a TAR DNS-ko6td fehérje mennyisége
szignifikansan eltér a papillaris €s szolid tumor kozott. Az érés soran az informaciot nem kodolo
intronok kivagodnak (un. ,,splicing”) és tovabbi poszt-transzkripcios modositasok torténnek
meg, igy alakul ki az érett mRNS, amirdl a transzlacié megtorténhet’’. Mind az RNS koté
fehérjék, mind az mRNS ¢érésben szerepet jatszo fehérjék jellemzéen
alul-expresszalédnak a tubularis és a papillaris tumorban egyarant a szolid tumorhoz
képest. Az un. ,,fold change” (az adott fehérjék két csoportban mért atlagos mennyiségének
aranya) rendre 0,63, illetve 0,61 volt. A 16. dbran lathatd eredmények arra utalnak, hogy a
kiilonboz6 tipusu daganatok kdzott igen eltérd a fehérjeszintézis szabalyozasa, ami tovabbi erre
iranyul6 célzott vizsgéalatoknak szolgaltat alapot.

A kornyezd normal és az egyes tumoros mintacsoportok kozott szignifikansan valtozo
fehérjékre is STRING halozatelemzést végeztem. Ezek koziil a normal és papillaris mintdk
kozott szignifikansan valtozé fehérjékre kapott eredményt a 17. dbran mutatom be, a tovabbi

eredmények pedig a Fiiggelék 8-9. abrain talalhatok.
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17. abra. A kérnyezé normal és a papillaris tumor kozott szignifikansan valtozo fehérjékre
epitett fehérje interakcios halozat.

Jelmagyarazat: kék: fehérje tartalmu komplexek képzodésének negativ szabalyozasaban, piros:
extracellularis matrix szervezodésében, ,
zold: nem megfeleléen feltekeredett (,, unfolded ) fehérjére adott sejtvdlasz kialakitasdaban, sététlila:
ribonukleoprotein komplex eléallitasaban szerepet jdtszo fehérje, rozsaszin: mitokondriumban
talalhato fehérje.

A 17. abran lathato, hogy a tapasztalt nagyszamu fehérje mennyiségi valtozas
szamos, valtozatos funkcioval, illetve lokalizaciéval hozhaté kapcsolatba.

Az l-es és az 5-0s szamu klaszter azt jelzi, hogy a fehérjetartalmi komplexek,
beleértve az RNS—fehérje ribonukleoprotein komplexeket is, eltéré mennyiségben lehetnek
jelen az egészséges és a tumoros sejtekben. Az 1-es klaszter tagjai alul-expresszalodtak

(,,fold change”: 0,36), az 5-6s klaszter tagjai feliil-expresszalodtak (,,fold change”: 2,04)
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a tumorban a kornyez6é normal mintakhoz képest. Mivel a ribonukleoprotein komplexek
eloallitasaban szerepet jatszo fehérjék mennyisége nd, a negativ szabalyozas viszont
visszaszorul, igy a ribonukleoproteinek és egyéb komplexek nagyobb mennyiségben lehetnek
jelen a tumoros mintakban, mint a kérnyez6 normal szévetekben.

A 2-es klaszter tagjai az extracellularis matrix szervezddésében vesznek részt,
melynek sordn az épitékovekbol felépiil, illetve szétesik alkotoira az extracellularis matrix.
Ezek a fehérjék alul-expresszalodtak (,,fold change”: 0,29) a papillaris tumorban a kérnyezo
normalhoz képest. Ez Osszhangban van azzal az irodalmi ismerettel, hogy a rakban az
extracellularis matrix szintézise és kivalasztasa kozti egyensiily felborul®, valamint j61 mutatja,
hogy a valtozasok nemcsak sejtszinten kovetkeznek be.

A 3-as klaszterbe tartoz6 fehérjék olyan transzportfolyamatokban vesznek részt, mely
soran a Golgi-késziilékbol az endoplazmatikus retikulumba jutnak a Golgi-késziilékben
eldallitott, szerkezetileg modositott fehérjék. A transzport szabdlyozdsdban szerepet jatszo
fehérjéknek a feliil-expresszidja (,,fold change”: 2,07) felboritja a Golgi és az endoplazmatikus
retikulum kozti egyensalyt’®.

