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1. Bevezetés

A makromolekulds anyagok az altalanosan elfogadott (IUPAC) meghatarozas
szerint olyan anyagok gy(jtonevei, amelyek molekuldiban egy vagy tobbfajta atom,
illetve atomcsoport (szerkezeti épitdelem) egymashoz kapcsolédva ismétlodik. E
tagabb értelmezés szerint egyarant idetartoznak a szintetikus és biopolimerek, ezek
homolég sorainak kezdeti tagjait képviseld oligomerektél az dridsmolekulakig. Az
elmult két évtizedben a makromolekulds anyagok tomegspektrometridja jelentdsen
fejlddésen ment keresztiil.

Kétségteleniil, ez a fejlodés két, ugynevezett kiméletes deszorpcids ionizacids
modszer (az elektroporlasztasos ionizacié és a matrixszal el6segitett iézerdeszorpci(')s
ionizécio) a mult szdzad 80-as éveinek végén tortént bevezetésére vezethetd vissza. A
valamivel kordbban kifejlesztett deszorpcids ionizaciés moédszereket (deszorpcids
kémiai ionizdci6, térdeszorpcid, gyorsatom-ionizacid, stb.), illetve az Ujabb
kiméletesebb moédszereket mar bevezetésiikkel egyidejlileg alkalmaztam bizonyos
specifikus makromolekuldk vizsgalatara [1,2], valamint egy monogréfiat is irtam a
térdeszorpcids tomegspektrometriarél [3]. A matrixszal el8segitett 1ézerdeszorpcios
ionizécid (MALDI)' és az elektroporlasztasos ionizacié (ESI) térnyerésével
tudoményos érdeklédésem azonban e két Gjabb és lényegesen eredményesebb
modszer alkalmazésa felé fordult.

A MALDI és az ESI bevezetése €s elterjedése mas szempontbdl is érdekes. A
2002. évi kémiai Nobel-dij [4] egyik Kkitiintetettje Koichi Tanaka volt, akinek
tudomédnyos munkéssdgit a Nobel-dij bizottsig jelentés mértékben a MALDI
alapelvének felismerésében tarthatta uttoré jelentdséglinek, bér e kiméletes
deszorpciés ionizacids eljards bioldgiai makromolekuldk tomegspektrometrids
vizsgalatara torténé gyakorlati megvaldsitasa Hillenkamp €s Karas nevéhez kotédik
[5]. John Fenn-nek, a 2002. évi kémiai Nobel-dij egy masik kitiintetettjének [4], az
érdeme az ESI sikeres adaptildsa biologiai makromolekuldk tomegspektrometris
vizsgalatra [6], hiszen a mddszert eredetileg Dole és munkatarsai [7] fejlesztették ki

és probaltak meg szintetikus makromolekuldk vizsgalatdra alkalmazni — akkor még

' Mivel azok é&ltalanosan ismertek, a dolgozatban a legtébb roviditést (ESI, MALDI,
MS/MS, LC, SEC, GPC, stb.) meghagytam az angol nyelvii szakirodalomban szokéasos
alakjaban.



(1968-ban) sikerteleniil. A némiképpen ellentmondasos tudomanyos elismerések
(vagy Hillenkamp €s Karas esetében ennek hidnya) ellenére e Nobel-dijak odaitélése
utal az alkalmazasok alapvetd fontossdgara. A makromolekuldk tomegspektrometrids
vizsgilata terén végzett tudoményos tevékenységemet alkalmazis centrikus
szemléletiinek és interdiszciplindrisnak is tekintem, mivel az alkalmazdsok tobb
tudomanyteriiletre (polimeranalitika, peptidek neurobiokémidja, szupramolekularis
kémia, proteinkémia, gyégyszerkutatds és bioldgia) terjednek ki. Ertekezésemet
ezekre az alkalmazasokra dsszpontositom.

A polimeranalitikai alkalmazdsok ismertetésében ravilagitok arra a
felismerésemre, amely lehet6vé tette bonyolult Osszetételii szintetikus
oligomerkeverékek ESI tomegspektometrids vizsgélatat, kikiiszobdlve a médszer mar
korabban felismert fogyatékossagait. Ezt kovetéen targyalom az ESI neuropeptidek
vizsgalatira torténdé alkalmazasat, kiilonos tekintettel arra, hogy hogyan Ilehet
megismerni a neuropeptidek szovetekben lejatszod6 metabolizmusat. Ez ut6bbi
kutatasi teriileten tevékenységem legfontosabb eredményének az alkalmazott in vitro |
és in vivo modellek a célnak legmegfelelobb kivalasztdsa tekinthetd. A dolgozatban
réviden ismertetem tovdbba a makromolekuldkhoz k&thetd nem kovalens
kolcsonhatasok tomegspektrometrias vizsgélataval kapcsolatos eredményeimet.

Izolalt specifikus fehérjék ESI, MALDI és folyadék-kromatogréfidaval (LC)
kombinalt tandem tomegspektrometria (MS/MS) segitségével torténd azonositasanak,
illetve de novo szekvendlasanak ismertetését kovetéen a proteomikdban elért
eredményeimet foglalom Ossze. Ez utobbi témakorben a dolgozatban ismertetem az
emlés kozponti idegrendszer egyes sejtalkot6 komponenseinek (szinaptikus
plazmamembran és endoplazmatikus retikulum) fehérjedsszetételének meghatarozasat
érint6 munkdimat. A kvantitativ neuroproteomika moddszereivel eredményesen
tanulmanyoztam tovabba bizonyos gydgyszereknek a kdzponti idegrendszer fehérjéire
gyakorolt hatasat, amelyek kozill a dolgozatban a morfinnak a szinaptikus
plazmamembranra tortén® hatasat targyalom részletesebben. Fontosnak tartom
végezetiil egy poszt-transzlacios modosulas (fehérjéknek a lipid-peroxidacié egyik
végtermékével torténd kovalens adduktképzése) tomegspektrometrian alapuld
modszerek segitségével torténd atfogd vizsgalatat, illetve a kutatdsok soran kapott

eredményeket.



2. Irodalmi attekintés

A makromolekulds anyagok tomegspektrometriajanak szakirodalma ma mar
rendkiviil szertedgaz6, ezért nem torekedtem a moddszer minden lehetséges
felhasznélasi teriiletének attekintésére. A  vonatkozé kozlemények részletes
attekintését nem tartom sziikségesnek az alkalmazast el6térbe helyezd témaksronkénti
tagolas nélkiil. Az alabbi, alfejezetekre bontott irodalmi attekintés alapvetéen a
dolgozatomban ismertetett kutatdsok hatterét hivatott vazolni, elsésorban az altalanos
gyakorlatra és nem egyedi alkalmazasokra Osszpontositva. A  sorrend
megvalasztasanal elsdsorban a makromolekuldkat felépité monomerek sokféleségét
(diverzitasat), masodsorban a molekulatomeget, végiil pedig a vizsgalt rendszer
Osszetettségét alkalmaztam vezérld elvként. Ennek megfeleléen eldszor a szintetikus
oligomerek tdmegspektrometridjat foglaltam Ossze, majd &ttekintést adtam a
neuropeptidek és a ciklodextrin-komplexek tomegspektrometridjanak szakirodalmi
hétterérél. A fehérje szekvencia meghatirozdsat érint alfejezetet kovetben végiil-
rovid Osszegzést adtam a proteomika modszereirl, kiilonds tekintettel a-

neuroproteomika gyakorlatéra.

2.1. Szintetikus oligomerek tomegspektrometridja atmoszférikus nyomason

torténé ionizacié alkalmazasaval

Az ESI tomegspektrometriat els6ként a biopolimerek, elsésorban peptidek és
fehérjék, molekulatomegének meghatdrozdsara alkalmaztdk [8]. Ezeknél a
makromolekulakndl az ionizaci6é tilnyomorészt tobbszords protondlodassal torténik,
amelynek eredményeként [M+nH]"" ionokat taldlunk a tSmegspektrumban.
Felismerték azonban, hogy az ESI alkalmazhat6 szintetikus polimerek
tomegspektrometrids elemzésére, és hogy az ionizacié altaldban t6bbszords
kationadduktokat eredményez [9].

