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Biomarkerek — miért, hogyan, honnan?

Olyan molekulak, amelyek a betegségek diagnosztikajaban,a
betegség lefolyasanak nyomonkovetésében és terapiajaban,a

toxikus hatasok kimutatasaban hasznalhaték

Biomarker fehérjék — jelenlétuk/mennyiséguk bir jelz6 szereppel

Enzimek — jelenlét vagy aktivitas a fontos?

Legjobb prediktorok, amelyek a hiba/koros allapot helyérdl szarmaznak

= biopszia

Invaziv

Sokszor specialisan képzett szakember szukséges

Nem lehet szUrésre hasznalni




Folyékony biopszia —liquid biopsy

Szajuregi laphamrak — OSCC
Helyettesitheti-e a nyal a biopsziat?

 Nem invaziv

* Folyamatosan termel6dik

« Nincs szukség specialisan
képzett szakemberre a
gyUjtéshez

 Felhasznalhatd lenne szlUrésre, a

magas kockazatu csoportok

azonositasara



Folyékony biopszia —liquid biopsy

Szérum/plazma
Oriasi az igény a nem

Vizelet

Nyal invaziv médon gyujtheto
Koénny bioldgiai mintak irant
Verejtek

Point-of care tipusu tesztek
Havelyvaladék
kifejlesztése
Intersticialis valadék

Agy-gerincvelbi folyadék _ o
* Mintamennyiség

* MintagyUjtés maodija




Tomegspektrometria

Tobb ezer fehérje kimutatasa és kvantitalasa biologiai mintakbol

Elegendd a viszonylag kis mintamennyiseg

Nem invaziv
maodon gydjthet6
testfolyadékok
vizsgalata

Tomegspektrometria
Proteomika



Biomarker felfedezés folyamata

DISCOVERY VERIFICATICN VALIDATICN

Thousand of

biomarker candidates Hundreds of potential

biomarkers Tens of validated

biomarkers

Thousand of

Hundreds of analysed samples
Few analysed analysed samples o p
samples

2D electrophoresis
Chemical labeling
Label-free quantification SRM/MRM
SELDI-TOF (PRM) -
SWATH, PRM ELISA/Luminex

Csész és mtsai. J Proteomics 2017



Ceélzott proteomikai megkozelités alkalmazasa
potencialis biomarkerek vizsgalatara

Leggyakrabban hasznalt moédszer az SRM/MRM — (Selected/Multiple Reaction
Monitoring) szelektalt/tobbszoros reakcié monitorozason alapulo

tomegspektrometrias modszer

METHOD OF THE YEAR NEWS FEATURE | SPECIAL FEATURE |
» Specifikus

» Szelektiv Targeted proteomics

Analysis of a preselected group of proteins delivers more precise, quantitative, sensitive data to more
biologists. Vivien Manx reports.,

» Szenzitiv

Although the mumber and identity of pro- *1 personally can't wait until we stop

tein-coding genes in humans and many  hearing about someone describing how big

other organisms are known toa cerain level  of a list of proteins, peptides or phospho-

° H of approximation, the numbers of proteins  peptides they detected,” says one researcher

U I p eX produced by each of these genes remains  critical of discovery proteomics who did

a mystery. Farther complicating matters,  not wish 1o be identified. Proteomics has

given the many possible splice forms and ~ been doing “my list is bigger than your

past-tranalational modifications, the poten-  list™ for far too long. °It is way mare impar-

tial number of proteing is “maggering” says  tant to measure the one right protein than
Arizona State University researcher Josh 10,000 wrong ones”™

LaBaer, who ks also president-clect af the US Scientists wanting to follow well- founded
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is also dynamic. "Its phosphorylated this  teins seck o focused, reproducible, quanti-

minute; it’s not phosphorylated the next  tative view of o small subset of the whale




Q1 m/z

lonforra
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Komplex minta

Utkozési cella

MRM atmenetek

Q1 m/z - Q3 m/z par
Q1 m/z - Q3 m/z par

Célzott MRM-alapu tomegspektrometrias analizis

Intenzitas

Q3 m/z

Ehcas )

Detektor




Célzott MRM-alapu tomegspektrometrias analizis
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Stabil izotoppal jelzett (SIL) szintetikus referencia peptidek hasznalata
belso standardként
Gorbe alatti tertlet — AUC — relativ vagy abszolut kvantitalas



Beta defenzin 2 linearis dinamikus tartomanya
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Kall6 és mtsai. RCMM 2015.




