Bevezetés és célkitiizések

A sejtekben egy adott idopillanatban expresszalt fehérjék Osszessége a proteom. A
kvantitativ proteomika célja a proteom, egy adott kezelés vagy stimulus hatasara bekovetkezo
mennyiségi és mindségi valtozasainak detektdldsa. A napjainkban felhalmozott proteomikai
eredmények jelentds része kvantitativ két-dimenzids gél-elektroforézis (2D-GE) kisérletekbol
szarmazik. A 2D-GE a leggyakrabban hasznalt és a legnagyobb felbontasu technika, amely
lehetové teszi akar 1000-2000 fehérje egyidejii vizsgalatat.

A modern proteomikai moddszerek elterjedése utat nyitott a neuroproteomika
kialakuldsdnak, amelynek célja az idegrendszer fehérjeszinti molekularis biologiai és
biokémiai vizsgalata. Napjainkban a kiilonb6z6 neurodegenerativ betegségek, igymint az
Alzheimer-kor (AK) nagyfoku elterjedésével a neuroproteomikai vizsgalatok még fontosabba
¢s iddszertibbé valtak. Az ilyen jellegi betegségek pathomechanizmusanak molekularis
hatterét nehéz klinikai mintdkon vizsgélni a bonyolult mintavételezés €s a betegcsoportok
heterogenitdsa miatt. Ezért, a kiilonbozd egér és patkany torzsek széles korben hasznalt és
elfogadott laboratoriumi modelljei a neurodegenerativ betegségeknek. A proteomikai
vizsgalatok soran hasznalt 2D-GE technikdban megjelend variancia komponensek (technikai
¢s biologiai) megismerése €s kontrollalasa nélkiilozhetetlen. Ezért, az egér agy 2D-GE
analizise sordn jelentkezd variancia komponensek meghatdrozasa hasznos, annak érdekében,
hogy megismerjiik az ilyen jellegii kisérletek lehetdségeit és korlatait.

Az éllatmodellek mellett a kiilonb6z6 neurondlis sejtkulturak szintén gyakran hasznalt
eszkOzeli a neurodegenerativ betegségek molekularis hatterének megismerésére iranyulo
kisérleteknek. Altaldnosan elfogadott tény, hogy az AK soran fellépd tiinetek kialakuldsaban
koézponti szerepet jatszik az AP1-42 peptid extracellularis felhalmozddasa és aggregacioja.
Ezért, a neurondlis sejtkultarak AP1-42 kezelés hatdsara bekovetkezd, fehérjeszintii
valtozasainak vizsgalata segit a betegség soran fellépd neuron pusztulds molekularis

hatterének megértésében.
Ezek alapjan a kovetkezd célokat valositottuk meg a Ph.D. munkdm soran:

1. Egér agy 2D-GE analizise sordn megjelend variancia komponensek jellemzése:
1.1. Meghataroztuk a bioldgiai €s technikai variancia mértékét a total variancidban.
1.2. Reprodukalhatésagi kisérletekkel vizsgaltuk a 2D-GE analizis kvantitativ korlatait.

1.3. Vizsgaltuk a genetikai hattér varianciara gyakorolt hatasat.



2. Oligomer AB1-42 SH-SYSY sejtekre gyakorolt hatasanak 2D-GE proteomikai vizsgalata:
2.1. Szamos, szignifikansan valtozé fehérjét detektaltunk és azonositottunk.
2.2. Az azonositott fehérjék funkciondlis csoportositasa segithet az oligomer AB1-42

neuronokra gyakorolt hatdsdnak megismerésében.

Anvagok és modszerek

A Ph.D. dolgozatomban elvégzett kisérletek két 6 téma koré csoportosulnak:

1. Egér agy 2D-GE vizsgadlata

NMRI (kiiltenyésztett) és C3H/HEN (beltenyésztett) egerek 2D-GE agyi proteom profiljat
vizsgaltuk. A mddszer technikai variancidjanak meghatarozasdhoz két, random véalasztott
mintabol késziilt technikai replika géleket hasznaltunk (n=4). A totél variancia jellemzéséhez
pedig hét biologiai replika gél sorozatot futtattunk: négy ,,testvér” NMRI és harom ,,nem-
testvér” NMRI csoport (n=4). A technikai és bioldgiai variancia, total variancidra gyakorolt
hatasanak meghatarozasahoz a géleket egyszerre analizaltuk. Emellett, a reprodukalhatdsag
vizsgalatanak érdekében paros Osszehasonlitdsokat is végeztiink. Ezekben az elemzésekben
Osszehasonlitottunk ,.testvér” és ,,nem-testvér” NMRI csoportokat, valamint kiilon vizsgéaltuk
a ,testvér” és ,nem-testvér” generdciok kozotti kiilonbségeket. Végiil, kiilon paros
Osszehasonlitasban analizaltunk egy ,,nem-testvér” NMRI ¢s C3H/HEN egerek mintaibol

késziilt gél sorozatot. A kisérletsorozatban 0sszesen 40 gélt készitettiink €s vizsgaltunk.

