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Roviditések jegyzéke

ACN: acetonitril

BSA: marha szérum albumin (Bovine Serum Albumin)

cfu: telepképzo egység (Colony Forming Unit)

CHCA: a-ciano-4-hidroxifahéjsav

CID: Collision-Induced Dissociation

DTT: ditiotreitol

ESI: elektroporlasztasos ionizacio (ElectroSpray lonization)

FA: hangyasav (Formic Acid)

Fet: fetuin

FT-ICR MS: Fourier Transform Ion Cyclotron Resonance Mass Spectrometer
HPLC: High Pressure Liquid Chromatography

IAM: jédacetamid

LDI-: 1ézerdeszorpcids ionizacids eljaras (Laser Desorption lonization)
MALDI: Matrix-Assisted Laser Desorption/Ionization

MALDI-TOF MS: Matrix-Assisted Laser Desorption/Ionization Time-of-Flight Mass Spectrometry
MIDAS: MRM-Initiated Detection And Sequencing

MRM: Multiple Reaction Monitoring

MSQ: Mean of SQuares

NCBInr: National Center for Biotechnology Information non-redundant database
P: TGPNLHGLFGR peptid, a citokrom C triptikus peptidje

P*: TGPNL*HGLFGR peptid citokroém C triptikus peptidjének stabil-izotoppal jelolt
szarmazéka, ahol az izotop kompozicio: Leu (L)*-"Cs, 98%; "N, 98%.

PSD: Post Source Decay

PTMs: Poszt-transzlaciés modositasok (Post-Translational Modifications)
Q-TOF: Quadrupole — orthogonal acceleration - time-of-flight

SD: Szoras, Standard Devidcio

S.E.: kozépérték szorasa, Standard Error

SUMO: Small Ubiquitin-Like Modifier protein

SSQ: Sum of SQuares

TFA: trifluorecetsav (Trifluoracetic Acid)

TOF: Time-of-Flight



1. Bevezetés

1.1. Témafelvetés

Az SzBK Proteomikai Kutatdcsoportjaban peptidkeverékek vizsgalata folyik
biologiailag relevans mintakbol. A keverékek MALDI-TOF (matrix-assisted laser desorption
ionization time-of-flight) tdmegspektrometrias analizise soran tapasztalt, illetve mar szamos
publikacio altal is targyalt szuppresszids jelenségek arra Osztondzték a csoportot, hogy
megvizsgalja, hogy bizonyos faktorok figyelembe vételével megjosolhato-e, hogy mi
detektalhatd egy elegybdl. A kozhit szerint bazikusabb, nagyobb hidrofobicitast peptidek
biztosabban detektalhatok, ezért ezeknél a vizsgalatoknal els6sorban ezekkel a faktorokkal
szamoltunk a peptid hosszdnak figyelembe vétele mellett. A kapott eredmények
felhasznalasaval egyes kisérletek, azonositasok megbizhatobba tételét reméltik: ugy
gondoltuk, ha talalunk bizonyos szamszerii mutatokat, amelyek azonositjdk a jobban
detektalhatd peptideket, akkor a fehérjeazonositds megbizhatosaga is jelentds mértékben
novelhetd lenne. Nem utols6 sorban a kvantitativ meghatarozasok soran is elényos lenne a
meghatarozand6 fehérje lehetséges proteotipikus peptidjeinek ismerete. Ezek a fehérjére
jellemz6 peptidek, amelyek adott ionizacids technikdval és miszerrel reprodukalhatoan
intenziv jelet adnak. Ezen a vonalon végiil is megakadtak, még egyszer(ibb elegyek esetében
sem szimplan a bazicitds, vagy/és hidrofobicitas hatarozza meg az Osszetevok relativ
intenzitasat (Hajnal Andrea, nem publikalt eredmények). Vizsgalédasunk masik célpontja a
MALDI-TOF tomegspektrometria kvantitativ felhasznalhatdésaga volt, hiszen a moddszer
eldszeretettel hasznalt frakciondlatlan elegyekben, sot sejteken és szovetekben is, kvalitativ és
kvantitativ analizisre egyarant. A munkéaba ezen a ponton kapcsolodtam be.

A minta elékészitéssel kapcsolatos tanulmanyaim szorosan kapcsolodnak egyéb
feladataimhoz, fehérjék azonositdsdhoz (1) és bizonyos poszt-transzlaciés modositasok
tanulmanyozasahoz. Fehérjék azonositdsa tomegspektrometrids adatokbol mara maér rutin
feladatnak tekinthetd6. Kovalens moddositasok azonositasa azonban még mindig kihivast
jelentd feladat. A poszt-transzlacios modositasok jelenléte a genombol mai tudasunk alapjan
nem megjosolhatd. Bizonyos esetekben a poszt-transzlacios modositas jelenléte egy adott
konszenzus szekvencidhoz kothetd, ami megkonnyiti annak vizsgalatait. Ennek a
szekvencianak a jelenléte egy adott fehérjében csak a modositas lehetdségét veti fel, de nem

ad bizonyossagot a jelenlétérél, ahhoz tovabbi vizsgalatok sziikségesek. Erre jo példa az



AsnXxxSer/Thr (ahol Xxx nem lehet prolin) konszenzus szekvencia az N-glikozilacional, de
ugyanakkor nem minden konszenzus szekvencidban 1évé Asn glikozilalt. Egy kovalens
modositas tobbnyire megvaltoztatja a peptid kromatografias tulajdonsagait, MS viselkedését
(pl, fragmentalddas), ezért mindig valamilyen célzott modszert ajanlott alkalmazni a
vizsgalatukhoz. Tovabba sok kovalens mddositas csupan a fehérjepopulacio egy részét, néha
csak toredékét érinti, ezért gyakran fel kell dusitani a modositott peptideket, hogy
detektalhassuk 6ket. Munkam soran bizonyos fehérjék ubiquitindlasanak tanulmanyozasaval
foglalkoztam. Ubiquitinalasi hely meghatirozasara azonban nem all rendelkezésre specialis
dusitas (peptid szinten), tehat a vizsgalt fehérjék on-line vagy off-line frakcionalasaval,
alternativ ionizécios technikdk hasznalataval, célzott MS/MS analizissel igyekeztiik az

ubiquitinalds helyét meghatarozni.

1.2. A Tomegspektrometria

A tomegspektrometria az utobbi idoben hatalmas fejlédésen ment keresztiil és egyre
szélesedo teriiletet fed le, ezért kis torténeti bevezetés utan csak az altalam is alkalmazott
technikdkra Osszpontositva szeretném targyalni az aldbbiakban. A tomegspektrometria
kialakuldsa J. J. Thomson nevéhez fizddik (2). Megfigyelte, hogy ionizaciot kovetden az
elektromos térben felgyorsitott pozitiv toltésti gazionok magneses térben eltérd roppalyan
haladnak, aminek kdvetkeztében kiillonb6z6 helyen csapddnak be a detektorba, lehetdvé téve
igy a megfeleld energiaju elektronnyalabbal bombézott mintabol keletkezd ionok
molekulatomeg/toltés (m/z) alapjan torténd szortirozasat. A tomegmérésen alapuld
fehérjevizsgalati modszer alapvetd feltétele tehat egy megfeleld ionizacios eljaras
kifejlesztése volt, amely sordn az analizalandé molekula ionizalodik és gazfazisba jut bomlas
nélkiil ¢és analizator alkalmazédsaval (természetesen vakuumban) a keletkezett ionok
elkiilonithetok. Az els6 tomegspektrométerek elektronsugarral ionizaltdk a vakuumba
parologtatott mintakat, igy csak kis molekulatdmegli, nem poléros, illékony molekulak
analizisére szolgaltak. Biologiai szempontbol példaul zsirsavak, metabolitok vizsgalatara
voltak megfeleloek. Ezek a késziilékek a nagyobb molekulatomegii és polaris molekulak,
hdérzékeny anyagok, pl. a biomolekuldk, biopolimerek analizisét nem tették lehetévé, mivel
nem allt rendelkezésre olyan ionizaciés moédszer, amely soran ezeknek a mintdknak az

ionizacidja és gazfazisba torténd bevitele bomlas nélkiil ment volna végbe. Ujabb és ijabb



ionizacios technikdk kifejlesztését kovetéen (Fast Atom Bombardment, FAB;
Plazmadeszorpcios, PD-; 1ézerdeszorpcios, LDI-ionizacid) a biopolimerek szempontjabol a
legnagyobb attorést két 0j ionizacids eljaras kifejlesztése jelentette az 1980-as évek végén. Az
egyik, a matrix altal segitett 1ézerdeszorpcios ionizaci6 (MALDI) Hillenkamp ¢és Karas
nevéhez fiizédik (1988), akik az ujonnan kifejlesztett MALDI forrast repiilési id6
analizatorhoz (time-of-flight, TOF) kapcsoltak (3). A nemzetkozileg elfogadott és hasznalt
roviditése a MALDI, illetve MALDI-TOF, ezért a kés6bbickben én is ezeket fogom
hasznalni. Az 0j késziilék mar lehetévé tette 10 kDa molekulatdmegli mintdk analizisét. A
1ézerdeszorpcids ionizacidhoz vald alkalmazasarol elészor Koichi Tanaka szamolt be (1987),
akit ezért az ujitasaért 2002-ben Nobel-dijjal jutalmaztak. A masik nagy ujitdst Fenn és
munkatarsai altal kifejlesztett (1989) elektroporlasztasos ionizaciod (electrospray ionization,
ESI) jelentette (4), amiért 2002-ben 6 is Nobel-dijat kapott. A MALDI ¢s az ESI kis- ¢és
nagymolekulak ionizacidjara egyarant alkalmas eljarasok és napjainkban ezt a két kiméletes,
ugynevezett ,,soft” ionizacios technikat alkalmazzak proteinek és peptidek analizise soran.

Az ionizacids modszerekkel parhuzamosan az analizatorok is nagy fejlédésen mentek
keresztiil. Nehéz fejlodési sorrendbe tenni 6ket, mert az egyes analizatorok kozel egyidejlileg
voltak hasznalatban az ionizaciotol, vegyiilettdl fiiggden: magneses, kettds fokuszalasu (egy
magneses €s egy elektrosztatikus analizator kombinalasa), kvadrupol (Q), TOF, reflektron
TOF, 3D ¢és lineéris ioncsapda, Fourier transzformacios ion ciklotron rezonancia analizator
(FT-ICR) ¢és orbitrap. A kettds fokuszalasu tomegspektrométereket megkiilonboztethetjiik
geometriagjuk és a szektorok elhelyezkedése alapjan: Mattauch-Herzog (1935) és Nier-
Johnson (1953), vagy Matsuda (1981) geometriaval épiilt, illetve hagyomanyos (EB) és
forditott (BE) kettds fokuszalast tomegspektrométer (5). Az energia (kinetikus energia) és
tomeg szerinti fokuszalas nagyobb felbontast eredményezett az 1950-es években a
hagyomanyos szektor tipust késziilékhez képest. A repiilési id6 analizator példaul
reneszanszat €li, amiota pontosan tudjuk az orat inditani és a korszerti komputerek lehetévé
teszik a gyors adatgytjtést (a MALDI-TOF mintavételi gyakorisag a legnagyobb felbontasnal:
0.5 nsec). Tovabba rajottek, hogy folytonos ionképzddés mellett is alkalmazhato, amennyiben
az ionok elsddleges gyorsitasi iranydra merdlegesen helyezik el a TOF analizatort és
megfeleld ,.kinyomo” elektrod segitségével ioncsomagokat gyartanak (6,7). Az analizatorok a
mai napig is az alkalmazott technikatol fliggéen jutnak szerephez. A tomegspektrométerek
meghatarozé paraméterei a detektalasi érzékenység, tomeg-felbontoképesség (R=m/Am), a
tomegmérés pontossaga €és a prekurzor ion valasztasa egy keverékbdl is (tandem MS vagy

MS/MS analizis) (5,8-10). A tomegspektrometria fejlédésének révid osszefoglalasa a (11)



referenciaban bévebben megtalalhaté. A ma alkalmazott tomegspektrométerek felépitésének

sematikus vazlata az 1. abran lathato.

Vakuumrendszer
lonforras Analizator Detektor
Mintabevitel Adatfeldolgozas

1. 4bra A tomegspektrométerek vazlatos felépitése.

Munkam soran SCOUT 384 ionforrassal és pulzaldo nitrogén 1ézerrel (337nm)
felszerelt Bruker Reflex III MALDI-TOF tomegspektrométert (Bruker Daltonics, Karlsruhe,
Germany) ¢és Agilent 1100 nanoLC rendszerrel on-line kapcsolt Agilent XCT plus ioncsapda
késziiléket hasznaltam, ezért a kovetkezokben ezekkel kapcsolatos elméletre és mérési

paraméterekre térek ki részletesebben.

1.2.1. MALDI-TOF MS

A MALDI soran a mintat egy UV-elnyeld anyaggal elegyitik (matrix), a keverék a
szaradas soran kristalyelegyet képez. A matrix elsddleges szerepe a beesO 1ézersugarzas
abszorbedaldsa, amely a matrix-minta kristdly gyors (femtoszekundumos) felmelegedését
eredményezi. Ez a folyamat a matrix €s a mintaban 1évé komponensek gazfazisba torténd
deszorpcidjahoz vezet (2. abra). A minta ionizacidéjanak a mechanizmusa, a proton-transzfer

még maig sem tisztazott (lasd 2. fejezet, EIméleti attekintés).
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2. abra A matrix 4ltal segitett 1ézer deszorpcios ionizacio (MALDI).

Az ionizacié nem egy iddpillanatban torténik és az ionizacid soran keletkezett ionok energia
eloszlasa sem egyenletes az ionizalt molekulak sorozatos iitkdzése révén. Ezért az azonos
tomeggel rendelkezé ionok nem azonos iddben érik el a detektort, ami pedig a cslcs
szélesedését eredményezi, azaz a tOmeg-felbontas alacsony. Ennek a jelenségnek a
csokkentésére, illetve kikiiszobolésére, azaz a felbontds novelésére, a kovetkezd kettds

fokuszalast fejlesztették ki:

1. késleltetett extrakcio alkalmazasa (delayed extraction)

2. elektronikus ,,tiikkor” alkalmazasa (iontiikor, reflectron mode)

A késleltetett extrakcio (lasd 3. abra,) (12) soran egyrészt elveszitjiik a matrix egy részét,
masrészt az ionizalt molekulak szinte felsorakoznak a gyorsitasra. A MALDI-TOF
tomegspektrométerrel torténd mérések soran alkalmazott késleltetett extrakcid egyrészt
kikiiszobdli a kiilonbozo iddpillanatban torténd ionizaciobol adédd problémakat, masrészt az
energia fokuszalasa révén jobb tOmegpontossagot és nagyobb felbontdst eredményez. Az
altalunk alkalmazott Bruker késziilék estében ezt szabadalmi okok miatt pulzald ion-

extrakcionak nevezték el (Pulsed lon Extraction, PIE).



gyorsitasi

régio ertérmentes tér detektor
Lézer
Gy Gp
LN
i1 N I

i

folytonos extrakcid: Gy > Gy
késleltetett extrakcio: kesleltetés ideje alatt Gq= G5
kesleltetest kovetden Gy >G;,  ahol G fesziltség értéke csokken

3. abra A Kkésleltetett extrakcié. A fesziiltség az ionforrasban két részbdl tevddik Ossze. Az egyik a
target (T) és az elsO extrakcios racs (E1, G2 fesziiltség), a masik az elsé és masodik extrakcios racs (E2
fesziiltsége) kozotti gyorsitd fesziiltség révén. A miikddési potencial értéke fligg a mikddés modjatol (pozitiv,
negativ) és a mérendd ionok tomegétdl. A MALDI-TOF analizisek sordn altalunk alkalmazott mérési

paramétereket 1asd a 2. Fejezet, Kisérleti részben.

Az ionok gyorsitasa két Iépésben torténik: a target (T) és az 1. extrakcios racs, illetve az 1. és
2. extrakcios racs kozott. A késleltetett extrakcid soran a MALDI ionizacié soran keletkezd
ionok extrakcidja nem kozvetleniil az ionizaci6 pillanatadban torténik, hanem bizonyos id6
(pL, 200 ns) elteltével, az ionizacid soran keletkezé (azonos m/z) ionok eltérd sebességének,
idobeli és térbeli eloszlasanak kompenzalasara. A késleltetés ideje alatt a target és az 1.
extrakcios racs kozott a tér erétérmentes (G;=G;), majd a késleltetést kovetden az extrakcids
racs fesziiltségét (G,) csokkentve az ionok elsddleges gyorsitdsa torténik. A lézerloves
hatdsara keletkezett ionok eltéré sebességgel szabadon terjeszkednek a vdkuumba, aminek
kovetkeztében az azonos tomeggel rendelkezd ionok is eltérd pozicioban helyezkednek el T
¢s E1 kozott. A kisebb kezdeti sebességli (ionizacioé soran kevesebb kinetikus energiara szert
tett) ionok kozelebb helyezkednek el a ,.taszito elektrodhoz” azaz a targethez, mig a gyorsabb
ionok tavolabb vannak a fesziiltségkiilonbség alkalmazdsanak pillanatdban. A targethez
kozelebb 1évé ionok nagyobb mozgasi energiara, a tavolabb elhelyezkedd ionok kisebb
mozgasi energiara tesznek szert az els6dleges gyorsitds sordn, aminek kovetkeztében az
ionizacié soran fellépd sebességkiilonbség, és térbeli eloszlas kiilonbségek kompenzalddnak.
Az ionizacié nem egyetlen iddpillanatban torténik, azaz idobeli heterogenitast mutat. Miutan
az ionok gyorsitasa a lézer-impulzus alkalmazasat némi késéssel koveti, igy a némi idébeli
eltéréssel képzodott ionok mar mind, egyszerre készen allnak a gyorsitasra. Mig a kinetikus
energia kiilonbség kompenzalasara a reflektron is képes, addig az ionok képzdddsének iddbeli

eloszlasat csak a késleltetett extrakcioval tudjuk kiegyenliteni. Az 1. és 2. extrakcids racs



kozott fennalld potencialkiilonbség eredményezi az ionok tovabbi gyorsitasat. A késleltetés
soran ugyanakkor a stirii gazfelhd szétoszlasa kovetkeztében az {itkozések szama csdkken,
ami az litkdzések okozta energia-closzlas szélesedés mértékének csokkentésével jar. Ez
szintén a csticsok keskenyedését, azaz nagyobb felbontast eredményez.

A laboratoriumban rendelkezésre allo6 MALDI-TOF tomegspektrométer miikddtethetd linearis
¢s reflektron modban egyarant. Ennek a két modnak az elvi vazlatat és a reflektron mod
alkalmazasanak elonyét a 4. abra szemlélteti. Linearis modban az azonos tomegt, de eltérd
kinetikus energiaval rendelkezé komponensek eltéré idében csapodnak a detektorba, ami
csucsszélesedéshez vezet. Reflektron alkalmazdsa esetén a gyorsabb (nagyobb kinetikus
energiaval rendelkezd) ionok jobban behatolnak az iontiikdrbe, mig a lassubb ionok kevésbeé,
igy az eredetileg eltérd kinetikus energiaval rendelkezd, de azonos tomegli komponensek

kozel azonos idoben érik el a detektort, ami a cstics keskenyedését eredményezi.

Linearis TOF

N

repulési csé p
ionforras | ‘ \
,-/ -

detektor

Repulésiidé ~ m/z

Reflektron TOF

reflektron

Jii

ionforras repulési csé T

~m/z

4. 4bra A MALDI-TOF Kkésziilék miikodési elve linearis és  reflektron médban.
http://www jic.ac.uk/SERVICES/proteomics/tof.htm

Linearis modban torténd analizis szélesebb tomegtartomanyban (> 1 MDa) alkalmazhato,
ugyanakkor hatranyai kdzé tartozik alacsony felbontoképessége €s a tdmegmérés alacsony
pontossaga, tovabba nem alkalmas MS/MS analizisre. Elonye, hogy a minta barmiféle

bomlasa a repiilési cs6ben, azaz az er6térmentes (field free) régidoban nem befolyasolja a



komponensek detektalhatosagat: bar a komponensek tomege csokken, sebességiilk mar nem
valtozik, igy egyszerre érnek célba.

A reflektron mdd alkalmazhatosdganak a nagymolekuldk bomlédsa szab hatart, ami m/z = ~
4000 Da. A forrasban, illetve a repiilési cs6ben tobblet vibracids energiara szert tett
nagymolekuldk bomlasa (pl., NHi, H,O vesztés) révén keletkezett tOmegkiilonbség a
kinetikus energia csokkenéséhez vezet, ami viszont maga utan vonja a fokuszalas romlasat, a
savszélesedést, azaz a pontossag és a felbontas csokkenését. A MALDI-TOF mérések
pontossaga kiilsé kalibracio esetében 200 ppm-en beliil van, de belsd kalibracid
alkalmazasaval jelent6s mértékben javithaté (10-20 ppm). Az iontiikor tovabbi jelentdsége,
hogy lehetdvé teszi fragmentacios spektrum (MS/MS, ebben az esetben az ugynevezett post
source decay, PSD) felvételét, ahol a MALDI nem teljesen kiméletes karakterét hasznaljuk ki.
A fragmentacios spektrum felvétele a fesziiltség megfeleld valtoztatasa mellett a

monomolekularis bomlast kihasznalva, annak kovetésével torténik.

1.2.2. ESI és LC/MS-MS

A biomolekuldk analizise szempontjabol fontos, masik elérelépést jelentd ionizacios
mod az ESI. Ez egyarant lehet6vé teszi kis és nagy molekulatomegili biopolimerek (peptidek,
proteinek, szénhidratok, DNS fragmensek) ¢s lipidek vizsgalatat is. Az ionizaci6 (5. abra)
soran a minta bevitele a tdmegspektrométerbe kozvetleniil torténik, folyamatosan, folyadék
formaban, lehet6vé téve on-line dsszekapcsolasat HPLC-vel, vagy kapillaris elektroforézissel.
A mintat tartalmazo oldat az ellen-elektréddal szemben nagy potencialkiilonbséggel (0.8-
5.5kV késziiléktol és ESI tipusatol fiiggden) rendelkez6 tht toltott részecskékbol alld spray
formajaban hagyja el (5.a abra). A részecskék toltése megegyezik a tii toltésével, aminek
kovetkeztében az taszitja a részecskéket az ellen-elektrodon 1évé negativ toltés felé. Az
ionizacid atmoszférikus nyomason torténik, majd a keletkezett ionok a cone gombostiifejnyi
nyilasan jutnak a mar nagy vakuumban lizemeld analizatorba. A tii és az elektrod kozott az
oldoszer elparolog — ezt tobbnyire N, gazfliggdnnyel (az ionok mozgasara merdleges aramlasi
irannyal) segitjik el6. Az olddszer parolgdsa sordn a tdltéssel rendelkezd cseppek addig
zsugorodnak, amig a feliileti fesziiltség még fent tudja tartani a tdltést, majd a cseppek a
Coulomb robbanas kovetkeztében szétesnek S5.b abra. Ez a folyamat egészen addig
ismétlédik meg, amig nem vezet a toltéssel rendelkezd (egyszeresen, vagy tobbszoérdsen

toltott) csupasz molekulaig.
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5. abra Az elektroporlasztisos ionizacié (ESI) a, Az ESI interface b, Az elektroporlasztasos

ionizicié mechanizmusinak sematikus abraja. http://www.bris.ac.uk/nerclsmsf/techniques/hplcms.html

Az elektroporlasztiasos ionizacid soran a peptidekbdl tobbnyire tobbszordsen toltdtt ionok
keletkeznek, amelyek kdnnyebben fragmentalédnak (13). Masik elénye, hogy a tobbszoros
toltés miatt a mérendd ionok tomege (m/z!) beleesik az optimalis mérési tartomanyba, tehat

nagyobb molekuldk detektalhatoak relative kis mérési tartomannyal rendelkezd

késziilékekkel. Az MS/MS analizis soran a fragmentaciéra kivalasztott peptidek iitkdzéses

aktivalasa az 1itkozési celldban torténik. A peptidek aktivalasat az alkalmazott
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modszertél/miiszertdl fliggben iitkdzés altal kivaltott disszociacionak (collision-induced
dissociation, CID), elektron-transzfer disszociacionak (Electron Transfer Dissociation, ETD),
elektron befogas indukalta disszocidcionak (electron-capture dissociation, ECD) és infravoros
multifoton disszocidcionak (Infrared Multiphoton Dissociation, IRMPD) nevezziik. A két
utobbi modszer csak FT-ICR késziilékeken hasznalatos. A tandem MS/MS mérések
torténhetnek térben (pl., Q-TOF) és idében (pl., ioncsapda) elkiilonitve egyarant.

A tomegspektrometria sszetett mintdk esetében dnmagaban nem elegendd vizsgalati
modszer, ezért gyakran kapcsoljak kiilonbozd elvalasztasi modszerekhez (gazkromatografia
GC-MS, folyadékkromatografia LC-MS, HPLC-MS). A fehérjeanalizis szempontjabol a
folyadékkromatografia-tdmegspektrometria rendszerek (LC-MS, LC-MS/MS) a jelentdsek,
mivel lehetdvé teszik nem, vagy kevésbé illékony komponenseket tartalmazé komplex mintak
OsszetevOinek elvalasztdsdit a minta tOmegspektrométerbe keriilését megelézoen. A
leggyakrabban alkalmazott ionizacios modszerek LC-MS esetén az ESI és az atmoszférikus
kémiai ionizécié (APCI) pozitiv és negativ mdodban egyarant. Az MS mérést megel6z6
(leggyakrabban) forditott fazisti folyadékkromatografia soran alkalmazott puffernek nem
célszerti kevésbé, vagy nem illékony soét (pl., foszfat) tartalmaznia. A mintdval szemben
tamasztott fobb kovetelmények: oldékonysag, stabilitds oldott allapotban, nem illékony

puffert6l, detergenst6l, soktol stb. valé mentesség.

1.3. A proteomika és a tomegspektrometria kapcsolata

A proteomika (proteins — proteome — proteomics) kifejezés bevezetése Marc Wilkins
nevéhez fiizédik (14,15). A proteomika a sejtben, a szovetekben, a szervezetben 1évo
fehérjeallomany (proteome) vizsgalatat jelentette. A boviilé vizsgalati lehetéségek révén a
proteomika eredeti jelentése tobb szempontbol is tdgabb értelmet nyert. A proteomika valtozo
bonyolultsagu fehérje elegyek vizsgalatat jelentheti, egyre névekvé hangsulyt fektetve a
kvantitativ aspektusra (fehérje-expresszios vizsgalatok). Vizsgalhatunk olyan fehérjéket,
amelyek bizonyos tipusu komplexet képeznek (fehérje-DNS, fehérje-fehérje, vagy fehérje-
kismolekula kdlesonhatés, 6. abra), azonos folyamatban vesznek részt (szignal transzdukcio,
sejtciklus kontroll), vagy azonos tipusti poszt-transzlacios modosulast viselnek (diszulfid-
kotés kialakulasa, oxidacio, glikozilacid, foszforilacid, ubiquitinacid, acetilacid, metilacio,
hidroxilacio, nitrozilacid, szulfatdlas). A proteomika célja a sejtfolyamatok, szabalyozo

folyamatok ¢és betegségek mechanizmusanak megismerése; egyes gének és termékeik sejtbeli
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funkcidjanak meghatdrozasa ¢és megértése (funkciondlis genomika) a fehérje szintjén
(szekvencia, mennyiség, modositasai, kolcsonhatésai, aktivitdsa, szubcellularis eloszlasa és
szerkezete révén) (6. abra); tovabba biomarkerek keresése és gyogyszerfejlesztés.

protein-ligand
kélcsbnhatas

N

Cl:K*

DNA

transzkripcios protein X
A 2 komplex

/ )
’i;'ﬁ\n \\\" lll_ i ‘_‘II \
V' nuklearis porus : X
proteinY

komplex protein

//kompleXEk

riboszéomak
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: P transzmembran
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6. abra Egy eukariota sejt metszete és a fehérjék eloszlasa. A sejt szisztematikus vizsgélata a proteomika
tertiletét képezi. A fehérjék szubcelluldris eloszldsa, mennyisége, modositasai, kdlcsonhatdsai, katalitikus

aktivitasa és szerkezete hasznos informaciot szolgaltat a biologiai rendszer leirasdhoz. (16)

A fehérjeszintézis nemcsak a transzlacid szintjén szabalyozott, hanem a transzkripcio, €s a
legtobb esetben az akkumulaciés, transzlokacidos ¢és degradacios folyamatok révén is.
Kozismert mar, hogy a gének szama az alternativ splicing, alternativ promoéter miatt sem
azonos a fehérjék szamaval. Azaz a biologiailag aktiv fehérjék olyan poszt-transzlacios
modositasok soran jonnek létre, amelyekért szamos intracellularis reakcio tehetd felelossé. A
fehérjék sokrétiisége, heterogenitasa, amelyhez a tehat a genetikai kodon kiviil egyéb
regulacios folyamatok is jelentds mértékben hozzajarulnak, megneheziti a fehérjemintak
analizisét. A fehérjék modositasai jelentés mértékben megnovelik a funkciondlisan aktiv
fehérjék valtozatossagat és ugyanakkor az elsédleges szerkezet variabilitasa megvaltoztatja az

adott fehérje fizikai tulajdonsagait (oldékonysag, izoelektromos pont, molekulatomeg),
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lehetetlenné téve egy altalanos mintakezelési eljaras kifejlesztését és egy altalanosan
elfogadhatd és alkalmazhatd stratégia bevezetését. Mindemellett a mintaban 1€v6 egyes
komponensek mennyisége széles tartomanyon beliill mozoghat, ami megkdveteli az
alkalmazott modszer (mar fentiekben is emlitett) nagy érzékenységét és széles dinamikus
tartomanyat. Nem utols6 sorban a vizsgalatokat a rendelkezésre 4ll6 minta mennyisége is
meghatarozza (pl., betegbdl szarmazd szovetminta esetében). Azonban ahhoz, hogy
mindezeket vizsgalni tudjuk, a megfeleld technikdk megteremtésére €s tovabbfejlesztésére
volt és van még ma is sziikség. A standard, nagyfelbontasu fehérjeszeparaciora alkalmas
kétdimenzios (2D) gélelektroforézist, amely a fehérjék mennyiségi meghatarozasat is lehetoveé
teszi, O’Farrell (1975) (17), Klose (1975) (18) és Scheele (1975) (19) parhuzamosan,
egymastol fliggetleniil fejlesztette ki. Ezt kdvetden a 90-es években a tomegspektrometridban
végbemend fejlodés jarult hozza az MS-alapt proteomika megsziiletéséhez. A MALDI és ESI
kifejlesztésével lehet6ség nyilt biopolimerek tomegspektrometrias vizsgalatara (lasd
Témafelvetésben). Ujabb fontos lépést jelentettek azok a vizsgalatok, amelyek fehérjék
proteolitikus hasitasi termékeinek adatbazisban torténd lekeresésén alapulnak (Henzel, 1989)
(20). A fehérjék adott specificitdsi enzimmel, vagy kémiai tton valdé emésztése révén kapott
peptidekhez a szekvencidjuknak megfelelé tomegek tartoznak. Ez azt jelenti, hogy adott
szekvenciaval rendelkezé fehérje egy tomeglistat ad meghatarozott emésztés soran, amit az
adatbazis lekeresések az adatbazisban 1évé fehérjék elméleti emésztése soran kapott peptidek
tomeglistajaval hasonlitanak Ossze. A fehérje-szekvencia adatbazisok robbandsszeri
novekedése és a lekeresd software-ek [SEQUEST (21)
http://fields.scripps.edu/sequest/index.html, PeptideSearch http://www.narrador.embl-
heidelberg.de/GroupPages/PageLink/peptidesearchpage.html, Protein Prospector
http://prospector.ucsf.edu/, Mascot (http://www.matrixscience.com/home.html, ProFound]
megteremtése  és  tovabbfejlesztése tovabb  segitette a tomegspektrometria-alapt
fehérjeanalizist.

