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1. Bevezetés

Az elvalasztasi és tomegspektrometriai modszerek fejlédésének koszonhetéen a
folyadékkromatografiaval kapcsolt tomegspektrometria (LC-MS) a proteomika alapvetd
analitikai eszk6zévé valt. A proteomika feladata a proteom jellemzése, beleértve a fehérjék
expressziojat, funkciojat, szerkezetét, modositasait és kolcsoOnhatasait. A proteomika
kulcsfontossagh szerepet jatszik a kiilonb6z6 betegségek korai felismerésében, eldrejelzésében
lefolyasuk nyomon kovetesében, valamint a gyogyszerfejlesztésben is. A megfeleld6 MS/MS
adatgyljtési technika kivalasztasdhoz kompromisszumokat kell kotni az idd, a
reprodukélhatdsag és a minta fehérjedsszetételének vizsgéalati mélysége kdzott. A proteomikai
vizsgalatok soran a legszélesebb korben alkalmazott adatgytijtési stratégia az adatfiiggd
adatgytijtés (DDA), amikor a tomegspektrométer egy adott ciklusban abbdl a véalasztott szamu
legintenzivebb ionbol készit MS/MS spektrumokat, melyek megfelelnek az elore beallitott
kritériumoknak. Ez a mérési mod alkalmas a proteom atfogd vizsgalatara, azonban a
mennyiségi meghatarozas csak prekurzor szinten (MS1) lehetséges. Kevesebb peptid
vizsgalatara azonban MS1-alapu (SIM) és a fragmens (MS2)-alapti (SRM, MRM és PRM)
célzott modszerek is hasznalhatok. Szamos esetben az MS1 jel nem elég specifikus és
interferenciakat tartalmazhat, viszont a peptidek MS2 ionjainak hasznalataval 1ényegesen jobb
jel-zaj arany érhet6 el, ami sokkal szelektivebb és specifikusabb adatgyiijtést tesz lehetévé. Az
adatfiiggetlen adatgytijtés (DIA) a DDA és a PRM modszerek egyfajta kombinacidja. Célja a
minta legatfogobb szinti vizsgalata a DDA-nal jobb reprodukalhatésaggal és MS2-alapt
mennyiségi meghatarozassal. A modszer egyik legnagyobb kihivasat a széles prekurzor
1zolacios ablak jelenti, azonban a modern muszereknek és technikaknak kdszonhetéen ez egyre
kevésbé jelent problémat.

Egy szokvanyos peptidalapti (bottom-up) proteomikai munkafolyamat minden 1épése
lényeges, de a mintaelokészités kiilondsen fontos, hiszen az egyik legnagyobb mértékben ez
befolyasolja a végeredményt. Mivel a fehérjék izolalasa, extrakcidja és az alkalmazott
emésztési protokoll is jelentésen befolyasolja az adott minta peptiddsszetételét, ezek vizsgalata
¢és optimalizalasa kulcsfontossagu része a kvantitativ modszerek fejlesztésének.

A teljes proteom mennyiségi meghatarozasahoz a DIA hatékony eszkdz, mivel nagy
ateresztOképességli és jol reprodukalhatd, azonban a fehérjék abszolit mennyiségi
meghatarozasanak legfébb eszkozei a célzott (SRM és PRM) modszerek. Ezekhez viszont elore
meg kell hatdrozni a célmolekuldkat. Kivalasztasukban jelentds szerepet jatszhatnak a DIA
elokisérletekb6l szarmazo informaciok. A kvantitativ jelkivalasztas két szinti a bottom-up

proteomikaban: olyan peptideket kell kivalasztani, amelyek specifikusan képesek tiikkr6zni a
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mintaban 1év6 célfehérjék mennyiségét. A kvantitativ meghatarozashoz ezek legérzékenyebb

és legrobusztusabb prekurzor- és fragmensionjait kell hasznalni.

2. Célok

Dolgozatomban két kiilonbozd projektet mutatok be, mindkettd a DIA adatgyiijtésen
alapul. Az elsé projektben a f6 célunk egy 0j kdnnymintavételi protokoll alkalmazhatdsdganak
igazolasa volt fenolvordssel kezelt pamutszal (PRT) hasznalataval. A projekt céljai a
kovetkezOk voltak: 1) megvizsgalni az alkalmazott spektrumkonyvtar hatdsat a DIA mérések
eredményeire, 2) Osszehasonlitani kiilonbozd fehérje extrakcios protokollokat a hatékony
mintaelokészités elérése érdekében, 3) 0sszevetni az 1) eljarast a két leggyakrabban hasznalt
modszerrel a mintak reprodukalhatésaga és a mérhetd proteom alapjan.

A masodik projektben f6 célunk egy célzott LC-MS (PRM) modszer fejlesztése volt
kiilonb6z6 membrantranszporter fehérjék célzott mérésére, foként a DIA adatgyljtést
alkalmazo kisérletes vizsgalatokra alapozva. A kovetkezo célokat tliztiik ki: 4) 6sszehasonlitani
két, az LC-MS proteomikai vizsgalatokban gyakran hasznalt membrandusitasi és emésztési
protokollt, 5) kidolgozni egy moddszert egy adott fehérje olyan peptidjeinek kivalasztasara,
amellyel a legérzékenyebb célzott mddszer hozhatd 1étre, 6) meghatidrozni a kiilonbdzd
membrantranszport vizsgalatokban hasznalt vezikulakban ¢s sejtvonalakban a taltermelt

transzporter fehérjék abszolut mennyiségét.