2. Oligomer AP1-42 hatasanak 2D-GE proteomikai vizsgalata

Differencialt SH-SYSY sejteken proteomikai modszerekkel vizsgaltuk az oligomer AB1-
42 hatasat. A kezelés soran ,,iso-AP1-42” prekurzor peptidbdl frissen eldallitott oligomer
AB1-42-t hasznaltunk. A sejtlizadtumok 2D-GE analizisét kovetden a szignifikansan valtozo
fehérjéket tomegspektrometridval azonositottuk. Emellett, a két legnagyobb mértékben
valtozott fehérjét (Hsp70 és EEF2) Western blot modszerrel is igazoltuk. Ez tovabbi

megerdsitése lehet a 2D-GE analizisbdl szarmazo6 eredményeknek.



Eredmények és értékelésiik

1. Egér agy 2D-GE vizsgalata

A vizsgalt csoportok (technikai €s biologia replikdk) variancidjat minden esetben a
variacios koefficienssel (CV%) jellemeztiik. A technikai replikdk a moddszer technikai
variancidjat, mig a biologiai replikdk a totdl variancidt jellemzik. A genetikai hattér nagy
hatéssal lehet a proteom varianciajara. Feltételezésiink szerint az egy sziildpartol szarmazo
egyedek genomja hasonldbb. Ezért, a genetikai hattér proteom varianciajara gyakorolt hatasat
»testver” €és ,,nem-testvér” csoportok vizsgalataval végeztiik. A technikai és biologiai replika
csoportokban szdmolt variancia értékek eloszlasabol egyértelmiien latszik, hogy a technikai
variancia kisebb volt, mind a ,testvér”’, mind pedig a ,,nem-testvér” csoportok esetében.
Azonban a technikai és total variancia nagysaga azt is egyértelmiien szemlélteti, hogy a total
variancidban a technikai variancia domindl. A kapott eredmények megfelelnek az
irodalomban ko6zOlt variancia értékeknek. SoOt, a technikai variancia esetében kedvezdbb
eredményt kaptunk, amely az éaltalunk hasznalt 2D-gél analizalé szoftverrel hozhatd
kapcsolatba (,,Samespots” mddszer). A ,testvér” és ,,nem-testvér” csoportok variancia értékei
kozott nem talaltunk kiilonbséget.

A variancia-analizis mellett ,,power”-analizist is végeztiink. Ezzel vizsgaltuk azt, hogy
mekkora elemszamra van sziikség ahhoz, hogy az altalunk szamolt varianciaval és megadott
szignifikancia értékkel (p < 0.05) a statisztikai proba ereje elérje a 80%-ot. Ezek alapjan, az
altalunk hasznalt elemszammal legfeljebb kétszeres mennyiségi valtozast tudtunk detektalni,
ha a csoportok variancidjat a 95. percentilisben szamolt standard devidcioval jellemeztiik.
Ezért, a késébbiekben elvégzett paros 0sszehasonlitasok soran elsdsorban a legaldbb kétszeres
valtozast mutatd fehérjepontokat vettiik figyelembe. Azonban, az irodalomban, a legalabb
masfélszeres expresszids valtozas a legszélesebb korben elfogadott. Ezért, a kétszeres
véltozasok mellett a legalabb masfélszeres valtozasokat is vizsgaltuk.

A péros 0Osszehasonlitasok sordn, a szignifikans kiilonbségek detektalasakor
figyelembe vettiik az ugynevezett tobbszords 0sszehasonlitds problémajat. Ennek kezelésére a
»false discovery rate” (FDR) és ,sequential goodness of fit” (SGoF) modszereket
alkalmaztuk. A ,testvér” és ,,nem-testvér” NMRI csoportok esetén végzett reprodukalhatosagi
vizsgéalatok soran nem taldltunk szignifikans kiilonbségeket. Ez jellemzi a moddszer jo
ismételhetdségét. Ezzel szemben, a generaciok Osszehasonlitdsa soran a szignifikans

kiilonbségek szama megnétt, bar a fehérjefoltok tobbsége kétszeres valtozasnal kisebb