A fehérjekutatasban leggyakrabban alkalmazott két ionizacios eljards a MALDI és az ESI, az
analizatorok koziil a TOF, az ioncsapda (harom-dimenzios €s linearis ioncsapda), a kvadrupol
¢s az FT-ICR a legjelentdsebbek (9,10,16). Ezen analizatorokat 6nmagukban, vagy egymassal
kapcsolva is alkalmazzédk (7. abra), egyesitve az elényds tulajdonsagaikat. A MALDI
ionforrast TOF-analizatorral, az ESI ionforrast pedig ioncsapdaval (harom-dimenzids és
linearis ioncsapda), vagy hibrid tandem tomegspektrométerrel [pl., kvadrupdl-repiilési id6 (Q-
TOF) késziilek] kapcsoljak leggyakrabban Ossze. A 7.a abran reflektron TOF késziilék

lathat6, amelyben a nagy kinetikus energiaval rendelkezd felgyorsitott ionok elvalasztasa

14



eltérd sebességiik alapjan torténik. Az azonos tomegli ionok mozgasi energiaszorasanak
kompenzalasara iontiikrot alkalmaznak, majd ezt kovetden az ionok a sokszorozast ¢és
szamlalast végz0 detektorba csapodnak. A 7.b abran egy TOF-TOF késziilék lathatd, ahol két
TOF egység kozé egy litkdzési cellat helyeztek. Az els6 TOF adott m/z tomegili ionokat enged
at, majd az adott ionok {itkdzési celldban torténd fragmentalodasa soran keletkez6 fragmens
ionok elvalasztasa a masodik TOF egységben megy végbe. A kvadrupol tomegspektrométer
(7.c abra) az ionokat a négy elektrod kozott idében valtozo elektromos tér altal valasztja szét,
azaz csak az adott elektromos térben stabil roppalyaval rendelkez6 m/z ionok jutnak at. A
linearis ioncsapda (tripla kvadrupdl) elsé szakaszaban (Q,;) kivalasztott ionok a masodik
egységben, az iitkdzési cellaban fragmentalodnak (q.), majd a keletkezett fragmens ionok
elvalasztasa az utolso egységben (Qs, piros ponttal jelolve) torténik. A kvadrupdl (Q3)
egységben befogott ionok elektromos rezgdkorrel gerjesztodnek, majd a szkennelésiik soran
képzodik a tandem MS spektrum. A tripla kvadrupol tobbféle pasztazasi modot tesz lehetdvé:
tomegspektrum szken (mass spectrum scan) mellett anyaion szken (prekurzor ion szken),
leanyion szken (product, fragment, vagy daughter ion scan), semleges-vesztés szken (neutral
loss scan). Emellett alkalmas szelektiv ion-monitoring [Multiple Reaction Monitoring
(MRM), vagy selected reaction monitoring] (5,8) mddszerre is, ami ugyancsak jelentds
mértékli szelektivitast kolcsondz ennek a technikanak. Tovabba a tripla kvadrupdl esetében
van egy o Utkozéses fokuszalast cella, amelynek feladata az Osszes keletkezett ion
tovabbitasa és fokuszalasa a tomegspektrométer els6 kvadrupol egységeébe (Q,). A kvadrupol-
TOF [Q-TOF] (7.d abra) tomegspektrométerben a tomegmérés egy tripla kvadrupol és egy
reflektor TOF egyesitésével keletkezett késziilékben torténik, ahol a Q3 helyett egy reflektron
TOF analizatort épitettek be. A 7.e abran egy haromdimenzios ioncsapda (ion trap) fogja be
az ionokat, majd az adott elektromos térnek megfelelé m/z tomegli ionokat engedi at a
detektorba (LC-MS), illetve egy adott m/z iont Osszegylijtve, annak fragmentalodasat
kovetden torténik a keletkezd fragmens ionok vizsgalata (LC-MS/MS). Az eldzdektdl eltérden
ez idében Osszekapcsolt tandem tomegspektrométer. Az FT-ICR MS késziilék (7.f abra)
szintén csapdazza az ionokat, de erés magneses tér alkalmazasa mellett. Az dbra a hatdsos
izolalas érdekében alkalmazott FT-ICR MS ¢és linedris ioncsapda egyesitésével késziilt
tandem tomegspektrométert mutatja, ahol az ion fragmentélasa €s vizsgalata az FT-ICR MS

egységben torténik. (10)
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7. abra A proteomikiban alkalmazott tomegspektrométerek kiilonbozé konfiguracidi a rajuk jellemzé
ionforrassal. a, reflektron TOF késziilék b, TOF-TOF késziilék. ¢, tripla kvadrupol tomegspektrométer d,
kvadrupol-TOF [Q-TOF] tomegspektrométer e, A haromdimenzids ioncsapda (ion trap) f, FT-ICR MS késziilék
(10)

A tomegspektrometrian alapuld fehérjeazonositast és jellemzést, valamint a kvantitativ
meghatarozast egyesek a proteomika sziikkebb részének tekintik és egylttal azokat a
kutatasokat, amelyekben meghatarozo szerepe van a tomegspektrometridnak, eléggé 6nkényes

modon 5 f6 csoportra osztjak (22):

1. fehérjeazonositas

2. fehérjék (relativ vagy abszolut) kvantitativ analizise
3. fehérje-fehérje kolcsonhatasok tanulmanyozasa

4. poszt-transzlacios modositasok vizsgalata

5. strukturalis proteomika

Az aldbbiakban a proteomika (fenti csoportositdsnak megfeleld) teriiletei koziil azokat
targyalom roviden, amelyek a munkdmmal kapcsolatban allnak: fehérjeazonositas (1,23),
fehérjék kvantitativ analizise (24) és poszt-transzlacios modositasok tanulmanyozasa.
Fehérjeazonositas: A MALDI-TOF tomegspektrométer pontossaga, érzékenysége,
felbontasa és egyszerlisége révén elOszeretettel alkalmazott modszer fehérjék azonositasara.
A fehérjemintdk tomegspektrometrias vizsgalata azok enzimatikus, vagy kémiai uton torténd
emésztése soran keletkezd peptidek molekulasiuly meghatarozasan alapul. Egy meghatarozott

specificitdsu enzim hasitasi termékeinek egyiittese jellemz6é az adott fehérjére. A peptidek a
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fehérje ,,ujjlenyomatat” képezik, azaz az adatbazisban szereplé fehérje adott enzimmel
torténd ,,in silico” emésztése soran kapott peptidek tomegére illenck, igy meghatarozva azt.
Az ujjlenyomat manapsidg mar buntények esetén sem elegendd bizonyiték. A proteinek
csupan peptidtomegeik alapjan torténd azonositasa sem elég a mintdban 1év0 fehérje nagy
biztonsaggal torténd azonositdsahoz (kiilonosen tobbkomponensti mintak esetében). Mivel a
MALDI ¢s ESI MS csak tomeginformacidt ad, ugyanakkor egy tomeghez egyszerre tobb
szekvencia is megfeleltethetd, a fehérjéhez rendelhetd peptid, vagy peptidek szekvencia
Az utobbi eljaras akar Onmagaban is alkalmas egyes fehérjék azonositasara. A
peptidfragmentéacio elsé nevezéktanat P. Roepstorff (1984) teremtette meg, amit Johnson és
munkatarsai tovabbfejlesztettek (1987) (25). Az altalanosan elfogadott nevezéktan (8. abra)
Klaus Biemann nevéhez fiizodik, akit egyben a szerves/biokémiai tomegspektrometria
atyjanak is neveznek. A 8.a, abran a fragmentacios spektrumok esetében megfigyelhetd
lehetséges fragmensek lathatoak, amelyek szamos faktortol fiiggden, mint pl., elsddleges
szekvencia, belsGenergia, toltés, fragmentalas modja (pl., PSD, CID, ETD) detektalhatok.
Amennyiben a t6ltés az N-terminalis feloli darabon marad, az ionok a peptidkotés hasadasi
helyétél fliggben a, b, c, fragmensek lehetnek. Ha a toltés a C-terminalis darabon
lokalizaloédik, x, y, z fragmensek képzOodnek. Az als6 indexek a 8.a abram a hasitott
aminosavnak a megfeleld termindlistél szamitott tavolsagat jelzik. A lehetséges hat
egyszeresen toltott fragmens ion szerkezetét a 8.b dbra mutatja. A peptid vazanak kétszeres
hasadasa tovabbi ion, a belsé fragmens ion képzddéséhez vezet (8.c abra). A fragmentacios
spektrumokban ugyancsak megjelenhet a peptidet felépité aminosavakbdl szarmazo ion, az

immoénium ion (8.d abra), melynek detektdlasa az adott aminosav jelenlétére utal.
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8. dbra Protonalt peptid fragmenticidja. 8.a, Az MS/MS

fragmensek: a, b, ¢, fragmensek, amennyiben a toltés az N-termindlis fel6li darabon marad, illetve X, y, z
fragmensek, ha a toltés a C-termindlis darabon lokalizalodik. Az alsé index a hasitott aminosavnak a megfeleld

termindlist6l szamitott tdvolsagat jelzi. 8.b, A hat egyszeresen tolt6tt fragmens ion szerkezete. 8.c, Egy belsd

fragmens szerkezete 8.d, Immoénium ion.
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A 9. abra a munkam soran azonositott Streptomyces griseus aminopeptidase (1) megerdsitd

fragmentacios (PSD) spektrumat mutatja be szemléltetésként.
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9. Abra Streptomyces griseus aminopeptidase MH" = 1165.54 tomegii peptidjérol felvett MALDI-TOF PSD
spektrum, amely a fehérje WGGTAGQAFDR [279-289] szekvencidjanak felel meg.

A fehérjekeverék proteolitikus emésztményének (leggyakrabban triptikus) LC-MS/MS
analizissel torténd vizsgalatat, amely sordn szamos fragmentacios spektrum felvételére van
lehetdség, ,,Shotgun Proteomics”’-nak nevezik. A fehérjék azonositasa a mérés soran késziilt
MS/MS spektrumok adatbazisban torténd lekeresésén alapul. Az adatbazis lekeresés soran
el6szor a mintaban 1évo peptideket fragmentacios spektrumuk alapjan egymastol fiiggetlentil
egyenként azonositjuk, majd ezt kdvetden torténik a peptidek hozzarendelése a fehérjékhez.

A vizsgalt fehérjék azonositasa soran azonban tobb probléma is felmeriilhet: a, hibas, vagy
hianyos az adatbazis (pl., Triticum aestivum/bOza, Streptomyces griseus) (1); b, izoformak,
variansok lehetnek a mintdban; ¢, nem-specifikus hasitasok, kovalens modositasok
kovetkeznek be a minta-eldkészités soran.

Amennyiben egy adott fajra nézve hidnyos az adatbazis, még kaphatunk elfogadhatd
eredményt a lekeresések soran, ha a fehérje tartalmaz konzervalt szekvencia szakaszokat €s az

adatbazis-lekeresés egy masik faj megfelelé homoldg proteinjét hatarozza meg talalatként.
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Konzervalt szekvencia szakaszok hijan — és tomegspektrometrids szempontbol egyetlen
aminosav cseréje is komplikaciot okoz — nem tudjuk a fehérjét azonositani. Masik célravezetd
megoldas lehet a “de novo” szekvendlasa az MS/MS spektrumoknak, amennyiben azok
megfeleld6 mindséglick. A  meghatarozott szekvenciat figyelembe véve tovabb
vizsgalddhatunk kiilonb6z6 elérhetd eszkdzok bevetésével (pl., Protein Prospector: MS-
homology, MS Pattern; BLAST stb). Egy Streptomyces griseus minta vizsgalatanak
,,buktatdi” szemléltetésként a mellékletben talalhatok. Tovabbi nehezit6 tényezok lehetnek az
izoformak, variansok, mivel ezek szekvencidja nem azonos és az eltérés mas peptid
molekulasuly térképet, illetve fragmentacidos spektrumot eredményezhet. Ez szintén
megtévesztheti/félreviheti az adatbazis-lekereséseket. Ugyanakkor elonyilinkre is szolgalhat,
lasd fentiekben. Végiil a nem-specifikus hasitasok, kovalens modositasok (cisztein nem vart
akrilamidalodasa a gélben, metioninok nagymértékii oxidacidja) kovetkeztében megjelend
ujabb tomeggel rendelkez6 peptidek is bonyolithatjak az analizist. Példaként emliteném tobb
analizalt mintaban az Asp és Glu aminosavak karboxil-csoportjainak jelentdés mértékii
metilészterezodését, amire az emésztést megeldzden a gélben torténd festés soran tettek szert
egy mellékreakcio eredményeként (1,26). Ezek szintén jelentés mértékben megndvelték a
detektalt komponensek szamat a tomegspektumban.(5,8)

Fehérjek (relativ vagy abszolut) kvantitativ analizise: Minden j médszernél elészor elegendd
a mintdk mindségi jellemzése, de egy idé utdn szinte minden esetben igény Iép fel a
szamszerusitésre is. A kvantitativ vizsgalatok elengedhetetlenek a biologiai folyamatok
megértésében. Két, vagy tobb minta 6sszehasonlitdsabol kapott eredmények (kiilonbségek)
Osszefiiggésben lehetnek fejlédési allapottal, gyogyszeres kezeléssel, betegséggel, vagy a
sejtciklus allapotaval stb. Testfolyadék (plazma, szérum, vizelet), szovet, vagy akar sejtek
egyarant lehetnek a vizsgalat targyai. A kutatdsok egyik f0 célja a betegségek
biomarkerének/einek meghatarozasa. Az egyre jobban fejlodé MS technikék lehetévé tesznek
olyan kvantitativ vizsgalatokat, ahol a gyogyszer-target keresésére és jelatviteli folyamatok
kovetésére iranyuld proteomikai alkalmazasok a fehérje relativ mennyiségének mérésén
alapulnak. Sokféle kisérletben a mennyiségi meghatdrozasra a komponensek relativ
intenzitasabol vonnak le kovetkeztetéseket. A mintaban 1évé komponens mennyisége és az
ion, illetve ionaram intenzitasa kozott nincs egyértelmli  Osszefiiggés. Egy adott
komponenshez tartoz6é mért jel intenzitasat nagyon sok tényezd befolyasolja, befolyasolhatja
(szerkezet, hidrofobicitas, bazicitas, toltés stb.), nem utolso sorban pedig a mintaban jelenlevo
Osszes tobbi komponens. Ezért a tdmegspektrometria alapvetéen nem kvantitativ modszer, de

megfeleld trilkkokkel azza tehetd. A tomegspektrometridas mennyiségi meghatarozasokhoz
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tovabbi technikdk kifejlesztésére volt és van még ma is sziikség a minél megbizhatobb és
reprodukélhatobb eredmények elérése érdekében. A kvantiativ tomegspektrometrias mérések
soran bevett eljaras, hogy a vizsgalt molekula jelintenzitdsat egy ismert mennyiségben
jelenlévo ,,standard” molekula jelintenzitdsahoz viszonyitjdk. Amennyiben rendelkeziink
kalibracios gorbével, amely a két molekula jelintenzitdsait azok koncentracid-aranyainak
fliggvényében dbrazolja, gy arr6l a mintdban észlelt intenzitds-aranyhoz tartozo
koncentracid-arany is leolvashat6. Ennek az eljarasnak feltétele, hogy a jelintenzitast
befolyasolo tényezok (1d. feljebb) azonos mértékben hassanak a két molekulara. E feltétel
teljesitésére gyakran a meghatdrozandd komponens valamilyen analogjat (strukturdlis,
jelolt analogjat hasznaljak standardizalasra. Tobb stabil izotopos jeldlésen alapuld modszert
kidolgoztak mar mennyiségi meghatarozasokhoz: izotoposan jelolt affinitas tag-ek (isotope-
coded affinity tags, ICAT), stabil izotoppal torténd jelolés stabil izotdpot tartalmazo
sejtkultura felhasznalasaval (stable isotope labeling with amino acids in cell culture, SILAC),
lehasithatd izotoposan jelolt affinitas tag-ek (cleavable isotope-coded affinity tags, ¢cICAT),
relativ és abszolut kvantifikalashoz valé izobar tag-ek (isobaric tags for relative and absolute
quantification, iTRAQ) (9,10,16,27-31), o) (32-34) és AQUA (Absolute Quantification of
Abundance) (35) standardok. Az izotdpos-jelolés torténhet anyagcesere folyamatra épiild
modszerrel, enzimatikus (pl., tripszines emésztés H,0'® jelenlétében), vagy kémiai titon (9).
Munkam soran a kvantitativ vizsgalatok csak nagyon kis szeletével, frakcionalatlan elegyek
MALDI-alapt mennyiségi meghatarozasanak tanulméanyozasaval foglalkoztam. A MALDI-
TOF elonyos tulajdonsagai miatt elészeretettel alkalmazott fehérjeanalitikai modszer,
ugyanakkor szamos sajatsaga (lasd 2. Fejezet, Elméleti attekintés) jelentés mértékben
megneheziti kvantitativ mérésekben torténd alkalmazasat.

Poszt-transzlacios modositasok tanulmanyozasa: A poszt-transzlacios modositasok jelenléte a
genombo6l mai tuddsunk alapjan nem megjosolhatdé. Az irodalomban kdzel 500 poszt-
transzlaciés modositads ismert [UniMod, http://www.unimod.org (531), illetve RESID,
http://www.ebi.ac.uk/RESID/ (428), Delta Mass, http://www.abrf.org/index.cfm/dm.home.
(351)] (36) magaban foglalva a kémiai modositasokat is, ugyanakkor ezek atfedhetnek, mivel
egyesek mind biologiai, mind kémiai folyamat kovetkeztében is bekovetkezhetnek.
Christopher T. Walsh a proteinek poszt-transzlacios moddositasairol szoldo részletes
Osszefoglaldja a kozelmultban jelent meg (37). Poszt-transzlaciés modositasok példaul a
diszulfid-hidak, az oxidacio, az acetilezés, a metilezés, a foszforilacid, a szulfatilas, a

glikozilacid, a keresztkotések és az ubiquitindlds. A moddositdsok a fehérjék fizikai
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tulajdonsagainak és bioldgiai sajatsaganak a megvaltozasaval jarnak. A poszt-transzlacios
modositasok faj-, szovet-, sejten beliili lokalizacid, allapot-, kor-, vagy korkép—fiiggdek
lehetnek. Beszélhetiink dinamikus, vagy allando, illetve a modositas mértéke alapjan
nagyfoku ¢és kisfokii modositasokrol. Sok kovalens modositas a fehérjepopulacionak csak egy
részét, gyakran csak nagyon kis toredékét érinti (<néhany %).

A PTM-ek tanulményozasanal tehat tobb nehezitd tényezd is felléphet. Mivel a kovalens
modositasok a fizikai tulajdonsagok megvaltozasaval is jarhatnak: valamilyen mértékben
modosulhatnak a peptid kromatografias tulajdonsagai, MS viselkedése, azaz detektalhatdsaga,
fragmentalodasi tulajdonsagai, ezért minden esetben mas moddszer, esetleg modszerek
vezethetnek eredményes analizisiikhdz. Masrészt annak a problémanak a megoldasara, hogy a
modositasok csak minimalis mértékben fordulhatnak eld, az MS analizist megel6ézden az adott
modositasra kidolgozott dusitasi eljarast (ha van ilyen) célszerti alkalmazni, hogy a modositott
peptideket detektalhassuk. A fentiekbdl egyértelmiien kitiinik, hogy a poszt-transzlacios
modositasok  vizsgalatanal  szisztematikusan  felépitett,  megtervezett  kisérletre,
kisérletsorozatra van sziikség.

Munkdam sordn bizonyos fehérjék ubiquitindlasdnak tanulmanyozasaval foglalkoztam. A
modositott peptid dusitasara (peptid szinten) egyeldre nincs megfeleld eljaras, ezért masfajta
megoldasokat kellett keresniink (lasd 3. Fejezet, Kisérleti rész/Eredmények).

Ph.D. értekezésemben az egyes fehérjék vizsgalataval és azonositasaval kapcsolatos
munkak eredményeit a terjedelmi korlatok miatt nem fejtem ki részletesen (a mellékletben, a
csatolt cikkben megtalalhatoak). Ugyanakkor részletesen targyalom a MALDI-TOF
tomegspektrumokban fellépd szuppresszios jelenség vizsgalataval kapcsolatos eredményeket
¢s a MALDI-TOF kvantitativ jellegének ¢és felhasznalhatdosaganak tanulmanyozasat, illetve
egy poszt-transzlaciés modositas (ubiquitinalds) vizsgalatat. Az egyes témakhoz tartoto

célkitlizések a kovetkezdk voltak:

L Fehérjeazonositds:
> Marha agyszovetbdl izolalt tubulin polimerizaciojat eldsegité fehérje
(TPPP/p25)  kolecsonhatd  partnereinek  azonositdisa ~ MALDI-TOF
tomegspektrometriaval.
> A vad tipusu Streptomyces griseus (gram-pozitiv baktérium) torzs (B2682), az
A-faktort nem termeld AFN jeli torzs és az AFN mutans transzformansanak,

azaz az AFN/pSGF4 transzformans fehérje expresszidjanak vizsgalata. Az
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AFN/pSGF4 transzformansban C-faktor szignal proteint/molekulat (Signaling
Protein Factor C) expresszaltattak pSGF4 plazmidrol. A projekt soran a
feladatom ezen torzsek fehérjeprofiljaiban kiilonbséget mutaté fehérjék

tomegspektrometrids analizise volt.

1L Fehérjék kvantitativ analizise:
Munkam soran az egyik f6 feladatom a MALDI-TOF tdmegspektrometria
kvantitativ  felhasznalhatosaganak a vizsgalata, a kvantitativ mérések
megbizhatosaganak a tanulmanyozasa volt. A vizsgalatok/mérések eltérd
Osszetételi rendszerek felhasznalasdval torténtek. Célunk volt egy, a
mennyiségi meghatarozasok soran kapott eredmények pontossagat ¢és

megbizhatosagat jellemzo statisztikai analizis kidolgozasa is.

Ill.  Poszt-transzlacios modositasok tanulmanyozdsa:
A kovetkezd fehérjék esetében az ubiquitindlas tényének bizonyitdsa és a
modositas helyének pontos meghatirozéasa volt a cél: human DNS polimeraz
i6ta, DNS polimeraz ¢éta, Werner helicase interacting protein (ATPase

WRNIP1, és élesztd (Saccharomyces cerevisiae) Rad5 protein.
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2. MALDI-TOF MS kvantitativ jellegének tanulmanyozasa

2.1. Elméleti attekintés

Munkam soran az egyik f6 feladatom a MALDI-TOF tomegspektrometria kvantitativ
felhasznalhatosaganak a vizsgalata, a kvantitativ mérések megbizhatosagdnak a
tanulmanyozasa volt. (24)

A MALDI-TOF MS széles korben alkalmazott analitikai eljaras kivaldo érzékenysége,
viszonylag kis iddigénye és egyszeriisége miatt. Mivel nagyrészt csak egyszeresen toltott
ionok jelennek meg a tomegspektrumban (3,38), ezért a MALDI spektrumok kivaléan
alkalmasak lehetnek keverékek analizisére. Rendszeresen alkalmazzak proteomikai
tanulmanyokhoz (13,39), gyakran a minta el6frakcionaldsa nélkiil (40), illetve sejteken és
szovetekben is kvalitativ és kvantitativ analizisre egyarant. Az utdbbi idében a MALDI-TOF
MS el6szeretettel hasznalt modszer kiilonboz6 tipusi mintdkbol szdrmazd biomolekulak
(oligonukleotidok, proteinek, glikoproteinek stb.) kvantitativ analizisére (34,41-75), vagy akar
szovetmintak feltérképezésére (61-66,76-90) is. Ugyanakkor szdmos kozlemény targyalja a
MALDI-TOF MS nem kvantitativ jellegét (46,49,61,67,75,90-94), az elegyek MALDI-MS
vizsgalatainal fellépd szuppresszios jelenségeket, a MALDI-TOF MS mérések diszkriminativ
tulajdonsagait, amelyek megnehezitik, illetve hatraltatjdk ennek a modszernek a mennyiségi
meghatarozasok soran valdé alkalmazasat. A f6 problémat a MALDI gyenge
reprodukalhatdosaga okozza, amely a legtobb mérés soran elég koriilményessé teszi a
vizsgalatokat (67,91,95). Ez kiilonosen igaz komplex mintdk esetében. Az alacsony
reprodukalhatosag kétféleképpen is érthetd: azonos mintabodl két kiilonbdzo target pozicidban
(sample-to-sample), vagy adott mintabol két egymast kdvetd 1ézer-impulzus hatdsara (shot-to-
shot) térnek el az eredmények. Az ugynevezett ,csucs-pont” (hot spot, vagy sweet spot)
jelenség (96) a f6 oka a MALDI gyenge reprodukalhatosagnak: a minta-matrix
kristadlyhalmazban akad egy vagy tobb pont, ahovad célozva a lézersugarral intenziv
tomegspektrometrias jelet kapunk, esetleg csakis onnan vagyunk képesek ionokat produkalni.
Meglelni ezeket a pontokat nem trividlis, ennek kovetkeztében jelentds mértékben megné a
mérésidé ¢és komplikalttd valik az analizis automatizdlasa. Tovabba ez az a faktor, amely
gatolja a MALDI MS képalkotd eljarasokhoz valo felhasznalasat (91). A ,,cstics-pont”

jelenség oka nem teljesen egyértelmii, a matrix eltéré mennyisége és/vagy kiilonbozo

24



crer

matrix-minta kristdlyok spektrométer tengelyéhez viszonyitott helyzetétdl szintén fiigghet a
jelek intenzitdsa (91). A ,.csucs-pont” jelenség mértéke jelentdsen fligg az alkalmazott
matrixtol. A CHCA alkalmazasa a minta viszonylag homogén kristalyosodasat eredményezi
(91), ezért is hasznaljak gyakran, illetve hasznaltuk mi is ezt a matrixot kisérleteink soran.
Ugyanakkor tobb esetben a homogén mintapreparalds ellenére a relativ intenzitds ¢&s
koncentracié kozott drasztikus nem linearis korrelaciot tapasztaltak (97,98). A gyenge
reprodukélhatosag javitasara, illetve kikiiszobolésére iranyulo legaltalanosabb probalkozasok
a belso standardok hasznalata (34,43,45,49,51,52,55-57,59,67,68,70,73,75,99-101), azonban
ezeknek az alkalmazasat szamos faktor akadalyozza, illetve akadalyozhatja (67) (lasd
bévebben az Eredmények targyalasa és diszkusszio részben). A legjobb megoldasnak a stabil
izotoppal jelolt analogok belsé standardként valo felhasznaldsa latszik.

A masik faktor, ami gatolja a MALDI kvantitativ mérésekhez valo alkalmazhatosagat, az a
szuppresszié  jelensége, amelyet szintén szamos publikacioban targyaltak mar
(67,93,94,97,98,102-104). Ez magaban foglalja a matrix szuppresszid hatasat (Matrix
Suppression Effect, MSE), a matrix szuppressziés €és matrix-ion interkonverzios reakciok
(Matrix Suppression and Matrix lon Interconversion Reactions) €s a minta szuppresszios
hatdsat (Analyte Suppression Effect, ASE) (93). A szuppresszio kiilondsen az olyan komplex
bioldgiai mintdk analizise soran torzitja el az adatokat, amelyekben jelenlévd kiilonbozo
komponensek koncentracidja jelentds mértékben eltér, széles koncentracid tartomanyt
atfedve, illetve azok ionizacids hatékonysaga is nagymértékben kiilonbozik.