3. Anyagok és Modszerek
3.1. Mintak
3.1.1. Konny mintak
A konnymintakat 10 Onkéntes jobb és bal szemébdl gyiijtottiik harom kiilonbozo
mintavételi technikaval: ivegkapillarisok (CAP), PRT-k és Schirmer-csikok segitségével. A
minta el6készitése soran a Schirmer-csikokat a szemgolyoval kdzvetleniil érintkezé alsé (SL),
¢és nem ¢érintkezd felsé (SU) részekre osztottuk. Az SU minték a csikok behajtasat kdvetd 10

mm-es szakaszok voltak.

3.1.2. Sejt és membran mintak
A vizsgalatokhoz HEK293 teljes sejtek (TC) lizatumait, szerves Organic Anion
Transporting Polypeptide 1B3 (OATP1B3) taltermeld6 HEK293 sejtek membranfehérje
frakcioit (PE, ProteoExtract® Native Membrane Protein Extraction kit segitségével dusitva),
Breast Cancer Resistance Protein (BCRP) tultermel6 human vezikula készitményeket (BCRP-
HEK?293, BCRP-M), valamint human BCRP-t thltermelé rovar vezikula készitményeket
(BCRP-Sf9, BCRP-Sf9-HAM) hasznaltunk.



3.2. A konnyfehérjék extrakcioja és a PRT fehérje extrakcios modszerek vizsgalata

Harom egészséges személytdl gyljtottiink konnymintat tivegkapillarisok segitségével,
majd Osszekevertiik dket. Kilenc darab 5 cm hosszii PRT szélat helyeztiink az Gsszekevert
konnymintaba 15 masodpercre. Ezt kovetden a szalakat harom csoportra osztottuk. A PRT-kbdl
torténd fehérje extrakcidé hatékonysaganak vizsgalatahoz 5%-os natrium-dodecil-szulfatot
(SDS) ammonium-bikarbonatban (AmBic), AmBic-ot és vizzel kevert 1%-0S ecetsavat
teszteltiink. Az Osszes SL, SU ¢és kisérleti PRT mintat egyenként extrahaltuk 5% SDS-t
tartalmazd AmBic segitségével. A CAP konnymintakat ugyanezzel az extrakcids oldattal

higitottuk a fehérjekoncentracido meghatarozasa elott.

3.3. Emésztési protokollok
Az emésztés elott minden minta fehérjetartalmat BCA fehérjemérd kit segitségével
hataroztuk meg. Minden konnymintanal és a megfeleld sejt- €s membranmintdknal 10 pg
fehérjét dolgoztunk fel modositott fehérjepellet emésztés (SEPOD) alapjan. A tobbi sejt- és
membranmintabdl 10 pg (25 pg a célzott BCRP mérésekhez) fehérjét modositott sziirdvel

segitett mintaeldkészitési modszer (FASP) alapjan dolgoztuk fel.

3.4. NanoLC-MS mérések
Minden mérést egy Waters ACQUITY UPLC M-Class LC-rendszerrel végeztiink,
amelyhez egy Q Exactive™ Plus Hybrid Quadrupole-Orbitrap™ tomegspektrométert
kapcsoltunk. A peptidek kromatografids elvalasztasa gradiens elicioval tortént,

mozgofazisként vizet és acetonitrilt hasznaltunk, mindkettd 0,1% hangyasavat tartalmazott.

3.5. DIA adatgyiijtés és feldolgozas
A mintaspecifikus spektrumkonyvtarak 1étrehozasahoz sziikséges adatokat a
mintaspecifikus keverék mintdk LC-MS elemzésével gytijtottiik. A tomegspektrométert tgy
konfiguraltuk, hogy hat gazfazist frakcionalt (GPF-DIA) adatgytijtést végezzen 4 Th prekurzor
1zolaci0s ablakszélességgel, atfedd mintat alkalmazva. A kisérleti mintaspecifikus konyvtarakat
ugy hoztuk létre, hogy az egyes mintacsoportok GPF méréseivel kiilon-kiilon keresést
végeztiink a prediktalt spektrumkonyvtarral. A kisérleti kombinalt spektrumkonyvtarat gy
hoztuk létre, hogy az Osszes projektspecifikus GPF mérés keresését egyben végeztiik el
ugyanazon prediktalt spektrumkonyvtarral. Az egyes mintak kvantitativ elemzéséhez 395 és
1020 Th kozott, 2722 Th atfedd prekurzor izolacios ablakokat alkalmazé LC-MS méréseket

hasznaltunk DIA adatgytijtéssel (DIA-Q).



3.6. PRM adatgyiijtés és feldolgozas

A tomegspektrométert tigy konfiguraltuk, hogy az adatokat a 2 Th szélességli izolacios
ablakkal kivalasztott +2 t6ltésti peptid prekurzorok fragmenseinek spektrumarél gytjtse.

A kiilonb6zo peptideket alkalmazo modszerek érzékenységének Osszehasonlitasdhoz
kalibracios gorbék alapjan szamolt relativ kimutatasi hatar (LOD) és relativ mennyiségi hatar
(LOQ) értékeket hasznaltunk. A kalibracids gorbéket a tultermeld HEK293 emésztmények
kontroll HEK293 emésztménnyel torténd higitasaval hoztuk 1étre 5 kiilonb6z6 ardnyban (5-
sz0ros €és 100-szoros higitas kozott).

A mennyiségi 0sszehasonlitasokhoz Welch T-probdkat végeztiink, p-érték<0,05

szignifikanciahatérral.