A 4-es klaszterben talalhato fehérjék az ,unfolded” fehérjékre adott sejtvalasz
kialakitasaban jatszanak szerepet és szintén feliil-expresszalodtak (,,fold change”: 2,17)
a tumorban a kornyez6é normal sejtekhez képest. Ennek hatterében az allhat, hogy a tumorban
a nem vagy hibasan feltekeredett fehérjék szdma megnd az egészséges sejtekhez képest®,
melynek megfeleld kezeléséhez a sejtvalasz kialakitasahoz sziikséges fehérjék mennyiségének
a novekedése is sziikséges.

A 6-0s klaszterbe tartozo fehérjék kozott lokalizacios kapcesolat all fent: ezek a
mitokondriumban talalhatok. Az eredmények azt mutattak, hogy ezek a fehérjék a tumorban

feliil-expresszalodtak a kornyez6 normal szoveti régiokhoz képest (,,fold change™: 1,74).

A kovetkezd 1épésben fokomponens-analizist végeztem, melynek eredményét a
18. dbrdan mutatom be. A fékomponens-analizis az Osszes fehérje mennyiségét tartalmazo
sokdimenzios informéciot arra a két (linedris kombinacioval nyert) dimenziéra redukalja,
melyek a mintak kozti kiilonbségek (variancia) legnagyobb részét magyarazzak meg.
A 18. dbran lathatd, hogy a kornyezdé normal mintak élesen elkiiloniiltek minden tumoros
mintacsoporttél. A szolid tumoros mintak pontjai tizbél hét esetben megbizhatéan egy
tartomanyba estek, de a tovabbi szolid tumoros mintak, valamint a papillaris és tubuldris mintak

nem valtak el egymastdl a fokomponens-analizis soran.
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1. fokomponens (22.6%)

18. dbra. Fékomponens-analizis a patologiai szempontbdl eltéré csoportokra (kornyezd
normdl; tubularis, papillaris és szolid tumor). Az 1. fokomponens az adatok variancidjanak
22,6%-at, mig a 2. fokomponens a 10,8%-at irja le.

A szignifikansan valtozo fehérjékbol Kklaszterezést kovetéen hotérképet
készitettem. A klaszterezés soran sokdimenzids térben a pontokat az egymastol valo
tavolsadguk alapjan csoportositjuk. A hétérkép megmutatja, hogy az egyes fehérjeklaszterek
tagjainak mennyisége hogyan valtozott a kiilonb6zé mintaklaszterek kozott. A 19. dbran
lathat6 hotérkép azt mutatja, hogy a kornyez6é normal mintak egyiitt klaszterezédnek és ezek
térnek el a legjobban az Gsszes tobbi mintatdl. A tumoros régiok koziil a 10 szolid tumoros
mintabol 9 szintén egyiitt klaszterezddik és csak egy szolid tumoros pont esik a papillaris és
tubularis mintak kozé. A papillaris tumoros pontok is egymashoz viszonylag hasonloak a
klaszterszerkezet alapjan, a tubularis mintak viszont egymastol nagymértékben kiilonboznek €s
nem egyiitt klaszterezodnek. A két fo fehérjeklaszter koziil az egyik tagjai jellemzoen
alul-expresszalédnak (kék), a masik tagjai feliil-expresszalédnak (roézsaszin) a tumorban

a kornyezo normal, nem tumoros szovetekhez képest.
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Fehérjék klaszterezodése

Mintak klaszterezodése

19. d@bra. Hierarchikus klaszterezéssel készitett hotérkép a kiilonbozo patologiai besoroldsi
mintdk esetén.

48



Orszagos Tudomanyos Diakkori Konferencia 2023 Balbisi Mirjam, ELTE-TTK

4.2.3.2. Eltéré mucintartalmu szovetek osszehasonlitdsa

Els6 1épésben a kornyezé normal és a szolid tumoros mintakat 6sszehasonlitottam a
mucindzus tumoros régiokkal is mennyiségi szempontbol. Az ANOVA és a Tukey-teszt szerint
osszesen 455 fehérje mennyiségében volt megfigyelheto szignifikans valtozas, melyek koziil
418 fehérje mennyisége a normal és a szolid tumor, 227 fehérje mennyisége a normal és a
mucinézus tumor, 163 fehérje mennyisége pedig a kétféle tumoros mintacsoport kozott
valtozott szignifikansan.