Az atmoszférikus nyomasi ionizacié (API)* polimeranalitikai felhasznaldsanak
jelenleg is érvényes gyakorlatat (targyalva az ionizaci®é mechanizmusat, az

alkalmazott késziilékeket, kisérleti koriilményeket, a kapott tomegspektrumok

? Az ESI-n és annak példaul az ultrahanggal segitett vagy ,,nano” véaltozatain kiviil az
atmoszférikus nyomason térténg kémiai ionizéciot és fotoionizaciot is € moédszerek
ko6z¢ szokas sorolni.



interpretalasat, és az LC-MS modszereket) egy Osszefoglald kdzleményben [10],
majd egy konyvfejezetben mér részletesen targyaltam és szamos példaval
szemléltettem [11]. A szintetikus polimerek tdmegspektrometriaval térténd kézvetlen
vizsgélatdnak szamos elénye van. A modszer lényegesen gyorsabb és joval
részletesebb  molekulatdmegre illetve molekulatdmeg-eloszldsra  vonatkoz6
informéciét szolgéltat, mint az 4ltalaban erre a célra alkalmazott kromatografias
modszerek. Az ESI polimeranalitikai alkalmazdsinak vannak azonban bizonyos
hatranyai is; példaul a tobbszords toltésii ionok képzddése kvetkeztében a szintetikus
polimerek ESI tomegspektruma sok esetben rendkiviil bonyolult. A kiilénb6z6
polimerizéciés foka és eltérd toltésii speciesek atfedése igen jelentds lehet még
egyszerli homopolimerek esetén is [9], ezért e mérések szakértd interpretdlast vagy
megbizhaté szamitdgépes dekonvolucidt igényelnek [12]. Sok esetben extrém nagy
tomegfelbontas is sziikséges [13], amely lehetdség azonban csak a legtdbb
polimeranalitikai laboratérium szamara elérhetetlen csucskésziilékek esetében
biztositott.

A t6bbszords toltésii ionok képzédése nem jellemz6é a MALDI médszerre, ezért -
érthetd volt, hogy kezdetben a szintetikus polimerek tomegspektrometrias elemzésére
az ESI helyett inkdbb a MALDI-t alkalmaztdk [14]. Az atlagos molekulatomegek,
molekulatdmeg- €és kémiai Osszetétel-eloszlasok pontos meghatarozasdhoz azonban a
tomegspektrometrids moddszernek szamos kovetelményt kell teljesiteni. Szdmtalan
tényezd — a mintaelokészités, a tomegtdl fliggd deszorpcids és ionizacids effektusok ...
és egyedi miiszersajatsdgok — kovetkeztében a széles molekulatomeg-eloszlasa
szintetikus polimerek tomegspektrometrids elemzésének szamos korlatja van, ami
els6sorban, de nem kizéar6lagosan, a mennyiségi meghatarozasokat kapcsin okozhat
problémakat [15]. Ezek a korldtok minden ionizéciés vagy deszorpcidés mddszerre
érvényesek, beleértve az MALDI-t is [15]. Ezért az atlagos molekulatomegek,
molekulatdmeg- és kémiai Osszetétel-eloszlasok pontos meghatirozasaban a széles
molekulatdmeg-eloszlasi  szintetikus polimerek esetében a méretkizarasos
kromatografiat (SEC, differencidlis torésmutaté index, fényszorodésos vagy
viszkozimetrias detektalassal) [16] megbizhatdbbnak tekintik, mint a k&zvetlen
tomegspektrometrids méréseket [11, 15]. A SEC-vel torténd meghatarozasok
pontossaga fligg azonban az alkalmazott kalibracios médszert('jl,l mivel a

kromatografids elvalasztds még idedlis esetben sem a molekulatdmeg, hanem



hidrodinamikus térfogat szerinti méretkizéras alapjan torténik [16]. A SEC kalibraci6
a gyakorlatban tobbnyire a relativ molekulatomeg (M;) €és a hidrodinamikus
térfogattal aranyosnak tekintett eltcids térfogat (Vg) kozotti osszefliggést hivatott
meghatarozni, kiilon6s tekintettel a csak differencidlis torésmutaté index (RI)
detektorral rendelkez6 miiszereknél. A Kkalibracibhoz leggyakrabban kiilonb5z6
atlagos molekulatémegii, kis polidiszperzitasa pblisztirolt vagy
poliakrilatokat/metakrildtokat alkalmaznak. Ezek a kalibraciok azonban tSbbnyire
csak kozelitbleg érvényesek és (példaul) a ,,polisztirol-ekvivalens” molekulatomegek
lényegesen eltérhetnek a tényleges értékektdl [11, 15]. A viszkozimetrias detektélason
alapul6é ,univerzalis” kalibraci6 ugyan egy lehetséges megoldas [17], ujabb
tanulmanyok azonban mar felhivtak a figyelmet arra, hogy még ebben az esetben is
indokolt a vizsgalt polimerek tulajdonsagait figyelembe vevé paraméterek bevezetése
[18], és kiilonbozd detektdlasi modszerek egyiittes alkalmazasa [19]. A
kromatografias polimeranalitikai médszereknél altalanosan alkalmazott detektalési
modszerek tovabba nem, vagy csak korlatozottan alkalmasak szerkezeti és osszetételi
informaciok kozvetlen meghatarozasara [11, 15]. Erre viszont kivaléan felhasznélhato

a tomegspektrometria, kiilondsen analitikai elvalasztassal kombinélva [11].

2.2. A neuropeptidek tomegspektrometriija

A neuropeptidek fontos funkcidt tdltenek be a kozponti idegrendszerben
(neurotranszmitterek, neuromodulatorok ¢€s neurohormonok), valamint szadmos
fizioloégids vagy patofiziologids folyamatban (példaul fajdalom, memoéria,
reprodukcio, taplalkozas, stb.) van kulcsfontossaga szerepiik [20]. E makromolekuldk
elemzésében a deszorpcids tomegspektrometria el6nyeit mar koran felismerték [21,
22]. Ugyan a médszer a peptidszintézisek analitikai timogatasdban mar hosszi ideje
fontos szerepet tolt be [23-26], hasznélata a neuropeptidek biologiai kozegben torténd
vizsgalatdban azonban az ESI és a MALDI elterjedéséhez kothetd, mivel e két
ioniz4cids technika a rutinvizsgalatokhoz is megfeleld érzékenységet biztositott [27,
28]. Tomegspektrometria bevezetése az emldstk kézponti idegrendszerében jelenlévd
neuropeptidek elemzésében hozott jelentos fejlodést [29, 30]. E tanulmdnyokat
altalaban kisérleti allatokban végezték, ezért a szakirodalmi attekintést az erre a

teriiletre vonatkozé alkalmazasokra §sszpontositottam.



A neuropeptidek igen kis koncentrdcioban vannak jelen a kozponti
idegrendszerben és bioldgiai kozegben éltaldban meglehetdsen bomlékonyak [31]. Az
elhalt szovetben bekovetkez6 (post mortem) fehérjebomlas viszont olyan
nagymértékli, hogy ez a neuropeptidek elemzését ,hattérként” zavard peptidek
megjelenésével jar [32]. E tényezoket tanacsos figyelembe venni a mintavétel €s
mintael8készités megvalasztasanil. Az endogén neuropeptidek tomegspektrometrias
vizsgalatdban napjainkban a post mortem fehérjebomlasbol eredé peptidek
mennyiségének visszaszoritasat alapvetd fontossagunak tekintik. A folyamatot
katalizalé enzimek inaktivalasdra egerek és patkanyok esetében sikeresen alkalmaztdk
a fokuszalt mikrohulldma besugarzast [33]. Az ehhez sziikséges specidlis és koltséges
késziillékek azonban nem 4llnak minden laboratérium rendelkezésére, ezért
alkalmaztak egyszerli (konyhai) mikrohullimi berendezést is [34]. Alternativ
megoldas az enzimkatalizalt post mortem bomlast értelemszeriien kikiisz6bolo in vivo
mikrodializis alkalmazasa is [35]. Ez a modszer egy félig ateresztd polimer-
membrannal ellatott, a kisérleti allat meghatarozott agyteriiletébe implantdlt kisméretii
proba alkalmazasan alapul. Az in vivo proba kis térfogatdrammal torténd
perfizidjaval elérhets, hogy a kozponti idegrendszerben (pontosabban annak
intersticialis folyadékkdzegében) jelenlévé vegyliletek az  efflux-folyadékba
(mikrodializatumba) keriiljenek. A perfuziét altalaban egy, az intersticialis folyadékot
elektrolit-Osszetételében utanzé ugynevezett mesterséges cerebrospinalis folyadékkal
(CSF) végzik. A félig ateresztd polimer membran pérusméretének megfeleld
megvalasztasdval biztosithatd, hogy a neuropeptidek bomlaséért felelés enzimek
(fehérjék, M>5000 Da) ne keriiljenek be a gytijtstt mikrodializdtumokba. Az in vivo
mikrodializist eldszeretettel alkalmazzak klasszikus neurotranszmitterek (acetilkolin,
katekolaminok, glutaminsav, stb.) mérésére [36] és a gyOgyszerkutatisban [37],
valamint klinikai alkalmazésa is kezd elterjedni [38]. A modszer elényds
tulajdonsagait neuropeptidek vizsgalatdban is megmutattak [39—41].