4. Projekt I: Konny mintak proteom analizise DIA segitségével

4.1. Elméleti hattér

A human konnyfolyadék az utdbbi évtizedekben egyre nagyobb érdeklddést keltett
kiilonb6z6é biomarkerek potencialis forrasaként. Elényei a konnyl hozzaférhetéség, a nem
invaziv mintavételezési lehet6ség, mérsékelt komplexitds és a szemészeti €és szisztémas
betegségekre valo érzékenység.

Mind a klinikai, mind a kutatasi célra szant konny mintavételezés legelterjedtebben
hasznalt modszerei, amikor a konnyfolyadékot kozvetleniil egy tivegkapillarisba gytjtik, vagy
a konny minta abszorbedlasara alkalmas Schirmer-csikra futtatjdk. Mindkét mintavételi
modszernek egyarant vannak elényei és hatranyai is. Gyakran iddigényesek, kényelmetlenek a
betegek szamara, szakember kozremitkodését igénylik, és néha nem biztositanak elegendd
mennyiségli mintat az vizsgalatokhoz. Egy egyszerli, gyors, nem invaziv €s megbizhatod
konnygytijtési eljarasra van sziikség, amely még kis mennyiségli mintabdl is torzitatlan
konnymintat biztosit. A PRT-vel torténd konny mintavétel megfelelnet a fenti

kovetelményeknek.

4.2. Eredmények
Mindségi és mennyiségi proteomikai vizsgalatokat végeztiink az dsszes dnkéntes bal és
jobb szemébdl szarmazd mintajaval egyarant: dsszesen 20 PRT, 20 SU, 19 SL és 18 CAP
konnymintat elemeztiink. A CAP mintavételi eljarassal gyiijtott konnyek mennyisége és teljes
fehérjetartalma egyarant nagy szorast mutatott. Az SL-csikok, a 10 mm hossz SU-csikok és a

teljes PRT mintak extraktumainak teljes fehérjetartalma jobban reprodukalhat6 volt. Ezekkel a



mintavételi modszerekkel minden esetben elegendé mintat lehetett gyiijteni a proteomikai
analizishez, mig ez a CAP modszerrel két esetben nem sikerdiilt.

Harom kiilonb6z6 extrakcios oldatot (5%-0s SDS AmBic-ban, AmBic és 1%-0s ecetsav
vizben) teszteltink a PRT mintakbol torténd fehérje extrakcido hatékonysaganak és
reprodukalhatosdganak vizsgalatara. Az extrahdlt fehérjék teljes mennyiségében nem
tapasztaltunk jelentds kiilonbségeket; a legalacsonyabb reprodukalhatosdgot azonban az
ecetsav hasznalatdval talaltuk. A detektalt és kvantitalt fehérjék szama, a fehérjeintenzitdsok
reprodukalhatosaga (CV) €s az eredeti kapillaris mintaval valo korrelacié hasonlo volt az SDS
¢s az AmBic protokollok haszndlataval, de az ecetsav protokoll teljesitett a legrosszabbul az
Osszes emlitett mérdszam tekintetében. Mivel a tenzid jelenléte segitheti a fehérje extrakciot és
a Schirmer-csikok esetében alkalmazott protokollal valo jobb 6sszehasonlithatosag érdekében
az SDS-sel torténd extrakciot hasznaltuk a tovabbi vizsgalatokhoz.

A DIA-Q mintak elemzése soran a gylijttt adatokat a mintaspecifikus €s a kombinalt
spektrumkonyvtarral is lekerestiik. A kvantitalt peptidek szama 117,5%-kal, 84,7%-kal és 62%-
kal volt magasabb az SU, CAP és PRT mintak esetében, amikor a keresést a mintaspecifikus
konyvtarak helyett a kombinalt konyvtarral végeztiik, de az SL mintak esetében ennek kisebb
hatasa volt. Azon peptidek, melyek csak a kombinalt spektrumkonyvtarral voltak detektalhatok,
a DIA-Q mintak jelent6s részében kvantitalhatok voltak. Nagyon hasonlo eredményt kaptunk
a fehérjék szintjén is.

A CAP, SL, SU ¢és PRT mintdk proteomjanak Osszehasonlitdsdéhoz a mintaspecifikus
keverék mintdk GPF-DIA elemzésébdl 1étrehozott kombindlt spektrumkdnyvtarat hasznaltuk,
mivel ez rendelkezik a legnagyobb fehérjelefedettséggel. A konyvtarban szereplok koziil
legkevesebb fehérjét a CAP mintaban lehetett azonositani (422 fehérje). A két indirekt
konnymintdban (PRT és SU) hasonlo szamu fehérjét lehetett kimutatni (1439 és 1225), nagy
atfedés mellett, mig az SL mintaban 2493 fehérjét azonositottunk. Osszesen 341 kdzds fehérjét
lehetett kimutatni mind a négy mintatipusban. A ki{ilonb6z6 mintatipusok mennyiségi
hasonlosaganak vizsgélatara Pearson-féle korrelacios egylitthatd értékeket szédmoltunk,
amelyek a PRT ¢és SU mintdk kozott voltak a legerdsebbek (r = 0,90), de a CAP minta is
nagyfoku korrelaciot mutatott ezekkel a mintakkal (r = 0,76-0,78).