A haromféle csoportra fékomponens-analizist alkalmazva a 20. dbrdt kaptam. Eszerint
a kornyezé normal mintacsoport a tumoros pontoktdl igen jol elkiiloniil, a tumoros
mintacsoportok pontjai viszont részben egyiitt klaszterezédnek. A szolid tumoros mintak
kozll ugyanaz a 3 mintateriilet mutat eltéré tulajdonsagokat a tobbitdl, mint amik az el6z6

csoportositasnal is kiugrd pontok voltak.
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1. fokomponens (25,4%)

20. dbra. Fokomponens-analizis a kornyezd normal;, mucinozus és szolid tumoros
mintacsoportokra. Az 1. f6komponens az adatok variancidjanak 25,4%-at, mig a
2. fokomponens a 11,7%-at irja le.
A héarom csoportra hierarchikus klaszterezést kovetden hotérképet készitettem, melyet
a 21. abran tintettem fel. A klaszterszerkezet alapjan a kornyezé normal mintak tértek el a
legjobban az Gsszes tobbitdl, és a 10 szolid tumoros minta koziil is 8 egyiitt klaszterez6dott. A
maradék 2 szolid minta jobban hasonlitott a mucinézus tumoros mintakra, mint a tobbi szolid
tumorosra, viszont kevésbé hasonlitottak rajuk, mint a mucindzus tumoros mintdk egymasra.
A Kkét legnagyobb fehérjeklaszter koziil az egyik tagjainak jelentés része
alul-expresszalédott (rézsaszin), a masik tagjai koziil a legtobb feliil-expresszalodott (kék)

a tumoros mintakban a kdornyezo normalhoz képest.
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Feherjek klaszterezodése
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Mintak klaszterezodése
(OROGEOROGEOROGER)]

21. abra. Hierarchikus klaszterezéssel készitett hotérkép a kiilonbozé mucintartalmu régiok
esetén.

Masodik 1épésben megvizsgaltam, hogy a mucint kozepes (M2) és nagy
mennyiségben tartalmazé (M3) mintak kozott mennyire volt szignifikans a kiilonbség
kvantitativ szempontbol. A két csoportot Student-féle t-teszttel hasonlitottam Ossze, amely
6 fehérje mennyiségében mutatott szignifikans eltérést a két csoport kozott. A 6 fehérje a
verzikan proteoglikan, a pulmonalis feliiletaktiv anyagokkal asszocialt D fehérje, a mielin
expresszios faktor 2 ¢és hdromféle immunoglobulin fehérje volt. A két csoport a

fokomponens-analizis soran (Id. 22. dbra) jol elkiiloniil egymastol.
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1. fokomponens (27,7%)

22. abra. Fékomponens-analizis a mucint eltéré mennyiségben tartalmazo csoportokra.
Az 1. fokomponens az adatok varianciajanak 27,7 %-at, mig a 2. fokomponens a 16,8%-at
irja le.
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4.2.3.3. Eltero stromatartalmu szovetek osszehasonlitasa

Hasonloképpen megvizsgaltam, hogy a stromat kis (S1), kozepes (S2) és nagy

mennyiségben (S3) tartalmazé tartalmazé mintak kozott vannak-e szignifikans kiilonbségek

egyes fehérjék mennyiségében. Az ANOVA alkalmazasaval 22 fehérje mennyiségében

mutattam ki szignifikans valtozast, melyek koziil 22 fehérje az S1 és S2, 18 fehérje az S1 és

S3, 7 fehérje pedig az S2 és S3 allapotok kozt valtozott meg szignifikdnsan mennyiségi

szempontbol. Példaul az A-kinadz horgonyfehérje 12 mennyisége barmely két csoport kozott

szignifikansan valtozott. A 23. dbra azt mutatja, hogy a harom csoport nem valik el jol a

fokomponens-analizis soran. Megfigyelhetd, hogy az S1 mintak ugyan majdnem teljesen

elkiiloniilnek a tobbitdl, az S2 és az S3 viszont teljes mértékben egyiitt klaszterezodik. Tehat

kijelenthetjiik, hogy az eltéré stromatartalmu tumorok kozott szignifikansan valtozo fehérjék

szdma alacsony, és a proteomikai profil alig fiigg a tumor strom4;atol.