A neuropeptidek metabolizmusa neurotranszmitter €és neuromodulator
funkciojukkal kapcsolatos jelenség [42]. Ez azzal hozhatd Osszefliggésbe, hogy az
idegsejtek a neuropeptideket kivalasztasuk utan nem reabszorbedljak, hanem azok az
extracellularis térben enzimek (endo- és exopeptidazok) kozremikodésével
hidrolizalnak. E metabolizmus szerepe nemcsak a hatastalanitds, hanem sok esetben a

bioldgiai aktivitasprofil irdnyitott megvaltoztatasa is; igy a folyamat maga is fontos



neurobioldgiai funkciéval rendelkezik. A neuropeptid lebontas alapos megismerése
ezért egy fontos kutatasi teriilet. A metabolizmus (katabolizmus) felderitésének
hagyomanyos mddja a vizsgalt neuropeptid, mint szubsztratum, inkubalasa egy
alkalmas n{gyrobiolégiai kdzegben (in  vitro): szbvetmetszetben  vagy
szovethomogenizatumban, szubcellularis szdvetfrakciokban, és tenyésztett sejtekben
(idegsejtek, gliasejtek, endotélsejtek, stb.) [43]. A folyadékkromatografids vagy
kapillaris elektroforézissel torténd elvalasztast és a varhat6 lebomlési termékek
azonositasat szintetikus peptidek segitségével végzd mddszer mellett [43, 44] egyre
nagyobb teret nyertek a toémegspektrometriat (is) alkalmaz6 in vitro vizsgalatok [45—
48]. Felismerték tovdbba azt is, hogy a neuropeptidek metabolizmusa
tanulméanyozhaté in vivo mikrodializis alkalmazasaval is [49]. A mddszer kihasznalja,
hogy a perfiizios kdzegben feloldott neuropeptid bejut a szovetbe (az utdbbi folyamat
szokasos megnevezése retrodializis” [41]), és hogy a retrodializissel egyidejiileg
gylijtétt mikrodializditumokban kimutathatok a bejuttatott neuropeptid agyban
lejatszédott metabolizmusanak termékei is.

Szerencsére a neuropeptideket tartalmazd bioldgiai eredetli mintak vizsgalata .
altaladban nem igényel a MALDI, ESI, LC-MS vagy MS/MS éltalanos gyakorlatdhoz
képest specidlis tomegspektrometrias technikakat és koriilményeket [27]. A megfeleld
muszerek és modszerek kivalasztasaban értelemszertien meghatarozé szerepe van
annak, hogy milyen a minta Gsszetétele (komplexitas) és koncentracidja (sziikséges

kimutatasi hatar és dinamikus méréstartomany) [28].

2.3. A ciklodextrin-komplexek elektroporlasztasos tﬁmegspektromefriéja

A természetes ciklodextrinek hat (a-CD), hét (B-CD) vagy nyolc (y-CD) a-D-
glitkopiran6z egységekbdl allé gylirlis oligoszaharidok (léteznek tovabbéd ezektdl
eltérd gyiiriitagszamu — kisebb jelentéségili — ciklodextrinek is) [S0]. A szakirodalom
szerint szamos kémiailag moédositott ciklodextrint is eldéllitottak mar [51, 52]. A
ciklodextrinek hidroféb belsé iireggel és hidrofil kiilsd feliilettel rendelkezd
makromolekulak: ennek kovetkeztében asszocidcids tipusi molekulakomplexeket
(host—guest vagy zarvanykomplexeket) képeznek kiilonbozd, egy vagy tobb hidroféb
csoportot tartalmazé molekuldkkal [52]. A ciklodextrin-komplexek
gyogyszertechnologiai  jelentdsége [50-53] Osztondzte kiilonféle analitikai

moédszerekkel, tobbek k6zott a témegspektrometridval térténd vizsgalatukat is.



A ciklodextrin-komplexek gyorsatom-ionizaciés (FAB) [54], majd ESI [55]
tomegspektrometrids elemzésének lehetdségét és elényeit mar réviddel a médszerek
bevezetése utan felismerték. Ezeket a molekulakomplexeket késdbb is elészeretettel
alkalmaztdk mint modelleket a nemkovalens interakciok gazfazisban torténd
tanulmanyozaséra [56, 57]. Mig a ciklodextrin-komplexek altaldban nem esnek szét a
FAB és az ESI éltal biztositott kiméletes deszorpcids ionizacié sordan, a MALDI
alkalmazasaval kapott eredmények viszont nem egyértelmiiek ebben a tekintetben
[58, 59]. A FAB visszaszoruldsival egyértelmiien az ESI-t tekinthetjiik a
leggyakrabban alkalmazott médszernek a molekulakomplexek témegspektrometfiés
vizsgalataban.

A ciklodextrin-komplexek egyszeri detektalasan tulmutatd alkalrhazésokat
~illetden szdmos érdekes kérdés meriil fel, elsésorban arra vonatkozéan, hogy vajon
vizsgdlhaté-e tomegspektrometridval a host—guest kolcsonhatas erdssége? Két
kisérleti megkozelités alakult ki ebbdl a szempontbdl [57]. Az egyik a
tdmegspektrometrids detektdldst felhaszndlé ,,folyadékfézisi” mddszer, amelynek
kompeticiés [60] és titraldsos [61] valtozatait hasznaltdk fel ciklodextrin
zarvanyvegyliletek vizsgalatara [62—64]. A masik ,,gazfazisu” komplexek stabilitasat
vizsgalja kiilonboz6 tomegspektrometrids disszocidciés méddszerekkel [57], amelyek
kéziil az utkoztetéssel aktivalt disszociaciot (CID) [62, 65, 66] és gazfazisu
hédisszociaciot  (HCD)  [67, 68] alkalmaztdk  ciklodextrin-komplexek
tanulmanyozasara. A host—guest kolcs6nhatds er6ssége szempontjabol eltérés
mutatkozhat a ,,folyadékfazisu” és a ,,gazfazisu” kisérletek eredményei kozott, mivel
az utobbiak esetén az arnyékold olddszer molekuldk eltavolitisaval az elektrosztatikus
¢s a dipolaris kdlcsonhatasok er6sddnek, a hidrofob kdlcsonhatasok pedig gyengﬁlnek
[57]. Ha a komplexképzddés tendencidjat vizsgaljuk, az eddig vizsgélt kiilonféle
ciklodextrinek és a velitkk zarvanyvegyiiletet alkoté molekuldk kotéserdsségére
azonban a fent emlitett kutatasok nem tudtak lényeges kiilonbségeket kimutatni a két

madszer kdzott.

2.4. Izolalt fehérjék tomegspektrometrias azonositasa és de novo szekvenalasa
A MALDI, ESI, LC-MS és MS/MS elterjedésével, valamint a fehérje-
adatbazisok bdviilésével a bioldgiai/biokémiai modszerekkel izoldlt fehérjék

azonositasa egyre konnyebbé valt. A fehérjét (a diszulfidhidak redukaldsa és



alkilezése utén) proteolitikus enzimmel (leggyakrabban .tripszinnel) emésztjiik, és a
kapott peptidkeverék tomegspektrometrias elemzésével kapott adatokat megfeleld
kereséprogrammal megprobaljuk az adatbazisban taldlhatd, valamely ismert
szekvencidju fehérjéhez rendelni. A munka e révid és altalanos leirasa valojaban igen
leegyszeriisitd. Az alkalmazott ionizdciés technika és a rendelkezésre 4&llo
tomegspektrométerek  tipusa nagyban befolyasolja nemcsak az eljaréas
teljesitoképességét és megbizhatdsagat, hanem az alkalmazhat6 keresGstratégiakat is.
A legegyszeriibb a ,,peptid-ujjlenyomat” (peptide-mass. fingerprint, PMF) modszer
[69—72], amely azon alapul, hogy egy fehérjébdl proteolitikus emésztéssel keletkezett
peptidek tomegei egyedi kombinacidt alkotnak. Egy fehérjét ezért annak proteolitikus
fragmenseinek tomege ismeretében elvileg azonosithatunk egy olyan adatbazisbol,
amelyet ugy allitottunk &ssze, hogy az Osszes ismert vagy a génszekvencia alapjan
feltételezett fehérjéhez azok aminosav-szekvencidja alapjan ,.elméleti” (mds néven
szamitogépes vagy in silico) emésztéssel hozzarendeltiik a lehetséges proteolitikus
peptideket, pontosabban azok molekulatomegeit. Egy megfeleld adatbazisbol egy
adott fehérje éltalaban egyértelmiien azonosithaté mar négy-6t proteolitikus peptid
tomegének ismeretében is, ha ezek egyiittesen képviselik a fehérje szekvencidjanak
legalabb 15%-at [73, 74]. Erthetd, hogy ezt a stratégiat a MALDI—repiilésidé (TOF)
tomegspektrometriaval kombinalva célszerli alkalmazni, mivel ez esetben a felvett
tomegspektrumokban — ellentétben az ESI modszerrel, amely szakértd interpretalast
vagy szamitogépes ,,dekonvoliciot” igényel [11, 75] — az egyszeresen protonalt
peptidek ionjai dominalnak €s a proteolitikus emésztés termékeirdl igy kozvetlen és
ugyanakkor egyértelmii informaciot kaphatunk. Az igen kis mintaigény, a TOF
megbizhatdsaga, széles tomegtartomanya és tomegmérési pontossaga (a napjainkban
hasznélt késziilékeken megfeleld kalibraciot kovetéen altaldban <20 ppm) ugyancsak
segitette a modszer széleskdrli elterjedését. Azonban sok fehérje szekvencia-
lefedettsége tripszines emésztés ¢€s MALDI alkalmazéasa esetén a fellépd
ionelnyomas-effektusok” kdvetkeztében meglehetdsen korlatozott [76].