A DIA-Q mintakon végeztilk a fehérjék statisztikai osztalyozasat a mintaspecifikus
detektalhatosaguk alapjan. Az 1144 kvantitalhatd fehérjét a mintatipus-specifikus detektalasi
gyakorisag (%-ban) alapjan négy klaszterbe soroltuk (A-t6l D klaszterig jeldlve) K-means
klaszterelemzés eredményeként. Az A klaszterben 195 olyan fehérje volt, amely minden

mintatipusban nagy gyakorisaggal volt mérheté. A B klaszterbe 242 olyan fehérje tartozott,
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amelyek az indirekt protokollokkal (SL, SU és PRT) gyiijtott mintakban ismételten mérhetdek
voltak, de csak néhany CAP mintdban voltak kvantitalhatok. A masik két klaszter olyan
fehérjékbol allt, amelyek az SL mintakban nagy gyakorisaggal, de az SU és PRT mintakban
csak kozepes (C klaszter, 312 fehérje) vagy alacsony (D klaszter, 395 fehérje) gyakorisaggal
voltak jelen. Ezek alapjan az A és B klaszter fehérjéi tekinthetdk a f6 konnyfehérjéknek melyek
nagy gyakorisaggal kimutathatok az egyes konnymintdkban. A lehetséges szennyezd fehérjék,
amelyek a szem felszinr6l szdrmazhatnak (C és D klaszter) az SL mintdkban voltak a
legnagyobb gyakorisaggal megtalalhatok. A B klaszter fehérjéi csak néhany CAP mintaban
voltak detektalhatok, mig ezen fehérjék relativ gyakorisaga is az SL mintdkban volt a
legnagyobb. Az A klaszter tagjai adtak a CAP mintak fehérjeintenzitasanak legnagyobb részét
(95%) és valamivel kevesebb, mint 50%-at az SL mintakénak. Ezen fehérjék atlagos
Osszabundanciaja magasabb volt a PRT (83%), mint az SU (76%) mintakban.

A konnymintak fehérjéinek bioldgiai osztalyozasa érdekében minden egyes fehérjét a
rendelkezésre allo Gene Onthology (GO) és UniProt kifejezésekkel annotaltunk. A specifikus
intracellularis lokalizacioji GO kifejezéssel rendelkezd fehérjék a D klaszterben dusultak,
amelyek foként az SL mintakra voltak jellemzéek. A D klaszter fehérjéinek 21%-a a
mitokondriumbol szarmazott, szemben az A klaszterrel, amelyben ezek a fehérjék csak 1%-at
adjak az Osszesnek. Az citoplazma lokalizacioval jelolt fehérjék a B, C és D klaszterek
mindegyikében feldusultak (40-71%), mig az A klaszterben, amely az egyetlen olyan klaszter
volt, amelybdl ténylegesen lehetett kapillarisok segitségével mintat venni, csak 19%-ban voltak
ilyen fehérjék. Az A klaszter fehérjéinek 63%-a szekretalt, mig a D klaszter fehérjéinek
minddssze 9%-a volt annotalva ezzel az Uniprot kulcsszoval. Ezeken az altalanos annotaciokon
kiviil néhany szemspecifikusabb informéciot is hasznaltunk, hogy tisztazzuk a kiilonb6z6
klaszterekbe tartozd fehérjék eredetét. Az EyeOME adatbazis az emberi szem kiilonb6zd
részeiben azonositott fehérjék listajat gylijti Ossze. Ezekben a hozzarendelésekben nagy az
atfedeés, 1213 fehérje kozosen hozzarendelt a konnyhoz €és a szemfelszinhez (szaruhartya,
inhartya) is. Az A klaszter tagjainak tobbsége k6zos (124), vagy specifikus a konnyre (31),
ezért javasoltuk, hogy ezeket a kozos konnyfolyadék fehérjék kozé soroljuk. Meg kell
jegyezniink, hogy az 6sszes immunglobulin is annak tekinthetd, mivel ezek az A klaszterben
talalhatok, de az EyeOME-bdl ki vannak zarva. A B klaszter fehérjéinek tobbsége (228 a 239-
bdl) az EyeOME-ban a konny és a szemfelszin kozos fehérjéi, ritkan mutathatok ki CAP
mintakban, viszont az indirekt mintavételi modszerekkel konnyen és reprodukalhatdan
gyljthetok, ezért ezek valoszinilleg a konnyfolyadék alsd, a szemfelszinnel kozvetlen

kolcsdnhatasban 1év6 rétegébdl szarmazhatnak. Osszességében az A és B klaszterbe sorolt 437
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fehérje (392 az EyeOME-ban) az eredetiiktél fiiggetleniil gyakran kimuathato
konnyfehérjéknek mindsithetd.

A mintavétel altal a mintosszetételben okozott hatasok azonositasa érdekében ugyanazon
segitségével hasonlitottuk Ossze. Az erdsen szennyezett SL mintdkat kizartuk ebbdl a
vizsgalatbol. A legerdsebb személyen beliili korrelaciét a CAP mintadkban talaltuk, mig a PRT
mintdk és az SU mintak gyengébb korrelaciot mutattak.

A két szemen mért fehérjeintenzitas aranyok eloszlasa a CAP mintdk esetében volt a
legsziikebb, a Schirmer-mintak esetében pedig a legszélesebb. Az 6sszes mintatipusban k6zos
195 fehérje (A klaszter) median CV értéke a PRT mintakban alacsonyabb volt (64%), mint az
SU (77%) vagy a CAP (70%) mintakban.

4.3. Diszkusszio

Szamos konny mintavételi modszer all rendelkezésre, de mivel mindegyik mintavételi
modszernek vannak elényei és hatranyai is, a megfeleld modszer kivalasztasa nem konnyi. A
leggyakrabban hasznalt klinikai és kutatasi céli konnymintavételek, amikor a konnyfolyadékot
kozvetleniil egy ilivegkapillarisba gytijtik, vagy a konny minta abszorbeédlasara alkalmas
Schirmer-csikra futtatjak. A PRT, az el6z0 két teszthez hasonloan, széles korben elterjedt
klinikai teszt a konnymennyiség mérésére, de proteomikai konnymintavételi technikaként meg
nem vizsgaltak.