2. fokomponens (11,7%)
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1. fokomponens (23,2%)

23. dbra. Fokomponens-analizis a stromat eltéro mennyiségben tartalmazo csoportokra.
Az 1. fokomponens az adatok variancidajanak 23,2%-at, mig a 2. fokomponens a 11,7%-at

irja le.
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4.2.4. Eredmények értékelése, kitekintés

A tidémetszetek vizsgalata sordn kvalitativ és kvantitativ szempontbdl hasonlitottam
0ssze kornyez6 normal és kiilonbozd tipusti tumoros mintakat. A kvalitativ elemzésnél azt
tapasztaltam, hogy a kiilonb6z6 csoportokban egyedileg azonositott fehérjék szama igen
alacsony, ¢és sem az egyedileg azonositott, sem a csak tumoros szovetekben azonositott fehérjék
kozott nem taldltam funkciondlis vagy lokalizacids klasztereket. Kvantitativ szempontbol
nagyszamu fehérje mennyiségében figyeltem meg szignifikans véltozast mind az egészséges €s
tumoros, mind a kiilonb6z0 tipusu tumoros mintacsoportok kozott. A kiillonb6zo tipust tumoros
mintacsoportok kozott szignifikansan valtozo fehérjék jelentds része a fehérjeszintézisben vesz
részt, a kdrnyez6 normal és a tumoros mintacsoportok kozott szignifikansan valtozo fehérjék
pedig a fehérjeszintézis mellett tobb fontos bioldgiai funkcidval is Osszefiiggésbe hozhatok.
Ezeknek a folyamatoknak a valtozasai a tumorképzodés okai vagy kovetkezményei lehetnek.

A tiidémetszetek vizsgalata soran nyert eredményeim tobb szempontbol is fontosak
lehetnek. A rak kialakulasa és Osszetettsége nem magyarazhaté csupan genetikai és
transzkripcios szinten. Az expresszalt fehérjékrdl a mennyiségi informaci6®, a fehérjéken
taldlhatd6 PTM-ek mindsége €s mennyisége, a fehérjék hatasa és dinamikdja, a szubcellularis
lokalizacio, a fehérje felhalmozodasat vagy lebomlasat szabalyoz6 mechanizmusok mind rejtve
maradnak a genomikai vizsgilat soran®2. Ezért a betegség alaposabb megértéséhez a
megértése elengedhetetlen az Wj terdpias gyogyszercélpontok azonositasahoz és
diagnosztikus eljarasok kifejlesztéséhez.

Kutatdsom tovabbi jelentdsége, hogy szamos olyan fehérjét azonositottam, melyek a
kornyezé normal és ALK-pozitiv tiidétumoros mintakban jelentdsen eltéré mennyiségben
voltak jelen. Ezek olyan fehérje biomarkerek lehetnek, melyek az adott raktipus
diagnosztizalasara alkalmasak. Példaul tetszéleges tumoros régiokban az ankirin-1 fehérje
atlagos mennyisége 6-10-szer kisebb volt, mint a kérnyez6 normal szoéveti régiokban.
Az ankirinek olyan fehérjék, melyek az integralt membranfehérjék kotddését segitik a
membranhoz®®. Ezeknek a fehérjéknek mennyiségi megvaltozasat és prognosztikus markerként
valo alkalmazhatosagat korabban mar egy masik raktipusban, az androgén receptor-pozitiv
mellrakban is leirtak®. A mitokondrialis FAHD1 acilpiruvaz mennyisége ellentétes iranyban
valtozott: a tumoros régiokban 10-18-szor nagyobb mennyiségben volt jelen, mint a kornyez6
normal szovetben. Ez az enzim a szénhidratok lebomlasa soran keletkezé fumaril- és
acetilpiruvatok szervezetben lejatszodo hidroliziséért felelds®. Biomarkerként korabban még

nem alkalmaztak.
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Tobb olyan fehérjét is azonositottam (példaul a mucin-5B, a laktotranszferrin és az
apolipoprotein L1), amelyek mennyisége a kiilonboz6 tumoros allapotok kozott legalabb
kétszeresére valtozott, igy ezek a tumor tipusanak meghatarozasara is alkalmasak lehetnek.

Rutin eljarasban val6 alkalmazashoz azok a vegyliletek lehetnek megfeleld
biomarkerek, melyek nemcsak szovetb6l, hanem vérbdél, vizeletbél vagy nyalbél is
kimutathatok®. gy nem sziikséges biopsziat venni, hanem egyszerti vérvétellel is lehetséges
eldonteni, hogy a paciens az adott betegségben szenved-e. Az irodalomban az ankirin-1 fehérje
¢s tobb mas, vizsgalataimban a mintacsoportok kozt szignifikdns valtozast mutatd fehérje
vérbél torténd azonositasat is leirtak mar®. Ennél fogva az altalam kimutatott mennyiségi
valtozasok fontos alapot biztositanak tovabbi célzott vizsgalatoknak, amelyek az éaltalam
elérejelzett potencialis biomarkerek validalasara iranyulnak.