A MALDI tovéabbi hatranyai kozé tartozik limitalt dinamikus tartoméanya, amit a
tomegspektrométer detektoranak telitddése hataroz meg. A 1ézererdsség ingadozasa szintén
hozzajarul a minta jelintenzitasainak valtozékonysagahoz. Végiil az azonos, illetve hasonld
tomegli komponensek csucsainak atfedése is torzithatja az adatokat (46,49,70,75,105).

Utobbi idében mar szamos, a detektalt jelek intenzitasainak valtozékonysagat befolyasolo
faktort vesznek figyelembe (74,93,103,106-113), mint példaul a peptidek hidrofobicitasat,
bazicitasat, az alkalmazott matrixot, a minta kiilonb6z6 komponenseinek mennyiségét, vagy
az elegy komplexitasat. Tobb esetben beszamoltak a nagyobb hidrofobicitasu és bazicitast
peptidek konnyebb detektalhatosagarol (103,114-116). Matrix-ko-matrix rendszerek
alkalmazasa (70,101,107,117-120), “szendvics” (121), vagy mas kifejlesztett preparalasi
eljarasok (3,122-124) révén is szamos biztatd eredményt bemutattak mar. A minta
detektalhatosaganak javitasa és a kvantitativ mérésekhez megfeleld, illetve kelld pontossaggal

bir6 kalibracids egyenes fejlesztésének érdekében egykomponensti, oldoszermentes (50,92) és
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ionos folyadékmatrixokat (ionic liquid matrix, ILM) vagy mdas néven szobahdémérsékletii
ionos folyadékokat/olddszereket (room-temperature ionic liquids, RTIL)
(45,46,58,91,125,126) felhasznaldé mintapreparalési eljarasokat fejlesztettek ki. Vannak arra
vonatkozo feltételezések, hogy a mintaban 1évé komponensek karaktere (fehérje, peptidek)
szintén befolyasolja azok detektalhatosagat (127). Egyelére azonban a MALDI ,tedria” és
,modell” még elég tavol all attdl, hogy joslasokat lehessen tenni (128) a komponensek
detektalhatosagat illetden. Az utdbbi idoben szadmos publikacio latott napvilagot, amelyben a
MALDI mechanizmusat taglaldo elméletek tovabbfejlesztését targyaltak (38,93,109,112,128-
144) annak érdekében, hogy az ionképzddés mélyebb megértése révén €s az 1ij ismeretek
felhasznalasaval a MALDI reprodukalhatosaganak novelését ¢és alkalmazhatosaganak
kibovitését segitsék eld. A legujabb elképzelést az energia-transzfer- indukalt diszproportcios
modell (energy-transfer-induced disproportionation, ETID) irja le, amely figyelembe veszi a
MALDI mintapreparalas soran a kristalyosodéas folyaman fellépd pszeudo-protontranszfert
(135). Egy masik tanulmany a végleges spektrum, azaz a detektalt jelek meghatarozasaban a

gazfelhében lejatszodo szekunder reakcidknak tulajdonit dominans szerepet (93,108,128).

2.2, Célkitiizés

Szamos bioldgiai mintdban nemcsak a komponensek kimutatdsa lenne a cél, hanem
azok mennyiségi meghatarozasa is. Az utobbi idében eldszeretettel hasznalja szamos csoport
a MALDI-TOF tomegspektrometriat is kvantitativ mérésekhez. Emellett szamos publikacio
targyalta mar ennek a modszernek a nem kvantitativ jellegét. A mi korabbi tapasztalataink is
arra utaltak, hogy ezek a kvantitativ vizsgalatok megalapozatlanok. Ezért az volt a célunk,
hogy szisztematikusan felépitett kisérletekkel és a mérési adatok megfeleld statisztikai
analizisével feloldjuk ezt az ellentmondast, vagy meger0sitsiik korabbi gyaninkat. Egyrészt
arra voltunk kivancsiak, hogy az a relativ intenzitds, amit adott Osszetétel mellett latunk,
mennyire reprodukalhatdo. Masrészt tudni akartuk, hogy minden koriilmény (eltérd
mintadsszetétel) kozott is jol detektalhatdak-e az adott fehérjére jellemz6 peptid, illetve
peptidek jelei, és ugyanazt a relativ intenzitds eloszlast kapjuk-e. Tovabba azt is ki akartuk
deriteni, hogy mennyire megbizhatok a kiillonbozo kiils6 vagy belsd standardok segitségével
felallitott kalibracios gorbék, és milyen koncentracio tartomanyban hasznalhatok.

Kutatdsaink sordn el6szor egyedi mintasorozatokat vizsgaltunk kiillonb6zo

mintapreparalast kovetéen. A késdbbiekben pedig eltérd komplexitdsii mintasorozatokat
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tanulmanyoztunk. A sorozat-méréseket kovetden a kapott adatok statisztikai analizisét is

elvégeztiik.

2.3. Kisérleti rész

2.3.1. Vegyszerek és felhasznalt anyagok

Az Agilent Technologies (Santa Clara, CA, USA) altal forgalmazott o-ciano-4-
hidroxifahéjsav (CHCA) (10. abra) 60% metanol/30% H,0/0.3% hangyasav oldata. A
Scharlau altal forgalmazott HPLC tisztasagu acetonitril (ACN). A Sigma-Aldrich tarsasagtol
(Németorszag) rendelt 2,5-dihidroxibenzoésav (DHB) (10.b abra) telitett vizes oldata.
Ugyancsak a Sigma 4ltal forgalmazott Angiotensin II (MH' = 1046.54 Da), oMSH (MH" =
1664.80), ACTH (18-39), (MH" = 2465.20) és a marha inzulin B-lanc (MH+ = 3494.7)

crey

} OH
i} H
H
OH OH
10.a 10.b

10. Abra A MALDI-TOF mérések soran alkalmazott matrixok, 10.a a-ciano-4-hidroxifahéjsav, 10.b 2,5-

dihidroxibenzoésav
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Marha szérum albumin (BSA), ¢és marha fetuin triptikus emésztményét (Fet)
(laboratoriumunkban készitve), N-termindlison eltérd bazicitasu szintetikus peptideket (C.
Turck ajandéka) (1. tablazat) és citokrom C egy peptidjét és ennek stabil-izotoppal jelolt
valtozatat (1. tablazat) (Thermo, Heavy Peptide™ AQUA Demo Kit, Cat. # 300100, Lot #
0703 _05, izotop kompozicio: Leu*-">Cg, 98%; °N, 98%, P* peptid) hasznaltam fel kiilsnb6z
Osszetételi komplex mintdk elkészitéséhez. A szintetikus peptidek torzsoldatainak pontos
koncentracio-meghatarozasa aminosav-analizissel tortént. A friss Escherichia coli
sejttenyészet prepardlasa a Szegedi Biologia Kozpont Biokémiai Intézetében tortént Dr.
Posfai Gyorgy laboratoriumaban.

A munkdk soran alkalmazott géltoltd (gel loading) pipettahegy és a szilikonizalt, alacsony
fehérjekoté mikrocentrifuga csdovek a Costar (prelubricated tube, Corning, NY USA), vagy az
Eppendorf AG (Protein LoBind tube, Hamburg, Germany) cégtdl szarmaztak.

peptid szekvencia MH"
Arg-peptid RTAYSQSAY 1046.49
Lys-peptid KTAYSQSAY 1018.48
His-peptid HTAYSQSAY 1027.45
Leu-peptid LTAYSQSAY 1003.47
P TGPNLHGLFGR | 1168.62
P* TGPNL*HGLFGR | 1175.64

yyyyy

1. tablazat Az eltéré komplexitisi mintikhoz felhasznilt N-terminalison kiilonb6zé bazicitasu
aminosavakat tartalmazé peptidek és a stabil izotopot alkalmazé vizsgalatokhoz felhasznalt peptidek, a

monoizotépos tomegekkel (MH") feltiintetve.

2.3.2. Mintaelokeszités

A szuppresszio €s az egyedi méréssorozatok linearitasanak vizsgalatara tobb mintasorozatot
készitettiink el fetuin és/vagy BSA triptikus emésztményébdl ismert mennyiségli szintetikus
peptid hozzaadasaval (2. tablazat). Azért, hogy megvizsgaljuk a kristalyosodas sebességének
hatasat a mérési eredményekre, a mintak beszaritasa eldszor kiilon beavatkozas nélkiil tortént,
a késobbiekben pedig vakuum alkalmazasaval.

A MALDI-TOF kvantitativ alkalmazhatosaganak vizsgéalatara fetuin és/vagy BSA triptikus
emésztményt adott mennyiségli, N-termindlison eltérd bazicitdsu szintetikus peptidekkel

Osszekeverve kiilonb6zé komplexitadsi mintasorozatokat készitettem (3. tablazat). A
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kiilonbozé Osszetételli mintakat kétszer készitettem el és mindegyiket 5-szor vittem fel a
MALDI-targetre, igy Osszesen tiz-tiz mérés allt rendelkezésre a reprodukalhatosag
vizsgalatara. A frissen tenyésztett Escherichia coli sejt-szuszpenziot haromszori iilepités és
ujraszuszpendalas utan hasznaltam fel. A mintakbol 1 pl, a matrixbol 0.5 pl mennyiséget
vittem fel a targetre ,,dried-droplet” modszerrel (124) CHCA, vagy DHB matrix, vagy ezek

keverékeinek alkalmazasaval.

.. dried-droplet” modszer (124) lépései:
1. minta targetre vitele
2. matrix felvitele

3. az elegy beszaritasa szobahdmérsékleten

novekvé mennyiségii
komponensek ) Lys- His- Leu- BSA Arg- és
Arg-peptid . . . . . Leu-
4llandé peptid | peptid | peptid | emésztmény peptid
mennyiségii komponensek
100 fmol fetuin emésztmény DHB, CHCA, DHB CHCA =1:2 és 2:1
DHB, CHCA, DHB, CHCA

100 fmol BSA emésztmény ¥ | DHB:CHCA=1:2 | ™ | DHB:CHCA=1:2

DHB:CHCA=2:1 DHB:CHCA=2:1
100 fmol fetuin emésztmény DHB/ CHCA /DHB:CHCA =1:2 és 2:1 CHCA CHCA

DHB, CHCA, DHB, CHCA

100 fmol BSA emésztmény DHB:CHCA=1:2 | ™ | DHB:CHCA=1:2

DHB:CHCA=2:1 DHB:CHCA=2:1
500 fmol fetuin emésztmény CHCA
500 fmol BSA emésztmény
100 fmol fetuin emésztmény CHCA M CHCA
500 fmol BSA emésztmény
100 fmol fetuin emésztmény
100 fmol Arg-peptid CHCA
100 fimol fetuin emésztmény CHCA CHCA | CHCA | CHCA CHCA
2x10° cfu E. coli

2. tablazat A felhasznalt mintak dsszetétele és az egyes mérések soran alkalmazott matrix. A fetuin és/vagy
a BSA emésztmény mennyisége allandé volt, mig a szintetikus peptidek mennyisége 50 fmolrél 1 pmolig
novekedett. A harmadik sorban szerepld mintdkndl, 4llandé mennyiségli fetuin emésztmény mellett a BSA
emésztmény mennyisége valtozott, a BSA ndvekedés tartoméanya 50-500 fmol volt.

V' A minték szaritasa vakuum alkalmazasaval tortént.

A Lys-peptid és egy triptikus BSA peptid azonos nominalis tdomege miatt nem volt érdemes ezt az elegyet
analizalni.

cfu (colony forming unit): telepképzo egység.
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novekvé mennyiségii
komponensek | Arg- Leu-

allando peptid | peptid

mennyiségii komponensek

Arg- és
Leu- P
peptid

100 fmol fetuin emésztmény + + +
100 fmmol fetuin emésztmény,
Arg-peptid

100 fmol fetuin emésztmény
2x10° cfu E. coli

100 fmol fetuin emésztmény
Arg-peptid +
2x10° cfu E. coli

100 fmol fetuin emésztmény
100 fmol P*

100 fmmol fetuin emésztmény
100 fmol P* +
2x10° cfu E. coli

3. tablazat A MALDI-TOF kvantitativ jellegének vizsgalatanal alkalmazott mintik. A fetuin emésztmény,
az Arg-peptid, vagy P* peptid és az Escherichia coli sejt-szuszpenzié allandé mennyisége mellett a hozzaadott
szintetikus peptid mennyisége 50 fmolrol 1 pmolig novekedett. Minden egyes mérés soran az alkalmazott matrix

CHCA volt. cfu: telepképz6 egység.

2.3 3. A tomegspektrometridas mérések kivitelezése

A mérésekhez a laboratoriumban rendelkezésre allo6 SCOUT 384 ionforrassal és
pulzald nitrogén lézerrel (337nm) felszerelt Reflex III MALDI-TOF tomegspektrométert
(Bruker Daltonics, Karlsruhe, Germany) hasznaltuk. A spektrumok felvétele késleltetett
extrakcid (200ns) (4. abra) ¢s iontiikor (“reflectron” mod) (3. abra) alkalmazéséaval, pozitiv
ionmodban tortént. A “matrix suppressor”’-t (matrix deflection high voltage, matrix eltéritd
nagyfesziiltség) minden esetben m/z = 800-ra, a felsé tomegtartomanyt m/z = 4000 értékre
allitottuk be. A MALDI-TOF tomegspektrométer miikodési paramétereit: ionforras 1: 20 kV,
ionforras 2: 16.3 kV, lencsék: 9.5 kV, iontiikor: 23 kV, detektor: 1710 V.

A késziilék kalibralasa Angiotensin II (MH' = 1046.54 Da), oMSH (MH" = 1664.80), ACTH
(18-39), (MH" = 2465.20) és a marha inzulin B-linc (MH+ = 3494.7) standard peptidek
felhasznalasaval, azok monoizotdpos tomegeivel tortént. A méréseket manualisan végeztem:
1000 lézerlovés eredményét Osszegeztem, a minta egész teriiletét ,,végigjarva”. A mérések
soran a spektrumok mindségét folyamatosan ellendriztem és a telitett, vagy kis intenzitasu

(<1200) csucsokbol allé spektrumokat elvetettem. A manualis ellendrzésre azért volt sziikség,
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mert az automata adatgylijtd programok altaldban nem tesznek lehetové ilyesfajta

mindségellendrzést.

2.3.4. A mérési adatok kinyerése és feldolgozasa

2.3.4.1. A kiértékelés soran alkalmazott programok és fontos osszefiiggések

Az adatok kinyeréséhez a FlexAnalysis (Version 2.0 (Build 21), Bruker Daltonik
GmbH) software-t hasznaltam. Ezen belill a spektrumok feldolgozédsdhoz az SNAP
(Sophisticated Numerical Annotation Procedure) csticsdetektalasi algoritmust alkalmaztam,
ami magaban foglalja a belsd alapvonal korrekciot és zajmeghatarozast (jel/zaj hatarérték: 3;
mindségi faktor hatarérték: 30). A spektrumok kiértékelése a natrium addukt figyelembe
vételével és elhanyagolasaval is elkésziilt. A relativ jelintenzitasok (I.;) meghatarozasa a
kiértékelt spektrumokbol szintén a FlexAnalysis software alkalmazasaval tortént. A mérési
adatok feldolgozasa soran figyelembe vett fetuin és BSA triptikus peptideket az 4. és S.

tablazat foglalja 0ssze.

m/z (mi) start vége szekvencia
1252.6208 121 131 (K)pyroGluDGQFSVLFTK(C)
13855638 132 143 (K) CDSSPDSAEDVR (K)
1474.8376 334 348 (K) TPIVGQPSIPGGPVR (L)
1513.6587 132 144 (K) CDSSPDSAEDVRK (L)

2008.9545 104 120 (R)pyroGluQTQHAVEGDCDIHVLK(Q)

4. tablazat A MALDI-TOF MS kvantitativ jellegének tanulmanyozasara kivalasztott triptikus
fetuin peptidek. A Cys-oldallanc piridiletilalt.

m/z (mi) start vége szekvencia
1017.5800 212 220 (K) VLTSSARQR (L)
1163.6307 66 75 (K) LVNELTEFAK (T)
1249.6212 35 44 (R) FKDLGEEHFK (G)
1479.7954 421 433 (K) LGEYGFQNALIVR (Y)
1534.7491 298 309 (K) LKECCDKPLLEK(S)

1639.9377 437 451  (R) KVPQVSTPTLVEVSR (S)
1881.9051 508 523  (R) RPCFSALTPDETYVPK(A)

5. tablazat A MALDI-TOF MS kvantitativ jellegének tanulmanyozasara kivalasztott triptikus
BSA peptidek. A Cys-oldallanc karbamidometilezett.
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A diagramok elkészitéséhez, a determinaciés koefficiens (R?) szamolaséhoz és az F- és t-
probak elvégzéséhez a Microsoft Office Excel (2003) programot hasznaltam fel.
A koncentracié aranyok (X’) relativ intenzitdsokbol (y’) valdo meghatarozasa az 1. egyenlet

alapjan tortént.
. 1 = 7—7 .
1. egyenlet: X'=X + T (145) (Eisenhart Eq., 26.)

A fenti egyenletb6l kapott X érték 95 %-os konfidencia hatarat (,,inverz” konfidencia hatar,

fiducidlis hatar) a 2. egyenletbdl hataroztuk meg.

o b(Y'-Y) |ty S - . C(N+N")
2. egyenlet: Xg5 =X+ (ycy * 'OSC - \/B(y_y)+T (145)

(Eisenhart, Eq.25.)

ahol X a koncentraci6 arany
y a relativ intenzitas
y az eredeti N szamt mérés relativ intenzitasainak kozépértéke
X az eredeti N szamu mérés koncentracio aranyainak kozépértéke
y’ a tovabbi N’ szamu mérés relativ intenzitdsainak kozépértéke, a megfeleld
ismeretlen koncentraci6 aranyok (X’) meghatarozasahoz;
0,=2(y-3)"; 0,=3(x-X)* & O, =%(y—y)-Z(x—X) az eredeti relativ
intenzitds aranyok (y) és koncentracié aranyok (x) értekeibdl szamolt négyzetes
eltérések Osszege.

b a regresszios koefficiens, b=0Q, /0, ;

.....

. - . . _10,-0,10,
szamolt Y koriil N-2 szabadsagi fok esetében. S = ~N_g

B=1/0Q,
t ,s= N-2 szabadsagi fok esetében a kétoldali 5%-o0s szignifikancia hatdr,

C=b>—ty-s, B;

»x

A tovabbiakban a statisztikai kiértékelések soran alkalmazott alapfogalmakat és modszereket

targyalom.
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2.3.4.2. Statisztikai kiértékelések soran alkalmazott alapfogalmak

Szoéras, standard deviacio [6/s/SD]:

A szorés kiszamitasakor az egyes értékek szamtani atlagtol valo eltérését mérjiik

¢s az eltérések négyzetével szamolunk.

_ , Q)7
D (x—x)° 20X - "
§S=4=/—; vagy s=\|——F;
n—1 n—1
ahol n-1 a szabadsagi fok és n a megfigyelések szama,

Z(x—})2 =Y« =Qx=SSQ [sum of squares], azaz az egyes értékek négyzeteinek

Osszege, ahol az als¢ index azt jelzi, hogy milyen adatokra vonatkozik. Tilos a
szorasokat Osszeadni, komponenseire bontani, mindezt a variancidkkal és a

négyzetes eltérések dsszegével lehet.

Variancia [V(x)/ s’]: A négyzetes eltérések atlaga.
V(ix)=s"= —Z(x—x)z ;
n—1
A szérast a varianciabol szarmaztatjuk, ezért az Osszeadasukat, illetve
Osszehasonlitasukat a variancidkkal végezziik. Osszegek és kiilonbségek
variancidja a tagok varianciajanak dsszege:
Sy =52+

A kiilonbség vagy Osszeg szorasa a variancia négyzetgyoke:

Sap =+/S: +5,; hax ésy fliggetlen.

Amennyiben x ¢és y nem fliggetlenek, akkor a korrelacidos egyiitthatot (r)
figyelembe kell venni.
A variancia a szorddast, a megbizhatatlansagot mutatja, mig az invariancia [a

variancia reciproka (1/Variancia)] a megbizhatosagot jelzi.

Kozépértek szorasa, standard error (s-; S.E.):

A kozépérték szorasa csakis a munkdnknak, a kijott eredményeknek a
megbizhatésagat mutatja, mig a szoras (s) azt jelzi, hogy a valésagban mekkora a
szOrodas. A kozépérték szorasat az adatokbol nyert variancidnak ¢és a

megfigyelések hanyadosanak a négyzetgyoke adja meg.
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2
§- = 1/S—; illetve s- = Z:A; ahol n a megfigyelések szama.
* n * n(n—-1)

Az egyenletbdl latszik, hogy minél tobb a megfigyelések szama, a kozépértékre

annal megbizhatobb értéket kapunk, illetve a megfigyelések szamanak

négyzetgyokével aranyosan csokken a standard error.

Regresszi6: két valtozd kozotti kapcsolatot jelenti, ahol az egyik valtozé (x) nem
valoszintiségi valtozo, hanem altalunk 6nkényesen valasztott értékii. A két valtozo
kapcsolatat a regresszids egyenes fejezi ki €s az Osszefliggés mértékét a regresszios
egyenes meredeksége (b) jelzi. Ez utobbi paraméter regressziods egyiitthatoként is
ismert. A regresszioszamitds tehat arra ad valaszt, hogy két kvantitativ valtozo

kozott van-e kapcsolat, és amennyiben van, akkor az milyen foku.
Korrelacidé: két kvantitativ valoszintiségi valtozo (x, y) kozotti kapcsolatot jelenti, amelyet
korrelacioszamitassal mutathatunk ki. Az Osszefiiggés mértékét a korrelacios

koefficiens (r) értéke jelzi.

Determinaciés _egyiitthaté (R”): azt jelzi, hogy Y variancidjanak hanyad részét, hany

szazalékat magyarazza X varianciaja, és viszont. Ez azt jelenti, hogy x valtozasa

varhatéan milyen mértékben jar a masik valtozo valtozasaval, vagyis mennyire

lehet elére jelezni az egyiket a masikbol. A determinacids koefficiens

meghatarozza, ,,determinalja” hogy X ¢és Y milyen erdsségt linearis kapcsolatban

van egymassal:

0<Det(Y,X)<1

» ha Det(Y,X) = 0, akkor X nem tartalmaz linedris jellegli informéciot Y-ra
nézve

» ha Det(Y,X) = 1, akkor X linearis formaban teljesen meghatarozza, hiba nélkiil
eldre jelzi az Y-t.

» Det(Y,X) szimmetrikus: Det(Y,X) = Det(X,Y).

Korrelacids egyiitthaté/korrelacios koefficiens (r): azt mutatja meg, hogy 2 valtozé kozott

milyen szoros linearis tipusu kapcsolat van. A korrelacios egyiitthatd a
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determinaciods egyiitthatd négyzetgyodke. p az elméleti, » a tapasztalati korrelacios

egylitthato jele.

-1 <p(X,Y) <1, ahol p(X,Y), pxy vagy p

r=1: tokéletes pozitiv korrelacio

r=-1: tokéletes negativ korrelacio

r=0: nincs linearis korrelacio

» ha X ésY fliggetlen, akkor p(X,Y)=0

» Ha r(X,Y) = 0, vagyis ha X ¢és Y korreldlatlan, akkor nem feltétleniil
fiiggetlenek, de biztos, hogy nincs koztikk kimutathaté linearis tipusa
Osszefiiggés.

» Ha X és 'Y egyiittes eloszlasa normalis, azaz barmely rogzitett X = x mellett Y
normalis, akkor a fliggetlenség és a korrelalatlansag ekvivalens.

» r cl6jele Osszhangban van a regresszids egyenes iranyaval. Ha a regresszios
egyenes emelkedd, akkor X és Y kozott pozitiv a korrelacid, ha ereszkedd,
akkor r negativ.

» kvantitativ (scale) valtozok kozotti fiiggetlenséget vizsgal

» nem hordoz informaciot a valtozé kozotti ok-okozati sszefliggés irdnyarol

Determinacios egyiitthato és a regresszios koefficiens kozotti 6sszefiiggés:

Az y x-re vonatkoztatott regresszios egyiitthatoja byx az x y-ra vonatkoztatott regresszios

egyiitthatoja by, ahol by,*by= [kovariancia (x,y)/variancia (x)] * [kovariancia (x,y)/variancia
2

W] = 2=y —y) = r’. Ezek alapjan a korrelacios egyiitthato: »= [b b

Bewoyo-»] o

azt jelenti, hogy r a két regresszios koefficiens mértani kdzépértéke. Amennyiben r = 0, a

ami

determindcids egyiitthato két komponense (byx*by,) merdleges egymasra, amennyiben r = 1,

ugy a két egyenes teljesen azonos (146,147)

95%-0s konfidencia intervallum: Az a tartomdny, ahovd a mérési adatok 95%-a esik. A
95%-0s megbizhatosagi hatarokat a varianciak alapjan kiszamitott hibaval szoktak
abrazolni. A kozépértékek megbizhatosaganak meghatarozasa sordn ennek a

szOrdsa, azaz a ,standard error” alapjan szamolnak. A konfidencia hatar
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s . . L
—— ahol t a vélasztott szignifikancia szintre

Nk

(esetiinkben 5%), és az N-1 szabadsagi fokra vonatkozo kritikus t érték.

meghatarozasanak egyenlete: x+tt

Fiducialis tartomany, vagy inverz konfidencia intervallum: Egy adott y értékbdl szamolt

X érték megbizhatdsagi hatarai.

A konfidencia intervallum altaldban szimmetrikus, mig a fiducidlis tartomény nem, az x
atlaghoz (x) kozelebb esd oldalon keskenyebb. Amennyiben az irdnytangens, azaz a
kalibracios egyenes meredeksége 1-nél nagyobb, a fiducidlis a sziikebb, amennyiben 1-nél

kisebb, ugy a konfidencialis.

F-proba: Alapja a variancidk dsszehasonlitasa: F [ fisfs ] = z—i ;
2

ahol f; és f, a megfeleld s; és s, standard deviaciohoz tartoz6 szabadsagi fokok. A
szamlaloban mindig a nagyobb s* szerepel.
F-proba soran azt vizsgaljuk, hogy a csoportok kozotti variabilitds nem nagyobb-e
szignifikdnsan, mint a csoporton belill fennalld variabilitds. Azaz a mi esetliinkben
az a kérdés, hogy kiilonb6z6 koncentracid aranyokhoz tartozo relativ intenzitasok
(y) kiilonbsége okozta variabilitds nagyobb-e szignifikansan, mint az azonos
koncentracioé aranyhoz tartozo y értékek varidbilitasa. A szignifikancia mértékének
meghatarozdsa az F-tablazat alapjan torténhet. Amennyiben a csoportok
kiilonbsége okozta varidbilitdis nem nagyobb, mint a csoporton beliill fennalld,
akkor a csoportok nem kiilonboznek egymastol. A regresszios Osszefliggés
vizsgalata, azaz a varianciaanalizis soran két F-probat alkalmaztunk: Fpj nij- €s F.
2 N-k]-probat.

Fpinag-proba: A regresszi6 szignifikancidjanak meghatdrozasara alkalmazott proba, amely a
regresszio (esetlinkben a koncentracid arany és a relativ intenzitasok kozotti
Osszefliggés) okozta deviaciét hasonlitja Ossze a hiba okozta deviacioval:

FU )= P = FLAs ) Gt

MSQ = % (Mean of Squares), és az SSQ a négyzetes eltérés [Sum of Squares].

Az MSQ[R] a regressziora, az MSQ[H] a hibara vonatkozik.

A regressziohoz tartoz6 szabadsagi fok 1, a hibahoz tartozé N-k.
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Amennyiben a regresszios Osszefiiggés okozta eltérés szignifikansan nagyobb,
mint az egyenes koriili szorodas, akkor kapcsolat, azaz regresszio all fenn a két
valtozo6 kozott.

Fii2nk-proba: A regresszio linearitdsanak jellemzésére szolgal:

MsQ[L] |

; ahol
MSQ[H]

F[fL;fH]:F[fk—Z’fN—k]:F[f7;f81]:

MSQIL] a linearitastol valo eltérés MSQ értéke, az MSQ[H] a hiba MSQ értéke. A
linearitastol valo eltéréshez tartozd szabadsagi fok k-2, a hibahoz tartozé N-k
(definiciojukat lasd alabb). Amennyiben az eredmény nem szignifikdns, ugy a

regresszios 0sszefliggés linearis jellegii.
A kalibraciés egyenesnek tekinthetd regressziés egyenesek meredekségének O0-t6l valod

eltérését és a kiilonbozd mintadsszetétel mellett kapott kalibracios egyenesek

meredekségeinek eltérésére vonatkozo szignifikancia tesztet kétmintas t-probaval végeztiik el.

Kétmintds t-proba: két empirikus minta kozépértékének x Osszehasonlitasara szolgal. A

differenciat a sajat hibajdhoz hasonlitjuk. A kétmintas t-proba szabadsagfoka
kettével kisebb, mint az 6sszes megfigyelés szama (N), mivel mindegyik csoport

négyzetes eltérését a mintakon kapott 2 darab kozéptdl szamitjuk.

;1 —;2 n*n
t[N—z] = L2 ; ahol n;+n,=N
s n, +n,

Az egyenes 0-t6] valo eltérésének meghatarozasara vonatkozo egyenlet:

ly-a) = E; ahol sy a meredekség szorasa.