Megerdsitettiik, hogy a fehérjék hatékonyan extrahalhatok a PRT-kbdl az 5%-0s SDS és
AmBic protokollok hasznalataval is. Az eredeti konny fehérjék 84-86%-at lehetett torzitas
nélkiil, kivalo reprodukalhatosaggal kinyerni ezekkel a modszerekkel.

Osszehasonlitottuk a PRT és a két hagyomanyos modszerrel gytijtétt mintdk
fehérjedsszetételét. A szakirodalom szerint a kapillaris mintak nagyobb aranyban tartalmaznak
extracellularis régiobol szarmazé fehérjéket, mig a Schirmer mintdkban nagyobb szdmu sejt-
¢s organellaspecifikus (intracelluldris) fehérje taldlhatd, ami a papir erdsen vaszkularizalt
kotohartyaval valo érintkezésének koszonheto.

Eredményeink §sszhangban vannak az irodalommal, mivel a Schirmer-csikkal gytijtott
mintdkban tobb fehérjét azonositottunk, mint a kapillaris mintdkban. Az azonositott fehérjék
szama a PRT mintdkban hasonl6an magas volt, mint az SU mintakban és a fehérjék intenzitdsa
erds korrelaciot mutatott a tobbi mintatipussal. Ez bizonyitja a PRT mddszer alkalmazhatdsagat

az LC-MS analizishez sziikséges proteomikai mintak hatékony gytijtésére.



Kisérleteinkben a nagyszamu fehérje azonositasat GPF-DIA LC-MS modszer
alkalmazésa tette lehetové. A kiilonboz6 mintatipusok kombindlt spektrumkonyvtaranak
alkalmazasa a kisérleti mintak jelentds részében novelte a konnyfolyadékban kvantitalhato
fehérjék szamat. Ez alapjan hatékony modszer lehet tobbféle mintatipus felhasznélasa a
konyvtar 1étrehozasdhoz, fliggetleniil a kvantitativ kisérlethez alkalmazott mintavételi
protokolltol. Az mintatipusokban mért detektalasi gyakorisag alapjan négy fehérje-klasztert
tudtunk azonositani és ezen klaszterek EyeOME adatbazissal vald Osszehasonlitasaval 437
fehérjét (A + B Kklaszter) azonositottunk, amelyek gyakori konnyfolyadék fehérjének
tekinthetok, de ezek koziil (az immunglobulinokon feliil) csak 155-6t tudunk hatékonyan
Kimutatni a kapillaris mintakban. A PRT valamivel nagyobb hatékonysaggal képes mindezen
fehérjék mintavételére, mint a Schirmer-csik. A szemfelszinrdl szarmazo lehetséges szennyezd
fehérjék (D klaszter) Osszesitett relativ intenzitdsa a PRT mintakban a legalacsonyabb
(kevesebb mint 1%). Ez a PRT kisebb atmérdjének és a Schirmer-csikokhoz képest kisebb ¢€s
simabb feliiletének kovetkezménye lehet.

A PRT biomarker-analizisben val6 alkalmazasanak validalasa érdekében
konnybiomarkereket gytiijtottiink Ossze a szakirodalmi adatok alapjan. 87 olyan fehérjét
talaltunk, amelyeket korabban feltételezett biomarkerként azonositottak konnyben, ezek 90%-
a (78 fehérje) azon fehérjék kozé tartozik, amelyeket az indirekt mintavételi modszerekkel
gyakran detektaltak. Ezeket az eredményeket figyelembe véve PRT megfeleld mintavételi
modszer lehet mind a szemspecifikus, mind a szisztémas betegségek biomarkereinek
vizsgalatara. A PRT modszerrel erdsebb korrelaciot és kisebb kiilonbségeket talaltunk
ugyanazon személy két szemébdl szarmazo mintai kozott, mint a Schirmer-rel (SU mintak). A
személyek kozotti variancia a PRT mintakban volt a legalacsonyabb, 1ényegesen kisebb, mint

az SU mintakban, igy osszehasonlito elemzésekre alkalmasabb lehet.

5. Project I1: DIA adatgyiijtés, mint a célzott mérések elokisérlete, valamint
a létrehozott célzott mérések alkalmazasa

5.1. Elméleti hattér
A transzmembran transzporterek jelentds hatdssal vannak szdmos gyogyszer
farmakokinetikdjara és farmakodinamikajara. Az ATP-kotd kazettas transzporter (ABC) és
szerves anion transzporter (SLC) fehérjék felelosek leginkabb a gydgyszer molekulak
sejtmembranon keresztiili atjuttatasaért. Ezen transzporterek mennyiségi meghatarozasa
jelentésen noveli az in vitro gydgyszer metabolizmus mérések eredményének hasznalhatosagat,

mivel a mért transzporter aktivitast jelentdsen befolyasolja az adott transzporterek mennyisége.

9



Az LC-MS/MS alapt célzott kvantitativ proteomika megfeleld technika akar tobb fehérje
egyetlen mérésben torténé mennyiségi meghatarozasara.

Az alkalmazott peptideknek néhany in silico kritérium mellett, gyakorlati feltételeknek is
meg kell felelniiik. Igy példaul a célzott LC-MS mérésekben alkalmazott peptid ionizacios
hajlamanak alkalmasnak kell lennie az érzé¢keny detektalasahoz. A peptideknek kelléen nagy
mennyiségben kell keletkezniiik enzimatikus emésztés soran a reprodukalhaté kimutatashoz,
valamint a szekvenciajuknak specifikusnak kell lennie a célfehérjére. Az in silico és a kisérleti
(LC-MS DIA) technikakon alapulé kombinalt megkozelités lehet a legmegfelel6bb a peptidek
megbizhaté modon torténd kivalasztasdhoz.