kiilonbséget mutatott. Ez egyértelmiien jelzi azt, hogy a 2D-GE proteomikai vizsgéalatok soran
ajanlott a kozel egy napon sziiletett allatok hasznalata. Emellett, a gélek kozotti variancia
jelentésen csokkenthetd azzal, ha az egy vizsgalatban résztvevd mintdkat egymashoz képest
rovid idoén beliil dolgozzuk fel. A NMRI csoportokon végzett paros 0sszehasonlitasok sordn
szintén nagyon hasonld variancia értékeket kaptunk a ,testvér” és ,,nem-testvér’ egerek
esetén. A legtobb, szignifikans kiillonbség az NMRI és C3H/HEN csoportok 0sszehasonlitasa
soran adodott, bar a csoportok varianciaja ebben az esetben is hasonld volt. A ,testvér” és
,hem-testvér”’, valamint a kiiltenyésztett és beltenyészttet populaciok hasonld variancia
értékei azt sugalljak, hogy a genetikai hattérnek elhanyagolhato hatasa van az agyi proteom
varianciajara. Azonban, figyelembe kell venni az elvégzett kisérletek korlatait. A ,,power”-
analizis jelzi, hogy nagyobb esetszam esetén kisebb kiilonbségek is detektalhatoak. Emellett,
a vizsgalatban résztvevo proteinek a nagy kopiaszamu fehérjék csoportjaba tartoznak, ezért az
agyl proteom egy mas szintjét vizsgalva, egyedek kozotti eltérd varianciat tapasztalhatunk.
Tovéabba, mas szervek vizsgalata soran is eltérd varianciat kaphatunk.

Az elvégzett vizsgalatok bizonyitjadk, hogy kvantitativ 2D-GE analizis sikeresen
elvégezhetd ,,0lcs6” kivitelben (héazilag szintetizalt RuBPs festék). A nagy biztonsaggal
detektalhatdé mennyiségi kiilonbségek mértéke limitalt, azonban a variancia-tényezdk

figyelembevételével javithato.

2. Oligomer API1-42 hatasanak 2D-GE proteomikai vizsgalata

Napjainkig szamos 2D-GE analizisen alapuld proteomikai vizsgalat sziiletett az AK
kutatas teriiletén. Azonban, az eddigi ismereteink ellenére az AB1-42 neuronokra gyakorolt
pontos hatdsa nem ismert. Mara mar széles korben elfogadott tény, hogy az AP1-42
aggregacios formai koziil az oligomerek jatszanak elsddleges szerepet a neurodegeneracio
indukalasaban.

Az éltalunk elvégzett kisérletek soran differencialt SH-SYSY neurondlis sejteket ,,iso-
APB1-42” perkurzor peptidbdl frissen eldallitott oligomer AP1-42-vel kezeltink. A
sejtlizatumok 2D-GE vizsgédlata utdn szamos szignifikdnsan valtozd fehérjepontot
detektaltunk. A statisztikai vizsgélatok soran csak a legalabb masfélszeres valtozasokat vettiik
figyelembe. Ezek alapjan 52 szignifikdnsan véltozé fehérjepontot taldltunk, melyekbdl
tomegspektrometriai analizis soran 47 fehérjét sikeriilt azonositanunk, ebbdl 22 csokkent, 25

pedig novekedett expresszios valtozast mutatott. Néhdny esetben ugyanazt a fehérjét



azonositottuk tobb fehérjepontbdl is. A két, legnagyobb mennyiségi kiilonbséget mutatd
fehérjét (Hsp70 és EEF2) Western blot analizissel is igazoltuk.

Az azonositott fehérjék funkciondlis csoportositasabol egyértelmiien latszik mely
sejtélettani folyamatok érintettek az oligomer AP1-42 kezelés hatdsara. A csokkent
expresszioju fehérjék kozott nagy szdmban azonositottunk a fehérje bioszintézisben,
citoszkeleton szervezddésben és metabolikus folyamatokban szerepet jatszo proteineket. Mig,
a megnovekedett mennyiségli fehérjék kozott elsésorban stressz-fehérjéket, proteolitikus
fehérjéket, valamint metabolikus folyamatokban szerepet jatszo proteineket talaltunk. A
stressz-fehérjék nagy szama egyértelmiien jelzi az oligomer AP1-42 sejtekre gyakorolt
hatasat. A stressz-fehérjéken belill nagy szamban azonositottunk chaperone-funkcioju
proteineket, melyek koziil ki kell emelni az endoplazmas retikulum (ER) chaperone
fehérjéket. Ez, oligomer AB1-42 altal indukalt ER-stresszre utal, amellyel 6sszhangban van a
fehérje bioszintézisben szerepet jatszo fehérjék csokkent expresszidja.

A vizsgalataink sordn azonositott fehérjék és azok funkcionalis csoportjainak
tobbségét mar kapcsoltba hoztdk AK soran kialakulé neuronalis sejtpusztulassal. Az altalunk
azonositott ER chaperone fehérjék nagy szama arra utal, hogy az ER-stressz kdzponti szerepet
jatszhat oligomer AP1-42 indukalt sejthaldlban. Ezért, az ehhez kapcsolodd molekuléris

folyamatok tovabbi vizsgalata segithet az AK soran fellépd neuronpusztulas megértésében.