Az egyik leggyakoribb PTM a glikozilacio, melynek egyik tipusa a fehérjék és linearis
poliszacharidok kapcsolddasaval létrejovd proteoglikdnok keletkezése. A proteoglikanok
megtalalhatok minden allati sejt felszinén, valamint nagy aranyban fordulnak el a sejteket
koriilvevo extracellularis matrixban is. Eredményeim alapjan szamos extracellularis matrix
fehérje, koztiikk proteoglikdn vazfehérjék mennyisége is szignifikansan eltér a kiilonbozd
mintacsoportokban (Id. 17. dbra), ami elérevetiti a fehérjékhez kapcsolddd szénhidratlancok
vizsgalatanak sziikségességét. Ezért kutatdsom tervezett folytatasa a proteoglikan

vazfehérjékhez kapcsolodo gliikozaminoglikan lancok részletes vizsgalata.

53



Orszagos Tudomanyos Diakkori Konferencia 2023 Balbisi Mirjam, ELTE-TTK

5. Osszefoglalas

TDK munkém els6 1épésében a ,, bottom-up ” proteomikai munkafolyamat egyik 1épését,
az emésztés soran keletkezd peptidek tisztitasat vizsgaltam. Ehhez a kiilonb6z0, laborunkban
alkalmazott SPE allofazisokat és eljarasokat hasonlitottam Ossze egy altalanos Osszetételil
proteomikai mintara és egy erdsen glikozilalt, hidrofil mintara. A kiilonb6zé modszereket az
azonosithatd peptidek ¢és fehérjék szamat tekintve hasonlitottam 0Ossze, valamint
megvizsgaltam, hogy az adott mddszer mutat-e szelektivitast a peptidhossz, a peptid
hidrofobicitasa vagy izoelektromos pontja szerint. Jelentds szelektivitast egyik eljaras esetén

sem tapasztaltam.

A szokvényos hidrofobicitas-eloszlasi mintabol a legtobb peptid és fehérje a
Cis+TopTip kombinalt eljaras alkalmazasival azonosithaté, az egylépéses tisztitasok
koziil pedig az egylépéses C1s modszer hasznalata tette lehetévé a legtobb peptid és fehérje
azonositasat. A hidrofil minta tisztitasara az egylépéses C1g modszer rendelkezett a legjobb
teljesitményjellemzokkel. Ezen hatékonysagi, valamint az id6- és koltséghatékonysagi
szempontokat figyelembe véve altalanosan az egylépéses Cis tisztitast taldltam optimalisnak.

A tovabbi kisérletekben emiatt ezt a modszert alkalmaztam a mintak tisztitasara.

Munkdm masodik részében a nem kissejtes tiidordk csoportjdba tartozo, ALK
génatrendezddést mutatd tiidoszovetek vizsgalataval foglalkoztam. ALK génatrendezodést
mutato tiidorak intratumoralis heterogenitasanak proteomikai karakterizalasat legjobb
tudomasom szerint a szakirodalomban ilyen részletességgel még nem vizsgaltak, ezért
triptikus emésztést kovetd nanoUHPLC-MS/MS mérésekkel. Ezutan kiilonb6zd szoveti
régiokban talalhatd fehérjéket mindségi és mennyiségi szempontbol jellemeztem a
legkorszer(ibb bioinformatikai és statisztikai modszerekkel. A vizsgalt teriiletek kozott tobbféle
csoportositast végeztem: Osszehasonlitottam az eltéré patologiai besorolasu ¢és a
mucintartalom szempontjabol kiilonb6zé régiokat, tovabba megvizsgaltam az eltérd

stromatartalmu szoveteket is.

Megallapitottam, hogy a kiilonb6z6é besorolast tumoros régiok kozott szignifikansan
valtozo fehérjék jelentds része a fehérjeszintézis szabalyozasaban vesz részt, ami arra utal,
hogy a kiilonb6z0 tipusti tumorokban a fehérjeszintézis szabalyozasa jelentdsen kiilonbozhet.
Kimutattam, hogy a kornyezé normal és az egyes tumoros mintacsoportok kozott

szignifikansan valtozo fehérjék olyan fontos bioldgiai folyamatokban vesznek részt, mint az
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extracellularis matrix szervezddése, a hibasan feltekeredett fehérjékre adott sejtvalasz
kialakitasa és a fehérjeszintézis.