Mivel a vizsgalt transzporterek a plazmamembranban talalhatok és ott is miikodnek, ezen
kiviil gyakran nagyon alacsony szinten fejezOdnek ki, a megfeleld kimutatasukhoz a
legérzékenyebben mérhetd peptidek hasznalata mellett valamilyen membrandusitasi modszerre
is sziikség lehet. A jelenleg rendelkezésre alld membrantisztitasi technikakkal azonban a
plazmamembrant nehéz elkiiloniteni a tobbi membrant6l. A membranfehérjék kimutatasanak
tovabbi nehézsége, hogy gyakran nagy méretiik és hidrofob tulajdonsaguak. Megfeleld
kezelésiikhoz és oldatban tartdsukhoz elkeriilhetetlen a viszonylag nagy mennyiségli detergens

hasznalata, ami megnehezitheti a mintak tovabbi feldolgozasat és elemzését.

5.2. Eredmények

A cél az volt, hogy 0sszehasonlitsuk a sejtekbdl a PE kit segitségével izolalhatdé membran
fehérjedsszetételét a vezikuldris transzportvizsgélatokhoz hasznalt membranpreparatummal.
Mindkét tipusi membrandusitott mintat Osszehasonlitottuk a TC lizatumokkal SEPOD
emésztést kovetden, a fehérjék és peptidek szamat, valamint mennyiségét tekintve. A dusitott
mintakban tobb €s intenzivebb jellel mérheté membranfehérjét és peptidet mértiink, mint a TC
lizatumokban. A membranfehérjék és membranpeptidek relativ intenzitdsa nem kiilonbozott a
két membranminta kozott. Az ABC + SLC fehérjék szama koriilbeliil 1,5-1,6-szor nagyobb volt
a dusitott (PE és vesicula) mintakban, mint a TC mintakban. Ezen membranfehérjék teljes
intenzitasanak aranya kortilbeliil 2,6-3,8-szorosara nétt a TC mintakban mért értékekhez képest.
Az izoléacios technikdkkal kapott mintadsszetétel jellemzésére és a TC lizdtumokkal valod
Osszehasonlitdisra a DIA mérésekbdl szelektiven kiértékeltiink kiilonbozd sejtalkotdkra
specifikus markerfehérjéket. Mind a PE, mind a vezikularis mintak citoszolikus fehérjetartalma
jelentdsen kisebb volt, mint a TC mintaké, ezzel egyiitt a plazmamembran fehérjetartalma
mindkét dusitasi protokollt alkalmazva jelentésen megnétt. Mindkét membranizolalés

eredményeként a sejtmagfehérjék kisebb mennyiségben, a mitokondridlis membranfehérjék
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nagyobb mennyiségben voltak jelen, mig a Golgi membranfehérjék csak a vezikulamintadkban
dusultak fel szignifikansan a TC-hez képest.

A membranfehérjék nagy mérete és extrém hidrofob jellege miatt nem keriilhet6 el a
jelent6és mennyiségli detergens hasznalata. Olyan mintael6készitési/emésztési protokollra van
sziikség, mint példaul a FASP és a SEPOD, amely képes eltavolitani ezeket az anyagokat a
mintaelokészitések sordn. A minta peptidosszetétele azonban nagymértékben fiigg az
alkalmazott emésztési modszertdl, ezért fontos annak hatasat vizsgalni. A SEPOD protokollal
tobb fehérje és peptid volt kvantitalhato, mint a FASP-pal, mind a PE, mind a vezikulamintak
esetében, azonban a kiilonbség a PE mintdk esetében nagyobb volt. Mindkét modszerrel a
membranfehérjék és peptidek szamanak atlagos aranya az 0sszeshez képest koriilbeliil 40%
volt, mig ez a szdm az ABC + SLC transzporterek esetében 2% koriil volt. Az emésztési
protokollok kozotti kiilonbségek a peptidek szintjén nagyobbak voltak, mint a fehérjék szintjén.
A mért intenzitasok reprodukalhatésaga jobb volt a SEPOD hasznalataval mind a membran,
mind az ABC + SLC fehérjék és peptidek esetében.

A célzott kvantitativ meghatarozashoz legmegfelel6bb peptidek kivalasztasa szekvencia
alapu in silico elemzésen és kvantitativ kisérleti vizsgalatokon alapult. Vizsgaltuk a
valdsziniileg problémas aminosavak, az ismert poszttranszlaciés modositasok és a lehetséges
kihagyott enzimatikus hasitasi helyek jelenlétét az adott peptidszekvencian beliil és annak
kozvetlen kornyezetében. Figyelembe vettiik a peptidek fehérjén beliili elhelyezkedését is.