Sy

2.3.4.3. Statisztikai kiértékelések soran alkalmazott modszerek

A  MALDI-TOF kvantitativ jellegének vizsgalata sordn végzett mérések
eredményeinek a feldolgozasa a kovetkezOkben ismertetett statisztikai modszerekkel, a
regresszidanalizissel és a varianciaanalizissel tortént (148). Uj mérési eljarasok
megbizhatosaganak értékelésére ezek a leggyakrabban alkalmazott miiveletek. Mivel minden

egyes fliggetlen valtozohoz (esetiinkben a koncentracid ardnyhoz) a tiz parhuzamos mérésbol
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tobb fliggd valtozo (azaz relativ intenzitds) tartozott, ezért csoportositott adatokbol végzett
regresszidanalizist végeztiink. Az idedlis esetben a regressziés egyenes (ami a kvantitativ
mérések szempontjabdl a kalibracios egyenes) meredeksége (b) 1, a tengelymetszete (a) 0
érteket vesz fel. A statisztikai szamolasokat a mérésekhez tartozd paraméterek alapjan
végeztiik el: n, k, N, ahol n a parhuzamos mérések szama, k a fiiggetlen valtozok, azaz a
mérési pontok szdma és N az eldbbiek altal meghatarozott sszes mérés szama (N = n*k). Az
irodalom alapjan (148) a parhuzamos mérések szamanak minimum kettdnek kell lennie, de
ez altalaban 3-6, ugyanakkor bizonyos esetekben 8-12 parhuzamos mérésre van sziikség. A
szisztémas hibak, illetve az ezektdl valé mentességnek a kimutatdsara minimum 40-60 mérési
adatra van sziikség. A mérési pontok szdmanak (k) 3-6 (N = 18-48), illetve szisztémas hibak
esetében 6-10 (N = 48-120) értéknek kellene lennie. A MALDI-TOF MS mérések
szempontjabol irodalmi adatok (61) alapjan min. 7 mérést kell végezni ahhoz, hogy a
detektalt komponensek szdma ne valtozzon, azaz a mérések soran az Osszes lehetséges
komponenst detektdlni tudjuk egy mintabol. A fentiek alapjan a MALDI-TOF
reprodukalhatosaganak és kvantitativ jellegének a vizsgéalata soran n = 10 parhuzamos mérést
végeztem k = 9 kiilonb6z6 koncentracional.
A koncentraciéo ardnyok ¢és a megfeleld relativ intenzitdsok kozotti Osszefliggés, azaz a
regresszié szignifikanciajanak a meghatarozasa Fp; n.ij, €s a linearitdsanak jellemzése Fpo Nk
proba alkalmazasaval tortént az n, k és N értékeknek megfelelden. Ezutdn a regresszios
egyenesek, azaz a kvantitativ mérések szempontjabol kalibracios egyenesnek megfeleld
egyenesek meredekségének a szignifikancidjanak a meghatdrozasara a tn.2)-proba szolgalt. A
kiilonbozé kémiai kornyezetben az adott komponensekre vonatkozé kalibracidos egyenesek
meredekségét, azok eltérésének szignifikanciajat kétmintds t-probaval (tn.;) mutattuk ki.
A kvantitativ mérésekhez alkalmazott kalibracios egyenes mindségét jellemzd determinacios
egyiitthato (Rz) meghatarozasa Microsoft Excel program segitségével tortént. Adott, allandod
mennyiségben jelenlévé komponensek jelintenzitdsa kdzotti korrelacio szignifikanciajanak a
meghatarozasat tp.o-probaval végeztiikk el. Az altalunk alkalmazott rendszereknél nyert
kalibracios egyenesek felhasznalasaval, adott 6sszetételli mintak esetében kapott koncentracio
aranyok precizitasanak jellemzésére az ,,inverz” konfidencia hatarok, azaz a fiducialis
hatarok meghatarozasa szolgalt.

A szignifikancia probdk a véletlen szerepének megitélésére szolgalnak, azaz a
szignifikanciaprobak arra adnak valasz, hogy mit varhatunk, ha nincs hatasos beavatkozas.
Ugyanakkor a kutat6 azt szeretné igazolni, hogy a vizsgalt beavatkozas hatdsos, azaz a kutatd

hipotézise, hogy van hatds, a matematikusé¢, hogy nincs. Ezért is beszéliink egyrészt

38



munkahipotézisrdl, illetve “null-hipotézis”-r6l. Amennyiben a hatas szignifikansnak mindsiil,
a kutatd megtartja a munkahipotézist, a matematikus elveti a “null-hipotézis”-t. Ennek
megfeleléen, amennyiben példaul azt vizsgaljuk, hogy eltér-e az egyenes meredeksége 0-t6l,
akkor a “null-hipotézis” az, hogy nem tér el. Amennyiben szignifikdns az eredmény, ugy
matematikailag elvetik a “null-hipotézis”-t, azaz azt, hogy nincs jelentés mértéki eltérés 0-tol.
Kutatoként elfogadjuk a munkahipotézist és szignifikansnak mindsitjik a meredekség
eltérését 0-t0l. A regresszio szignifikancidjanak vizsgalata soran azt néztiik meg, hogy a
mérések soran adott komponensekre vonatkozo relativ intenzitdsok valtozasat milyen
mértékben okozza a ,,véletlen” és milyen mértékben hatarozza meg azok koncentraciod
aranyanak valtozasa. Ez azt jelenti, hogy amennyiben mas nincs, csak a ,,véletlen”, akkor elég
gyakran okoz-e egymaga a véletlen akkora eltérést (vagy még nagyobbat), amekkorat a
vizsgalat soran észleltiink? Azaz a null-hipotézis, hogy a véletlen okozza a valtozast, a
munkahipotézis, hogy koncentracio arany valtozasa. Ennek figyelembe vételével, amennyiben
elég gyakran okoz a véletlen ekkora valtozast, abban az esetben azt mondjuk, hogy az észlelt
eltérést a véletlen is okozhatta, tehat nincs kelld bizonysaggal igazolva, hogy a
munkahipotézisben feltételezett beavatkozas (c.; 1) okoznd. Mdas szemszog alapjan a null-
hipotézist elfogadjuk. Amennyiben ritkdn okoz a véletlen ekkora valtozast, ugy
szignifikansnak mindsitjiik az eltérést, azaz y valtozasat a koncentracid arany valtozasa
okozta. Mas nézépontbol a null-hipotézist elvetjiik. A leggyakrabban alkalmazott probak
soran az ,.elég gyakran” p=0.05-ot, azaz 5%-ot jelent. Ezek alapjan az olyan eltérést, amit
adott koriilmények kozott a véletlen csak legfeljebb minden huszadik esetben szokott okozni,
szignifikansnak mindsitjiik. A szignifikancianal tobbet mondanak azonban a megbizhatdsagi
¢s fiducialis hatarok, ezért az eredményeink megbizhatosaganak €s precizitasanak jellemzése
céljabol 95%-0s megbizhatosag mellett (p=0.05) meghataroztuk a konfidencia intervallumot
¢s inverz konfidencia intervallumot, vagyis a fiducialis hatarokat. Amennyiben két kiilonb6zo
érték megbizhatdsagi intervallumai nem fednek at, akkor azok szignifikansan eltérnek. A mi
vizsgalataink sordan a fiiggetlen valtozé (x), vagyis adott komponensekre vonatkozo
koncentracié arany az ok, és a mérések sordn az adott x értékekhez kapott relativ intenzitas
(y) az okozat. Az egész koncentracid tartomanyra vonatkozé relativ intenzitdsokra
meghataroztuk azt a tartomanyt, ahova a mérési adatok (I..1) 95%-a esik, azaz az ugynevezett
95%-o0s konfidencia savot, illetve a mérésekbdl meghatarozott X értékek fiducialis hatarait,
vagy mas néven az inverz konfidencia intervallumot.

A varianciaanalizis és a regresszidanalizis soran alkalmazott szamolasok vazlatat a 6.a ¢és 6.b

tablazat mutatja (148).
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mérési | koncentracio 2
pont ardny L] Zyi Zyi Qyi X Zyi
1. 0.5 10
2. 1 10
3. 1,5 10
4. 2 10
5. 3 10
6. 4 10
7. 5 10
8. 7.5 10
9. 10 10
Osszesen | N=n*k | > Dy, | D D») [ D0, | D(xD»)
6.a
szorodas szabadsagi
oka SSQ | ok (sz.f) MSQ Fi P
regresszio | Qr 1 Qr/1 Frinig= Frisi
Linearitastol
valé eltéres | k-2 Qu/e2) | Freana=Frrgn
hiba Qu N-k Qu/(N-K) - -
0sszesen Qy N-1 - - -
6.b

6. tablazat 6.a, A mérési eredmények megbizhatésagianak szamitisa regresszidanalizissel 6.b, A
regresszios Osszefiiggés vizsgalata varianciaanalizissel. 6.a, Az lires négyzetekbe az egyes mérések soran
kapott intenzitdsokbol meghatarozott értékek keriiltek. 6.b, P meghatirozdsa az F-proba eredményének F-
tablazatban vald Osszevetésével tortént. A regresszidanalizis és a varianciaanalizis soran alkalmazott
Osszefliggések rovid Osszefoglaldja, ahol k: a mérési pontok (koncentracid aranyok) szama; n: adott mérési

pontban végzett mérések szdma (n=10); y;: az n mérés i-edik mérése soran kapott relativ intenzitas; N: dsszes

mérés szama, N=n*k; 0, =3(y-7y) :ZZ% (ZZ)/, ; — %) _Z( X [Z(n és

Qw=Z(y—y)-2(x—x)=Z(X,-Zy,-)—W5 QR=%; 0,-0,-(0,+0,) € 0,=Y0,

X

(148)
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2.4. Eredmények

2.4.1. A szuppresszio hatdsanak és az egyes méréssorozatok linearitisanak
tanulmanyozasa

A kvantitativ tomegspektrometriai mérések alapja, hogy a meghatarozandé molekula
koncentracié pontos meghatarozasdhoz kalibracids egyenes szerkesztése sziikséges, amely
lehet6vé teszi a két molekula intenzitdsaranyabol azok koncentracidaranyainak kiszamitasat.
Két peptid jelintenzitas- és koncentracidaranya kozotti ilyetén dsszefiiggés vizsgalatara eltérd
komplexitdsu mintasorozatokat vizsgaltam, kilonféle koriilmények kozott. Minden egyes
eltér6 komplexitasi mintasorozatot tobbféle korilmény kozott vizsgaltam. A mérések
részletes Osszefoglalasat a 2. tablazat ismerteti. A mérések soran detektalt peptidek relativ
intenzitdsait a koncentracio aranyuk fliggvényében abrazoltam. Példaként a 11. abra két
triptikus fehérje-emésztmény keverékének, a 12. abra egy szintetikus peptid és egy fehérje
triptikus emésztménye keverékének azokat az eredményeit mutatja be, ahol a normalizalas
kiilonb6z6 peptidekre tortént. A mérések kiértékeléséhez és feldolgozasahoz felhasznalt fetuin
¢s BSA triptikus peptideket a 4. és 5. tablazat ismerteti. A 11.a és 11.b abra jol mutatja,
hogy a relativ intenzitason alapuld kvantifikacio jelentés mértékben fiigg a, a meghatarozando
komponenstdl b, a referencia molekulatol (standard) ¢, és jelentds mértékben pontatlanok. A
11.b és 12.a-b abrak jol szemléltetik a szuppresszio jelenségét. A 11.b abra bemutatja, hogy
a jelentds mennyiségben jelenlévd (a legnagyobb koncentracidé ardnyhoz tartozd) BSA
emésztmény elnyomta az egyik referencia peptid jelét (fetuin m/z =1385.56). A 12.a-b abra
esetében a Leu- és Arg-peptid nyomta el teljesen a referencia peptidnek a jelét (fetuin m/z =
1072.6). A b allitas megerdsitésére jo példa lathatd a 12. abran, ahol az Arg-peptid relativ
intenzitasanak a novekedését tapasztaltuk annak ellenére, hogy az Arg-peptid mennyisége
valtozatlan volt, csak Leu-peptid mennyiségét noveltiik. A normalizalds a fetuin m/z =
1072.60 tomegli peptidjére tortént. A fenti eredmény az adott fetuin peptidnek a Leu-peptid
novekvd mennyiségének kovetkeztében fellépd szuppresszidjaval magyarazhatd. A mérési
adatok feldolgozasa soran kapott gorbék lefutasat, tendenciajat a kiilonb6zé mintaelokészitési
eljarasok (eltéré matrix, vagy szaritasi technikak alkalmazasa), illetve a natrium addukt
figyelmen kiviil hagyédsa jelentds mértékben nem befolydsolta (ezeket az adatokat nem

mutatjuk be).
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Cre[BSA/fetuin] Cre[BSA/fetuin]
11.a abra 11.b abra
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0

C[BSA/fetuin]

11.c abra

11. abra A BSA triptikus peptidjeinek relativ intenzitisa (I,.)) a mintiban 1évé relativ koncentraciéjuk
(cBsa/Cretuin) fliggvényében. Minden egyes kisérlethez a felhasznalt minta 100 fmol fetuin triptikus emésztmény
és adott mennyiségli BSA triptikus emésztmény keveréke. A relativ intenzitdsok normalizalasa a kovetkezd
fetuin peptidekre tortént: 11.a, m/z = 2008.95; 11.b, m/z = 1385.56; 11.c, m/z = 1474.83. A 11. b 4bra esetében

a legnagyobb BSA emésztmény koncentracional az m/z =1385.56 csucs nem volt detektalhatd. A szaggatott

vonal a teoretikusan véarhato eredményt reprezentdlja, ahol a relativ intenzitds = koncentricié ardny. A

kiilonbozo gorbék a BSA kovetkezd triptikus peptidjeit jelolik: ¢: m/z=1017.7; m: m/z=1163.7; A:
m/z=1249.6; : m/z=1479.8 és : m/z=1639.9.
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12.a abra 12.b abra

lrei[Leu-peptid/Arg-peptid]

01 2 3 45 6 7 8 9 10
CLeu-peptid/ CArg-peptid
12.c 4bra
12. abra, A Leu- és Arg-peptidek relativ intenzitisa (I,;) a Leu-peptid/Fetuin koncentracié arany
fiiggvényében. A mintdk adott mennyiségii Leu-peptid és 100 fmol fetuin emésztmény és 100 fmol Arg-peptid
keverékei voltak. Az Arg- és Leu-peptideknek kiilonboz6 fetuin peptidre vonatkoztatott relativ intenzitasainak
Osszehasonlitdsat mutatjdk az adott abrak, rendre 12.a és 12.b 4bra. A Leu- és Arg-peptidek egymdashoz

viszonyitott relativ intenzitdsait a koncentraciéo ardnyuk fliggvényében a 12.c dbra szemlélteti. A relativ
intenzitdsok meghatdrozdsa a natrium addukt figyelembe vétele (#) és elhanyagoldsa mellett (W) is egyarant

megtortént. Azokndl a koncentracié ardnyoknal, ahol az adatok nincsenek abrdzolva, a referencia peptid (m/z

=1072.60) szuppressziodja teljes volt. A szaggatott vonal a relativ intenzitds = koncentraci6 ardny Osszefliggést
abrazolja. A referenciapeptidek az egyes gorbék esetén a kovetkezdk voltak: 12.a, ¢: 1046.6/1072.6;
1046.6/1252.6 *: 1046.6/1385.5; ©: 1046.6/1474.8 [1: 1046.6/1513.6; /\: 1046.6/2008.9. 12.b, ¢:

1003.5/1072.6;  : 1003.5/1252.6 *: 1003.5/1385.5; ©: 1003.5/1474.8 [: 1003.5/1513.6; /\: 1003.5/2008.9.
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2.4.2. A kvantitativ mérések reprodukalhatosaganak tanulmanyozasa

A kés6bbiekben az allandé mennyiségben jelenlévd triptikus fetuin emésztményt (és néhany
esetben Arg-peptidet) tartalmazé komplex mintdk (3. tablazat) szolgaltak a kvantitativ
mérések tanulmanyozasara. A relativ intenzitasok és koncentracioé aranyok kozotti linearitas
és Osszefliggés novelése tobb parhuzamos mérés eredményének feldolgozasaval ¢és
abrazolasaval tortént. A variancia €és a reprodukalhatdsag jellemzésére az adatokra legjobban
illeszked6 egyenes, a regresszios egyenes ¢és a mérési eredmények feldolgozasabol
meghatarozott konfidencia hatar szolgalt. A szintetikus peptidek jelének normalizacidjat tobb
fetuin peptidet valasztva referencianak (4. tablazat) is elvégeztiik, majd a relativ intenzitasok
abrazolasa a koncentracid aranyuk fliiggvényében tortént. Az eredményeket a kovetkezd két
példa jol szemlélteti (13. abra). A tovabbi 25 diagram a mellékletben talalhaté (M-1 - M-4
abrak).

Az egyes méréssorozatok esetében meghatarozott regresszios egyenesek jelentették
egyben a kalibracios egyenest is. A MALDI-TOF reprodukalhatdésaganak és kvantitativ
jellegének a vizsgalata soran n = 10 parhuzamos mérést végeztink k = 9 kiilonb6zo
koncentraciondl, igy a kovetkezé paraméterekkel kell dolgoznunk: k =9, n= 10 és N = 9*10
=90.

A regresszio szignifikancidjanak meghatarozasa az Fji nig-proba, a linearitasanak a jellemzése
az Fponik-proba alkalmazasaval tortént a fenti paramétereknek megfeleléen. Ezutin a
regresszios egyenesek meredekségeinek Osszehasonlitasara és az eltérés szignifikancidjanak
meghatdrozasara a kétmintas t-proba (tpv.2)) szolgalt. Végiil a regresszids egyenes mindségét
jellemz8 determinacios egyiitthaté (R?) meghatarozasat végeztiik el. A klinikai kémiaban a
korrelacios koefficiens értékével (r) szemben tamasztott kovetelmény, hogy 0.98-nal nagyobb
értéknek kell lennie (n>20 esetén), mivel csak ebben az esetben érvényesiil kellden a standard
és mért értékek egyezése.

A regresszid minden esetben rendkiviil szignifikans volt (p<0.001), mig az egyenestdl valo
eltérés (divergencia) nem mutatott szignifikans értéket (p>0.05). Ez azt jelenti, hogy a relativ
intenzitds és a koncentracid arany kozotti regresszid linearis. A Leu-peptid esetében a
regresszios egyenesek meredeksége elég alacsony értékeket vett fel (0.0099 - 0.1117),
ugyanakkor az Arg-peptidhez tartozé egyenesekhez nagyobb meredekségek tartoztak (0.36-
2.94) (7. tablazat). Ez az Arg-peptid jobb detektdlhatdosdgara vezethetd vissza, ami nagy
valoszintiséggel az Arg-peptid bazikusabb karakterébdl ered.

44



Mindamellett minden egyes megvizsgalt egyenes szignifikans eltérést mutatott a nullatol
(p<0.001). Az R* 0.2241 és 0.868 kozotti értékeket vett fel (7. tablazat).

A mérési adatok feldolgozasat az irodalomban eldszeretettel alkalmazott modszer szerint is
elvégeztiik (49), azaz a relativ intenzitasok kozépértékét abrazoltuk a koncentracié arany
fliggvényében (14. abra). Az igy kapott R? érték 0.845-0.9885 intervallumban mozgott (7.
tablazat). A tovabbi 25 diagram a mellékletben talalhato (M-5 - M-8 abrak).

Az Osszes adat abrazolasa esetén a kapott 95 %-os konfidencia intervallum elég széles volt a
alacsony reprodukalhatdsagat. Figyelemre méltdé azonban, hogy a kdzépértékek abrazolasa

esetén az R” értékek igen magasak, ami - hamisan - egy igen megbizhato regresszios egyenest

sejtet.
40 - Fetuin és Arg-peptid 2 Fetuin, Arg- és Leu-peptid o
T, |y=178%-0068 CP R
2 R? = 0.609 4 T e
S 20 S 1
= Q.
Q.
g 10 805
5 3
< o = 0]
_-10 05 7 -7 CLeu—peptid/(-:fe'(uin

13.a abra 13.b abra

13. abra A szintetikus peptid relativ intenzitisinak Aabrazolasa egy fetuin (m/z=1252.62) peptidet
hasznalva referencia pontnak. 13.a A minta kiilonb6zé mennyiségii Arg-peptid és 100 fmol fetuin emésztmény
keveréke. 13.b A minta 100 fmol fetuin emésztmény és valtozd6 mennyiségli Leu- és Arg-peptid keveréke.
Mindkét abra esetében a szaggatott vonalak az adott peptid mért relativ intenzitdsainak a 95%-os konfidencia

hatarait szemléltetik.
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14. abra A szintetikus peptid relativ intenzitisinak abrazolasa egy fetuin peptidet (m/z=1252.62)
hasznilva referencia pontnak. A relativ intenzitidsok kozépértékének abrazoldsa a peptidek koncentracio
aranyanak fliggvényében. A standard devidciot a hibavonalak reprezentéljdk. 14.a, ndvekvé mennyiségli Arg-
peptid és 100 fmol fetuin emésztmény keveréke, 14.b A minta 100 fmol fetuin emésztmény és ndvekvd

mennyiségli Leu- és Arg-peptid keveréke.
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vizsgalt . 2 2+ 2 2+ * « _ _ - F-teszt

peptid mintasorozat R R [R7] [R*] b b a a t-teszt t-teszt Fs1 F781 FASD*F T 78D
Fet, R? 0.9031 | 0.9757 | 0,4241 | 0.6093 | 1.8892 | 1.7837 | +1.2324 | -0.0685 | 8.050445 | 11.71392 | 64.77212 | 0.992717 | 131.4018 | 0.467333
1046/1252 | Ecoli, Fet, RT | 0.9758 | 0.9809 | 0,3861 | 0.2763 | 2.9175 | 2.4462 | -0.5704 1.3999 | 7.439969 | 5.796895 | 51,75726 | 0,183329 | 31.16274 | 0.086717
Fet, R1, L 0.9677 | 0.9735 | 0,2627 | 0.2444 | 2.9461 | 2.0698 | -0.2154 -0.672 5.599526 | 5.335553 | 29.20819 | 0.139375 | 26.43686 | 0.102998
Fet, R? 0.9774 1 0.9793 | 0,77 | 0,7711 | 1.3684 | 1.4074 | -0.5099 | -0.4959 | 17.16449 | 17.21535 | 293.9021 | 0.969377 | 293.7424 | 0.888613
1046/1385 | Ecoli, Fet, RT | 0.8475 | 0.8476 | 0,2676 | 0,2688 | 1.894 | 1.9182 | -1.302 - 1.3405 | 5.669686 | 5.687942 | 31.67078 | 0.814407 | 31.88693 | 0.819024
Fet, R1, L 0.9689 | 0.9703 | 0,702 | 0,6943 | 1.3156 | 1.2376 | -0.6552 | -0.4687 | 14.39639 | 14.13853 | 206.3896 | 0.947445 | 197.7329 | 0.863841
Fet, R? 0.9887 | 0.9885 | 0,6086 | 0,6095 | 1.1784 | 1.2135 | -0.7123 | -0.7139 | 11.69788 | 11.71947 | 128.2339 | 0.209324 | 128.7569 | 0.213839
1046/1474 | Ecoli, Fet, RT | 0.9749 | 0.975 | 0,7918 | 0,7926 | 1.1091 | 1.1276 | +0.3135 | +0.2837 18.296 | 18.34025 | 341.6159 | 1.258091 | 343.2433 | 1.257085
Fet, R7, L1 0.7985 | 0.876 | 0,2676 | 0,2441 | 2.5478 | 1.8642 | -3.1183 | -1.6485 | 5.670888 | 5.330101 | 32.60718 | 1.175212 | 27.40292 | 0.554378
Fet, R? 0.9706 | 0.9726 | 0,6815 | 0,6812 | 1.9373 | 1.9915 | -0.499 -0.466 | 13.72172 | 13.71305 | 185.3233 | 0.80222 | 184.1669 | 0.740562
1046/1513 | Ecoli, Fet, RT | 0.987 | 0.9868 | 0,8646 | 0,868 | 1.7041 | 1.7272 | - 0.8409 -0.879 | 23.70856 | 24.05731 | 564.8241 | 1.061017 | 583.9273 | 1.112372
Fet, R1, L 0.9587 | 0.9597 | 0,6621 | 0,6451 | 1.739 | 1.6471 | -0.654 -0.4417 | 13.13041 | 12.64872 | 173.3338 | 1.067524 | 159.4379 | 0.956611
Fet, R? 0.8543 | 0.845 | 0,333 | 0,3237 | 0.4131 | 0.427 0.4254 | +0.4464 | 6.628745 | 6.489709 | 44.2105 | 1.077317 | 42.49557 | 1.113203
1046/2008 | Ecoli, Fet, RT | 0.9525 | 0.9532 | 0,2484 | 0,2523 | 0.5622 | 0.5667 | +0.1967 | +0.1903 | 5.392762 | 5.448639 | 27.21755 | 0.194093 | 27.78666 | 0.195005
Fet, R7, L1 0.9071 | 0.8903 | 0,3012 | 0,2735 | 0.4145 | 0.3669 | +0.3845 | +0.2999 | 6.15888 | 5.755575 | 36.52712 | 0.534457 | 31.97495 | 0.56294
1003/1046 0.9716 | 0.9858 | 0,7613 | 0,866 | 0.0532 | 0.0843 | -0.0423 | -0.0725 | 16.75392 | 23.85257 | 284.9416 | 1.190239 | 577.261 | 1.183744
1003/1252 Fet, R7, L1 0.9404 | 0.9671 | 0,4652 | 0.4721 | 0.0476 | 0.0784 | -0.0461 -0.0256 | 8.749764 | 8.871899 | 74.57757 | 0.674738 | 74.72051 | 0.362716

Fet, R, L 0.9731 | 0.9644 | 0,6434 | 0.6166 | 0.0607 | 0.0833 | -0.0411 -0.0545 | 12.60142 | 11.89645 | 153.8455 | 0.6081 138.493 0.7306

1003/1385 Fet, R7, L1 0.9503 | 0.9862 | 0,5148 | 0,6682 | 0.0362 | 0.06 -0.0364 | -0.0355 | 9.662424 | 13.31255 | 90.97895 | 0.679059 | 167.8735 | 0.33672
Fet, R, L 0.9723 1 0.9775 | 0,6956 | 0,6756 | 0.0503 | 0.0817 | -0.0377 | -0.0625 | 14.18007 | 13.5368 | 197.9429 | 0.80422 | 177.1731 | 0.58344
1003/1474 Fet, R7, L1 0.8805 | 0.9498 | 0,4773 | 0,5046 | 0.0437 | 0.0743 | -0.0542 -0.062 | 8.963398 | 9.467173 | 84.4159 | 1.637374 | 87.19044 | 0.658188
Fet, R, L 0.9737 1 0.9825 | 0,7134 | 0,7043 | 0.0597 | 0.0962 | -0.0471 | -0.0765 | 14.79997 | 14.47665 | 216.1279 | 0.832911 | 201.4715 | 0.513999
1003/1513 Fet, R7, L1 0.9624 | 0.9832 | 0,5106 | 0,666 | 0.0468 | 0.0779 | -0.0425 | -0.0343 | 9.581798 | 13.24705 | 88.09657 | 0.491413 | 167.2275 | 0.408502
Fet, R, L 0.9748 | 0.9681 | 0,6705 | 0,6252 | 0.0691 | 0.1117 | -0.0524 | -0.0834 | 13.38183 | 12.11602 | 173.9627 | 0.641214 | 142.9744 | 0.672564

1003/2008.9 Fet, R7, L1 0.9634 | 0.9443 | 0,3769 | 0,3956 | 0.0099 | 0.0168 | -0.0091 | +0.0024 | 7.296276 | 7.589161 | 50.15502 | 0.27252 | 55.14224 | 0.46455
) Fet, R, L7 0.9515 ] 0.8956 | 0,517 | 0,4003 | 0.0141 | 0.0227 | -0.0087 -0.011 9.70558 | 7.664971 | 91.7142 | 0.668481 | 58.64196 | 0.976501

7. tablazat A regresszios egyenesekhez tartozé R? értékek és meredekségek, és az F- és t-probak eredményei. A csillag a natrium addukt figyelembe vételével kapott

eredményeket jeloli. Az F(1,81) és F(7,81) az F-probat jelenti, ahol a szabadsagi fok, rendre 1 és 81, vagy 7 és 81 volt. Az F(1,81)-proba a regresszid szignifikancidjanak

meghatarozasara, az F(7,81) a linearitastol valo eltérés, azaz divergencia kifejezésére szolgalt. Az

[T}

a” érték a regresszids egyenes metszéspontjat jeloli az y tengelyen, a “b” adat az

egyenes meredekségét hatarozza meg. A ,,mintasorozat” oszlop az adott mintasorozaton beliill a mintdkban konstans, illetve novekvd (1) koncentracioban jelenlévd peptideket

tartalmazza.
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A kovetkezOkben a koncentracid aranyok meghatarozdsdhoz felhasznalt kalibracios
egyenesek hasznalhatosaga, illetve megbizhatésaga volt a kulcskérdés. Ennek
megvalaszolasara szamszerti adatokkal akartuk aldtdmasztani a szamolt értékek
megbizhatosagat (vagy €éppen megbizhatatlansagat), ahol a becsléseket a fent ismertetett
megbizhatosagi szinten (95%) végeztiik.