Hogyan tervezzunk MRM atmeneteket?

Q1 miz Q3 m/z

SRM atlas (http://www.srmatlas.org/)
CPTAC Assay Portal (https://assays.cancer.gov/available assays)

Blastp keresés

T\

In silico emésztés

N\

MMSFVQKGSWLLLALLHPTIILAQQEAVE GEDGK ) MRM
GGCSHLGQSYADRDVWKPEPCQICVCD GAAGIK GAPGEK atmenetek
SGSVLCDDIICDDQELDCPNPEIPFGECC GFDGR t ,
AVCPQPPTAPTRPPNGQGPQGPKGDPG E[/)\ZﬁEK ervezese
PPGIPGRNGDPGIPGQPGSPGSPGPPGI . er v
CESCPTGPQNYSPQYDSYDVKSGVAVG LLSSR Feherjére jellemzo
GLAGYPGPAGPPG szekvencia

Uniprot szekvencia Peptidek

Q1 (m/z) Q3 (m/z)
293.646 304.157
MRM atmenetek



Nézopont kérdése: elony vagy hatrany?
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A matrix hatasa az MRM alapu kvantitalasra
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A magyar lakossagra jellemzo
OSCC-specifikus nyalbiomarkerek

proteomikai vizsgalata

Csb6sz és mtsai. PLOS One, 2017.




OSCC specifikus biomarkerek vizsgalata

« OSCC a szajuregi daganatok leggyakoribb formaja
* A hatodik leggyakoribb daganat

« 5 éves tulélési rata alacsony

Nagyon fontos j6l hasznalhat6 diagnosztikus biomarkerek azonositasa




OSCC specifikus biomarkerek vizsgalata

* Profilin ¢ |L-1 alfa

* Tioredoxin e |L-1 beta

« S100A9 *|L-6

» Katalaz o |L-8

* CD44 * TNF-alfa

» CD59 « VEGF

e Galektin 3 kot6 fehérje

» Citokeratin Cyfra 21-1 fragmense Luminex xMAP

technologian alapuld

Célzott tomegspektrometrias multiplex kit

modszer tervezése



Citokin szintek valtozasa

IL-1 alpha IL-1 beta IL-6
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TNF alfa, IL6 potencialis biomarkerként hasznalhaté a magyar lakossag sziréseére



Potencialis biomarker fehérjék szintjének
vizsgalata OSCC-ben szenvedo betegek és
illesztett kontrollok nyalmintaiban

I[rodalmi adatok alapjan biomarkerkent

* Profilin azonositottak OSCC esetében
* Tioredoxin

* S100A9 l

- Katalaz Tomegspektrometrias

- CD44 modszertervezes és

« CD59 optimalizalas

« Galektin 3 kotd fehérje J

* Citokeratin Cyfra 21-1 fragmens

15 beteg, 15 korban illesztett és

15 fiatal kontroll nyalmin



Potencialis OSCC specifikus nyalfehérjéek vizsgalata
lllesztett kontroll — Fiatal kontroll OSCC - Fiatal kontroll
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Melyik a jobb potencialis biomarker vagy
biomarker kombinacio?

Tomegspektrometrias analizis
Tioredoxin és S100A9 potencialis biomarkerként hasznalhato

Citokin szintek vizsgalata (Luminex analizis)

TNF alfa, IL6 potencialis biomarkerként hasznalhaté a magyar
k lakossag szlrésére )

I

ROC (Reciver Opreator Characteristic) statisztika




A potencialis biomarkerek elemzése ROC

statisztika segitsegeével
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Csb6sz és mtsai. PLOS One, 2017.