A legérzékenyebb modszer megallapitasahoz fontos ismerni a kiilonb6zd peptidek
alkalmazasaval elérhetd kimutatasi (LOD) és mennyiségi hatarértékeket (LOQ). Mivel ezek az
értékek nagymértékben fiiggnek a minta matrixatél, kidolgoztunk egy modszert, a peptidek
azonos matrixban torténd relativ LOD és LOQ értékének meghatarozasara. Ehhez egy higitasi
sorozatot készitettiink ugy, hogy egy tultermeld minta emésztményét tobb ismétlésben
Osszekevertiik ugyanannak a sejtvonalnak kontroll emésztményével. A relativ LOD és LOQ
értékeket a kapott kalibracios gorbék linearis regresszios adataibol szamoltuk ki. Minden
szempontot figyelembe véve az NQTANLTNQGK peptid bizonyult a legjobbnak OATP1B3
fehérje abszolit mennyiségi meghatarozdsara. A peptideket a BCRP fehérje mennyiségi
meghatarozasahoz is kivalasztottuk a fent bemutatott modszerrel. Mivel a cél az volt, hogy a
human BCRP mellett mas fajok altal kifejezett BCRP-t is kvantitaljunk, az SSLLDVLAAR
peptid mellett egy masik peptidet (LLSDLLPMR) is hasznaltunk, mivel az egy evolucidsan
konzervalt régiobol szarmazik. Az LLSDLLPMR peptid metionin-szulfoxidjat DIA
mérésekbdl kovettilk nyomon. A relativ metionin oxidécio 5,65 + 0,49% volt a teljes kisérlet

soran, azonos valaszfaktorokat feltételezve az oxidalt és nem oxidalt formakra.
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A HEK293-OATP1B3-LV sejtekben az OATP1B3 expresszios stabilitasat vizsgaltuk
szovetlombiktenyésztés és tObbszori passzalas soran a kivalasztott NQTANLTNQGK peptid
hasznalataval. Ehhez a sejtekbdl PE kit segitségével membranfrakcidkat készitettiink harom
biologiai replikatumbol (A, B és C) a tenyésztés kezdetén (0 passzalas), valamint 8 és 16
passzalas (kb. 1 és 2 honap) utan. Mivel a konkrét abszoliit mennyiségek nem publikusak, az
egyik minta kezdeti mennyiségét 100%-nak vettiik. A tobbi mintaban mért mennyiséget ehhez
a mennyiséghez viszonyitottuk. A vizsgalt transzporter expresszidjaban nem volt szignifikans
kiilonbség az ismétlések és az idépontok kozott. Az OATP1B3 expressziojanak relativ standard
eltérése (RSD) a mintdk kozott alacsony, 7,7% és 11,7% volt a kisérlet kezdeti idopontjaban és
8 passzalas utan, de 16 passzalas utan magasabb értéket (21,9%) figyeltiink meg. A kidolgozott
célzott modszer LOQ értéke 0,014 pmol / mg membranfehérje volt, a nehézizotop jelzett
NQTANLTNQGK standard intenzitasanak RSD-je pedig 8,5% volt a mérések soran.

A BCRP transzporter fehérje abszolit mennyiségét négy kiillonbozé vezikula tipusban
(HEK293, MCF-7/MX, Sf9 és SF9-HAM) hataroztuk meg, amelyek mindegyike ugyanazt a
human BCRP fehérjét termelte til. A mennyiségi meghatarozashoz két fehérjespecifikus peptid
(SSLLDVLAAR ¢és LLSDLLPMR) 4tlagat hasznaltuk, mivel a két peptid mennyisége hasonld
volt ezekben a mintakban. A kiilonbdz6 tipusu vezikula mintdk BCRP expresszidjaban nem
mutattunk Ki szignifikans kiilonbséget. A célzott mddszerrel 0,030 pmol / mg membranfehérje
LOQ-érték érhetd el (SSLLDVLAAR hasznalataval), a nehézizotopokkal jelzett
SSLLDVLAAR ¢s LLSDLLPMR peptidek intenzitasanak RSD-je pedig 8,0 %, illetve 10,8 %

volt.

5.3. Diszkusszié

A transzporterek mennyiségi meghatarozadsahoz sziikséges mintaelokészités egyik
kulcsfontossagl része a tiszta sejtmembranfrakcio izoldlasa. Ezért a PE membranizolatumokat
Osszehasonlitottuk a vezikula preparatumokkal, hogy megvizsgéljuk a kapott proteomban 1évd
kiilonbségeket, kiillondsen az ABC és SLC transzporterek mennyisége tekintetében. A mintak
membranfehérje tartalmat mindkét membrandusitasi protokollal hatékonyan ndveltiik, ezzel
egylitt a mérhetd ABC és SLC transzporterek szama, valamint relativ intenzitasa is jelentdsen
megndtt. Mindkét modszer képes volt csokkenteni a citoszolikus fehérjék aranyat a mintdkban
a teljes sejtmintdkhoz képest. Bar a kiilonb6z6 szubcelluldris membranok (ER, Golgi,
mitokondrium) feldisuldsaban a két protokollban voltak kiilonbségek, a membranfehérjék

intenzitasai eros korrelaciot mutattak.
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A bottom-up proteomikaban az eredmények masik fontos befolyasolo tényezdje az
alkalmazott emésztési protokoll. A FASP és a SEPOD kozott a detektalt fehérjék és peptidek
szamaban a kiilonbség kisebb volt a vezikula mintdk esetében, mint a PE mintdk esetében,
valoszinlileg azért, mert a vezikula mintdk nem tartalmaztak detergenseket. Bar a FASP
protokollban egy extra detergens eltavolitasi 1épést alkalmaztunk, a nagy mennyiségi
detergenst tartalmaz6 PE mintak esetében a SEPOD hasznalata elénydsebb volt, mivel nagyobb
mennyiségl fehérje €s peptid volt kvantitalhato, mint a FASP protokollal. Nem volt kiilonbség
a relativ intenzitasok ismételhetdségében a PE ¢és a vezikula mintdk k&zott azonos emésztési
protokollt hasznalva, ugyanakkor a SEPOD hasznalataval a CV-k alacsonyabbak voltak
mindkét mintatipus esetében.