Két kiilonb6zo Osszetételi mintat kétszer készitettiink el és mindegyik esetében 2*5 mérést
végeztiink. Az egyikben az Arg-peptid és a fetuin emésztmény aranya egy volt, a masikban
harom. Mindkét keverék esetében a koncentracié arany (X’) becslését az 1. egyenlet alapjan
végeztiik el az adott szintetikus peptid relativ intenzitas adatainak felhasznalasaval, kiillonb6z6
fetuin peptideket hasznalva referencia alapul. Az adatok kinyerése minden egyes peptid
esetében a megfeleld kalibracios egyenes felhaszndlasaval tortént. A szdmitott koncentracio-
aranyokhoz tartozé fels €s als6 inverz konfidencia hatarok meghatarozasat a 2. egyenlet

alapjan végeztiik. (15. abra).

6 6
5 5
4 4
<
o3 B e e T e
4 X
2 21 <
R e s ] L] m--- 1
0 J 0
-1 A B C D E A A B c D E
mérések mérések
15.a 15.b

15. abra A szamolt koncentracié aranyok (X’) megbizhatésiaga. A koncentracié ardanyok becslése a relativ
intenzitasok (y’) alapjan, a 95%-os konfidencia hatar szintjén tortént, amit az hibavonalak reprezentalnak. A
fetuin emésztmény és az Arg-peptid mennyiségét allando értéken tartottuk: 15.a, Carg-peptia/Creuin=1; 15. b, Carg-
peptide/Crewin=3. Az X’ meghatdrozasidhoz felhasznalt kalibracids egyenesek készitése sordn a normalizalds

kiilonbozo fetuin peptidekre tortént: A: m/z=1252.6, B: m/z=1385.5, C: 1474.8, D: m/z=1513.6, E: m/z=2008.9.
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2.4.3. Ket, allando koncentrdcioban jelenlévo peptid relativ intenzitasai kozotti
korrelacio vizsgdlata

A kalibracios egyenesek és adott Osszetételi mintak ismételt mérésébdl kapott relativ
intenzitdsok felhasznalasaval meghatarozott kvantitativ értékek pontatlanok voltak. A relativ
intenzitdsok alacsony megbizhatosdga tehdt azt sugallta, hogy téves feltételezés lehet az
adatok kiértékelésében. Ezért annak a hipotézisnek az ellendrzésére, amely a minta és a
standard relativ intenzitdsa kozti ardnyossagot feltételezi, a két peptid relativ intenzitdsat
abrazoltuk egymas fiiggvényében (16. abra és M-9. dbra).

Az R értéke 6 esetben a vizsgalt 9-bol nem jelzett szignifikans korrelaciot, ami arra utal, hogy
a relativ intenzitasokat befolyasold faktorok nem azonos mértékben hatnak a meghatarozando
komponensre ¢és a standard molekulara. Tehat ez azt jelenti, hogy a mi esetiinkben a referencia

pont nem volt megfeleld.

[fetuin]

0 T T T T T T T ]
0 5 10 15 20 25 30 35 40

l,a[Arg-peptid]

16. abra Az Arg- és fetuin triptikus (m/z=1385.56) peptid relativ intenzitdsai kozotti korrelacid vizsgalata adott
mintan beliil (100 fmol mindegyik). 300 fmol Leu-peptid szintén jelen volt a mintadban. A korrel4cids egyenes

szigorlian az origén atmend egyenes, mivel linedris ardnyossag feltételezett a jelintenzitdsok kozott.

2.4.4. Kiilonbozo koriilmények kézott adott peptidekre vonatkozo regresszios
egyenesek osszehasonlitasa

Szdmos tanulmany esetében az ismeretlen mennyiségii komponens meghatarozasa kiilsd
(,,external”) kalibracios egyenes alkalmazasan alapul (49). Ugyanakkor ilyen esetekben a
kalibracios egyenes elkészitéséhez felhasznalt elegy molekuldris Osszetétele eltér az
ismeretlen mintaétol. A molekularis kdrnyezet kalibracios egyenes meredekségét befolyasold
hatasanak vizsgalatara Gsszehasonlitottuk a standard egyenesek meredekségét Escherichia

coli sejtek jelenlétében és hianyaban. A molekularis kdrnyezet hatasanak a vizsgalata soran
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kapott eredményeket a 8. tablazat foglalja Gssze. Az “a”-val jelolt sor az Arg-peptid
kiilonb6z6 peptidekre tortént normalizalasa soran kapott relativ intenzitasainak a koncentracio
arany fliggvényében vald abrazolasakor kapott egyenesek meredekségét mutatja. Ezek alatt az
Escherichia coli sejtek jelenlétében az adott peptidekre vonatkozd kalibracids egyenesek
meghatarozott értékei taldlhatoak (“b” sor). Az egyenesek meredekségének paronkénti
Osszehasonlitasa t-proba felhasznalasaval tortént (ta-vel jelolve), amelynek eredményeit az
utolsé oszlop tartalmazza. Az eldbbiekhez hasonldé mdédon az Arg-peptid kiilonbozé fetuin
peptidre (standard) vonatkozoé kalibracids egyenesét ugy is elkészitettiik (“c” sor), hogy az
Arg-peptid mennyiségének novekedésével a Leu-peptid koncentracidja is parhuzamosan
novekedett. Az igy kapott egyeneseket t-proba alkalmazasaval szintén Osszehasonlitottuk a
Leu-peptidet nem tartalmazé mintdk soran kapott egyenesek meredekségével, amit a
tablazatban t..-vel jeloltiink. A molekularis kornyezet valtozasa szinte minden esetben az
adott peptidekre vonatkozé kalibracios egyenesek meredekégének rendkiviil szignifikans

valtozasat eredményezte.

V;i;gt’ii(lit mintasorozat| b s% t-proba p b* % t-proba* p*
a Fet, R? 1.889 | 0.0551 1.7837 | 0.0232

1046/1252 | b | E. coli, Fet, R | 2.918 | 0.1538 |1, | -21.3465 | p<0.001 | 2.4462 | 0.1781 | 1, | -14.0098 | p<0.001
C Fet, R7, L1 2.946 | 0.2768 |t,.|-17.4045 | p<0.001 | 2.0698 | 0.1505 | t,. -6.5129 | p<0.001
a Fet, R? 1.368 | 0.0064 1.4074 | 0.0067

1046/1385 [ b | E. coli, Fet, RT | 1.894 | 0.1116 |1, | -14.5186 | p<0.001 | 1.9182 | 0.1137 | 1, | -13.9648 | p<0.001
C Fet, R7, L7 1.316 | 0.0084 |t,.| 4.1305 | p<0.001 | 1.2376 | 0.0077 | t, 13.4492 | p<0.001
a Fet, R? 1.178 | 0.0101 1.2135 1 0.0107

1046/1474 | b | E. coli, Fet, RT | 1.109 | 0.0037 |1,| 5.5920 | p<0.001 | 1.1276 |0.0038 | 1, | 6.7672 | p<0.001
C Fet, R7, L1 2.548 | 0.2019 |t,.|-28.2150 | p<0.001 | 1.8642 | 0.1223 | t,. | -16.9237 | p<0.001
a Fet, R? 1.937 | 0.0199 1.9915 | 0.0211

1046/1513 [ b | E. coli, Fet, RT | 1.704 | 0.0052 |1, | 13.9643 | p<0.001 | 1.7272 | 0.0052 | 1, | 15.4773 | p<0.001
C Fet, R7, L7 1.739 | 0.0175 |tic| 9.7182 | p<0.001 | 1.6471 | 0.0170 | t, 16.7505 | p<0.001
a Fet, R? 0.413 | 0.0039 0.427 ]0.0043

1046/2008 | b | E. coli, Fet, R7 | 0.562 | 0.0109 |1, | -11.6454 | p<0.001 | 0.5667 | 0.0108 | 1, | -10.7685 | p<0.001
C Fet, R7, L1 0.415 | 0.0045 |t,.| -0.1448 p>0.8 0.3669 | 0.0041 | t, 6.2229 | p<0.001

8. tablazat

8. tablazat A molekularis kornyezet hatasa a kalibracios egyenesek meredekségére. A nyilak (1) a valtozo
koncentracioban szerepld mintakomponenseket jelolik. s*, a meredekség (b) variancigjat jelzik, p a
meredekségek kozotti differencia szignifikancidjat jelenti. A csillaggal jelolt adatok a natrium addukt

figyelembe vételével kapott értékekkel végzett szdmolds eredményeit mutatjak be.
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2.4.5. Kvantitativ mérések tanulmanyozasa stabil-izotoppal jelolt peptid
alkalmazasaval

A stabil izotoppal jelolt szarmazékok kvantitativ mérésekben vald alkalmazisa soran
megfigyelt javulas mértékének vizsgalatara €s szamszerti kifejezésére szamos mérést
végeztiink el. A citokrom C fehérje egyik triptikus peptidjét (P peptid, 1. tablazat) és ennek
stabil izotoppal jelolt szarmazékat (P* peptid) hasznaltuk fel a két mintasorozat (3. tablazat)
elkészitéséhez, majd a mérést kovetden az adatokon a fentickhez hasonlé statisztikai elemzést
végeztiink. Az elobbi eredményekhez hasonloan az adott két peptid koncentracid aranya és
relativ intenzitasa kozotti 0sszefiiggés jelentds mértékil szignifikanciat és linearitast mutatott,

ahol az egyenes meredeksége szintén szignifikansan eltért 0-tol (9. tablazat).

. 2 2 . , F-proba
mintasorozat [R7] R meredekség a t-proba F[1.81] F[7.81]
Fet, P* P 0.8596 | 0.7842 8.2446 -12.615 | 17.88332 | 723.9309 | 16.88533
Ecoli, Fet, P* P71 | 0.9464 | 0.9247 2.955 -2.408 | 32.87785 | 3273.287 | 26.49675
9.a
mintasorozat [Rz] R meredeksé a t-proba F-proba
B P F[1,63] [ F[5,63]
Fet, P*, P1 0.9888 | 0.961 3.1992 -1.358 | 40.90807 | 2149.75 | 4.870647
Ecoli, Fet, P*, P7 | 0.9952 | 0.9871 1.9365 -0.1197 | 71.99766 | 7624.093 | 7.402778
9.b

9. tablazat R* értékek, a legjobban illeszked6 egyenesek meredeksége és az F- és t-probak eredményei. 9.a,
0.5 <cp/ep+<10.0 (k=9,n=10 és N =90), 9.b, 0.5 < cp/cp+<5.0 (k=7,n=10 és N = 70) kdzotti koncentracio
tartomanyt veszi figyelembe. Az F(1,N-k) és F(k-2,N-k), azaz F(1,81) és F(7,81) (9.a), illetve F(1,63) és
F(5,63) (9.b) az F-probat jeldlik, ahol a szabadsagi fok 1 és 81, illetve 7 és 81 (9.a), vagy 1 és 63, illetve 5 és 63
(9.b). Az F(1,N-k)-probak a regresszio szignifikancidjanak meghatdrozéasara, az F(k-2,N-k)-probak a linearistol
vald eltérés tesztelésére szolgalnak. Az “a” érték a pontokra legjobban illeszkedd egyenes és az y koordinata
metszéspontjat hatdrozza meg. A szogletes zardjelek azokat az eseteket mutatjak, ahol a regresszid
meghatdrozasa az atlagra tortént. A “mintasorozat” oszlopban az adott mintaban éallandd, vagy novekvd (1)

koncentracioban jelenlévd peptidek taldlhatoak. A natrium adduktokat figyelembe vettem.
A determinacios koefficiens (R?) (0.7842 és 0.9247; Escherichia coli sejttenyészet jelenléte

nélkiil, vagy jelenlétében, rendre) (17.a és M-10.a abra) és a 95%-os konfidencia tartomany
(rendre, 46.77-47.84 és 10.32-10.55 széles) (17.a és M-10.a abra) csak kisebb mértéki
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javulast mutatott a kvantitativ mérések vizsgalatdhoz nem stabil izotopszdrmazékot alkalmazo
mérések eredményeihez képest (17.a. és M-10.a abra vs. 13.a. és M-1-4. abra). Amennyiben
azonban a koncentracié aranyt csak a 0.5-5.0 intervallumban vettiik figyelembe, drasztikusan
besziikiilt a konfidencia intervallum (4.01-4.09 és 1.37-1.40 széles, rendre) (18. és M-11.
abra) és jelentds mértékben megnovekedett az R* értéke (0.961 és 0.9871, rendre)(9.b
tablazat). Az alacsony variancia (sziik konfidencia intervallum) a két peptid relativ
intenzitasanak adott koncentraci6 tartomanyon beliil 1év6 nagyfoki korrelaciojaval
magyarazhato (pl., 19.a abra és M-12.a-f, M-13.a-g abrak), ami azt jelzi, hogy ezen
peptidek detektalhatosagat befolyasold faktorok azonos mértékben hatnak rajuk. Ugyanakkor
a korrelacio csokkenése figyelhetd meg az Otszorosnél nagyobb koncentracidé aranyok
esetében (19.a dbra vs. 19.b abra és M-12.a-f abrak vs. M-12.g abrak, M-13.a-g abrak vs.
M-13.h-i abrak). Kovetkezésképpen a relativ intenzitds aranyok nem linedris kapcsolata a
koncentracio-aranyokkal (17.b abra, M-14. és M-15. abrak) magyarizza az R érték
csokkenését és a széles konfidencia intervallumot, amennyiben a 0.5-10 koncentracid
aranynak megfeleld intervallumot vettiik figyelembe. Erdekes modon az Escherichia coli
sejttenyészet jelenlétében torténd mérések soran a variancia ndvekedése nem volt olyan
jelent6s mértékii (M-15. abra). Ez valoszintileg az Escherichia coli sejttenyészet jelenlétében
megfigyelt egyenletesebb kristalyképzdéssel magyarazhatdo. A fentiekhez hasonléan a
baktérium sejttenyészet jelenléte jelentés mértékben megvaltoztatta a kalibracios egyenes
meredekségét (10. tablazat), ami ismét kihangsulyozza maganak a mintanak a felhasznalasat
a kalibracios egyenes készitéséhez. Végiil két kiillonbozo Osszetételii mintat tizszer mértiik
meg és a mérés soran kapott relativ intenzitadsokbol meghataroztuk az adott peptidek (P és P*)
koncentracié aranyait a hozzajuk tartozé 95%-os inverz konfidencia hatarokkal, rendre az 1.
¢s 2. egyenlet alkalmazasaval. A szamolasokhoz a koncentracid arany 0.5-5.0 széles
tartomanyaban kapott relativ intenzitasok altal meghatarozott kalibracios egyenest hasznaltuk
fel. A kapott koncentraci6 arany értékek kozelebb estek az aktualis/valos értékekhez, mint
azoknal a meghatdrozasoknal, amikor a vizsgalatokhoz nem az adott peptid stabil izotoppal
jelolt szarmazékat alkalmaztuk (20.a: A-D, 20.b: A-B dbra vs. 15.a, 15.b dbra). Tovabba a
95%-0s konfidencia intervallum is sokkal sziikebb volt, mint az elézetes mérések soran (20.a:
A-D, 20.b: A-B abra vs. 15.a, 15.b abra), ami a kapott értékek megbizhatdésaganak jelentGs
mértékil javulasat jelzi az adott uton torténd meghatarozasok soran. Ugyanakkor a kalibracios
egyenes szerkesztésekor szélesebb koncentracio tartomany figyelembe vétele a pontossag és a
precizitas jelentds mértékii romlasat eredményezte (20.a: E-H, 20.b: C-D abra). Ez azt

jelenti, hogy a meghatarozandé minta és a standard mennyiségének kiilonbsége csak bizonyos
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sziik tartomanyon beliil mutat linedris regressziot és erds korrelaciot, azaz ezen a keskeny
tartomanyon belill ad, illetve adhat megbizhatdé eredményt. Az altalunk alkalmazott
rendszerekben ez az adott komponensek 6tszords mennyiségét jelenti az egész kalibracios
folyamat és a kvantitativ mérések soran. A fentiek ismeretében a meghatarozandé komponens
¢s a mintahoz adott standard kozelitdleges koncentracié ardnyanak megbecsiiléséhez eldzetes

méréseket javaslunk a kvantitativ meghatarozasokhoz.

160 - Fetuin P/P* 120 - Fetuin, P and P*
100 -
110 | y=8244x-1261 y= 8-2244x -12.61
Rz=0.784 ‘,’ — 80 - R2=0.859
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17. abra A P és P* peptid relativ intenzitasanak abrazoldsa a koncentracié aranyuk fiiggvényében a
0.5<cp/cp+<10 tartomanyon beliil. 17.a, Minden egyes mért relativ intenzitds dbrazolasa. A szaggatott vonalak
az adott peptidek mért relativ intenzitdsainak 95%-os konfidencia hatdrat szemléltetik. 17.b, A relativ
intenzitasok kozépértékének abrazoldsa a peptidek megfeleld koncentraci6 ardnyanak fliiggvényében. A standard

deviaciot a hibavonalak reprezentaljak. A mintdk adott mennyiségii P peptid és 100-100 fmol P* peptid és fetuin

emésztmény keverékei.
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18. dbra A P és P* peptid relativ intenzitisinak abrazoldsa Koncentriciéo aranyuk fiiggvényében a
0.5<cp/cp+<5 tartomanyon beliil. 18.a, Minden egyes mért relativ intenzitds dbrdzoldsa. A szaggatott vonalak az
adott peptidek mért relativ intenzitasainak 95%-o0s konfidencia hatarat szemléltetik. 18.b, A relativ intenzitasok
kozépértékének abrazoldsa a peptidek megfeleld koncentracié aranyanak fliggvényében. A standard deviciot a
hibavonalak reprezentaljadk. A mintdk adott mennyiségli P peptid és 100-100 fmol P* peptid és fetuin

emésztmény keverékei.
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19. 4bra A P és P* peptidek intenzitdsai kozotti korrelacio vizsgalata adott mintdn beliil, ahol a két peptid

koncentracio aranya: 19.a, cp/cp== 1.5 és 19.b, cp/cp»= 7.5. A korrelacids egyenes szigoruan az origon atmend

egyes, mivel egyenes aranyossag feltételezett.

mintasorozat b sy t-préoba p
a Fet, P, P*1 3.1992 10.0061
b E. col};,*lT:et, P, 1.9365 10.0007 tan | 127.7450 | p<0.001

10. tablazat A molekuliris kornyezet hatisa a kalibracios egyenesek meredekségére. A nyilak (1) a valtozo

koncentracidban szerepld mintakomponenseket jeldlik. s a meredekség (b) variancidjat jelzi, p a

meredekségek kozotti differencia szignifikancidjat jelenti.
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20. abra A sziamolt koncentriacié aranyok (X’) megbizhatésaga stabil izotéppal jelolt szirmazékot
alkalmazo vizsgalatok esetében. A koncentracio arany (X’) becslése a relativ intenzitasok (y’) alapjan a 95%-
os konfidencia hatar szintjén, amit a hibavonalak reprezentalnak. A P peptid és P* peptid mennyiségét allando
értéken tartottuk: cp/cp«=1 (20.a és 20.c); cp/cp+=3 (20.b és 20.d). A 20.c, 20.d abrak eredményei a natrium
addukt figyelmen kiviil hagyasaval szamolt értékeken alapulnak. Az X’ meghatarozasahoz felhasznalt
kalibracios egyenesek készitése két koncentracid arany tartomanyban tortént: cp/cp«= 0.5-5.0 (mérések 20.a/A-
D, 20.b/A-B, 20.c és 20.d) és cp/cp+= 0.5-10.0 (mérések 20.a/E-H és 20.b/C-D). Mindegyik mintadban 100 fmol
fetuin emésztmény, illetve a kovetkezknél még tovabbi 2x10° cfu Escherichia coli sejttenyészet volt jelen:
20.a/B, D, F, H, 20.b/B, D, 20.¢/B, D, és 20. d/B.
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2.5. Eredmények targyalasa

2.5.1. A szuppresszio hatasanak és az egyes méréssorozatok linearitasanak
tanulmanyozasa

Els6 korben egyedi méréssorozatok mérési eredményeit vizsgaltuk a relativ intenzitas
¢s a relativ mennyiség Osszefiiggésének tanulményozasara. Az egyedi intenzitas aranyok
koncentracié arany fiiggvényében torténd abrazolasa soran kapott gorbék nagy varidcidt
mutatnak (11., 12. abra). A gorbék lefutasa a tesztelt emésztmény (BSA) kivalasztott triptikus
peptidjének mindsége (11.a-c abra) mellett a kontroll emésztmény (fetuin) referenciaként
valasztott triptikus peptidjének jellegétdl is fiigg (11.a vs. 11.b vs. 11.c; és 12.a,b abra). Jo
példa erre a 12.a abra, ahol az dllandé mennyiségben jelenlévé Arg-peptid jelének intenzitasa
normalizalas a fetuin m/z=1072.60 tomegli peptidjére tortént. Az Arg-peptid intenzitdsanak
novekedése a normalizalas soran felhasznalt fetuin peptidre haté szuppresszids hatés
fokozodott.

A beavatkozas nélkiil és a vakuumban szaritott mintdk méréseibdl kapott gorbék hasonlo,
szinte azonos eredményhez vezettek (az adatokat nem mutatjuk be).

Az alap mintasorozatoknak (Fetuin/BSA+Arg/Lys/His/Leu-peptid) kiilonb6z6 matrix
alkalmazasaval torténd mérése szintén nem valtoztatott az eredmények tendencidjan. A
peptidek bazicitasanak novekedésével altaldban nagyobb meredekségii gorbéket kaptunk
(Arg-peptid>Lys-peptid>His-peptid>Leu-peptid), ami egyetértésben van egyes korabbi
munkak eredményeivel, azaz a peptidek bazicitdsanak nodvekedésével nd azok
detektalhatosaga (103,114-116).

Vizsgéalédasunk célja az volt, hogy megnézziik, vajon egyszeri mintapreparalasi
modszerek alkalmazasaval és bizonyos faktorok figyelembe vételével megjosolhato-e, hogy
mi detektalhato egy elegybdl. Ez az alabbi két ok miatt is fontos. El6szor azért, mert annak a
lehetdsége, hogy megjosoljuk, hogy melyik peptid detektalhatd egy frakcionalatlan elegybdl,
segithetne bizonyos kisérletek tervezésében. Masrészt a tavoli jovoben talan a peptidek pontos
detektalhatosaga valosaggd valna. Ugyanakkor munkank kezdetén a peptidek

detektalhatosaga, intenzitasa és azok bazicitasa és hidrofobicitasa kozotti egyértelmi
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Osszefliggést nem taldltunk frakciondlatlan mintdk MALDI-TOF MS analizise soran, ami
osszhangban van Tholey allitisaval (46). Ok szintén nem talaltak nyilvanvalo, j61 definialhato
Osszefiiggést a peptidek detektalhatosaga és azok hossza, Osszetétele és ezaltal meghatarozott
sajatsagai, mint példaul hidrofobicitdsa, bazicitasa és toltése kozott. A peptidek
detektalhatosaga valoszintileg tobb, eddig ismeretlen faktorok interakciojan mulik. Tovabba a
kvantitativ predikcidkhoz minden egyes faktort, amely a detektalhatosagot befolyasolja, és
azok kolcsonds kapcsolatat ismerni kellene, ez magaban foglalja a vizsgéalt minta pontos

Osszetételét.

2.5.2. MALDI-TOF MS kvantitativ jellegének a tanulmanyozaisa

A MALDI-TOF MS  fehérjék  kvantitativ ~ meghatarozasara  torténd
felhasznalhatosaganak vizsgalatara peptidek nagyszami mérésbdl nyert relativ intenzitasait
abrazoltuk azok koncentracido aranyanak fiiggvényében. Minden egyes peptidre vonatkozo
értékeket kiilon diagramon tlintettiink fel (13, M1-4 abrak). A mérési adatokon kalibracios
egyenes szerkesztése céljabol regresszidanalizist végeztiink, ami minden esetben erdsen
szignifikans (p<0.001) linearis regressziot eredményezett. Ez jol néz ki, de ugyanakkor ez az
eredmény nem szolgal kielégité informacioval a MALDI-TOF kvantitativ modszerként valod
felhasznalhatosagarol (lasd alabb). Ennek kifejezésére sokkal informativabb lenne a
determinacios egyiitthaté (R?). Szamos csoport a mennyiségi mérésekhez készitett kalibracios
egyenes josagat az R® magas értékével hangsulyozza (45,49,51,56,58), ugyanakkor két
probléma is van az efféle megkozelitéssel. Az egyik a determindcids egyiitthatd értékének
meghatarozasabol adodik: mégpedig abbdl, hogy a legtobb esetben a regresszidanalizis soran
az adott koncentracid aranyokhoz tartozod relativ intenzitdsok dtlagdr hasznaljak fel
(45,46,49.51,56,58), ami a regresszids egyenes sokkal jobb R? értékét eredményezi. Ez
egyértelmtien latszik a 13. és 14. abra (M-1 - M-4 abriak vs. M-5 - M-8 abrak)
Osszehasonlitdsa révén, amelyek azonos méréssorozatok eltéré modon torténd
feldolgozasanak eredményeit mutatjak be. A mi esetiinkben az R értéke 0.225 - 0.868
tartomanyban mozgott. Ugyanakkor ez a megkozelités, azaz az atlagolas az adatok szorasanak
elrejtését és a precizitds téves felbecsiilését eredményezte. A fenti tényezok kiilondsen
kritikusak egy uj modszer értékelésénél. A mésik 6 probléma az R* érték alacsony gyakorlati
informaciotartalma. Az R szignifikancidjanak szamolasat t-proba alkalmazasaval végeztiik el,

azonban csak a szignifikancia meghatarozasa nem elég. Ez kiilondsen igaz nagyszdmu minta
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esetében. Véleményiink szerint kvantitativ analitikai modszerrdl a leghasznosabb informéciot
a szamolt értékek konfidencia hatara szolgaltatja. A mi esetiinkben ez a mérési adatokbol
(relativ intenzitdsok) meghatarozott koncentracié ardnyok 95%-os konfidencia hatdrainak
szamolasat jelenti. A meghatarozott koncentracié aranyok értékeinek a bizonytalansdga a
regresszids egyenes bizonytalansagara és a mérések soran kapott relativ intenzitds értékek
becsiilt értékeik koriili varianciajara vezethetd vissza. Az “inverz” tipusti konfidencia hatar
szamolasa (a mddszerek cimii fejezet 2. egyenlet) mindkét forrast figyelembe veszi (145). Ez
a modszer eltér a 13. abran lathatd “y”-hoz tartozé konfidencia hatar meghatdrozasatol. Az
“inverz” 95%-os konfidencia hatar bemutatasa (15. abra) lehet6vé teszi minden egyes becsiilt
koncentracioé arany érték megbizhatosagadnak a meghatarozasat. A mi rendszeriink esetében a
szamolt koncentraci6é aranyok pontossdga alacsony volt (15. abra). Szamos esetben a valds
értektdl a becsiilt koncentracid nagymértékben eltért (3.8 vs. 1, 15.a abra). A kiilonbség
mértéke természetesen a normalizalasnal felhasznalt peptidtdl is fiigg. Egyetlen esetben, az
m/z=1474.84 fetuin triptikus peptid standardként vald alkalmazésa soran talaltuk a
meghatarozott értéket elfogadhatonak. Ez nagyon kozel esett a valos értékhez (1.03 vs. 1, 15.a
abra), valoszintileg az adott peptid jo és kovetkezetes detektalhatosaganak kdszonhetéen. A
széles konfidencia intervallum (—0.76 - 2.66) azonban valdsziniileg nem tenné lehetdvé ennek
az eredménynek a felhasznalasat tovabbi szdmolasokhoz. Ugyanakkor a Carg-peptia/CFetuin =3
esetben az elobb emlitett peptid standard-ként valéd felhasznalasa nem vezetett az el6bbiekhez
hasonlé pontos eredményhez, megkérddjelezve igy a peptid eldbbiekben emlitett altalanos
elonyét. A natrium addukt figyelmen kiviil hagyasa a pontossagot €s a precizitast csak nagyon
csekély mértékben modositotta (pl., 20.a/A-D vs. 20.c/A-D abra és 20.b/A-B vs. 20.d abra).
A vizsgalt rendszerekben sem a meghatarozott koncentracié arany reprodukalhatdsaga, sem
pedig a pontossaga nem volt elfogadhatd, egyetértésben a kozelmultban megjelent
beszamoloval (90). A jelintenzitasok gyenge reprodukalhatosaga (sample-to-sample and shot-
to-shot) jol ismert jellemzdje a MALDI-TOF tomegspektrumoknak (lasd Elméleti attekintés).
Ennek a probléménak a kikiiszobolésére belsd standard-et alkalmaznak, amely azon a
feltételezésen alapul, hogy a relativ intenzitasokat mérésrol-mérésre befolyasold hatasok
azonos mértéklick (aranyosak) minden egyes jel esetében. Ebbol kovetkezik, hogy két
molekula relativ intenzitds-aranya allando, ha a koncentraciojuk valtozatlan. Ennek a
hipotézisnek az ellendrzésére két, egy mintan belill allandé koncentracioban jelenlévd
aranyt feltételeztiink, igy a korrelacios egyenest az origon kényszeritettiik at. Az igy kapott