A fehérjékbo! proteolitikus emésztéssel képz6ds peptidek ionizdcids sajatsagait
vizsgdlva elmondhatjuk, hogy a MALDI-t az ESI moédszer altaldban nagyon
hasznosan kiegésziti [77, 78], az ESI pu- vagy nano-LC-vel val6 online kombinécidja
pedig tobbnyire nagyobb szekvencia-lefedettséget eredményez a kdzvetlen MALDI
elemzésekhez képest [79]. Az LC-ESI-MS/MS elterjedésével mar a

10



peptidszekvencia-inform4ciok is hozzaférhet6k [80], amelyek nagymértékben ndveli a
fehérjék azonositasanak megbizhat6sagat és lehetdvé teszi a fehérjeszekvencidk teljes,
fehérje-adatbazisra vagy a génszekvencia ismeretére alapozott analizisét [81].

Egy organizmus még ismeretlen génszekvencidjanak meghatdrozasa bonyolult
€s egyelére meglehetdsen hosszii eljaras [82]. Ma mar a kozvetlen
tomegspektrometrids modszerekkel még abban az esetben is lehetséges egyedileg
izolalt proteinek szekvencidjanak meghatirozasa, ha a génszekvencia nem ismert.
Természetesen, ez az ugynevezett de novo szekvenalasi modszer kiméletes ionizacid
€s MS/MS alkalmazisédn alapul. A moddszer altaldban a fehérjék proteolitikus
lebontasat igényli (,,bottom-up” megkozelités) [83], de az ezt elkeriil ,top-down”
szekvencia meghatarozas lehetdségét is felvetették mar [84]. Az els6 sikeres de novo
tomegspektrometrids fehérjeszekvenalast, a proteolitikus emésztés termékeinek
félpreparativ RPLC segitségével tortént izoldlasat kévetden, még FAB-CID-MS/MS
alkalmazasaval és a tomegspektrumok kézi értékelésével végezték [85]. A MALDI és
az ESI megjelenésével, valamint alternativ iondisszociacié, mint példaul az
elektronbefogasos disszocidcio (ECD) [86], bevezetésével a mddszer hatékonyséiga
egyértelmien megnovekedett. Ezek a technikdk a fehérje poszttanszlacios
modositasainak (PTM) hatékony meghatdrozasat is lehet6vé tették [87]. A
nagyfelbontasi miiszerek (az ionreflexiés TOF, a Fourier-transzformaciés ion-
ciklotron rezonancia, FTICR, vagy az ugyancsak Fourier-transzformaciot alkalmazo
Orbitrap analizator) és a kiilonféle ,hibrid” késziilékek (kvadrupdlus—TOF,
ioncsapda—FTICR, stb.) megjelenése és elérhet6vé valdsa is nagymértékben
hozzéjarult ahhoz, hogy a de novo tomegspektrometrids fehérjeszekvenalast ma mar
nemcsak néhéany laboratorium képes elvégezni [88, 89]. A feladat megoldésa azonban
még mindig nagy kihivast jelent, bar kiilonféle szamitégépes programokat mar

kifejlesztettek a kiértékelések megkonnyitésére [90].

2.5. A tomegspektrometrian alapulé proteomika, Kkiilonds tekintettel a
neuroproteomikara
A proteomika egy viszonylag uj, interdiszciplindris tudomdnyteriilet, amely az
organizmusok génjei (,,genom™) Aaltal kédolt fehérjék (,,proteom” [91]) atfogd
vizsgélataval foglalkozik, beleértve az expresszidés profilok meghatirozasat, a

génszekvencia 4altal nem kodolt (azaz a genomika szdmdéra elérhetetlen)
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poszttranszlaciés modositadsok és fehérje-kslcsonhatasok felderitését, valamint az
ezekre vonatkoz6 mennyiségi fehérje- vagy PTM-meghatarozasokat [92]. A
proteomika ma mar rendkiviil szerteagaz6: az egyik vezet6 folyédirat, a WILEY-VCH
Verlag (Weinheim, Németorszdg) altal kiadott Proteomics, a kozleményeket
csoportositva szdmos szekcidban jelenteti meg (technolégia, sejtbiolégia,
mikrobiolégia, névény és allat proteomika, bioinformatika, stb.), és 2007-ben a
klinikai alkalmazasok k&zlésére mar egy kiilon folydiratot is inditott (Proteomics —
Clinical Applications). A tomegspektrometria a proteomika vizsgéalati médszereinek
tobbségében a legalapvetdbb eszkoéz [93, 94]. A vonatkozé kutatdsok tSbbnyire
peptidek elemzésén alapulnak (,,botth-up” stratégia), a technikai megkozelitést
illetéen sok a hasonlésag a 2.4 alfejezetben leirtakkal. A proteomika gyakorlata
azonban lényegesen Osszetettebb az alkalmazott médszerek és médszerkombinacidk
tekintetében, mivel egy izolalt fehérje helyett gyakran igen bonyolult elegyekkel
foglalkozik (mind az alkotdé fehérjekomponensek szdmat, mind a komponensek
dinamikus koncentraciétartomanyat figyelembe véve), tovabbd a kutatok gyakran
tiizik ki célként a fehérjék (vagy specifikus PTM-ek) mennyiségi meghatarozasat is
[95]. A bioinformatika ezért rendkiviil fontos rokon tudomaényteriilet, amelynek‘
fontos szerepe van a kisérletekbdl kapott nagy mennyiségii adatok feldolgozasaban és
az eredmények bioldgiai vonatkozasainak felderitésében és interpretalasaban [96].
Prototipikus egysejtii eukariétak fehérjéinek és a kozottiik kialakuld bonyolult
interakcidknak feltérképezésére mar talalhaték a szakirodalomban a proteomika
segitségével végzett atfogod vizsgalatok [97], a magasabbrendii szervezetekre azonban
hasonl6 megkozelités egyelére még nem lehetséges. Sok fehérje-Osszetevod
meghatarozasa viszont sikeresen elvégezheté szervekre, sejttipusokra vagy
sejtalkotokra. Ennek megfelelden a proteomiké.nak szamos szakteriilete (vaszkularis
proteomika, neuroproteomika, membran proteomika, mitokondriumok proteomikaja,
stb.) alakult ki — sokszor a klinikai kutatdsokhoz és gyégyaszati alkalmazasokhoz
kapcsolddva (rakbetegségek proteomikdja, a testfolyadékok proteomikdja, stb.,
elsésorban az ugynevezett ,,biomarkerek” felderitésére).
Az emldsok kozponti idegrendszerének anatomiai, cellularis és biokémiai
Osszetettsége kovetkeztében a proteomikanak az agykutatdsban torténd alkalmazéisa
még csak kezdeti szakaszaban van [98, 99]. A szbvetek kdzvetlen elemzése legtobb

esetben csak korlatozott mélységig enged betekintést az agy fehérje-Osszetevoibe,

12



kiildndsen olyan hagyoméanyos mddszerek esetén, mint a kétdimenziés poliakrilamid-
gél elektroforézisre (2D-PAGE) alapozott proteomika [100]. Ez utdbbi csak a kellen
gyakori fehérjéket teszi hozzaférhetdvé a vizsgalatok szamara, és gyakorlatilag kizarja
a legtobb hidroféb membranfehérjét az izoelektromos fokuszolas (IEF) mint az elsd
elektroforetikus dimenzi6 alkalmazasanak kdvetkezményeként [101]. Az agy teljes
proteomjat atfogd vizsgalatok helyett sokszor célravezetébb, alkalmas szubcellularis
frakciondlds felhasznalasaval, meghatarozott ,,szubproteomra” (példaul a szinaptikus
membranban, vezikuldkban, neuromitokondriumokban, stb., jelenlévé fehérjékre)
Osszpontositani [102—104]. A fontos cellularis szabalyoz6folyamatok (foszforilacio,
glikozilalas, stb.) [102, 105] vagy molekularis stressz jelenségek hatdsanak
felderitésére irdnyuld tanulméanyoknak a szubcellularis szintre irényulc’) PTM teremtik
meg az alapokat. A stressz jelenségek tekintetében a legismertebb az oxidativ stressz
[106], amelynek egy univerzilis jelzéje az irreverzibilis fehérjekarosodast okozd
karbonilacio [107]. A karbonilalt fehérjék eltavolitisa alapvetd fontossagli a sejtek
szamara, mert ezek inaktiv, gyakran mérgez6 ,hulladékot” képeznek és a sejtek
funkcioit gétoljak [108]. Karbonilszdrmazékok felhalmozddéasa a sejtekben szamos
patofiziol6gias allapottal (rheumatoid arthritis, Alzheimer-kor, stb.) és az regedéssel
hoztdk kapcsolatba [107]. A fizioldgiailag inaktiv fehérjék sejtekben t6rténd
felszaporodasa ellen a szervezet lebont6 folyamatokkal ugyan védekezik, kimutattak
azonban olyan nagy aggregdtumokat, amelyek a proteaszomakban torténd
lebontasnak ellenallnak [108].