A fehérjék mennyiségi meghatarozasahoz megfelel6 peptidek kivalasztasanak jelentds
hatasa van a végeredményre. Az ugyanabbdl a fehérjébdl szarmazod peptidek ionizacios
képessége tobb mint harom nagysagrenddel térhet el egymastol. A legrobusztusabb,
legmegbizhatobb és legérzékenyebb célzott modszer 1étrehozasahoz a legmegfeleldbb peptidet
kell kivalasztani tobb kritérium alapjan. Az OATP1B3 és a BCRP fehérjék abszolut mennyiségi
meghatarozasdhoz alkalmazott peptideket egy kombindlt kritériumrendszer alapjan
valasztottuk ki. A legintenzivebb peptidek relativ LOQ értékeit kalibracios gorbék segitségével
hatdroztuk meg. Ha az overexpresszalt mintdk emésztményeit ugyanabbol a sejttipusbol
szarmazo kontroll emésztménnyel higitottuk, a matrixhatas a relativ LOQ meghatarozés soran
allandé volt. Ezzel a modszerrel pontos informéciot kaphattunk arrdl, hogy a vizsgalt
peptidekkel az adott matrixban a taltermelt mennyiség mekkora higitasa detektalhato. A
szekvenciara ¢és fehérjén beliili poziciora vonatkozd korlatozasok, az online elérhetd
informéciok és a kisérleti DIA adatok (MS2 intenzitas, relativ LOQ érték) kombinéciojat
figyelembe véve valasztottuk ki a PRM mérésekhez a legalkalmasabb peptideket.

A l1étrehozott célzott modszerek alkalmazasaval igazolni tudtuk, hogy az OATP1B3
fehérje expresszioja 16 passzalason, azaz mintegy 2 honapon keresztiil stabil volt HEK293-
OATP1B3-LV sejtekben. A kiilonb6z6 sejtvonalakbol készitett, BCRP-t taltermeld
vezikuldkban nem volt szignifikans kiilonbség az expresszalt BCRP mennyiségében, igy ezek

a membranok felhasznalhatok aktivitasvizsgéalatok elvégzésére.

6. Az uj eredmények dsszefoglalasa
1) A tobbféle mintavételi eljarasbol gyijtdtt konnymintak kombinalt spektrumkonyvtaranak
alkalmazasa mintaspecifikus spektrumkonyvtarak helyett hatasos eljarasnak bizonyult a

kvantitativan meghatarozhato fehérjék szamanak novelésére a DIA LC-MS elemzésekben.
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2) Megerositettiik, hogy az Gj PRT modszer rendkiviil hatékony a konnyfolyadék fehérjéinek
gyljtésére. Az ezzel a modszerrel gyljtott fehérjék hatékonyan és reprodukalhatéan
extrahalhatok a fonalakbol. A mikrokapillarisokkal ellentétben ez a moddszer akkor is
hasznalhat6 proteomikai vizsgalatokhoz, ha csak limitalt mennyiségii konnyfolyadék all
rendelkezésre.

3) Az ezzel a mddszerrel gyiijtott mintak fehérjedsszetétele erdsen korrelal az egyéb elterjedt
modszerekkel gylijtott mintakéval. A PRT modszerrel az egy személyen beliili és személyek
kozotti szoras kisebb volt, mint a tobbi mintavételi eljarassal, mivel a PRT modszer gyors,
nem irritald és kis mintamennyiségek gyiijtésére is hasznalhatd, valamint az igy gyiijtott
konny minta csak kismértékben szennyezett szemfelszini fehérjékkel.

4) Klaszteranalizist alkalmaztunk a fehérjék osztalyozasara aszerint, hogy milyen
gyakorisdggal fordulnak eld a kiilonb6zé konnymintdkban. Ez alapjan elkiilonitettiik a
konnymintdkban kimutathaté gyakori konnyfolyadék fehérjéket, valamint a szemfelszini
fehérjéket.

5) A PE kit segitségével sejtekbdl készitett membranizolatumok proteomjat 6sszehasonlitottuk
a vezikuldris transzportvizsgalatokhoz hasznilt —membranpreparatumokkal. A
markerfehérjék alapjan voltak kiillonbségek a membranok kozott, azonban a
membranfehérjék és peptidek relativ mennyiségei erds korrelaciot mutattak.

6) A SEPOD emésztési protokoll hatékonyabbnak bizonyult a tenzidtartalmi mintak
emésztésében, még azok eltdvolitasara iranyulo kiilon 1épések nélkiil is. Ezzel a modszerrel
tobb membranfehérjét, ABC és SLC transzportert tudtunk kvantitalni jobb
reprodukalhatosaggal a membrandusitott mintakbol, mint FASP-pal.

7) Létrehoztunk egy modszert a relativ LOQ meghatarozasara, amely segithet az abszolit
mennyiségi meghatarozashoz megfelelé peptidek kivalasztasaban. Ehhez a fehérje
tultermeld sejtekbdl szdrmazd emésztményeket higitottuk az azonos sejttipusbdl szarmazo
kontroll emésztményekkel.

8) Célzott mobdszereink alkalmasak voltak a célfehérjék abszolut mennyiségének
meghatdrozasara, a kielégité reprodukalhatdosdgnak koszonhetéen a bioldgiai variabilitas
mérésére a vezikula mintdkban €s a membran-transzport vizsgalatokban hasznalt
sejtvonalakban is. Az OATP1B3-HEK?293-LV sejtekben igazoltuk az expresszalt OATP1B3
stabilitdsat 16 passzdzs soran, €és a célzott BCRP kvantitativ meghatdrozas hozzajarult a

kiilonb6z6, BCRP-t tultermeld vezikula mintak aktivitasvizsgalatainak értelmezéséhez.
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