Az egyes mintak kozti eltéréseket fokomponens-analizissel és hierarchikus klaszterezést
kovetden hotérkép készitésével vizsgaltam. Azt tapasztaltam, hogy a kornyezoé normal mintak
a tumoros mintaktol minden esetben elkiiloniiltek a fékomponens-analizis és a
hierarchikus Kklaszterezés soran. A patologiai szempontbol eltéré besorolast tumoros
mintacsoportok koziil a szolid tumoros és a papillaris tumoros csoportokba tartozé mintak

jelentds része elkiiloniilt a fokomponens-analizis soran, illetve egyiitt klaszterezodtek.

Szamos olyan, kornyez6 normal és tumoros mintakban szignifikansan eltérd
mennyiségben megtalalhato fehérjét azonositottam, amelyek megfelelé6 biomarker jeloltek
lehetnek diagnosztikai célra torténé alkalmazasra. Példaul az ankirin-1 fehérje mennyisége
jelentdsen csokkent, a mitokondrialis FAHD1 acilpiruvaz mennyisége viszont jelentdsen nott
a tumoros régiokban a nem tumoroshoz képest. Tobb olyan fehérjét is azonositottam, ami a
kiilonb6z6 tumoros allapotok kozott szignifikansan eltéré mennyiségben van jelen, példaul a

mucin-5B ¢és az apolipoprotein L1.

Az altalam kimutatott valtozasok kivald kiinduldpontot biztositanak tovabbi, célzott
biomarker kutatasoknak, és lehetOséget teremthetnek 1j diagnosztikus vagy prognosztikus
biomarkerek felfedezésére, igy novelve a tiidérakos betegek kezelésének hatékonysagat és

gyogyulasuk valdsziniiségét.
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6. Koszonetnyilvanitas

Szeretném kifejezni  koszonetemet mindenkinek, aki hozzajarult e dolgozat
1étrejottéhez.

Mindenekelott koszonettel tartozom témavezetdimnek, Dr. Turidk Lillanak és Toéth
Gabornak, hogy bevezettek a proteomika vilagaba. Nagyra értékelem a rengeteg segitséget és
tamogatast, amit a gyakorlati munka €s a dolgozat elkészitése soran toliik kaptam.

Ko6szonom Dr. Szasz A. Marcellnek, hogy a tiidé szovetmintakat rendelkezésiinkre
bocsatotta, ¢s dolgozatom atnézésével jelentOsen segitette annak biolodgiai szempontbdl vald
helyességét.

Koszondm Dr. Drahos Laszlonak a dolgozat atnézését, Sugar Simonnak pedig a
dolgozat atnézését és a statisztikai eredmények kiértékelésében nyujtott segitségét.

Halas vagyok az MS Proteomika Kutatocsoport Osszes tagjanak szakmai segitségiikért
¢s tamogatasukért egyarant.

Végiil, de nem utolsoésorban kdszondm csalddomnak és barataimnak, hogy a dolgozat

megirdsa alatt végig tdimogattak.
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8. Fiiggelék

F1. abra. A vizsgalt tiidometszetek H&E festett képe és a szoveti régiok szamozdsa.
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F1. tablazat. A vizsgalt proteomikai régiok jellemzése patologia, mucintartalom és
stromatartalom szerint. A mucin és stromatartalomnadl szereplé szamozas jelentése: () — nincs,
1 —enyhe, 2 — kozepes, 3 — erds.

Proteomikai régio Patolégia Mucin (1-3) | Stroma (1-3)
SOrszama

1 tubuléris 3 3
2 tubularis 3 3
3 szolid 2 2
4 normal (tiido)

5 normal (tido)

6 normal (tiido)

7 tubularis 2 1
8 papillaris 2 1
9 papillaris 2 3
10 papillaris 3 2
11 papillaris 3 3
12 papilléris 3 2
13 szolid 0 2
14 szolid 0 2
15 szolid 0 3
16 szolid 0 0
17 szolid 0 1
18 szolid 0 1
19 szolid 0 1
20 szolid 1 3
21 szolid 0 3
22 normal (tiido)

23 normal (zsirszdvet)

62



Orszagos Tudomanyos Didkkdori Konferencia 2023

Balbisi Mirjam, ELTE-TTK

F2. tablazat. A MaxQuant programban fehérjék mennyiségi meghatdrozasahoz hasznalt
beallitasok.