Az oxidativ stressz nemcsak a proteomra van hatassal; a t6bbszorésen telitetlen
zsirsavak szabadgyokos peroxidaciojabol szarmazoé telitetlen aldehidek utalnak
jelenlétére a ,lipidom”-ban (egy szervezet éltal bioszintetizalt lipidek Osszessége) is
[109]. Az egyik legismertebb lipid-peroxidacios végtermék (a 4-hidroxi-2-nonenal,
HNE [110]) viszont reagalhat a fehérjék nukleofil funkcids csoportjaival, és az igy
keletkez6 specifikus PTM hozzdjarulhat — a HNE-addici6é fehérjefunkciét méddosito
hatasa kovetkeztében — tobb patolégids folyamathoz (ateroszklerézis, cukorbetegség,
neurodegenerativ betegségek, stb.), illetve koze lehet az Oregedéshez, igy HNE-
moddosulds proteomika segitségével torténd tanulmanyozidsa igen nagy jelentdségii
[111]. A neuroproteomika terén végzett vizsgédlatok [112, 113] azonban még nem
hasznaltak ki eléggé a korszerli tomegspektrometria (kiilonésen az LC-ESI-MS/MS)

altal biztositott szelektivitast és specificitast [114]. Ez a megéllapitds érvényes
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fehérjék és egyéb lipid-peroxidacidos termékek (malondialdehid, akrolein, stb.)
adduktjainak meghatarozasara irdnyuld kutatdsokra is [106].

A hagyoményos 2D-PAGE hatranyainak (nem alkalmas hidrofob, extrém
izoelektromos ponttal rendelkez6, valamint ritkabb fehérjékre [101]) kikiiszobolésére
alkalmazzék az egydimenziés natrium dodecilszulfat (SDS-) PAGE médszert, amely
kétdimenzids (2D) eljarassa tehet a gélben torténd fehérje-emésztést koveté RPLC—
ESI-MS/MS alkalmazaséaval [115]. Ez a ,,GeLC-MS/MS”-nek is nevezett modszer
eredményesen hasznalhaté a neuroproteomikdban is [41, 116]. Egy, a mar
proteolitikusan (éltaldban tripszinnel) emésztett fehérjeminta er6s kationcserés
kromatografids (SCX) frakcionalasat is gyakran alkalmazzédk az elvélasztas elsd
lépéseként, amelyet RPLC-ESI-MS/MS k&vet, mint masodik ,,dimenzié” [117].
Bevezették tovabba a ,kétfazisi” (SCX+RP) tolteten alapulé nano-LC-ESI-MS/MS
modszert, amely egy igen hatékony multidimenziés fehérjeazonositasi technolégiat
(MudPIT) biztosit [118].

A gyakorlati proteomikaban a fehérjék azonositisan kiviil azok mennyiségi
meghatdrozasa is fontos. A 2D-PAGE segitségével elvalasztott fehérjék mennyisége
kozelit6leg meghatarozhaté az azokat képviseld ,,foltoknak™ (spots) a gélen torténd
megfestésével [101]. Ezt a modszert Aaltaldban 6sszehasonlitd vizsgalatokban
hasznaljak (példaul egészséges és kords szovetek, kezeletlen és kezelt egyedekbdl
szarmazé minta, stb., Osszehasonlitasara), amelyekben a foltok megfestésének
intenzitasat veszi figyelembe, mint az elvélasztott fehérje mennyiségére utalo
mértéket. Az LC-MS/MS elterjedésével a proteomikdban is egyre népszeriibbek a
stabilizotopok (*H, ">C, °N, '®0) segitségével torténd mennyiségi meghatirozasok
[119]. Ennek gyakorlati megvalositasira a metabolikus jelolés [120, 121], a fehérjék
nehézvizes (Ha'®0) kozegben végzett proteolitikus emésztése [122] és a jelzett
reagensek felhaszndldsa [123, 124] a leggyakoribb mddszerek, amelyeknek egyre

nagyobb a jévdje a neuroproteomikaban is [41, 99].
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3. Kisérleti modszerek

Az  értekezésben  Osszefoglalt  kutatdsok  tobbféle  tomegspektrométer
felhasznéalasaval torténtek. A polimeranalitikai modszerek létrehozasahoz ¢és
kiprobalasahoz kezdetben egy kvadrupolusos (Vestec ES2000) [125, 126], majd egy
FTICR (Finnigan Newstar) [127, 128] és egy kvadrupélusos (un. ,,3D”) ioncsapdas
analizatorral (Thermo-Finnigan LCQ) [128, 129] ellatott késziilékek alltak a
rendelkezésemre — sajat laboratériumomban, illetve tudoményos egyiittmiikodés
keretében. Az ionizacidhoz tobbnyire ESI-t hasznaltunk [125—128], de az ioncsapdas
késziiléken alkalmaztunk APCI-t is [129].

A neuropeptidekkel kapcsolatos kutatdsok kizarolag ESI alkalmazasara épiiltek, €s
az emlitett tomegspektrométereken kiviil [130-133] torténtek vizsgélatok
haromlépcsés kvadrupodlusos analizétorral rendelkezdé miiszerrel (Micromass-VG
Trio-3) is [41, 130].

A ciklodextrin-komplexek ESI témegspektrometrids vizsgalatdhoz foként a
kvadrupolusos késziiléket hasznéltuk [134]. Nagyfelbontasu felvételek készitéséhez
FTICR-t (Brucker Apex II) [135] késziiléket alkalmaztunk.

Fehérjeazonositashoz sziikséges MALDI-TOF méréseket egy ABI Voyager DE-
Pro késziiléken [136-139], MALDI-MS/MS kisérleteket egy ABI QSTAR
kvadrup6lus — TOF hibrid tomegspektrométeren végeztiink [139]. Az LC-ESI-
MS/MS  mddszert elészor a 3D-ioncsapdas tomegspektrométeriinkon (LCQ)
alkalmaztuk fehérjeazonositasra [136] és a neuroproteomikaban végzett kutatdsokra
[137, 140], de Gjabb vizsgéalatainkhoz [141-145] mar egy lineéris ioncsapda — FTICR
(Thermo-Finnigan LTQ-FT) hibrid késziilék 4&llt rendelkezésiinkre. Ez utdbbi
segitségével végeztiink de novo fehérjeszekvendlast [146], amelyhez az MS/MS
kisérletekben a CID mellett mar ECD-t is alkalmaztunk. A neuroproteomikéhoz
kulcsfontossagu adatbazisokat (National Center for Biotechnology Information,
NCBI, SwissPROT és International Protein Index, IPI), keres6 (MS-Fit, Mascot és
SEQUEST), adatkezelé (Scaffold), peptidszekvenalast tdmogatd (DeNovoX) és
bioinformatika programokat (BiNGO és Ingenuity Pathway Analysis) a lehetdség
szerint a vilaghalon keresztiil ingyenesen hasznaltuk vagy letoltottiik, illetve

megvasaroltuk.
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Az online SEC-, vagy gyakori alternativ elnevezés szerint a gélpermeécios
kromatogréfia (GPC), és az RPLC-MS kombinaciokban alkalmazott, valamint az off-
line SCX frakcionalashoz hasznalt folyadékkromatografokat is tobb miiszergyart6tol
szereztiik be (ABI-Kratos, Agilent-HP, Isco, Thermo-Finnigan, Eldex és Eksigent). A
tomegspektrometridval kombinalt analitikai elvélasztdsokat — természetesen az adott
feladathoz megfeleld kromatografids oszlop(ok) kivalasztasat és beszerzését, tovabbd
koriiltekinté modszerfejlesztést vagy adaptalast kovetden — a szokdsos laboratériumi
gyakorlatnak megfeleléen végeztiik.