egyenesekhez tartozo R* értékek a kilenc koziil 6 esetben tul alacsonyak voltak ahhoz, hogy
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szignifikans korrelaciot allapitsunk meg. Ezekbdl az eredménybdl lathatod, hogy az altalunk
alkalmazott rendszerekben a belsé standard alkalmazasa nem teljesitette az elvarasokat, és
egyben jelzi az adatok alacsony reprodukalhatosaganak egyik fo okat is. A vizsgalt
rendszerben alkalmazott két peptid hasonldé molekulatomegi (1385.56 vs. 1046.48), de
kiilonbozé Osszetételii volt. Szamos tanulméany beszdmolt mar strukturalis analogok (49,75)
szarmazékok (49,56,57,67), funkcionalis analogok (51), a mintaval hasonlé hidrofobicitasa
molekula (58), vagy a minta stabil izotdppal jelolt szarmazékanak (43,45,49,57) belso
standardként valé alkalmazasar6l. Azonban csak néhany szamolt be a fenti publikaciok koziil
elég kis standard deviacioval jellemezhetd kalibracids egyenesekrdl (45,58). Ezért a
kiilonbozé belsé standard hasznalatanak direkt statisztikai 0sszehasonlitdsara még sziikség
volt, hogy bebizonyitsuk az analogok, kiilonbozéképpen modositott, illetve stabil izotoppal
MALDI-TOF MS modszerrel torténd meghatdrozasat az altalanos gyakorlatban kalibracios
gorbe készitésével végzik (49), amit egy valtozé mennyiségli meghatdrozandd molekulat és
konstans mennyiségli masik komponenst (standard-et) tartalmazé mintasorozatbdl nyernek
Magat a kalibracios gorbét az adott komponensek relativ intenzitasainak abrazolasaval kapjak
azok koncentracié aranyanak fiiggvényében. Ezutan a mérendé mintahoz adjék a ,,standard”
molekula adott mennyiségét, majd a meghatarozandé komponens és a standard mérés soran
felhasznalasaval. A rendszeriinkre mi is elkészitettiik a kalibracios gorbét, majd
megismételtiik a méréseket Escherichia coli sejttenyészet jelenlétében is, hogy a molekularis
kornyezet valtozasaval szimulaljuk a kalibracids és az aktudlis mérés kornyezete kozotti
kiilonbséget. Az eredményeinkbdl egyértelmiien kitlinik, hogy a meghatarozandé komponens
¢s a standard egyiittes kornyezetének eltérése a kalibracios egyenes meredekségének
szignifikans valtozasaval jar (8. és 10. tablazat). Ez jelzi az ilyen jellegli kiilso (“external’)
kalibracios egyenesek alkalmazdsdnak a hibajat a koncentracid ardny meghatarozasabol,
amely megallapitas dsszhangban van Tholey-nak és munkatarsainak a megfigyelésével (46).
Ennek a problémanak a kikiiszobdlésére szamos csoport magat a mintat hasznalja fel a
kalibracios egyenes elkészitéséhez. Ez a modszer helyes abbdl a szempontbol nézve, hogy a
kalibracios egyenes készitése és a minta mérése azonos koriilmények kozott tortént. A fenti
tanulmanyok ugyanakkor elhanyagoltdk a mintaban eredetileg jelenlévd endogén eredetli
meghatarozandé komponenst a kalibracios egyenes készitése soran, ami a pontossag bizonyos
mértékli csokkenését eredményezhette. A kézenfekvd megoldas a kalibracios eljaras soran a

minta valtozé komponensként vald alkalmazasa lenne. Az allandé koncentracioban jelenlévo
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stabil izotoppal jelolt szarmazék alkalmazésa Oonmagaban nem lenne elegendd szintén a
mintaban 1évé endogén meghatarozandé komponens figyelmen kiviil hagyasa miatt. Tehat,
ahogy mar a fentiekben is emlitettiik, a kalibracios egyenes elkészitésének valdsziniileg az
lenne a legkézenfekvobb moddja, ha mind a ndvekvé mennyiségli komponens, mind pedig az
allando koncentracioban jelenlévo standard egyarant a meghatarozandé komponens tomeg €s
szerkezeti analogja lenne, feltételezve, hogy a jel detektalasat befolyasold faktorok azonos
mértékben hatnak rajuk. Az izotoppal jelélt (*H, '°C, '°N) standard fehérjével, peptiddel valo
munka azonban ujabb nehézségeket eredményezhet. Példaul, a nagymolekuldk a
hagyomanyos linearis moédban miikodé TOF analizatorral sokkal jobban detektalhatoak,
ugyanakkor ebben az esetben a stabil izotoppal jelolt szarmazékok nem kiilonboztethetok meg
egymastol az igencsak koltséges tobbszoros jelolés alkalmazasa nélkiil (67). A komponensek
tomegének nodvekedésével a metastabil bomlas, az adott jelhez tartozd izotopcsiicsok
atfedésével jar6 ndvekvd cstcsszélesedés egyre nehezebbé teszi a meghatarozando
komponens és a belsd standard jeleinek megkiilonboztetését (67). A stabil izotdppal jelolt
analogok elkészitése tovabbi tjabb nehézségekkel (anyagi és gyakorlati értelemben egyarant)
jarhat (67). Ennek ellenére azonban valdsziniileg a stabil izotoppal jelolt szarmazékok
alkalmazasa lehet a legkézenfekvobb ut a megbizhatd eredményeket szolgaltatd kvantitativ
MALDI-TOF MS eléréséhez, a kozelmultban igéretesnek tindé RTIL technika mellett
(43,46,58,91,125,126). Ugyanakkor véleményiink szerint az a f6 kérdés, hogy vajon a
MALDI-TOF hasznalhat6-e altalanossagban kvantitativ analizisre, mivel maga a technika
jelentés mértékben fligg minden egyes specifikus/sajatos mérést6l. Ezért a mérések soran
kinyert adatok alapos statisztikai analizisére lenne sziikség minden egyes tudomanyos kisérlet
konfidencia hatarok (als6 és felsd egyarant) meghatarozasat és azok bemutatasat is. Igy mind
a kutaté maga, mind pedig az olvaso is el tudja donteni, hogy vajon a kapott tartomany
elfogadhatdéan keskeny-e szamara, vagy sem. A konfidencia hatarok (als¢ és felsd)
,,Sz¢&thuzasa” esetén a regresszid javithatdo a kalibracios egyeneshez felhasznalt mérések
szamanak (N) novelésével. Nagyszamu 1ézerlovés atlagolasa szintén kivanatos lenne minden
egyes minta (spot) esetében (93). Inhomogén minta analizise [mint példaul szévetminta
feltérképezése, ,,imaging mass spectrometry”’] sordn minden egyes koordinata esetében
szintén nagyszamu ismételt mérést kivanna meg. Egy mintan beliil a peptidek (komponensek)
relativ intenzitasai és koncentracio aranyaik kozotti korrelacio javithatd stabil izotoppal jelolt
szarmazék alkalmazisdval, amint mar emlitettiik. Osszetett mintak esetében a komponensek

egymasra hatasa komplex interferenciaként jelentkezhetnek, igy a kvantitativ mérések
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kivitelezése egyszerli, csak néhany komponenst tartalmazé mintdknal célszerii (93). A
kisebb mennyiségben jelenlévd peptid jelének teljes szuppresszidjat eredményezheti (93), ami
jelzi a megfeleld kisérlettervezés fontossagat. Az inverz konfidencia hatar nemcsak a
kalibracios egyenes meghatarozasahoz sziikséges mérések szamanak novelésével, hanem az
ismeretlen mennyiségli (koncentraci6 aranyu, X’) komponenst tartalmazd minta
mérésszamanak (N*) novelésével is sziikithetd. Sokkal pontosabb és megbizhatobb adatok
kinyeréséhez a jelintenzitdsokat befolyasold molekularis mechanizmusok, illetve faktorok
sokkal mélyebb, részletesebb ismeretére lenne sziikség. Addig is a MALDI-TOF mérésekbol
nyert kvantitativ adatokat eldvigyazatosan kell kezelni.

A kalibracios egyenes készitése soran a stabil izotdép szarmazékok standardként vald
alkalmazasa a precizitas (reprodukalhatésag) dramai novekedéséhez vezet, de ezzel szemben a
pontossag joval kisebb mértékli javulasat eredményezi. Ugyanakkor az eredményeink azt is
jelzik, hogy a linearitas csak bizonyos sziik tartomanyon beliil all fenn, ami a kvantitativ
meghatarozasok soran eldzetes méréseket tesz sziikségszeriivé a mennyiség kozelitdleges

becslésére.
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3. Poszt-transzlacios modositas vizsgalata

3.1. Elméleti attekintés

Munkam soran bizonyos fehérjék poszt-transzlaciés modositasanak, ubiquitinalasanak
vizsgalataval is foglalkoztam. Az ubiquitin jelzérendszer és a proteaszoma felfedezése
vezetett arra a kovetkeztetésre, hogy a legtobb cellularis fehérje lebontasadért egy nem
lizoszémalis mechanizmus tehetd feleldssé (1980) (149-151), amiért Aaron Ciechanover,
Avram Hershko ¢és Irwin Rose megosztott kémiai Nobel-dijat kapott (2004). Az ubiquitin
szignalrendszer és a proteaszoma felfedezése egy 1j érdekes kutatasi teriilet megsziiletését
eredményezte. Az utdbbi ~ 15 évben tovabbi ubiquitin-tipusi modositd fehérjéket (UBLs,
ubiquitin-like modifiers) fedeztek fel, mint példaul a Nedd8 (RUB, related to ubiquitin), a
SUMO (small ubiquitin-like modifier protein), az ISG15 (interferon-stimulated gene 15).

Az ubiquitin (ubiquitin: NCBI#: gi|51703339, LOCUS P62988) egy kis, hdstabil, evolucios

szinten erésen konzervalt fehérje, amelynek szekvenciaja a kovetkez6:
MQIFVKTLTG KTITLEVEPS DTIENVKAKI QDKEGIPPDQ QRLIFAGKQL EDGRTLSDYN
IQKESTLHLV LRLRGG

A fehérjék ubiquitindlasa egy haromlépcsds folyamaton keresztiil torténik, amely soran
altalaban az ubiquitin C-terminalisa (G76) és a moédositott fehérje egy vagy tobb Lys e-
aminocsoportja kozott alakul ki a peptidkotés (21. abra). Az ubiquitindlashoz 3 enzim
egymast kovetd miikodése sziikséges. Az alabbiakban részletezett folyamat inditja el az
Osszes tipusu ubiqitinaldsi reakciot attdl fliggéen, hogy a szubsztrathoz kotott ubiquitin(ek)
milyen folyamatot jeleznek: proteaszoméhoz kapcsolt proteolizist, endocitozist, vagy mas
egyéb utat (21. abra/A ). Az els6 Iépésben az ubiquitin C-terminalisanak aktivalasa torténik a
nukleofil tdmadashoz az ubiquitin-aktivald enzim révén (E1) (21. abra/B). Az els6 1épés
soran tehat az El tioészterkotést alakit ki az ubiquitin G76 karboxil-csoportjaval energia
felhasznalas révén, amit az adenozin trifoszfat (ATP) biztosit. Ezt koveti az ubiquitin-
konjugdld enzimre torténd szallitisa (E2), amely nagyenergiaju E2-ubiquitin intermedier
kialakulasat eredményezi. A harmadik Iépésben az aktivalt ubiquitin egység tovabbitdsa
torténik az E2 enzimrdél az ubiquitin ligdzhoz (E3) kapcsolodd szubsztrat/ubiquitin Lys

oldallancahoz.
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21. abra Ubiquitindlas altal beinditott folyamatok (A) és az 6sszes tipusu ubiqitinaldsi reakciét elindito
haromlépcsos folyamat (B) Az ubiquitinalashoz 3 enzim egymast kovetd mitkddése sziikséges: 1. Ubiquitin C-
terminalisanak aktivalasa a nukleofil tamadashoz az ubiquitin-aktivalo enzim révén (E1). Az El tioészterkotést
alakit ki az ubiquitin G76 karboxil-csoportjaval energia felhasznalds révén, amit az adenozin trifoszfat (ATP)
biztosit. 2. ubiquitin-konjugalé enzimre torténd szallitdsa (E2), amely nagyenergidjii E2-ubiquitin intermedier
kialakulasat eredményezi. 3. Az aktivélt ubiquitin egység tovabbitisa az E2 enzimrél az ubiquitin ligdzhoz (E3)

kapcsolodd szubsztrat/ubiquitin Lys oldallancahoz. (152)

Az ubiquitin és az ubiquitin-szerli fehérjék altal torténd poszt-transzlacids modositasoknak
azonban eltér6 funkcidja lehet (szerepet jatszhatnak a proteolizisben, a sejtmagi
lokalizacidban, a kromatin szerkezetének kialakitasaban, genetikai épség és a proteinek
mindségének ellendrzésében és a fehérjék jelzésében (153,154), amelyek koziil néhanyat a 22.
abra mutat be. Az altalunk vizsgalt monoubiquitinalt fehérjék a 22. ¢ abra folyamatba

tartoznak.
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22. abra Az ubiquitinilas és az ubiquitin tipusu fehérjék néhany szerepe. a, A proteaszomahoz kapcsolt
celluléris fehérjedegradacio. b, A mono- és oligo-ubiquitindlas célja a membranfehérjék lizoszoméban torténd
degradacigja. ¢, A mono-ubiquitindlasnak, vagy a mono-szumoilalasnak (d) (SUMO) célpontjai lehetnek a
fehérjék azért, hogy megkiilonboztessenek szubcellularis célpontokat, rendeltetési helyeket. Ilyen példaul a magi
fokusz (,,nuclear foci”), amely Protein X-et tartalmaz a fenti dbran, vagy a nukledris porus komplex: NPC). Az
ubiquitin-szerli fehérjék okozta modositdsoknak tovabbi non-proteolitikus funkcidi is lehetnek (fehérje
megvédése az ubiquitindlodastol, vagy az E3 enzim aktivaldsa). e, Poliubiquitin lanc keletkezése direkt és
indirekt modon egyarant tudja aktivalni a transzkripcids regulétort. Non-proteolitikus funkcid esetén az ubiquitin
polimerizacidja az ubiquitin egység egy belsd lizin oldallancan térténik (pl., a Lys63-on torténd ubiquitinlas),

ami kiilonbozik a proteolizishez vezetd Lys48-on torténd modositastol. (151)

Mivel az ubiquitindlasnak szdmos kovetkezménye lehet, ezért tovabbi faktoroknak kell
lenniiik, amelyek az ubiquitinalasi jelzést befolyasoljak. Ilyen tényezd lehet példaul a
szubsztrat szubcellularis (sejten beliili) lokalizacidja, vagy a szubsztrathoz kotott ubiquitinek
szama és elhelyezkedése (152,155). Példaul, a proteaszomaba iranyitott szubsztratokhoz

altalaban poliubiquitin lanc kotddik, amelyben az egymast kovetd ubiquitinek kozotti
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izopeptid kotés a K48-G76 aminosavak kozott jon létre (156). Ugyanakkor, ha a lancok a
K63-G76 kotéseken keresztiil épiilnek fel, akkor tilnyomoé részben a nem-proteolitikus

jelzésben vesznek részt (157-160).

3.2. Célkitiizés

A vizsgalatok soran els6 korben a modositds tényének bizonyitasa, majd amennyiben
lehetséges a poszt-transzlacios modositas pontos helyének meghatarozasa volt a cél. Mivel az
ubiquitinalast tartalmazd peptid nem mutat specialis fragmentaciot, illetve az ubiquitinalasi
hely meghatdrozésa soran nem all rendelkezésre specialis dusitas, ezért a vizsgalt fehérjéket
SDS-PAGE-en valo tisztitast kovetden, gélben emésztettiik, majd az emésztési termékek on-
line vagy oft-line frakciondlasaval, illetve a rendelkezésre 4116 alternativ ionizacios technikak
hasznalataval igyekeztiink minden komponenst detektalni, és a tripszines emésztés utan a Lys-
oldallancon visszamaradd Gly-Gly [GG], illetve kihagyott triptikus hasitohely esetében Leu-
Arg-Gly-Gly [LRGG] modositast azonositani. Modell rendszereink: Homo sapiens: DNS
polimeraz i6ta (NCBI#: gi 7533183, LOCUS AAF63383), DNS polimeraz éta (NCBI#: gi
57209081, LOCUS CAI42642[), Werner helicase interacting protein (ATPase WRNIP1,
NCBI#: gi|18426902; LOCUS NP _064520,) és Saccharomyces cerevisiae Rad5 protein
(NCBI#: 1360348, LOCUS CAA97556) Dr. Haracska Lajos csoportjaval egyiittmiikodésben.

3.3. Kisérleti rész

3.3.1. Vegyszerek és egyeb felhasznalt anyagok:

A Scharlau altal forgalmazott HPLC tisztasagi acetonitril (ACN). A Sigma-Aldrich
tarsasagtdl (Németorszag) rendelt ditiotreitol (DTT), jodacetamid (IAM), ammonium-
bikarbonat (NH4sHCOs), trifluorecetsav (TFA), hangyasav (FA). Nagytisztasagl (sequencing
grade) oldallancon reduktiv metilacioval modositott sertés tripszin (Promega, Madison, WI),
Millipore ZipTipcis (Billerica, MA, USA). Az emésztési procedira soran alkalmazott
pipettahegyek a miiszer kalibralasdhoz alkalmazott standard peptidek és a minta targetre

felvitele soran hasznalt matrixok, illetve a munka soran felhasznalt mikrocentrifuga csdévek
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megegyeznek a kvantitativ mérések soran alkalmazottakkal, lasd ott. Az ubiquitinalt
fehérjemintak Dr. Haracska Lajos csoportjabol szarmaztak, egylittmiikodés révén. Eldallitasuk

¢s kinyerésiik leirasa a mellékletben talalhato.

3.3.2. Mintaelokeszités

Gélben emésztés dltalanos menete

A fehérjék tomegspektrometrids analizisét megel6z0 tripszines emésztés menete:

I. a munkateriilet keratinmentesitése és a felhasznalando friss oldatok készitése
II. redukalas és alkilalas (1D gél minta esetében feltétlentil sziikséges)
. emésztés
IV. apeptidek extrakcidja a gélbol

V. aminta forditott fazisu ZipTip tisztitdsa, amennyiben sziikséges

I. A munkateriilet keratinmentesitése és a felhasznalando friss oldatok készitése:
Az emésztések soran a kdvetkezOk frissen készitett oldatokat hasznaltam:
25 mM ammonium-bikarbonat (100 mg/ 50 ml H,O)
25 mM ammonium-bikarbonat/ 50% ACN/ 50% H,O
50 % ACN/ 2% hangyasav
5 ng/ul tripszin/ (25 mM ammoénium-bikarbonat/ H,O), amely kdzvetleniil a
felhasznalasa el6tt késziilt.
A — 20 °C-on tarolt tripszin torzsoldat (I pg/pl) készitése 1| mM TFA vizes

oldatanak felhasznalasaval tortént.

Minden egyes gélcsikot kis darabokra torténd feldarabolasat kovetéen haromszor 10 percig 25

mM ammoénium-bikarbonat 50%/ ACN pufferben mostuk.

II. Redukalas és alkilalas:
A diszulfidhidak felnyitdsara az 1D gélekben a fehérjék redukalasa és alkilalasa
célszerli az emésztést megeldzden, mig a 2D gélek esetében ez mar nem sziikséges az

elézetes (2D gél futtatasa soran mar megtortént) redukalas és alkilalas miatt. A fehérje
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redukalasa ditiotreitol hozzaadasat kovetéen 56°C-on tortént. Majd a fehérje alkilalasa
jodacetamid hozzdadasa utdn sotétben ment végbe. Végiil a minta ammoOnium-

bikarbonat pufferben torténé mosasa és beszaritasa tortént.

II. Emésztés:
A teljesen beszaradt géldarabokhoz 20 pl (0.1pg) tripszin oldatot adtunk, majd
rehidrataltuk 4°C-on. Ezt kovetéen a mintdk emésztése 4h keresztiill 37°C-on
ammonium-bikarbonat pufferben tortént. Az emésztés ledllitasat 2% FA/50% ACN

oldattal végeztiik.

IV. Peptidek extrakcidja a gélbol:
Az emésztmény feliilluszojanak kinyerése, majd az emésztmény 2* 50% ACN/1% FA
oldattal torténd extrakcioja a gélbol. Végiil a minta beszaritasa tortént (~10, illetve -az

LC/MS mérések esetében- ~ 20 pl).

V. A minta Zip-Tip tisztitisa MALDI-TOF analizis eldtt, amennyiben sziikséges:
A ZipTipcis pipetta hegy 0.1 % FA/50% ACN oldattal torténd mosasat kdvetden a
ekvilibralas 0.1 % FA oldattal tortént. A minta felkotését kovetden a minta mosasa

szintén 0.1 % FA oldattal, a minta eludlasa pedig 0.1% FA/50% ACN oldatba tortént.

brémecianidos kémiai hasitas:

A CNBr-os reakciot gélmintak esetében a Coomassie Brilliant Blue festett mintak
szintelenitése és beszaritidsa elézte meg a fentickben mar ismertetett modon. Egy
nagyobb, vagy két kisebb CNBr kristalyt 400 pl 70% TFA oldatban oldottam fel, majd
100-100 pl-t adtam az egyes mintakhoz. A reakcid 24 oran keresztiil sotétben tortént.
A mintak beszaritasa HPLC tisztasaga vizzel 500 pl-re vald kiegészitését kdvetden,
vakuumban tortént. Majd a mintdkat még 3x felvettem 500 pl vizben és beszaritottam,

hogy megszabaduljunk a maradék bromciantol.
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3.3.3. A tomegspektrometridas mérések kivitelezése

MALDI-TOF mérések

A mérésekhez a laboratoriumban rendelkezésre allo SCOUT 384 ionforrassal és
pulzald nitrogén lézerrel (337nm) felszerelt Reflex III MALDI-TOF tomegspektrométert
(Bruker Daltonics, Karlsruhe, Germany) haszndltam. A mérési paraméterek €s a miiszer
kalibralasa a MALDI-TOF kvantitativ jellegének a tanulmanyozésa soran végzettel
megegyezett, lasd ott. Ugyanakkor a fehérjék azonositdsa sordn nem volt sziikség 1000

1ézerlovés Gsszegzésére és a minta felvitele soran DHB matrixot alkalmaztam.
HPLC-MS mérések Agilent XCT plus ioncsapda késziiléken

A mintdk LC-MS/MS analizise Agilent XCT plus ioncsapda késziiléken pozitiv
ionmodban tortént. A peptidek Agilent 1100 nanoLC rendszerrel torténd frakciondlasa soran
az eluenst a tomegspektrométerbe vezetve adatfliggd, vagy ugynevezett informaciofiiggd
modban tortént az adatgylijtést (data-dependent acquisition mode, information-dependent
acquisition mode). Az analizisek sordn a minta 5 pl-ét (negyedét) injektaltam. A frakcionalés
a kovetkez6 koriilmények kdzott ment végbe. A minta A eluens (0.1 %FA/H,0) 10 ul/perces
aramlasi sebessége mellett az eldoszlopra (Zorbax, C;s, 0.3 mm x 5 mm) val6 injektalasa 5
percen keresztiil tortént, amit az 5 % B (0.1 %FA/ACN) /95% A eluens-0sszetétel mellett 15
percen keresztiil ekvilibralt forditott fazisi frakcionalé oszlopon (Zorbax, C;s,75 pm x 150
mm) torténd elvalasztasa kovette 300 nl/perces dramlasi sebesség alkalmazasa mellett. Az

LC-MS/MS analizisek gradiensének paraméterei az 11. tablazatban szerepelnek.

A B

idé/perc oldoszer B/% idé/perc oldoszer B/%
(rovid) (hosszi)

0.0 5.0 0.0 5.0
5.0 5.0 5.0 5.0
21.0 45.0 80.00 45.0
22.0 90.0 100.00 65.0
25.0 90.0 101.99 65.0
26.0 5.0 102.00 90.0
104.00 90.0
105.00 65.0
+15.00 5.0 +15.00 5.0

11. Tablazat Az Agilent 1100 LC rendszer - XCT plus ioncsapda késziiléken végzett rovid és hosszin LC-

MS/MS mérések gradiensének paraméterei.
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LC-MALDI-TOF mérések

Az LC-MALDI-TOF mérés az Agilent 1100 nanoHPLC rendszerrel és a Bruker
Reflex III MALDI-TOF tomegspektrométeren tortént. A kromatografia soran a dolgozatban
szereplé rovid gradienst alkalmaztunk. A HPLC soran elualodé mintahoz egy T-illesztésen
keresztiil vezettik be a DHB matrix oldatat. A matrix adagolasat infuziés pumpaval
szabalyozott fecskenddvel biztositottuk. A mintat az adagold percenkénti Iéptetésével
gyijtottem a MALDI targetre. A MALDI-TOF mérések a fentickben megadott mérési

paraméterek mellett torténtek.

3.3.4. A méreési adatok kinyerése és feldolgozasa

MALDI-TOF mérések

A tomeglista kinyeréséhez az X-Tof (version 5.1.5.), illetve a flexAnalysis (version
2.0) software-t hasznaltam. A tomeglistabol a natrium adduktokat és a tripszin autolizisének
termékeit tordltem. A minta ellendrzésére, azaz hogy a rekombinansan kifejeztetett fehérje
valoban a kivant molekula, illetve a szennyez6 fehérjék meghatarozasara adatbazislekeresést
végeztem az NCBInr adatbazisaban (National Center for Biotechnology Information non-
redundant database), a vilaghdlon elérhetd6 MatrixScience programcsomagjaval
(http://www.matrixscience.com/), illetve a  ProteinProspector  programcsomagjaval
(http://prospector2.ucsf.edu/pp_bin/batchtag/form)  (version  4.234). A  peptidek
molekulasulydnal a monoizotopos tomegeket +200 ppm pontossagon beliill vettem
figyelembe, a fragmentacios spektrumok (PSD) esetében a fragmens ionokra megengedett
hiba +1 Da volt. Csak triptikus hasitast, maximum két kihagyott hasitast vettem figyelembe.
Az adatbazis lekeresések soran allandd modositasként a karbamidometilezett ciszteint, mig
lehetséges modositasként az N-terminalis Gln piroglutaminsavva alakuldsat, metionin
oxidaciojat és a fehérje N-termindlison tOrténd acetilez0dését definialtam a lekeresési
paraméterek kozott. A fehérjék azonositd szama (Acc#) mellett a LOCUS-t adtuk meg a
redundancia csokkentése érdekében, ami gyakran az azonos aminosav szekvencia
adatbazisban 1év6 t6bbszoros (kiillonbozé Acc#) szereplésébdl ered., illetve olyan szekvenciak
jelenlétébol, amelyek csak 1-2 pozicidban kiilonboznek egymastol. Ezek a szekvenciak

jelenthetnek izoformat, de szekvenalasi hibat is.
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LC-MS/MS mérések:

Az adatok kinyeréséhez a DataAnalysis software-t (DataAnalysis for LC/MSD Trap
Version 3.2 (Build 121), Bruker Daltonik GmbH) hasznaltam. Ezen beliill a spektrumok
feldolgozasahoz a mérésnek megfeleld script-et alkalmaztam.

Az adatbazis-lekeresést az NCBI adatbazisban, a vilaghalon elérhetd MatrixScience
programcsomagjaval (http://www.matrixscience.com/) ¢és az UCSF ProteinProspector
programcsomagjaval [http://prospector2.ucsf.edu/pp_bin/batchtag/form: Batch-Tag, illetve a
mar  tovabbfejlesztett  Batch-Tag  Web:  http://prospector2.ucsf.edu/prospector/cgi-
bin/msform.cgi?form=batchtagweb; az NCBI adatbazis 2006.10.19-én, a SwissProt
2006.10.17-¢n, illetéleg 2008.01.02-an (az utobbinal)], illetve a SpectrumMill in-house
adatbazis szerverrel (2007.05.02-an frissitve) végeztem el. A Batch-Tag lekeresés figyelembe
veszi a lehetséges ubiquitinalast (peptid+GG), a SpectrumMill adatbazis szerver esetében
pedig mind a GG (+114 Da), mind pedig a kihagyott hasitohely esetében lehetséges LRGG
(+383 Da) moédositasokat is definidlni tudtuk a lekeresés soran. A Batch-Tag Web
alkalmazasakor az els6dleges lekeresés soran meghatarozott fehérje/fehérjék tovabb
vizsgalhatok. Ez azt jelenti, hogy az adatokon tovabbi lekeresést végezhetiink, de mar csak az
adott fehérjét/fehérjéket figyelembe véve. Ugyanakkor tovabbi paraméterek beallitasaval,
illetve modositasaval az adatok részletesebb, mélyebb feldolgozasat teszi lehetévé az adott
fehérjékre 0sszpontositva. Példaul a mi esetiinkben, a poszt-transzlaciés modositas helyének
feltérképezése soran, a mérési adatok tovabbi feldolgozasa mar a lehetséges modositasok
szamanak, tipusanak novelésével, illetve az ezek altal okozott tomegkiilonbség szélesebb
tomegtartomanyanak figyelembe vételével torténtek. Az adatbazis-lekereséseket tobb
programmal végeztem el, mivel az azonositott fragmensek mas pontszdmot kapnak a
kiilonb6z6 lekeresd algoritmusokban, tovabba az értékelést elosegitd E-értéket is kiilonbdzo
modon kalkuldljak a kiillonbozd programok (igy a szekvencia lefedettségben eltérés
lehetséges). A molekulasily meghatarozasan alapul6 adatbézis lekeresés soran minden egyes
fehérje, az MS/MS adatbazis lekereséskor pedig minden egyes peptid pontszdmahoz
hozzarendel a lekeresés egy E-értéket. Ez az érték azoknak a véletlenszerii talalatoknak a
szamat fejezi ki, amelyek a detektalt tomegeket ugyanolyan jol, vagy még jobban
megmagyarazzak. Az adatbazis lekeresések soran mi 95%-o0s szignifikancia szinten, azaz
p=0.05 szinten dolgozunk. Min¢l alacsonyabb az E-érték, annal szignifikdnsabb a pontszam,

azaz a talalat. Amennyiben példaul a pontszam tizszeresére no, az E-érték tizedére csokken.
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Az ubiquitinaldsi hely meghatarozasara iranyulo tovabbi megkozelitések:

1. Készitettem egy komplett listat, ami tartalmazta a vizsgalt fehérje minden olyan
peptidjét, amelyik a) egy oldallincan moédositott 1anckozi lizint (tripszin nem hasit az
acilalt aminosav utan) tartalmazott b) mas kihagyott hasitasi helyet nem tartalmazott.
Mindegyik peptid esetében az ubiquitin triptikus hasitdsa soran a Lys oldallancon
maradé GG modositasnak megfeleld tomegkiilonbséget (+114 Da) figyelembe véve
meghataroztam azokat az m/z értékeket, amelyek ezeknek a potencidlis ubiquitinalt
peptideknek a +2, +3, +4 tSltésti ionjainak felelnének meg. Ezeket az adatokat a
Juhasz Marton biologus szakdolgozo didkunk altal készitett program segitségével
Osszehasonlitottuk azokkal a prekurzor ionokkal, amelyekrél az LC-MS/MS soran
CID-spektrumok késziiltek. Az egyeztetésnél +1Da tomegtartomanyt vettiink
figyelembe. A program altal (az Osszehasonlitas soran) meghatarozott tomegekhez
rendelhetd peptidek szekvencidjanak fragmentalodasat osszevetettem az adott tomegii
peptidrdl felvett CID-spektrummal, azaz megnéztiik, hogy ra illeszthet-e a peptid. Az
adatok manudlis ellendrzésére tobb ok miatt is sziikség van: a) a csucslista-készito
programok torzithatjak az adatokat b) elvethetnek spektrumokat, ha kevés cstucs van
benniik (ami azért jellemzd lehet egy szekvenciara, ha tudjuk a szekvenciat). Tovabba
a fragmentécios spektrum felvétele soran két prekurzor is belekeriilhet ugyanabba az
ablakba, ami a két peptid fragmenseinek 0Osszekeveredését eredményezi a
fragmentacids spektrumban. Amikor ezzel a munkaval foglalkoztunk még egy szoftver

sem tudta ezt kiszortirozni, de varhatéan az 11j Prospector mar képes lesz ra.