Az egyes orszagokban vizsgalt potencialis OSCC-
specifikus nyal biomarkerek

Kina CA-50, CEA, S100A7, S100A8, SI00A9

Horvatorszag bFGF, IL-6

Magyarorszag CATA, CD44, CD59, IL-1a, IL-1pB, IL-6, [L-8, KI1C19, M2BP, PROF, S100A9,
TNF-0, TXN, VEGF

India CA125, LDH
Iran IL-1a, IL-6, IL-8, TNF-a
[zrael ALB, CA125, CA19.9, CEA, CYD1, Cyfra 21.1, EGF, IgG, IGF1, Ki-67,

LDH, MMP-2, MMP-9, MSP, OGG1, p-Src, sigA, SCCA, TPA

Olaszorszag STAT, SUR

Japan HNP-1, IL-6, IL-1f, [ -8, OSTP

Szerbia IL-1p, IL-8, M2BP

Taiwan ALB, AMY, ANXA2, APOA, APOA2, APOA-1V, B3AT, C4BPA, CBG,

CD109, CHIT1, CO6, CO9, DHB4, EGF, FSCN, FABP, GSTM1, HEXA,
HPRT, HEP2, H2A1A, HYEP, ICAM3, IGHA2, IGHV, ITTH2, ITIH4,
KBRS1, KNG1, KV119, KV403, LV102, PCP, RETN, RL7, S100A8, TRFE,
T132A, TBA1C, VINC, ZN497, ZN501

Egyesiilt PS53ab
Kirdlysag
Amerikai ACT, bFGF, CATA¥*, CD44, CD59, END1, H1, IL-1, IL-10, IL-1p, IL-6, IL-

Egyesiilt Allamok | 8, INVO, K1C19, M2BP, MOES, MYO, PROF, RAB7, S100A12, S100A7,
S100A9, S100P, TNF-0, VEGF

Csb6sz és mtsai. PLOS One, 2017.



Potencialis biomarker az OSCC szlrésére
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Konnybiomarkerek vizsgalata

Alzheimer kdérban

Kallb és mtsai. PLOS One, 2017.




A konny, mint védelmi vonal

Folyamatosan termelddik

F6 szerepe a nedvesités Lipid réteg
0,1 um
Véd a patogenekkel
Vizes réteg
szemben 8 um
- 0,8um

gyUjthetd




Alzheimer kor

R

< Primer neurodegenerativ betegseg

« Legfbbb kockazati tényezbje az életkor _ Nomal _ Agheimers
« Etiopatogenezise ismeretlen e .
hipotézisek: 3-as tipusu diabetes

(lokalis agyi inzulinrezisztencia)

gyulladasos betegség

« Jellegzetes neuropatoldgiai elvaltozasok

http://www.successandyouth.com/news/alzheimers-risk-may-be-reduced-by-
steady-diet-of-mental-stimulation.html

az agyban:
- amyloid plakkok

- neurofibrillaris kdtegek

- neuronpusztulas



Alzheimer kor — szemet érinto
komplikaciok

* Amiloid plakkok lerakddasa a szemben

* Retina morfolégiajanak valtozasa

* Retina érhaldzatanak megvaltozasa T ) |
Alzheimer-kdéros Kontroll

o A iZ11Ali iacitma (Goldstein et. al.
Csokkent vizualis teljesitmény 2003)
Hipotézis:
A szem mikrokornyezet megvaltozasa hatassal lehet a szekretalt

konnyfehérjékre is




Konnyfehérjék SDS-PAGE analizise
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. A savok intenzitasa szignifikansan lecsokkent az Alzheimer koéros betegektol
; szarmazd mintakban a kontroll csoporthoz képest