Keresési tér

HelLa: kutatocsoportban dsszeallitott HelLa
adatbazis
vérplazma: Swissprot human adatbazis
tiidémintak: Byonic-kal azonositott
fehérjékbol készitett adatbazis

Mennyiségi meghatarozas

LFQ

Minimalis peptidszdm LFQ arany
szamitashoz

2

Keésziilek tipusa

Bruker Q-TOF

Peptid tolerancia az els6 keresés soran 20 ppm
Peptid tolerancia a f6 keresés soran 10 ppm

Maximalis toltés 4

MSI1 intenzitaskiiszob 30

MS/MS intenzitaskiiszob 30
Emésztés tripszin

Kihagyott hasitasi helyek maximalis szdma 2

Variabilis modosulasok

oxidacidé (M), deamidacio (NQ)

Fix mdodosulasok

karbamidometil (C)

Minimum peptidhossz

7

Maximalis peptid tomeg

4600 Da

Azonositas

,, Match between runs” (jelentése: két
mérés kozott akkor is parositva lesznek az
egy peptidhez tartozoé jelek, ha csak az
egyik esetben tortént meg az azonositas
MS/MS alapjan)

Minimum peptidek szama

2

Minimum egyedi peptidek szama

1
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F3. tablazat. A Perseus szoftverrel torténo értékeles lépései és az alkalmazott beallitasok két,
illetve kettonél tobb mintacsoport esetén.

Két mintacsoport esetén Kettonél tobb mintacsoport esetén

1. Forditott fehérjetalalatok és potencialis szennyezdk eltavolitasa
2. Minték csoportositasa az aktualis szempont szerint
Adatok szlirése: csak azokkal a fehérjékkel foglalkoztam, melyek legalabb egy
3. mintacsoportban, legaldbb a mintdk felében azonosithatok és kvantifikalhatok
voltak (nem 0 érték tartozik hozza).
4, Log(2) transzformacio

Hianyzo értékek imputalasa
Foékomponens-analizishez az igy kapott matrixot hasznaltam.

6. Statisztikai tesztek elvégzése

ANOVA varianciaanalizis (SO = 0,
Benjamini-Hochberg FDR,
FDR =0,05)

A két csoport kozti szignifikans
kiilonbségeket Student-féle t-teszttel
mutattam Ki. (SO = 0, kétoldali t-teszt)

Adatok szlirése: csak az ANOVA
szignifikans fehérjéket tartottam meg.
A hierarchikus klaszterezéshez, majd a

hétérkép készitéséhez ezt a matrixot
hasznéltam.

Post-hoc Tukey-teszt (FDR = 0,05)
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F1. Szelektivitas vizsgalata szokvanyos hidrofobicitas-eloszlasi proteomikai mintak
tisztitasa esetén

A peptidhosszakat tekintve (F2. abra) megallapithatd, hogy elsésorban a Pierce, kisebb
mértékben pedig a TopTip is szelektivitdst mutat a révidebb peptidekre, ugyanis ezen
modszerek alkalmazésa esetén relative tobb a rovid peptid, mint a referenciaban. Ezzel szemben
a vatta, és kismértékben a Cig eljaras haszndlata is tobb hosszabb peptidet eredményez.
A kétlépéses eljarasoknal a két 1épés ellentétes irdnyba tolja el az atlagos peptidhosszt: a Cisg
noveli, a masodik 1épés pedig csokkenti azt. A két hatas ereddjeként a Cigt+Pierce modszer
esetén tobb rovidebb peptid azonosithatd, mint a referenciaban; a Cigt+TopTip alkalmazasa
pedig a referencidhoz nagyon hasonld eloszlast mutat. Az SPE tisztitas soran a célunk az, hogy
a minta Osszetétele ne valtozzon meg. Peptidhossz tekintetében ezt a kovetelményt a

Cis+TopTip kombinalt eljaras teljesiti a legjobban.
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F2. abra. Hel.a peptidek peptidhossz szerinti eloszlasa hat kiilonbozo SPE tisztitds és a
referencia esetén.

A GRAVY-indexeket osszevetve (F3. dbra) megallapithaté, hogy a referenciara
leginkabb a Cis+TopTip és Cist+Pierce kombinalt modszerek mintazata hasonlit, mig a
Pierce ¢és a TopTip tobb pozitiv GRAVY-indexszel rendelkezd, azaz hidrofob peptidet
eredményez, a Cig eljaras alkalmazasa viszont kismértékben a hidrofil peptideket dusitja fel.
A vatta hasznalata esetén a hidrofil peptidek feldusuldsa sokkal nagyobb mértékii. Ez azt
bizonyitja, hogy a vatta, mint SPE 4allofazis alkalmasabb lehet hidrofil vegytiletek,

pl. glikopeptidek dusitasara és szelektiv kinyerésére, mint a tobbi vizsgalt modszer.
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F3. dbra. HelLa peptidek GRAVY-index szerinti eloszlasa hat kiilonbozd SPE tisztitds és a
referencia esetén.