A disszertacioban bemutatott kisérletekhez felhasznalt segédeszkozok és anyagok
jelentds része a kereskedelmi forgalomban beszerezhetd volt. A vinil végcsoportu
glicidilmetakrilat-butilmetakrilat (GMA/BMA) kopolimert a Du Pont Marshall R&D
Laboratory-ban (Philadelphia, USA) éllitottak el6 2,2-azo-bisz(izobutironitril) (Vazo)
altal inicialt és Co(dimetilglioxim-BF), lancatvivit alkalmazd oligomerizacioval
[147]. A kiilonbdzd citolizinek [136] és a Thiocapsa roseopersicina citokrém cq4
fehérje [146] vizsgalatat tudoményos egyiittmiikédés keretében végeztiik,
elkiilonitésiiket és tisztitdsukat tomegspektrometrias kutatadsainkat megel6zéen [148]
vagy azzal csaknem egyidében kozolték [149]. Néhany peptidet a Peptide 2.0, Inc.
(Chantilly, Virginia allam, USA), szintetizélt, amelyekb6l a HNE-addiciés PTM-
vizsgalatok modszereinek fejlesztéséhez és azok Kkiprobalasdhoz hasznéalhato
modositott molekuldkat laboratériumom A&llitotta elé [145]. Az ﬁvegézemcsékhez
kémiailag kotott hidrazid-reagenst Roe és munkatarsai kozleménye [150] alapjan
készitettiik el.

A szovetekkel kapcsolatos in vitro tanulményokat és az in vivo vizsgalatokat is
sajat laboratériumom végezte, kivéve az endoplazmatikus retikulum frakcié egerek
agyabol térténd izolalasat [143] és a mitokondriumok fiatal és idds patkdnyok agyabél
val6 elkiilonitését [139], amely részfeladatokat szintén tudomanyos egyiittmiik6d6im
oldottdk meg. Az allatkisérleteket a University of Florida (Gainesville, USA) és a
University of North Texas Health Science Center (UNTHSC, Fort Worth, USA)
megfeleld bizottsagai (Institutional Animal Care and Use Committee, IACUC)
engedélyezték, és természetesen figyelembe vették az USA Orszdgos Tudomanyos
Tandcsénak (NRC) Laboratoriumi Allatkisérletek Intézete (ILAR) 4ltal meghatérozott

iranyelveket.
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4. Jelentds eredményeim osszefoglalasa és értékelése

4.1. A GPC-API-MS és a GPC-API-MS/MS megvalésitasa

A széles molekulatbmeg-eloszlast  szintetikus polimerek  kézvetlen
tomegspektrometrids elemzése soran jelentkezd problémak kikiiszobolésére
bevezettem a tdmegspektrometria és a GPC online kombinacigjat [125]. A mddszer
elényei kiilonosen ESI alkalmazisa esetén (tobbszordsen toltott ionok képzodése
kovetkeztében) voltak jelentdsek, de munkankat kovetben a MALDI moédszerrel
kapcsolatban is elterjedt a GPC felhasznédldsa, kdzvetett (off-line) kombinaciéban
[151]. A GPC-ESI-MS lehetévé tette egyes, mar formuladzott polimer termékek
oligomer komponenseinek és adalékainak kozvetlen meghatarozasat is [126]. A
szintetikus oligomerek tomegspektrometriajaban elért tudomanyos eredményeim jelen
dolgozatban torténé Ssszefoglalasaban és értékelésében ezért a GPC-ESI-MS és az
ugyancsak egy API-t felhasznalo GPC-APCI-MS médszerekre helyeztem a hangsulyt.

A GPC-API-MS-t szamos valtozatban valdsitottam meg, illetve kdzvetleniil:
kozremikodtem azok megvalodsitisaban. Ezeket a mddszereket vazlatosan az 1..
abraban foglaltam 6ssze. A GPC-ESI-MS megvalésitdsa soran elséként alkalmaztam
olyan technikai megolddsokat, amelyek (a modszer megvaldsitdsaban betsltott ttdrd
munkém elismerése mellett [152]) szdmos, nem polimeranalitikai jellegii hivatkozast
is kaptak. Egy sz&vegkornyezeti hivatkozas [153] példaul kiemeli, hogy SEC-API-
MS alkalmazésa esetén ,,Prokai és Simonsick munkaja [125] alapjan ma mar bevalt
modszer natriumionok hozzaadasa az ionizacio elosegitésére”.

A 2. abra szemlélteti a kombindlt mddszer hatékonysagat [10]. Az oktilfenol
polietoxietanol (PEOE) éterének koézvetlen ESI vizsgalatdval (2a. &bra) nem
detektdlhatok a molekulatdmeg-eloszlasi gérbe két végén azok az oligomerek,
amelyek GPC-ESI-MS elemzéssel (2b. dbra) egyértelmiien kimutathatok (2¢. and 2d.
abrak). Az alkalmazott kromatografids koriilmények kozdtt a 3D-ioncsapdas
késziilékkel (LCQ) készitett egyetlén online tomegspektrum (,,single scan”) 6-10
oligomer jelenlétét mutatja. A 2c. dbra legintenzivebb ionja (m/z 1148) az n=72
oligomer [M+3Na]’* ionja, mig a 2d. dbran a legnagyobb gyakorisaggal az n=23
oligomer [M+Na]" ionja (m/z 1242) detektélhaté.

Az ESI-MS-re alapozott molekulatémeg-specifikus detektalast kihaszndlva (j

kalibracios eljarast vezettem be a polimer 4&tlagos molekulatdmegének é€s
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A) Az ionizaciot elosegitd reagens (ha sziitkséges) az eluensben feloldva
— A legegyszeriibb megvalositas; MS: kvadrup6lusos analizator vagy ioncsapda

GPC oszlop vagy oszlopok
(1000 A +500 A + 100 A
Ultrastyragel vagy PL

Injektor Mixed-E, 3 um) £ e 120 pliperc
lvadék- elosztd i
F‘;g:q‘:;k > API*
(MS)
THF* 20-100ul 30 cmx 7,8 mm b.gx*  RVUVF detektor

0,2-2 ml/perc

Folyadék- -Injelder 30 cm x 0,5 mm b.4.**
¥ » ESI
e u-GPC oszlop (MS)
THF* 0,1 pl (PL Mixed-E, 3 pm) UV s
St ull (p-térfogat, ,,inline™)
-4 ul/perc

B) Az ionizaciot elosegitod reagens a GPC elvalasztas utan adagolva, nagy
kromatografias (4 GPC oszlop) és tomegspektrometrias (FT-ICR) felbontas
alkalmazasaval

Segédfolyadék
(,,Sheath liquid™)
1 mM Nal
metanolban
4 GPC oszlop, sorban
(300 x 7,8 mm b.a.** 3 il
Injektor Ultrastyragel) pl/perc
Folyadék- P
e i 1,5 pl/perc ICR
THF 100 pl 2x 1000 A RI detektor
1.0 ml/ 500 A
SR b 100 A

1. abra. Az online GPC-API-MS gyakorlati megvalositdsdnak elvi vazlata.
API: Atmoszférikus nyomason végrehajtott ionizacio, amely lehet ESI
vagy atmoszférikus nyomasi kémiai ionizacié (APCI); THE:
tetrahidrofuran; "107°~10~ M Nal az eluensben feloldva; *RI: Refraktiv
index, UV: Ultraibolya spektrofotometrias detektor; b.4.: belsé atméro.
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2. abra. Egy feliiletaktiv anyagként alkalmazott oligomer oktilfenol-PEOE éter

(a) ESI tomegspektruma (kromatogréfias elvalasztas nélkiil), GPC-ESI-
MS elemzése: (b) Osszesion-kromatogram (TIC), valamint a (¢) 7,15
perc és a (d) 7,72 perc retencios idoknél (tgr) felvett ESI
tomegspektrumok. Koriilmények [10]: 1. abra A valtozat — GPC: 30 cm x
7,8 mm b.4. PL 3 pm Mixed-E oszlop, 1 ml/perc THF"; MS: ioncsapda
(LCQ). R.I. = relativ intenzités (relativ gyakorisag).
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molekulatdmeg-eloszlasanak GPC-vel torténd pontos meghatarozasira, amely
alapelvét (a 2. 4bran bemutatott elemzés adatait felhasznilva) a 3. 4bran
szemléltettem. Ez utdbbi moddszer azon alapul, hogy a kromatografias elvalasztas
soran folyamatosan felvett és elektronikusan tarolt témegspektrumokbdl szelektiven
rekonstrudlhatok a detektdlhatd egyes oligomerek elicidés profiljai  és
meghatarozhatok ezeknek pontos elucids térfogatai is (Vg); igy a molekulatomeg
logaritmusanak (log M;) a Vg-re t6rténé kalibracidjat magaval a mintéval végezhetjitk
el (belsd kalibréacio, ellentétben a polisztirol oligomereket alkalmazé kiils6 és csupan
kozelitd kalibraciéval). A tomegspektrometrids detektadlassal parhuzamosan
alkalmazott térésmutatd (,refraktiv index”, RI) detektor jele viszont, ellentétben a
tomegspektrométerrel, mennyiségileg megbizhatd; igy az atlagos molekulatomegek,
molekulatdmeg-eloszldsok ~ meghatdrozdsa a  GPC-ESI-MS  segitségével
meghatdrozott log M—Vg belsd kalibricié ismeretében nagy pontossaggal elvégezhetd
(1. tablazat). Kihasznalva azt, hogy a GPC-ben az elvalasztds a molekuldk
hidrodinamikus térfogata szerint torténik, ESI detektédlas felhasznalasaval kiillonb6z6
oligomerarchitektarakat (példaul linearis, ciklikus, hiperelagaz6, stb.) s
Osszehasonlithatunk [129].