2. Mivel az LC-MS/MS analizis sordn a komputer valasztotta ki a prekurzor ionokat
fragmentaciora a megadott paraméterek alapjan, ezért szamolni kellett azzal, hogy a
modositast tartalmazod peptid ugyan jelen volt, de nem késziilt beldle MS/MS
spektrum. Igy a tovabbiakban utdnamentem azoknak a tomegeknek, amiket csak a
tomegmérés soran detektaltunk (23. abra). El6szor 1 illetve 2 percenként dsszegeztem
az MS spektrumokat (SumMS), majd az igy kapott spektrumokbol a tobbszordsen
toltott csucsokkal foglalkoztam. A detektalt jelek tomegébdl és toltésébdl a Microsoft
Office Excel program segitségével meghatarozott tomegeket (MH') a vizsgalt
fehérjéhez és az ubiquitinhez rendeltem a ProteinProspcetor (MS-Fit) alkalmazasaval

(A). Amennyiben egyéb szennyezd fehérje volt jelen a mintdban, azt is figyelembe
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vettem az adatok értelmezésénél. Mindazokat a tomegeket, amelyek nem egyeztek a
szoba johetO triptikus peptidekkel, tovabb vizsgaltam (B): a toltés és a detektalt
tomegbdl meghatarozott MH" értékbél kivontam a GG/LRGG szakaszoknak megfeleld
tomeget, azaz 114, illetve 383 Da-t. Majd megnéztem, hogy van-e ezeknek a
tomegnek megfeleld triptikus peptidje a vizsgalt fehérjének. Abban az esetben, ha volt
¢s tartalmazott lanckézi Lys-t, akkor megnéztem, hogy késziilt-e ebbdl a
komponensb6l CID spektrum. Amennyiben volt, eldszor ellendriztem a prekurzor ion
toltését, majd ha ez megfelelt a vartnak, akkor tovabb vizsgaltam a fragmentacios
spektrumot, hogy megmagyarazhato-e az adott peptid szerkezetével, az ubiquitinalas
helyét is beleértve. A tobbszordsen toltott ionok m/z értékének meghatarozasahoz

szintén a Microsoft Office Excel programot alkalmaztam.

Végiil megismételtem az LC-MS/MS analizist ugy, hogy CID-spektrumot csak eldre
meghatarozott peptidekrél vett fel a késziilék: az LC-MS-spektrumokbol azokat a
peptideket (tomegeket) valasztottam ki, amelyeket trividlisan nem tudtunk
megmagyarazni, ¢s a +114 Da tomegkiilonbséget figyelembe véve raillettek a vizsgalt
fehérje egy triptikus, lanckdzi lizint tartalmaz6 darabjara. Ezeknek a peptideknek a +2,
+3, +4 toltésallapotainak megfeleld tomegeit taplaltam be abba a tablazatba (inclusion
list), amely arra utasitja az a késziiléket, hogy az LC-MS/MS analizis soran

preferencialisan ezekrdl a tomegekrdl késziiljenek fragmentacios spektrumok.

A Werner helicase interacting protein 1 ubiquitindlt minta els6 LC-MS/MS analizis

[SZE MGSI1, 20070507] feldolgozasa a 2. pontban leirtak szerint tortént. Ezt kdvetéen a

fehérje ubiquitinalasi helyének meghatarozasara, illetve a szekvencia lefedettségének

novelésével a lehetséges poszt-transzlacios modositast tartalmazé Lys aminosavak

leszlikitésére a tovabbi méréseket végeztem el:

II.

III.

ujabb LC-MS/MS analizis [SZEMGSI1H, 200070508], ahol a folyadékkromatografia
soran a gradiens id6 hosszabb volt, mint az elsé mérés esetében (11. Tablazat, B).
LC-MALDI-TOF mérések a fehérje lefedettségének ndvelése érdekében.
LC-MS/MS analizis egy nagyobb érzékenységii linearis ioncsapda (Thermo LTQ)
késziiléken (Miinchen, Dr. Hunyadi-Gulyas Eva).
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Az analizis [SZEMGS1H, 20070508] soran kapott fragmentacios spektrumok feldolgozasa a
script: 6-100 alkalmazasaval tortént. A Script: 6-100 hasznalata soran a mérés 6-100 perce
kozott felvett CID spektrumok koziil a legjobb 300 keriilt feldolgozasra a meghatarozott
paraméterek mellett. Mivel az on-line Mascot alkalmazasaval torténd adatbazis-lekeresések
egyszerre csak 300 CID spektrummal dolgoznak, a mérés feldolgozasa tobb 1épésben (4) is
megtortént, hogy noveljik az adott mérés soran figyelembe vett fragmentacios spektrumok
szamat és ezaltal az ubiquitinalasi hely meghatarozasanak lehet6ségét. Tehat az LC-MS/MS
analizis négy script-tel torténd feldolgozéasa soran minden egyes script a mérés eltérd részébol
(idére vonatkozolag, 6-40, 40-50, 50-60 és 60-105 percnél) extrahalta ki a legjobb 300-300
CID spektrumot. gy 4*300 CID spektrumot vett figyelembe az adatbazis lekeresés soran,
illetve a tovabbi feldolgozas kozben ezzel az 1200 fragmentacids spektrummal tortént a

vizsgalodas.

MH*Y- 11438302 — 7 & fehérje miptikus peplidie —  nem
1
[zer, ¥ tatalmaz Lys-t — e
!

Igen, ? van CID — nincs
I:mr_epﬁd +114383, 42, +3, +4)

4

? CID spektrumra dlik-eapepid 1gen, ¥ prekurzor 151t s — nem
megfele]

23. abra Az LC-MS/MS mérések soran kapott adatoknak tovabbi feldolgozasa az adatbazis lekeresést kovetden:
a hosszi LC-MS/MS futds sordn késziilt MS szken sordn kapott MS spektrumok 1, 2 ill. 5 percenkénti
Osszegzését [X (MS szken)] kovetden az ubiquitinre, az adott fehérjére és a jelenlévd szennyezd fehérjére nem

illeszthet6 csucsok tovabbi vizsgalatanak menete.
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3.4. Eredmények

Az altalunk alkalmazott rendszerekben (Homo sapiens: DNS polimeraz iéta, DNS
polimeraz éta és Werner helicase interacting protein, illetve Saccharomyces cerevisiae Rad5p)
az ubiquitinalas ténye beigazolodott. A mintak analizise soran minden esetben detektaltuk az

ubiquitint és a kovetkezd peptidekrdl késziilt fragmentacids spektrum:

DNS polimeraz iota esetében:

Az ubiquitin lefedettsége 60%:

1 MQIFVKTLTG KTITLEVEPS DTIENVKAKI QDKEGIPPDQ QRLIFAGKQL
51 EDGRTLSDYN IQKESTLHLV LRLRGG

Observed Mr(expt) Mr(calc) Miss Score Peptide
324.8200 647.6254 647.4006 32 R.LIFAGK.Q
383.3400 764.6654 764.4254 0 38 -MQIFVK.T
534.4200 1066.8254 1066.6135 0 59 K.ESTLHLVLR.L
541.4100 1080.8054 1080.5451 0 52 R.TLSDYNIQK.E
1
0
0

=]

762.5000 1522.9854 1522.7739 48 KIQDKEGIPPDQQR.L
596.7500 1787.2282 1786.9200 (36) K.TITLEVEPSDTIENVK.A
894.6600 1787.3054 1786.9200 50 K.TITLEVEPSDTIENVK.A

DNS polimeraz éta mintaban:

Az ubiquitin lefedettsége 69%:

1 MQICVKTLTG KTITLEVEPS DTIENVKAKI QDKEGIPPDQ QRLIFAGKQL
51 EDGRTLSDYN IQKESTLHLV LRLRGG

Observed Mr(expt) Mr(calc) MissScore Peptide
324.7900 647.5654 647.4006 0 29 R.LIFAGK.Q
534.5400 1067.0654 1066.6135 0 78 K.ESTLHLVLR.L
541.3800 1080.7454 1080.5451 0 44 R.TLSDYNIQK.E
508.6600 1522.9582 1522.7740 1 40 K.IQDKEGIPPDQQR.L
596.7500 1787.2282 1786.9200 0 77 K. TITLEVEPSDTIENVK.A
894.7100 1787.4054 1786.9200 0 (69) K. TITLEVEPSDTIENVK.A

Rad5p fehérjénél:
Az ubiquitin lefedettsége 41%

1 MQIFVKTLTG KTITLEVEPS DTIENVKAKI QDKEGIPPDQ QRLIFAGKQL
51 EDGRTLSDYN IQKESTLHLV LRLRGG

Observed Mr(expt) Mr(calc) MissScore Peptide
324.7300 647.4454 647.4006 0 36 R.LIFAGK.Q
383.2600 764.5054 764.4254 0 40 -MQIFVK.T
391.2600 780.5054 780.4204 0 (27) --M(O)QIFVK.T
356.5600 1066.65821066.6135 0 38 K.ESTLHLVLR.L
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Werner helicase interacting protein esetében:

Az ubiquitin lefedettsége 84%:

1 MQIFVKTLTG KTITLEVEPS DTIENVKAKI QDKEGIPPDQ QRLIFAGKQL
51 EDGRTLSDYN IQKESTLHLV LRLRGG

Observed  Mr(expt) Mr(calc) Miss Score Peptide

324.6000 647.1854 647.4006 0 35 R.LIFAGK.Q

520.1600 1038.3054 1038.5094 0 35 K.EGIPPDQQR.L

534.2200 1066.4254 1066.6135 0 65 K.ESTLHLVLR.L

541.2200 1080.4254 1080.5451 0 51 R.TLSDYNIQK.E

508.5600 1522.6582 1522.7740 1 26 KIQDKEGIPPDQQR.L

894.3400 1786.6654 1786.9200 0 78 K.TITLEVEPSDTIENVK.A
1017.7000 3050.0782 3049.6257 2 66 -M(O)QIFVKTLTGKTITLEVEPSDTIENVK.A

A késobbiekben az ubiquitinalas helyét probaltam meghatarozni a rendelkezésre allo
eszkozokkel. A modositas helyének feltérképezése soran varhatdé nehézségekkel szamolni
kellett. E16sz0r is, mivel az ubiquitinalas az egyik lehetséges triptikus hasitasi helyen (Lys)
torténik, kimarad a hasitds az adott aminosavnal. Ennek kovetkeztében tul nagy peptid is
keletkezhet a triptikus emésztés soran - ennek kiilonbozé hatranyos kdvetkezménye is lehet a)
nem tudjuk a peptidet a gélbdl extrahdlni b) a peptid felragad a forditott fazisu oszlopra c) a
tomegspektrométerek érzékenysége altalaban jelentdsen kisebb nagyobb tdmegekre. Tovabba
feltételezhetd, hogy esetleg heterogén protein populacioval dolgozunk, azaz az ubiquitin tobb
kiilonbozé helyen modosithatta a vizsgalt fehérjét, ami viszont az egyes modositott peptidek
mennyiségének csokkenését jelenti, ami szintén megneheziti a detektalast. A siker érdekében
elészor is megnyujtottuk a frakcionalast: lassi gradienst alkalmaztunk a komponensek
tokéletesebb elvalasztasanak, €s igy a modositast tartalmazd peptid detektalasanak és
fragmentaciora keriilésének reményében. Az adatbazis-lekeresések (lasd A mérési adatok
kinyerése és feldolgozasa részben, 3.3.4.) egyik minta esetében sem hataroztdk meg a
modositas helyét, azaz direkt modon nem sikeriilt egyik mintabol sem kimutatni a modositott
peptide(ke)t, ezért tovabbi eszkdzoket (lasd A mérési adatok kinyerése és feldolgozasa
részben, 3.3.4.) vetettliink be. A fehérje lefedettségének novelése altal probaltuk lesziikiteni a
lehetséges Lys aminosavak szamat annak reményében, hogy a maradék Lys aminosavak
kimutalasaval esetleg meg tudjuk majd hatdrozni az ubiquitinalas helyét. Ennek érdekében

egyrészt a triptikus elegy LC/MS-MS mérése soran hosszu gradiens alkalmaztunk. Masrészt
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LC-MALDI analizist is végeztiink, mivel mas az ionizacidé, mast ionizal és mast, legalabbis

nem feltétleniil ugyanazokat a peptideket detektaljuk ugyanabbol a mintabol.

A kovetkezokben az egyes fehérjék eredményeit targyalom.

1. DNA polimeraz iota

A DNA polimeraz iota lefedettségeinek Osszefoglaldsa az §sszes mintat és mérést figyelembe

véve:

51
101
151
201
251
301
351
401
451
501
551
601
651
701

MELADVGAAA
KDKPLGVQQK
RYREMSYKVT
VTVSGHVYNN
SNKLLAKLVS
EALGINSVRD
SFSEEDSFKK
SEKHYGRESR
FHLTLLSVCF
EDFPKDKETN
GVDQEVFKQL
QMODIPINPR
DNRLKDERIS
SHKQTVATDS

SSQGVHDQVL
YLVVTCNYEA
ELLEEFSPVV
QSINLLDVLH
GVFKPNQQTV
LQTFSPKILE
CSSEVEAKNK
QCPIPSHVIQ
CNLKALNTAK
RDFLPSGRIE
PVDIQEEILS
DHLSSSKQVS
QGPKEPQGFH
HEGLTENREP

AEWKRTGSDF HIGHK

PTPNASSRVI
RKLGVKKLMN
ERLGFDENFV
IRLLVGSQIA
LLPESCQHLI
KELGISVAQR
IEELLASLLN
KLGTGNYDVM
KGLIDYYLMP
STRTRESPLD
GKSREKFQGK
SVSPCEPGTS
FTNSNPAVSA
DSVDEKITFP

VHVDLDCFYA
VRDAKEKCPQ
DLTEMVEKRL
AEMREAMYNQ
HSLNHIKEIP
IQKLSFGEDN
RVCQDGRKPH
TPMVDILMKL
SLSTTSRSGK
TTNFSKEKDI
GSVSCPLHAS
GFNSSSSSYM
FHSFPNLQSE
SDIDPQVFYE

QVEMISNPEL
LVLVNGEDLT
QQLQOSDELSA
LGLTGCAGVA
GIGYKTAKCL
SPVILSGPPQ
TVRLIIRRYS
FRNMVNVKMP
HSFKMKDTHM
NEFPLCSLPE
RGVLSFFSKK
SSQKDYSYYL
QLFSRNHTTD
LPEAVQKELL

Az LC-MS/MS mérés eredménye altal meghatarozott szekvencia-szakaszokat (azokat a
peptideket, amelyekrdl van CID spektrum) piros szinnel jeldltem. Az LC-MS altal (csak
molekulatomeg alapjan) tovabbi megmagyarazott szekvencia-szakaszokat kék szinnel

jeloltem.

2. DNA polimeraz éta

A DNA polimeraz éta szekvencia lefedettsége az 6sszes mérést figyelembe véve:

SWKGGGIIAV
KYREASVEVM

1 MATGQDRVVA LVDMDCFEFVQ VEQRQNPHLR NKPCAVVQYK
51 SYEARAFGVT RSMWADDAKK LCPDLLLAQV RESRGKANLT
101
151
201

EIMSRFAVIE RASIDEAYVD LTSAVQERLQ KLQGQPISAD LLPSTYIEGL
PQGPTTAEET VQKEGMRKQG LFQWLDSLQI DNLTSPDLQL

RAAIERETGF QCSAGISHNK VLAKLACGLN KPNRQTLVSH

TVGAVIVEEM
GSVPQLFSQM
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251
301
351
401
451
501
551
601
651
701

PIRKIRSLGG
MCRGIEHDPV
RLTKDRNDND
TVIKNCNTSG
LPKVPVTSSE
LTAPTQAPMS
SPQONPWSNC
SQSMHASSAS
MDYHFALELQ

KLGASVIEIL
KPRQLPKTIG
RVATQLVVSI
IQTEWSPPLT
AKTQGSGPAV
NSPSKPSLPF
KALPNSLPTE
KSVLEVTQKA
KSFLQPHSSN

MQTLESFFKP LTH

GIEYMGELTQ
CSKNFPGKTA
RVQGDKRLSS
MLEFLCATKES
TATKKATTSL
QTSQSTGTEP
YPGCVPVCEG
TPNPSLLAAE
PQVVSAVSHQ

FTESQLQSHF
LATREQVQWW
LRRCCALTRY
ASAPSSSTDI
ESFFQKAAER
FFKQKSLLLK
VSKLEESSKA
DQVPCEKCGS
GKRNPKSPLA

GEKNGSWLYA
LLQLAQELEE
DAHKMSHDAF
TSFLSSDPSS
QOKVKEASLSS
QKQLNNSSVS
TPAEMDLAHN
LVPVWDMPEH
CTNKRPRPEG

DNA polimeraz éta szekvencia lefedettsége az ubiquitinalt mintat figyelembe véve.

LC-MS (csak molekulatomeg alapjan) altal tovabbi megmagyarazott szekvencia-szakaszok

Az ubiquitin lefedettsége 85%:

3. Rads5 fehérje:

Az adatbazis-lekeresések (lasd mérési adatok kinyerése és feldolgozasa részben,

2.3.4.) nem hataroztdk meg az ubiquitindlds helyét, ezért tovabbi vizsgalatokat végeztem

(2.3.4./1-3).

A Rad5 fehérje szekvenciajanak lefedettsége az 6sszes LC-MS/MS mérést figyelembe véve:

51
101
151
201
251
301
351
401
451
501
551
601
651
701
751
801
851

MSHIEQEERK
VSDTTEGEGD
FGSQEEGLSL
HPKRRRIYGF
LKRSSEEISA
YPLLSSHEIS
LMKRRRTEGG
PILDEQKALE
TMNLNQLKTF
REQEFAKAAS
DGIFFYANLH
HDSDVVDKKL
SNEFTKANNS
WTKHSKGRMT
QGKCKWVLTG
YKQAFDVVNA
DLLYKFLLDK
QDENDEDLSK

RFFNDDLDTS
RSIVPVRREI
ALSHYFDHNS
RNQTRLEDKV
TKVYDSRGRK
FEVTLIFCDN
NKREKDNGNF
KHKIELNSDP
YKAAQSSESL
DGEASETGAN
SGEFSLAKPI
FDIENTAVSD
PDMYHEVYYG
DEDVNISSGL
TPIINRLDDL
ILEPVLLRRT
AEVSVKSGIA
NNKLVTEQTV

ETSLNFKSEN
EEEGQNQFIT
GTSISKIPSS
TWKRFIGALQ
KASMASLVRI
KRLSIGDSFI
GRTLTETDEE
EIIDLDNDEI
KSLPETEPSR
MINPLWKQFK
LKTMIKGGIL
NLPSTWQDNK
GNVSSLKTLL
FSVNFYRIII
YSLVKFLELD
KQMKDKDGKP
RGDLLKKYST
ELDSLMRVVS
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KESFLFANSH
ELLRIIPEMP
PNQLNTLSDT
VTGMATRPTV
FDIQYDREIG
LOLDCFLTSL
LESRSKRLAL
CSNQVTEVHN
DVFKLELRNY
WPNDMSWAAQ
SDEMGLGKTV
KPYASKTTLI
TKTKTPPTVV
DEGHNIRNRT
PWRQINYWKT
LVELPPKEVV
ILVHILRLRQ
ERFDNSFSKE

NDDDDDVVVS
KDLVMELNEK
SNSTLSPSSF
RPLKYGSQMK
RVSEDIAQIL
IFEERNDGES
LKLFDKLRLK
NLRDTQHEEE
QKQGLTWMLR
NLQQDHVNVE
AAYSLVLSCP
VVPMSLLTQW
LTTYGIVQNE
TVTSKAVMAL
FVSTPFESKN
IKRLPFSKSQ
VCCHPGLIGS
ELDAMIQRLK



901 VKYPDNKSFQ SLECSICTTE PMDLDKALFT ECGHSFCEKC LFEYIEFQNS

951 KNLGLKCPNC RNQIDACRLL ALVQTNSNSK NLEFKPYSPA SKSSKITALL

1001 KELQLLQDSS AGEQVVIFSQ FSTYLDILEK ELTHTFSKDV AKIYKFDGRL

1051 SLKERTSVLA DFAVKDYSRQ KILLLSLKAG GVGLNLTCAS HAYMMDPWWS

1101 PSMEDQAIDR LHRIGQTNSV KVMRFIIQDS IEEKMLRIQE KKRTIGEAMD

1151 TDEDERRKRR IEEIQMLFE

4. Werner helicase interacting protein 1 (ATPase WRNIP1):

Az adatbazis-lekeresések (lasd A mérési adatok kinyerése és feldolgozasa részben)

szintén nem hatdroztdk meg az ubiquitinalas helyét, ezért tovabbi vizsgalatokat végeztem

(lasd A mérési adatok kinyerése és feldolgozasa részben).

1.

kinyerése ¢és feldolgozasa részben, a 75. oldalon leirtaknak megfeleléen tortént, de igy

sem sikeriilt meghatarozni az ubiquitinalas helyét.

2. LC-MALDI analizis nem magyarazott meg Ujabb szakaszt a fehérjében az eddigi

Osszes mérést ¢s feldolgozast figyelembe véve.

A hossza LC-MS/MS analizis (SZE MGSI1H) tovabbi feldolgozdsa A mérési adatok

egy nagy érzékenységii linearis ioncsapda (Thermo LTQ) késziiléken Kkivitelezett

LC-MS/MS analizis a fehérje 38%-os lefedettségét eredményezte.

A Werner helicase interacting protein lefedettsége tehat az 6sszes mérést és feldolgozast

figyelembe véve:

51
101
151
201
251
301
351
401
451
501

MEVSGPEDDP
AAGSHRAGER
DGGETESRES
SASPRSWDEA
GASGGGRPHP
LLRSLLETNE
KTNDVRDVIK
TLIGATTENP
LDSSRPTDPL
VLARLSSRKM
NCISALHKSM

FLSQLHQVQC
AKGPSPPGAK
YDAPPTPSGA
EAQEEEEAVG
RALAAEEIRQ
IPSLILWGPP
QAQNEKSFFK
SFQVNAALLS
SHSSNSSSEP
FCKKSGQSYS
RGSDQNASLY

PVCQQOMMPAA
RRRLSESSAL
RLIPDFPVAR
DGDGDGDADA
MLQGKPLADT
GCGKTTLAHI
RKTILFIDEI
RCRVIVLEKL
AMFIEDKAVD
PSRVLITEND
WLARMLEGGE
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HINSHLDRCL
KQPATPTAAE
SSSPGRKGSG
DGEDDPGHWD
MRPDTLQDYF
IASNSKKHSI
HRFNKSQQDT
PVEAMVTILM
TLAYLSDGDA
VKEGLQRSHI
DPLYVARRLV

LLHPAGHAEP
SSEGEGEEGD
KRPAAAAAAG
ADAAEAATAF
GQSKAVGQDT
REFVTLSATNA
FLPHVECGTI
RAINSLGIHV
RAGLNGLQLA
LYDRAGEEHY
RFASEDIGLA



551 DPSALTQAVA AYQGCHFIGM PECEVLLAQC VVYFARAPKS IEVYSAYNNV
601 KACLRNHQGP LPPVPLHLRN APTRLMKDLG YGKGYKYNPM YSEPVDQEYL
651 PEELRGVDFF KQRRC

Azokat a Lys aminosavakat, amelyekrdl egyaltalan nem sikeriilt informaciot nyerni kek
szinnel, amelyeket csak MALDI-TOF mérés soran detektaltam és nincs roluk fragmentacios

spektrum, azokat z61d szinnel jeloltem.

A kovetkezd (nem azonositott) szakaszok detektalhatosagat megnehezithette, hogy a triptikus
hasitohelyek elég tavol helyezkednek el, és igy az emésztés soran keletkezett peptidek tal
hossztak:

1-38 MEVSGPEDDP FLSQLHQVQC PVCQOMMPAA HINSHLDR

156-207 SWDEA EAQEEEEAVG DGDGDGDADA DGEDDPGHWD ADAAEAATAF GASGGGR

541-586 FASEDIGLA DPSALTQAVA AYQGCHFIGM PECEVLLAQC VVYFAR

Szennyez0 fehérjeként anti-colorectal carcinoma heavy chain [NCBI#: 425518;

LOCUS: AAB28159, MW:51,3 kDa] fehérjét azonositottam mindkét LC-MS/MS analizis

esetében. A SpectrumMill adatbézis szerverrel, a Mascot €s a Batch-Tag adatbazis-lekeresés
soran a fehérjéhez rendelhetd peptidek a fehérje 23%-os lefedettségét eredményezték.
A rovid analizis altal meghatarozott szakaszokat piros szinnel, tovabba a hosszu analizis soran

ujonnan meghatarozott részeket kék szinnel jeldltem.
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MYLGLNYVFI
AWMDWVRQSP
YLOMNSLRVE
AQTNSMVTLG
SVTVPSSTWP
VFIFPPKPKD
QPREEQFNST
KGRPKAPQVY
NYKNTQPIMD
SLSHSPGK

VEFLLNGVQSE
EKGLEWVAET
DTGTYYCTTR
CLVKGYFPEP
SETVTCNVAH
VLTITLTPKV
FRSVSELPIM
TIPPPKEQMA
TDGSYFVYSK

VKLEESGGGL
GNKGNNHATY
FAYWGQGTLV
VIVTWNSGSL
PASSTKVDKK
TCVVVDISKD
HODWLNGKEF
KDKVSLTCMI
LNVOKSNWEA
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VQPGGSMKLS
YAESVKGRET
TVSAAKTTPP
SSGVHTFPAV
IVPRDCGCKP
DPEVQFSWFV
KCRVNSAAFP
TDFFPEDITV
GNTFTCSVLH

CAASGFTFEFSD
VSRDDSKSRV
SVYPLAPGSA
LOSDLYTLSS
CICTVPEVSS
DDVEVHTAQT
APIEKTISKT
EWOWNGOPAE
EGLHNHHTEK



A szennyez6 fehérje jelenléte nyilvan tovabb bonyolitotta az analizist. A mérési adatok
kiértékelése és ellendrzése (mind szoftveres, mind manudlis) soran szamolni kellett annak

triptikus peptidjeivel is.

A Werner helicase interacting protein ubiquitinalasi helyének meghatarozasa érdekében
bromcianidos (CNBr) kémiai hasitassal is megprobalkoztam, mivel az ubiquitin nem
tartalmaz metionint, igy az utobbi egyben maradna. Ezt kovethette volna a hasitasi termékek
2D-gélen val6 elvalasztasa, majd a kivagott ubiquitinalt polipeptideket tartalmazé géldarabok
triptikus emésztése ¢és analizise. A gélben torténd CNBr-os emésztés azonban nem volt
sikeres, valoszintileg a metioninok oxidacidja miatt: a bromcian nem képes metioninszulfoxid
mellett hasitani. A fehérjében 1év6 metionin aminosavak jelentés mértékli oxidacidjara a
triptikus elegyb6l kapott eredmények is utaltak. A tripszines emésztés soran az
emésztménybdl detektalt peptidekben a metionin jelentés mértékben oxidalt formaban volt
jelen. El6fordulhatott volna, hogy ez az oxidacio csak a SDS-PAGE-frakcionalt fehérjék
tovabbi feldolgozasa soran tortént, de a CNBr hasitas sikertelensége arra utal, hogy a redukald

kozeg ellenére a gélben 1évo fehérje mar jelentés mértékben oxidalt volt.
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3.5. Eredmények targyalasa és diszkusszio

Mind a négy vizsgalt fehérje esetében a poszt-transzlacios modositast a
spektrumokban jelenlévd ubiquitin peptidek igazoltdk. A modositds pontos helyének
meghatarozasa még varat magara, azonban minden fehérje esetében jelentds mértékben
lesztikitettiik a potencialis Lys aminosavak szamat, ahol a poszt-transzlacios modositas
megtorténhet. A tovabbi kisérletek, amelyek a Lys aminosavak mutacios helyettesitését
jelentik, az egylittm{ikodo partner csoportjaban folynak.