Végiil a peptidek izoelektromos pont eloszlasat megfigyelve (F4. dbra) elmondhato,
hogy a Pierce, a TopTip ¢és a vatta a bazikus peptidekre mutat némi szelektivitast, a Cag tisztitas
hasznalata pedig a savas peptideket dusitja fel kismértékben. A kombinalt modszerek koziil a
CistPierce esetén a referencianal tobb bazikus peptidet tartalmazé mintat kapunk, a
Cis+TopTip alkalmazasa viszont a referenciahoz nagyon hasonlé oOsszetételi

peptidkeveréket eredményez.
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FA4. abra. Hel.a peptidek izoelektromos pont szerinti eloszldsa hat kiilonbozo SPE tisztitds és
a referencia esetén.
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F2. Szelektivitas vizsgalata hidrofil mintak tisztitasa esetén

A peptidhossz tekintetében (F5. dbra) megfigyelhetd, hogy elsdsorban a Pierce, kisebb
mértékben pedig a TopTip és a vatta is disitotta a mintat a rovidebb peptidekre nézve a
referencidhoz képest. Ezzel szemben a Cig és a Cig alapti kombinalt modszerek alkalmazasa

utan kapott mintak tobb hossza peptidet és kevesebb rovid peptidet tartalmaztak, mint a

referencia (gyartoi Cis eljaras).
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FS5. dabra. Vérplazma frakcio peptidjeinek peptidhossz szerinti eloszlasa hét kiilonbozo SPE
tisztitds esetén.

A vizsgalt vegylilet polaritasat leir6 GRAVY-index esetén a Cis alapi modszerek
(beleértve a referenciat is) hasonlé eloszlast mutattak (F6. dbra). Ehhez képest foleg a
Pierce, de kisebb mértékben a TopTip modszer alkalmazasa esetén is nagyobb veszteségeket
tapasztaltunk a kozepes polaritasi komponensekbdl, mig a hidrofil és hidrofob peptidek
feldusultak a mintdban. A vatta ezzel szemben a hidrofil, negativ GRAVY-indexszel
rendelkezé peptidek visszanyerését segitette el a hidrofil mintabol is, ugyantigy, mint a HeLa

esetén, bar itt az eltérés kevésbé volt jelentds.
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F6. abra. Vérplazma frakcio peptidjeinek GRAVY-index szerinti eloszlasa hét kiilonb6z6 SPE
tisztitds eseten.

Az izoelektromos pont tekintetében (F7.dbra) az osszes eljaras alkalmazasa
nagyon hasonlé eloszlast eredményezett, koztiik csak apré eltérések figyelhetok meg.
Az egyik ilyen kiilonbség, hogy a TopTip tisztitas kismértékben tobb lugos, a vatta alkalmazasa
pedig tobb enyhén savas komponens azonositdsat tette lehetévé, €s mindkét modszer az

erdsebben savas komponensek nagyobb részét veszti el, mint a referencia (gyartoi Cig eljaras).

A referencia altal mutatott eloszlashoz legjobban a Cig+TopTip mintazata hasonlitott.
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F7. abra. Vérplazma frakcio peptidjeinek izoelektromos pont szerinti eloszlasa hét kiilonbozo
SPE tisztitds esetén.
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F8. dabra. A kornyezé normal és a tubularis tumor kozott szignifikansan valtozo fehérjékre
épitett fehérje interakcios halozat.
Jelmagyarazat: kék: RNS kot fehérje, piros: extracellularis matrix szervezddésében szerepet jatszo
fehérje, rozsaszin: mitokondrialis membranfehérje.

69



Orszagos Tudomanyos Diakkori Konferencia 2023 Balbisi Mirjam, ELTE-TTK

FO. dbra. A kornyezé normal és a szolid tumor kézott szignifikansan valtozo fehérjékre épitett
fehérje interakcios halozat.

Jelmagyardzat: piros: mRNS ,, splicing ’-ban, sarga: sejtadhézioban szerepet jatszo fehérje, rozsaszin:
riboszoma szerkezeti eleme.
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