Megvizsgaltam mind a témegépektrometria [127], mind a kromatografia
oldalarél [128] hogy modszeriink hatékonysdga €s a teljesitdképessége miként
novelhetd. Az FTICR éltal elérhetd nagy felbontds lehetévé tette olyan kopolimerek
elemzését is, amelyek mas tomegspektrométerekkel mérve és elvalasztédsi eljarasok
alkalmazasa nélkiil nem nyujtananak értelmezhetd informdaciokat. A 4. abra egy
polidiszperz (PD ~ 2,15) vinil-terminalt GMA/BMA kopolimer ESI analizisét mutatja
be, 8sszehasonlitva a kozvetlen (elvalasztas nélkiili) és az online GPC alkalmazasaval
kapott eredményeket. A kozvetlen ESI elemzéssel készitett felvételbdl (4a. ébra)
megallapithatd, hogy az oligomerek tilnyomoé része (>98%) vinil-terminalt €s, mint a
csillaggal megjelolt oligomerek  végcsoportja, detektalhaté a  2,2-azo-
bisz(izobutironitril) (Vazo) gyokos inicidtor is. Tébbnyire azonban a kiilonbsz6
polimerizacidos foka (tehat ,,m” molekulatdmegében is kiilonbdzd) €s eltérd (,,z”)
toltésti  oligomerek jelei még viszonylag nagy felbontds (m/Am ~ 80000)
alkalmazasakor is ,,atfedik”egymast (NB., a tdmegspektrométerek analizitora nem -m,
hanem m/z szerint valasztja szét az ionokat). Példaul a [GMA/BMA)24+2Na]2+ ion

(z=2) atlagos tomege kétszerese az [GMA/BMA)|2+_Na]+ ion (z=1) atlagos
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3. abra. Az online ESI-MS-SIM detektalas segitségével torténdé GPC kalibracid
elvi vazlata oktilfenol-PEOE éter oligomerekkel (2. dbra) szemléltetve

[10].

1. tablazat. Az oktilfenol-PEOE éter ESI tomegspektrometridval, polisztirollal

kalibralt GPC, illetve online GPC-ESI-MS kalibracié segitségével
végzett GPC elemzéseib6l kapott éatlagos molekulatomegek és
polidiszperzitas (PD) 6sszehasonlitasa [11, 125].°

M Mw PD
ESI tomegspektrometria (GPC nélkiil) 1736 1771 - 1.02
GPC, polisztirol kalibracio 2001 2162 1.15
GPC, online ESI-MS kalibracié 1971 2016 1.08

2 M, a szam szerinti molekulatdmeget, M,, a siily szerinti atlagos molekulatomeget, PD a

polidiszperzitast (M,/M,) jeldli.
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4. abra. a) Kozvetlen mintaclemzéssel kapott ESI-FTICR tomegspektrum;

b) GPC-ESI-FTICR kivalasztott ionkromatogramok és a hozzdjuk tartozé
tomegspektrumok az m/z 1726-1734 Th tartomanyban. (*: Vazo).
Koriilmények: 1. dbra B valtozat [127].
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tomegének, tehat mindkettd m/z 1729-nél jelenik meg. GPC-ESI-FTICR elemzéssel a
kiilonboz6é oligomerizacios fok( termékek kiilsnb6zé Ve-nél detektalhatok, igy
ionjaik atfedése megsziinik (4b. dbra). A GMA és BMA monomerek témege viszont
egymastdl csupan 0,036 atomi tomegegységgel (u) kiilonbozik, ezért izobar ko-
oligomerjeik (példaul a GMAsBMA¢ és a GMAsBMA;, stb.) tomegspektrometrias
megkiilonboztetéséhez extrém nagy FTICR felbontds (m/Am >500000) sziikséges
[154].

A kombinalt moédszer (GPC-ESI-MS) kromatografids hatékonysaganak
novelését is sikeresen megoldottuk mikrooszlopok alkalmazasaval [128]. A
hagyomanyos modszerhez képest a p-GPC kétségtelen elénye lenne a nagyobb
kromatografidas hatékonysag, az eluens felhasznéalas drasztikus cstkkenése, a Kkis
mintaigény és az egyszerliibben megvaldsithatd kétdimenziés kromatografia
lehetésége (GPC-t kovetden normdl- vagy forditottfazisi HPLC) [155]. Ugyan a
kromatografias hatékonysdgban kb. 15%-o0s novekedést értiink el p-GPC (250 mm x
0,5 mm b.4. PL-Gel 3 um Mixed-E) bevezetésével egy széles korben alkalmazott
GPC oszlophoz (300 mm x 7,8 mm b.4., a mikrooszloppal azonos tdltet) viszonyitva,
azonban még tovabbi optimalas szitkséges ahhoz, hogy a nagyobb gyakorlatot és
koriiltekintést igénylé mikrotechnika alkalmazéasa mindenki szdmara megtériiljon.

Az ESI tomegspektrumok felhasznalasaval szerkezeti informécidkat csak
kozvetett modon nyerhetink. A GPC-API-MS lehetdségeit ezért a tandem
tomegspektrometria (MS/MS), mint egy tovabbi dimenzid, hozzaadasaval bdvitettitk
[129]). Erre a bovitésre kivalo lehetdséget nyujtott az ioncsapdas késziilékek
elterjedése. Mivel a szintetikus oligomermolekuldk  nétrium-adduktjainak
fragmentacids sajatsdgai kedvezoitlenek (féként a kis toredékion-hozam miatt [156]),
ezért a GPC-APCI-MS/MS modszert elséként APCI alkalmazaséaval valdsitottuk
meg. A tetrahidrofuranbdl (THF, 1. 4bra) képzoédott reagensionok csakugyan
elegendéen kiméletes ionizacidt eredményeztek a kivalasztott modell oligomerekre;
példaul az oktilfenol-PEOE éter, és a képzddott protonalt molekuldk iitkdzéssel
még az online kromatografia altal diktalt id6skalan is (5. abra). Ugyanakkor a
mddszer informativ tandem tomegspektrumokat eredményezett, ahogy azt a 5b. és Sc.

abra szemlélteti. Az MS/MS dinamikus (adatfiiggd) felvételekkel, észrevehetd

23



b)

d)

BPC
{5 T {6 T { T f8 T {9 T éoldo(perc)
te=17.19perci | MS
647
691
e I

300 400 500 600 700 800 900 1000 1100 1200

m/z
MS/MS
447
277
321 359’ 47
477 209233 l l 515
|.|.L|I.L||J'|H| Ak 1L [ || )

150 200 250 300 350 400 450 500 550 600
m/z

277 321 359 471 515

..............................

CeHy 7—§—®—(o CH,C HZ)Z-E'O CHC Hz-é-o c H!c Hz—OEC HC H,—0 CHC H,~OiCHC Hz—oic HC H—OH

: 447 i 209 1177

5. abra. Egy oktilfenol-PEOE éter oligomerelegy (Triton® X-100) GPC—-APCI-MS és

programozott (adatfliggd) MS/MS analizise [129]: a) ,Baziscsiics”
kromatogram (BPC, kozelitéleg megfelel a TIC-nek); b) ESI tomegspektrum
tr=17,19 percnél felvett ESI tsmegspektrum; ¢) Az m/z 647 molekulaionrél
([IM+H]") készitett CID-MS/MS spektrum, d) Az MS/MS spektrumban
megjelent toredékionok lehetséges eredete. Koriilmények: 1. dbra A valtozat
—GPC:2db30cm x 7,8 mm b.a.: 30 cm x 7,8 mm b.4. PL. 3 pm Mixed-E
oszlop, THF 1 ml/perc; MS: ioncsapda (LCQ).
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informacidvesztés nélkiil, az elvélasztdshoz gazdasagosan illeszthet6 volt a kordbban
bevalt GPC--API-MS adatgyiijtéshez.