Elsé megkozelitésben nemcsak azokat a lizineket zarhatjuk ki a mddositasi helyek
koziil, amelyeket kiilonb6zo peptidekben detektaltunk. Feltehetéen azok a lizinek sem
lehettek ubiquitindlva, amelyeknél a tripszin hasitott, azaz a t6liikk a fehérje C-terminalisa felé
es6 triptikus peptidet detektaltuk. Mint emlitettiik ugyanis, tripszin nem hasit acilalt Lys utan.
Ennek figyelembe vételével, a vizsgalt fehérjék poszt-transzlaciés modositasanak lehetséges

helyeit a 12. tablazat mutatja.

fehérje Lys lehetscges ublq}l itinalasi lefedettsége/% | MW/kDa
helyek szama

DNS polimerdz iota | 72, 207, 214, 320,338 5/53 (9%) 63 81.09
86, 168, 311, 317,

DNA polimeraz éta | 323, 354, 428, 492, 10/48 (21%) 45 78.41

494, 515

31, 200, 202, 220,

Rads fehérje 920701”930623: ’352’ 1501585’ 14/96 (15%) 73 134.83

1141, 1158

Werner helicase 137,316, 320, 335,

interacting protein 1 [ 459, 463, 627, 633 8/29 (28%) 61 72.83

12. tablazat Az egyes fehérjék szekvencia-lefedettségei és potencialis (eddig nem kizart) ubiquitinalasi

helyei

Az ubiquitinalas helyét egyeldre nem sikeriilt kimutatni egyik fehérje esetében sem. A
pontos okat egyeldre nem tudjuk, de tobb logikus magyarazata lehetséges: vagy tul hosszl
peptidrél van sz6, amit nehezebb, vagy nem is tudunk detektalni, vagy eleve kedvezétlen
repiilési tulajdonsagokkal rendelkezik, illetve az sem kizarhatd teljes mértékben, hogy a
modositas esetleg tobb helyen tortént. Az utobbi kdvetkeztében az adott helyen tortént

modositast tartalmazé komponensbdl/peptidbdl kis mennyiség jelenléte feltételezhetd a
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mintaban, lehetetlenné téve annak detektalasat. A kozelmultban (2007.) megjelent publikacio
(161) egy igéretes megkdzelitést ir le, amihez az Applied Biosystem altal kifejlesztett program
(MIDAS™ workflow tervezé software) és megfeleld késziilék (ebben az esetben 4000 Q
Trap®) alkalmazasa sziikséges. Az ubiquitinalt fehérjék analizise a MIDAS™ (MRM-
initiated detection and sequencing) munkamenet alapjan tortént, amely eredetileg foszforilalt
fehérjék modositasi helyének meghatarozasara kifejlesztett nagy érzékenységii modszer. A
MIDAS workflow MRM adatgytijtést és egy teljes CID analizist kombinal, kihasznalva, hogy
az adott szekvencidhoz tartozd fragmens ionok ,,megjosolhatok”. Az MRM analizishez a
peptideket és a fragmens ionokat “in silico” hatarozzak meg MIDAS workflow Designer
programmal bizonyos faktorok figyelembe vétele mellett: fehérje szekvencia, alkalmazott
enzim, megengedett kihagyott hasitohelyek szdma, fix és lehetséges modositasok). Az
ubiquitinalt fehérje vizsgalata soran ez azt jelenti, hogy olyan peptidekkel és azok fragmens
ionjaival dolgozik a program, amelyek lanckdzi Lys aminosavat tartalmaznak. Majd ezeknél a
peptideknél a program figyelembe veszi a triptikus hasitas soran az ubiquitinbdl visszamarado
GG, illetve kihagyott triptikus hasitas esetén az LRGG modositast, illetve az ezeknek
megfeleld +114 és +383 Da kiilonbséget. Az igy kapott peptidek tomegét figyelembe véve
torténik az MRM analizis, ahol természetesen az adott peptidek tobbszordsen toltott ionjainak

¢s azok fragmens ionjainak a monitorozasara keriil sor (24. és 25. abra).
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24. abra Az ubiquitinalt-peptideket bizonyitd és megerdsitd célzott LS-MS/MS analiziseket megszervezd

MIDAS™ munkafolyamat folyamatabraja (161)
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A vizsgalandé
fehérje kivalasztasa /

|
MIDAS analizisre » >0ﬂ
< - R || | || | 1”

A fehérje in silico
emésztése Qo Q Q, detektor

N - iitkozési cella

MRM atmenetek és

fragmentacios kdrilmények
optimalizalasa, exportalasa
a tdmegspektrométerbe
MRM survey scan a
—" potencialis foszfopeptid c
detektalasara / ]l I I | I | H»
> E »>
Prekurzor ion N | [ | {1 ( |
dinamikus kizarasa
detektor
A Q Q Q. Qs
kritériumoknak | Utkozési cella linearis
megfeleld legintenzivebb ioncsapda
prekurzorion kivalasztasa
MS/MS-re
Prekurzor ionrél

MS/MS felvétele

25. abra A MIDAS technika magyarazé folyamatibraja. a, A MIDAS protokoll folyamatdbrdja. El8szor az
analizis szempontjabol érdekes ion meghatérozésa, majd az MRM Builder program éltal a prekurzor-fragmens
ion atmeneti lista generdldsa a megfeleld litk6zési energidkkal a poszt-transzlacios modositas felderitéséhez. A
tomegspektrométer ezeket az adatokat felhasznélva végzi az egymast kovetd szken ciklusokat és valasztja ki a
megfeleld iont az MS/MS analizisre. Majd meghatérozott idére (pl., 2 perc) ezeknek az ionoknak a kizarasa
torténik. b, A 4000 QTRAP késziilék sematikus abréja, ahol a Q; kvadrupodl tomegsziir6ként konfiguraltak. Az
adatgyiijtés kozben a prekurzor ionokat egymast kdvetden és szelektiven a Q;-en tovabbitja at. Az iitkozési
cellaban (Q,) torténik az ion fragmentacidja (CID), a megfelel6 MRM fragmens (,,product”) ion szelektiven
tovabbitodik Q;-on keresztiil a detektorba. ¢, A 4000 QTRAP késziilék sematikus abraja, ahol a Qs-at linearis
ioncsapdaként konfigurdltdk. A prekurzor ion CID fragmenticidja alatt keletkezé Osszes fragmens ion az

ioncsapdaba (Qs) jut. (162)

Ehhez hasonl6 tipusu megkozelitést mi is alkalmaztunk, de egyrészt manudlisan és nem a
teljes fehérjére. Csak a fehérje azon szakaszaira hataroztuk meg a Lys-t tartalmazo6 peptideket,
amir6l nem késziilt fragmentacidés spektrum és a kapott peptidek GG, illetve LRGG
modositott peptidjeik tobbszordsen toltdtt ionjaiknak megfeleld tomegeket jeloltik ki
fragmentaciora. Azaz a mi esetiinkben csak MS/MS spektrumok késziiltek, nem tértént MRM
analizis. A rendelkezésiinkre allo LC/MS késziilék nem teszi lehet6vé az MRM analizist, és a

preferencidlisan kezelendd prekurzor ionok szdma (inclusion list) is csak korlatozott szami
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komponenst tartalmazhat. Tehat olyan késziilékre lenne sziikségiink az ubiquitinadlasi hely
“direkt” meghatarozadsahoz, ami lehetévé tenné, hogy az analizis sordn csak a potencidlis

ubiquitinaldst tartalmazo tdmegeket monitorozzuk, és csak ezekrdl késziiljon CID spektrum.
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4. Osszefoglalas

A Proteomikai Kutatocsoportban toltott ido alatt szamottevd gyakorlatra tettem szert
fehérjék tomegspektrometrids analizisében. A moddszerrel valdé megismerkedés soran
kiilonféleképpen elvalasztott (1D, 2D gélelektroforézis) fehérjék vizsgalata soran
elsajatitottam az alapvetd ismereteket (mintaclokészités, adatgyiijtés, adatbazis-lekeresd
modszerek, programok). A fehérjék azonositasa és foleg vizsgalata soran az egyik nehézséget
egy megfeleld késziilék hianya okozhatja, azaz ha a rendelkezésre all6 miiszer csak
molekulatomeg meghatarozasra alkalmas, illetve ha koriilményesebb megfeleld szamu és
mindségii MS/MS spektrum felvétele. Tovabbi nehezitd tényezd lehet, ha az adott fajra nézve
az adatbazis hianyos vagy nem is Iétezik. Ebben az esetben még fontosabb nagyobb
szekvencia-informaciot (egy analizis sordn szamos MS/MS-t) szolgaltatd, megbizhatd
késziilék. Munkdm soran tobb alkalommal iitkdztem abba a problémaba, amikor a vizsgalt
mintanak megfelelé fajra nézve nem volt kielégité a nyilvanosan hozzaférhetd adatbazis
(pl.Triticum aestivum/blza). A legnagyobb nehézséget azonban a Streptomyces griseus
fehérjék jelentették. Az adott faj esetében még egyéb triikkok bevetése (pl.,de novo
szekvenalas, Expressed Sequence Tag, azaz EST adatbazis lekeresés) sem vezetett
eredményre, ugyanakkor a génallomanyt sem szekvenaltdk meg teljes mértékben, legalabbis
az interneten nem tették elérhetévé az eredményeket. Annak ellenére, hogy a vizsgalt
mintakbol felvett MALDI-TOF spektrumok jelentds része kivald mindségii volt, kozel 50
mintabol csak kilenc fehérjét tudtunk azonositani (1). Az utdbbi évben azonban elérhetdvé
valt egy Streptomyces griseus fehérjeadatbazis (http://streptomyces.nih.go.jp/gview/), aminek
segitségével szamos tovabbi fehérjét sikeriilt meghatarozni (13. tablazat) a régi mérések
eredményeit felhasznalva (kozlemény eldkésziiletben).

A fehérjemintak vizsgalata soran a sima azonositason tul (14sd fentiekben) talalkoztam
kiilonb6z6 kovalens modositasokkal, amelyek akar poszt-transzlacios modositasnak is
tekinthetéek. Egyes felfogés szerint ugyanis minden fehérjéken megfigyel kovalens modosités
PTM, csak van, ami in vivo, masok meg in vitro kovetkeznek be. Ezek koziil egyesek
biologiai (acetilez6dés, oxidacio), masok pedig kémiai folyamat (oxidacid, commassie festés
soran tapasztalt metilészterképzddés) (1) eredményeképpen jottek létre. Az el6tanulmanyok
felkészitettek arra a két teriiletre, amellyel a késdbbiekben foglalkoztam: a MALDI-TOF

tomegspektrometria kvantitativ jellegének tanulméanyozéasara a tomegspektrumokban fellépd

85



szuppresszios jelenség mellett és egy kovalens modositasnak, az ubiquitinalasnak a

vizsgalatara bizonyos fehérjék esetében.

fehérje ID
1. | putative cellulose-binding protein 2005-10-04 SGR5773
2. | putative secreted hydrolase 2005-01-13 SGR3364
3. | hypothetical protein 2005-01-14 SGR3600
4. | hypothetical protein 2005-01-07 SGR1538
5. | conserved hypothetical protein 2006-09-02 SGR5581
6. | melC2-2 putative putative tyrosinase 2006-08-19 SGR2447
7. | putative secreted peptidyl-prolyl cis-trans isomerase protein 2005-01-21 SGR5864
8. | conserved hypothetical protein 2006-08-23 SGR2963
9. | putative subtilisin-like serine protease 2005-05-14 SGRI18
10. | putative ATP/GTP-binding protein 2005-01-07 SGR1460
11. | hypothetical protein 2005-01-17 SGR4182
12. | putative superoxide dismutase 2004-12-15 SGR2245
13. | conserved hypothetical protein 2006-09-04 SGR5704
14. | putative arginine/ornithine binding protein 2004-12-15 SGR2237
15. | putative ABC transporter solute-binding protein 2005-01-07 SGR1498
16. | putative glutamate ABC transporter substrate-binding protein 2006-08-21 | SGR1737
17. | putative ABC transporter maltose-binding protein 2007-05-29 SGR5275
18. | putative thiolase 2005-01-17 proteint SGR4450
19. | putative aminotransferase 2005-06-18 SGR3109
20. | putative amino acid ABC transporter substrate-binding protein 2006-08-28 | SGR4713

13. tablazat A Streptomyces griseus mintakbdl azonositott wjabb fehérjék a Streptomyces griseus

fehérjeadatbazis hozzaférését kovetoen.

MALDI-TOF tomegspektrometria kvantitativ jellegének a tanulmanyozasa

Az MS alapon torténd relativ kvantifikacié alapja a vizsgalt molekula és a referencia
molekula koncentracié arany meghatarozasa azok relativ intenzitasabol kalibracios egyenes
felhasznalasaval. Annak a hipotézisnek az ellendrzésére, hogy a vizsgalt molekula és a

referencia molekula intenzitdsa ardnyosan valtozik-e a minta ismételt mérése soran (mindkét

crer

crer

eltérd kristalyosodasbol) a két peptid intenzitdsanak valtozasat eltérd mértékben

befolyasoltak.
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A gyakorlatban a kvantifikdci6é soran kalibracios egyenest alkalmaznak, amely az adott két
komponens (vizsgalt molekula és referencia molekula) koncentracié arany ¢€s relativ
intenzitdsa kozotti Osszefliggést reprezentdlja. A munkdm soran a koncentracié arany és
relativ intenzitas kozotti regresszido minden esetben rendkiviil szignifikans volt (p<0.001). A
regresszid egyenestdl valo eltérése (divergencia) nem mutatott szignifikans értéket (p>0.05),
ami azt jelenti, hogy a relativ intenzitas és a koncentracid arany kozotti regresszio linearis. A
regresszios egyenesek szignifikans eltérést mutattak a nullatol (p<0.001). Az R? értékek széles
tartomanyon beliil mozogtak (0.2241 - 0.868). A szamolt 95 %-os konfidencia intervallum
reprodukalhatosagat jelzi a szignifikans regresszio ellenére.

Bemutattam, hogy adott koncentracié aranyhoz tartozoé relativ intenzitasok kdzépértékének
abrazoldsa az R® érték jelent6s mértékli ndvekedését eredményezi (0.845-0.9885). Az
atlagolas tehat az adatok szorasanak elrejtéséhez €s a precizitas téves felbecsiilés¢hez vezet.

A vizsgalt peptid stabil izotoppal jelolt analdgjanak kvantitativ mérésekben vald alkalmazasa
soran a determinacios koefficiens (R?) és a 95%-os konfidencia tartoméany csak kisebb
mértékll javuldst mutatott a kvantitativ mérések vizsgalatahoz nem stabil izotopszarmazékot
alkalmaz6 mérések eredményeihez képest. Amennyiben azonban a koncentracio aranyt csak a
0.5-5.0 intervallumban vettiik figyelembe, drasztikusan beszikiilt a konfidencia intervallum és
jelentés mértékben megnovekedett az R® értéke. A kapott koncentricié arany értékek
kozelebb estek az aktualis/valos értékekhez, mint azoknal a meghatarozasoknal, amikor a
vizsgalatokhoz nem az adott peptid stabil izotdppal jelolt szarmazékat alkalmaztuk
referenciamolekulaként. Kovetkezésképpen, a meghatdrozandd6 minta és a standard
mennyiségeinek ¢és jelintenzitdsainak ardnya csak bizonyos sziik tartoméanyon beliil mutat
linearis regressziot €s erds korrelaciot, azaz csak ezen a keskeny tartomanyon beliil adhat
kvantitaiv mérések soran megbizhatd eredményt.

A kalibracios egyenes felhasznaldsaval gyamolt koncentracié ardnyok megbizhatosaganak
kifejezésére bevezettem egy 0ij paramétert, az inverz konfidencia intervallumot. Az inverz
konfidencia intervallum jelentds mértékben lesziikiilt a vizsgalt peptid stabil izotoppal jelolt
analogjanak referencia peptidként valdé alkalmazdsa sordn, ami a kapott eredmények
reprodukélhatésaganak a javulasat jelenti.

A minta Osszetételének valtozasa minden esetben a kalibracios egyenes meredekségének
szignifikans mértékli valtozasat eredményezte, ami a kiils6 kalibracios egyenes koncentraciod
aranyok szadmitasahoz vald alkalmazasanak a hibajat jelzi. Kovetkezésképp magénak a

mintanak a hasznalatat javaslom a kalibracio elvégzésére, a vizsgalt peptid két stabil izotoppal
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jelolt analogjanak a felhasznalasaval. Ez utdbbit az endogén eredetii meghatarozandé minta
figyelmen kiviil hagyasabol eredd pontatlansag kikiiszobolése érdekében. Tehat, a kalibracid
mennyiségben jelenlévd belsé standard-nek a meghatarozandé molekula két eltérdé stabil
izotoppal jeldlt analogjanak kellene lennie.

A fenti eredmények alapjan a MALDI-TOF MS mérésen alapul6 kvantitativ meghatarozasok
soran a kapott eredmények statisztikai analizise ajanlott. Tovabba javaslom a becsiilt
koncentracié aranyok relativ intenzitasokbol valé meghatarozasdhoz az “inverz” konfidencia
hatarok feltiintetését, ami egyben a mérés precizitasat jelzi.

A kvantitativ mérések pontossaganak és precizitasanak javitasara a kovetkezd lehetdségeket
javaslom: a kalibracios gorbe pontjai szamanak ndvelése (nmin = 8-10 minden koncentracio-
aranynal), tobb lézerlovés elvégzése (min. 1000/spot), illetve azon mérések szamanak (N”) a
novelése, amelyek az ismeretlen koncentracido-arany (X’) meghatarozasara szolgalnak.
Tovabba a kalibracios egyenest minden mérési pont felhasznalasaval kell illeszteni, nem
csupan az atlagértékekre, igy valos képet kaphatunk annak megbizhatosagardl, amit az R
értek és a konfidencia hatarok jeleznek. Mivel a kalibracidos egyenes csak nagyon sziik
tartomanyon beliill (5-sz06r0s koncentracié aranyon beliil) lineéris, ezért minimum kétlépéses
kalibracioé javasolt a kvantitativ meghatarozasokra: az els6t a nagysagrend becslésére, a

masodikat a pontos meghatarozasra.

Bizonyos fehérjék ubiquitinalasanak vizsgalata

A munkdm soran vizsgalt ubiquitinalt modell rendszereinkben, a human: DNS
polimeraz i6ta, DNS polimeraz éta, Werner helicase interacting protein (ATPase WRNIP1) és
Saccharomyces cerevisiae Rad5 protein esetében az ubiquitinalas tényét sikeriilt igazolni,
ugyanakkor a modositas helyének pontos meghatarozasa még varat magara.

A nehézségek egy részét az adta, hogy az ubiquitinalést tartalmazé peptid nem mutat specialis
fragmentaciot, illetve az ubiquitindldsi hely meghatarozasa soran nem 4all rendelkezésre
specialis dusitds. Ennek a probléménak a kompenzalasara a vizsgalt fehérjék on-line vagy off-
line frakciondlasaval a rendelkezésre allo alternativ ionizacids technikdk (MALDI, ESI)
hasznalataval igyekeztiink minden komponenst detektalni, és a tripszines emésztés utan a Lys-
oldallancon visszamaradd Gly-Gly, illetve kihagyott triptikus hasitohely esetében Leu-Arg-

Gly-Gly modositast azonositani. A vizsgalatok soran a laboratoriumban rendelkezésre allo
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késziilékeket felhasznalva (MALDI-TOF MS, Agilent XCT Plus 3D ioncsapda, off-line LC-
MALDI) ¢és egyéb rendelkezésre allo lehetéségekkel (Thermo LTQ késziilék, Miinchen) is
¢lve igyekeztiik a feladatot teljesiteni. A masik problémat az okozhatta, hogy a moddositast
tartalmazo peptid detektalhatosaga nem megfeleld, aminek tobb lehetséges magyarazata lehet,
mint pl., til hossza a peptid, nem megfeleld a peptid bazicitasa, hidrofobicitasa, vagy tal kis
mennyiségben van jelen. A frakcionalasok soran lassti gradienst alkalmaztunk, hogy az
esetleges modositast tartalmazod peptid detektdlasanak és fragmentaciora keriilésének a
lehetoségét €s valosziniiségét ezzel is noveljik az analizis sordn. A tomegspektrometrids
mérések eredményei minden egyes fehérje esetében a lehetséges ubiquitinalasi helyek
szamanak jelent6s mértékii lesziikitéséhez vezettek a fehérjék lefedettségének novelésével.
Jelenleg az egyiittmiikodé Haracska Lajos csoportjaban folynak az erre iranyulé mutacios
kisérletek a tomegspektrometrids analizisek eredményeit figyelembe véve. Illetve
reménykediink abban, hogy a fejezet végén vazolt célzott tomegspektrometrias kisérletet

megkisérelhetjiik majd a megfeleld késziiléken egy egylittmiikodés formajaban.
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5. Summary

In the Proteomics Research Group, I have acquired considerable practice in protein
analysis by mass spectrometry. I came to know the basic knowledge (sample preparation
protocols, spectrum processing, data acquisition, database search methods and softwares etc.)
during analysis of proteins separated by different methods (1D, 2D gel electrophoresis). In the
course of my work, I also met difficulties and picked up some practice to solve them and the
shortcomings of mass spectrometry. One possible difficulty of protein identification and
analysis is when suitable instrument is not available. Specifically, when only mass
determination is possible, if the generation of sufficient number and quality MS/MS spectra
which have sequence information is difficult, or when the identification of more than protein
is the challenge. Another possible difficulty is incomplete or missing sequence-database
concerning the species of interest. Reliable instruments providing fragmentation spectra
(MS/MS) are even more important in these cases. I faced this problem several times in the
course of my work, when the publicly available database was not satisfactory relating to the
species of interest (for instance, Triticum aestivum). Identification of Streptomyces griseus
proteins meant the largest challenge. In most cases, none of my attempts led to protein
identification in the samples derived from this species [for instance, de novo sequencing; EST
(Expressed Sequence Tag) database search]. The genes were either not sequenced at the time
the samples were analysed or the data were not available to the public. Therefore, despite the
excellent quality MALDI-TOF MS and MS/MS spectra, only 9 proteins were identified from
50 samples (1). Fortunately, the Streptomyces griseus protein database was lately opened up
on-line, and this way we succeeded in the identification of additional proteins using the data
of the primary measurements (Table 13.). These results have not been published yet.

In the course of my protein identification-work (see above) I met various covalent
modifications, which are regarded as post-translational modifications. According to a certain
conception, every modification of proteins is regarded as post-translational modification.
Some of them happen in vivo, but the others under in vitro circumstances. Some of them are
formed by biological processes (acetylation, oxidation) and others by chemical processes
(oxidation, observed methyl ester formation applying coomassie stain) (1). The initial work on
protein-identification prepared me for my two further topics: investigation of the quantitative
nature of MALDI-TOF mass spectrometry and analysis of a covalent modification, the

ubiquitination of given proteins.
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protein ID

1. | putative cellulose-binding protein 2005-10-04 SGR5773
2. | putative secreted hydrolase 2005-01-13 SGR3364
3. | hypothetical protein 2005-01-14 SGR3600
4. | hypothetical protein 2005-01-07 SGR1538
5. | conserved hypothetical protein 2006-09-02 SGR5581
6. | melC2-2 putative putative tyrosinase 2006-08-19 SGR2447
7. | putative secreted peptidyl-prolyl cis-trans isomerase protein 2005-01-21 SGR5864
8. | conserved hypothetical protein 2006-08-23 SGR2963
9. | putative subtilisin-like serine protease 2005-05-14 SGR918

10. | putative ATP/GTP-binding protein 2005-01-07 SGR1460
11. | hypothetical protein 2005-01-17 SGR4182
12. | putative superoxide dismutase 2004-12-15 SGR2245
13. | conserved hypothetical protein 2006-09-04 SGR5704
14. | putative arginine/ornithine binding protein 2004-12-15 SGR2237
15. | putative ABC transporter solute-binding protein 2005-01-07 SGR1498
16. | putative glutamate ABC transporter substrate-binding protein 2006-08-21 SGR1737
17. | putative ABC transporter maltose-binding protein 2007-05-29 SGR5275
18. | putative thiolase 2005-01-17 proteint SGR4450
19. | putative aminotransferase 2005-06-18 SGR3109
20. | putative amino acid ABC transporter substrate-binding protein 2006-08-28 SGR4713

Table 13. The additional identified proteins from Streptomyces griseus samples since the Streptomyces

griseus protein database has become available.

Investigating the quantitative nature of MALDI-TOF MS

Relative quantitation using MS means calculating the concentration of a certain
component based on the relative intensity of its signal and the relative intensity of the signal
of a reference molecule, having a known concentration. To test the assumption that the signal
of the analyte is proportional to that of the standard, I plotted the relative signal intensities of
two peptides against each other, with both peptide concentrations kept constant. I observed
poor correlation, indicating that the factors influencing their relative intensities act on them to
a different extent.

In practice, quantitation is carried out by plotting calibration lines illustrating the relation
between the intensity ratio and concentration ratio of two components. In my study, the
regression between the concentration ratio and the relative intensity ratio of two peptides was
highly significant (p < 0.001) and linear, with the slope being significantly different from zero
(p<0.001). The divergence from linearity was not significant (p>0.05), meaning the regression

was linear. The R* values varied in wide range (0.2241-0.868). The observed 95 % confidence
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limits were relatively wide, along with a low R’ value, indicating the large variation and poor
reproducibility of the data, despite the significance of the regression.

I demonstrated that much higher R* values (0.845-0.9885) can be obtained by generating
calibration lines considering only the mean values of several relative intensity ratio
measurements. However, this approach, used by many authors, leads to an erroneous
overestimation of precision by ignoring the large variation of relative intensities.

Using a stable isotope-labeled derivative of the analyte the coefficient of determination (R?)
and the 95% confidence range displayed only a slight improvement compared to the non-
isotope measurements. However, considering only the relative concentration range of 0.5 to 5
dramatically narrowed the confidence belt and increased the R value. The calculated
concentration ratios fell closer to the actual values than they did when unrelated internal
standards were used as a reference.

I introduced a new parameter, the inverse confidence limit to determine the reliability of the
calculated concentration ratios using calibration lines. The 95% inverse confidence ranges
were significantly narrower if stable isotopes were used as reference molecule, indicating the
increased reproducibility of the results calculated this way. (21)

In all cases, the change of the molecular milieu resulted in a highly significant alteration of the
slopes of the calibration lines, indicating the error of using an external calibration for
concentration calculations. Accordingly, quantitation should be performed ideally within the
sample with two isotopically labeled versions of the molecule of interest. The two versions
are needed to avoid the inaccuracy caused by ignoring the endogenous analyte content of the
sample.

Based on the above observations thorough statistical analysis should be performed whenever
MALDI-TOF-MS data are used for quantitation. I recommend the calculation and publishing
of the 95 % inverse confidence limits of the estimated concentration ratios. The calibration
line should be generated using every data point, not just the averages of measurements made
at equal concentration ratios. This way, we get real information on the reliability of the
calibration line, indicated by the R* value and the confidence limits.

I presented possible ways to further improve the accuracy and precision of quantitative
measurements. These are the following: increasing the number of data points used for the
calibration line (nmin = 8-10 in every concentration ratio: k); increasing the total number of
measurements (N=n*k) used for calibration; averaging of many laser shots over a large
sample area (min. 1000/spot); and increasing the number of measurements (N”) corresponding

to the unknown concentration ratio (X’). Since the linearity of the calibration line can only be
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maintained in a 5 fold range of concentration-ratios, preliminary measurements (minimum of
two) are needed to approximate the concentration of the compounds investigated, prior to

generation of the calibration line used for exact quantitation.

Analyzing the ubuquitination of certain proteins

In this project, my task was to verify the ubiquitination of various proteins, and to
identify the site(s) of this modification. The presence of ubiquitination was comfirmed on
every protein of interest: on DNA polymerase iota, DNS polymerase eta and Werner helicase
interacting protein (ATPase WRNIP1) from Auman and on Rad5 from Saccharomyces
cerevisiae. However, the determination of the ubiquitination site was unsuccessful in every
case.

There were several difficulties hindering the identification of the ubiquitination site. First, the
peptide containing ubiquitination did not show specific fragmentation and there were no
procedures available for specific enrichment of the modified subpopulation. In order to detect
as many of the components as possible, on-line and/or off-line fractionation of the peptides
and all accessible alternative ionization techniques (MALDI, ESI) were applied. Different
mass spectrometers (Bruker Reflex MALDI-TOF MS, Agilent XCT Plus 3D ion trap, off-line
LC-MALDI, Thermo LTQ Instruments, Miinchen) were used to fulfill the task. Using all
possible ways, we aimed at detecting all components from the samples to determine the GG
modification leftover on the Lys residue after trypsin digestion or the LRGG modification left
over on the Lys residue where trypsin digestion was incomplete. The other problem could be
the poor detectability of the modification-containing peptide, which has several reasonable
explanations: too long peptide, not sufficient basicity or hydrophobicity of the peptide or low
amount of the molecules of interest. Slow gradient was used in fractionation to increase the
chances of the detection and fragmentation of the peptide bearing the modification. So far, the
mass spectrometry analyses of the samples carried out led to the considerable reduction in the
number of possible ubiquitination sites. Further mutation experiments are in progress in our
collaborator’s laboratory systematically eliminating all Lys residues from the protein
considered as possible sites of modification. Finally, we hope that we can attempt
identification of ubiquitination sites using more advanced mass spectrometers in the near

future.
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