LC-MS/MS alapu fehérje azonositas

1 - -

2 Laktoferrin P02788 . .
; Laktofortin O A csokkent mennyisegi
! Laktoferrin po2788 fehérjék a kémiai barrier
Laktoferrin P02788
5 Szérum albumin P02768 A 1 A
ol oo reszei, ezaltal szerepet
6 Laktoferrin P02788 jatszanak a szervezet
Ig a-lanc C régio P01876
Zn o2 glikoprotein P25311 Védel mében
7 Keratin 1 P04264
Lakritin Q9GZZ8
3 Keratin 1 P04264
Keratin 10 P13645
9 Ig A-lanc C régiok POCG05/POCG06
Ig A-lanc C régiok POCGO5/POCGO6 Az Alzheimer kor
10 Ig x-lanc C régio P01834
Zimogén granulum fehérje 16 homolég B Q96DA0 . ’
Prolin gazdag fehérje 4 Q16378 patomechanizmusaban szerepet
Lipokalin-1 P31025 e Lo
1 Prolaktin indukalt fehérje P12273 JatSZhat aszem kem 1al
Lizozim-C P61626 barrierének megvaltozasa
Lipofilin A 075556
12 Prolaktin indukalt fehérje P12273

Lipofilin C 095968
Cisztatin-S P01036

Lizozim-C P61626



A kémiai barriert alkoto fehérjéek MRM
alapu vizsgalata

T

Zn a2 glikoprotein T
Prolaktin indukalt fehérje .
Lizozim-C N

Lipofilin A 7]

Lipokalin-1 -

Laktoferrin -

Ig A lanc .

Galektin 3-kotd fehérje A
Lakritin . *

Dermcidin .

-3
Log2 fold change

Az Alzheimer kor osszefliggésben allhat a konnymirigyek csokkent miikodésével, a
kémiai barrier megvaltozik, az epitélsejtek altal termelt dermcidin szintje
megemelkedik




LI 4

Alzheimer korra specifikus potencialis
biomarkerek azonositasa

LCN1 53.1 79.7 22.7 433 0.68 0.72 0.56-0.80

LTF 78.1 51.6 17.5 55.4 0.67 0.73 0.55-0.78

LYZ 90.6 50.0 8.6 52.5 0.68 0.67 0.57-0.79

PIP 71.9 56.2 20.0 54.9 0.60 0.67 0.48-0.72

LACRT 90.6 57.8 7.5 48.2 0.71 0.65 0.59-0.82

DCD 62.5 76.6 19.7 42.9 0.70 0.70 0.59-0.82

LCN1+DCD 53.1 89.1 20.8 29.2 0.74 0.76 0.63-0.85

LYZ+LACRT 90.6 59.4 7.3 47.3 0.72 0.64 0.61-0.83

LCN1+DCD+ LACRT 90.6 65.6 6.7 43.1 0.80 0.69 0.71-0.89

LCN1+DCD+LTF 53.1 89.1 20.8 29.2 0.74 0.76 0.62-0.84

LCNI+DCD+LYZ 59.4 82.8 19.7 36.7 0.75 0.76 0.64-0.86

LCNI+LTF+LYZ 87.5 50.0 11.1 533 0.72 0.71 0.61-0.83

LYZ+LACRT+ DCD 90.6 65.6 6.7 43.1 0.79 0.71 0.69-0.89

LYZ+LACRT+ LCN1 87.5 59.4 9.5 48.1 0.72 0.67 0.62-0.83

PIP+LACRT+DCD 93.8 60.9 4.9 45.5 0.79 0.68 0.69-0.97

DCD+LCNI+LTF+PIP 62.5 76.6 19.7 42.9 0.74 0.72 0.64-0.84
[ LCN1+DCD+LYZ+LACRT 81.2 76.6 10.9 36.6 0.80 0.72 0.71-0.89 ]

biomarkernek tiinik



Osszefoglalas

Sikeresen kifejlesztettiink és alkalmaztunk MRM alapu
tomegspektrometrias modszereket nyal- és konny fehérjék célzott
vizsgalatara

Az MRM alapu modszerek szenzitivitasa €s multiplex jellege ol
hasznalhat6 a testfolyadékokbdl torténd biomarker kutatasokban
Eredményesen azonositottunk potencialis biomarkereket szajuregi
laphamrak és Alzheimer kor esetén

Megfelel6en kivitelezve az MRM-alapu vizsgalatok elengedhetetlen

részét képezik a biomarker kutatasoknak
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