Roviden Osszefoglalva, a szintetikus oligomerek tomegspektrometridjaban a
megfelelé elvalasztasi eljarasok alkalmazadsa rendkiviil fontos, amely kiilonGsen a
nagy polidiszperzitdsi makromolekulds anyagok vizsgalata esetében a kiértékelésben
jelentdés  javulast eredményez. Bevezettem az API-MS és a GPC on-line
kombinacidjat, és sokoldalu fejlesztéseink eredményeként ez a mddszer tekinthetd

napjaink miiszeres polimeranalitikdjaban az egyik leghatékonyabb eljarasnak.

4.2. A neuropeptidek és neuropeptid-metabolizmusok vizsgalata

Sajat kutatdsaimban, felismerve az eljarasnak az irodalmi A&ttekintés 2.2.
fejezetében emlitett egyediilallo elényeit, kisérleti allatok (patkany) agyabol torténd
mintavételre el@szeretettel alkalmaztam in vivo mikrodializist. A laboratériumomban
meghonositott mddszert a 6. abran szemléltettem [41]. A mintavétel 4ltaldban 5-30
perces intervallumokban tortént szeptumos (zart) 150 pl-es tivegfioldkba egy:
programozhat6é mintagytjt6 segitségével, amely egyuttal hiitotte is az tivegfiolakat (3
°C-ra). A modszer neuropeptidekre valé felhasznalhatosagat egy ismert opioid peptid,
Met-enkefalin (Tyr-Gly-Gly-Phe-Met ~ YGGFM a peptidszekvencidt az aminosavak
harom-, illetve egybetiis kodjaival megadva) a patkdnyagy globus pallidus régi¢jabol
gradiens LC-ESI-MS segitségével tortént kimutatasaval igazoltuk (7. abra).
Neuropeptidek kimutatasa egyediil altaldban nem sok bioldgiai vagy farmakoldgiara
vonatkoz6 tartalommal bir. Az in vivo mikrodializis azonban nem csak mintavételre,
hanem a kisérleti vegyiileteknek az agy extracellularis folyadékkozegébe torténd
szabélyozott és a mintagyiijtéssel egyidejii bejuttatdsara (,,retrodializis™) is alkalmas.
E két ellentétes irAnyu transzportra alapozva igazoltuk, hogy a ,kyotorfin”-ként ismert
Tyr-Arg endogén dipeptid valdban stimulalja €16 és teljesen funkcionélé patkanyban
jelenséget el6zoleg csak in vitro kisérletekkel tudtak kimutatni [157]. Az utobbi
modszerrel kapott eredmények az izolalt agyszovet post mortem jellege és a
tomegspektrometrianal sokkal kevésbé szelektiv analitikai modszer alkalmazasa miatt
is kétségesek. A kyotorphin bioszintézisét L-tirozinbdl, L-argininbdl €és adenozin
trifoszfatbol (ATP) Mg?* jelenlétében a kyotorfin szintetdz végzi, és a bioszintetizalt

dipeptid (mint azt in vivo kisérleteink most mar egyértelmiien igazoltdk) az
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Htétt mintagy(jté (MGy)
Infuzi6fecskendd pumpa (FP) ;

Polipropilén-

csovek
(50 ymb.a.)

Mikrodializis

proba
Féligateresztd
membran

6. abra. Az in vivo mikrodializis elvi vazlata az agybdl torténd mintagytijtésre
(kisérleti allat: patkéany).

e _ Tyr-Arg perfuzio:
3 YGGFM koncentracié
= 3 ~16.8 fmél/pl
wv 3
&3
}§ - Mesterséges CSF perfuzio:
g 3 YGGFM koncentracié
E _ ~ 2.3 fmol/pl
Oiw‘wmm e e o e

S
Ido (perc)

7. abra. Met-enkefalin (YGGFM, m/z 574) meghatérozésa in vivo patkanyagy (globus
pallidus) mikrodializatumokban LC—-ESI-MS-SIM modszerrel. A s6tét cstics
alatti teriilet nagysaga a mesterséges CSF perfuzidja (kontroll, 2 pl/perc), a
sziirke csucs alatti teriilet nagysaga a kyotorfint (a Tyr-Arg dipeptidet, 5
nmol/pl) tartalmazd mesterséges CSF perfizidja sordn gyijtdtt minta
YGGFM-koncentraciojat tiikrozi [41].
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érzéstelenitd hatdsi Met-enkefalin felszabadulasat eredményezi, tehat alkalmas
farmakologiai célpont lehet egy 1j tipusu fajdalomcsillapitd kifejlesztésére [158].

Az in vivo mikrodializist alkalmaztam kiilonféle dinorfinok [131] és néhany
szintetikus szomatosztatin analég [132] agyszovetben lejatszod6 extracellularis
metabolizmusanak tajékoztatd vizsgalatara is. Bizonyos dinorfinok, példaul a Dyn A
(1-13) és a Dyn A (1-11), extracelluldris metabolizmusa megismerhet6 volt egy rutin
kvadrupélusos késziiléket alkalmazva csupan ESI tomegspektrometridval — azaz
kromatografias elvélasztas nélkiil — kiilonésen ESI-FTICR alkalmazasaval. A Dyn A
(1-12) bonyolult in vivo extracellularis metabolizmusénak felderitéséhez azonban
sziikséges volt LC-ESI-MS alkalmazésa is. Az in vivo mikrodializist alkalmazo6
peptidmetabolizmus tanulmanyok tajékoztaté jellege abbdl addédik, hogy a
szubsztratum (peptid) retrodializissel torténd bejuttatdsa €s az agyban keletkezett
metabolitok folyamatos gylijtése egy Osszetett folyamat kovetkezménye. Ebben, a
milvelet valaszthatdo paraméterein (peptidkoncentraciéo és perfizids térfogatiram)
kiviil, a peptid és in vivo metabolitjai fizikai-kémiai tulajdonségainak
(molekulatomeg- és térfogat, nettd t6ltés, hidrofob sajatsdgok, konformacio, stb.),
valamint ezek mikrodializis-membranon keresztiili és egy heterogén €16 szévetben
torténd diffuzidjanak is jelentOs szerepe van. Ez ut6bbi jelenség figyelembe vételéhez
és egzakt értelmezéséhez jelenleg nem rendelkeziink elegendé ismeretekkel. Egy -
adott neuropeptid kiilonféle (membranhoz kotstt ektoenzimek, vagy az intersticialis
kozegbe kivalasztott) enzimek altal katalizalt metabolizmusanak egymashoz rendelése
és/vagy azok szoveten beliili lokalizalasa tehét, teljes biztonsaggal, gyakorlatilag
lehetetlen. Ezért, a metabolizmusukra vonatkozd tdjékoztatd in vivo mikrodializist
alkalmaz6 vizsgalatokat [131] kdvetden, in vitro modelleken tanulmanyoztam néhany
dinorfin szinaptikus strukturakban (szinaptoszémak, szinaptikus plazma membran
frakcio) [132] és endotélsejtekben lejatsz6dd (azaz tobbé-kevésbé lokalizalt)
metabolizmusat [133].

A Dyn A (1-8) (Tyr-Gly-Gly-Phe-Leu-Arg-Arg-lle ~ YGGFLRRI) szinaptikus
metabolitjainak azonositdsara els6ként kutatocsoportom alkalmazta az ESI
tomegspektrometriat egy kisérleti allat agyanak szubcelluldris frakcionaldsaval nyert
szinaptoszéméak és szinaptikus plazmamembran frakci¢ felhasznalasdval végzett
kisérletekkel (8. abra) [132]. A metabolizmus kinetikajanak vizsgélatara (a GPC-

ESI-MS fejlesztésének el6zb fejezetben ismertetett tapasztalataimat felhasznalva) egy
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-8) neuropeptid (YGGFLRRI) metabolizmusa 37 °C-on

patkanyagybol izolalt szinaptoszomdk (a és b diagramok) és

szinaptikus

plazma membran szuszpenzidjaban (¢ és d diagramok,

kovetkezo oldal). Az ESI témegspektrumok (a és ¢ diagramok) 8 perc
inkubacié utan késziiltek. A kinetikai profilok (b és d diagramok)
SEC-ESI-MS/MS segitségével végzett mennyiségi meghatdrozasok
eredményeit foglaljak 6ssze [132].
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8. abra. (folytatas az el6z6 oldalr6l). MS: lIoncsapda (LCQ); SEC: Asahipak
GS-310M 10 cm x 7.8 mm b.4. oszlop, metanol/viz/ecetsav
(69.5/29.5/1, v/v) mobilfazis, 250 pL/perc. MS/MS, kivélasztott
reakciokovetés (SRM): Dyn A (1-8) m/z 491,5—435,5; Dyn A (2-8)
409,9—353,0; Dyn A (1-6) m/z 712,5->695,1; Leu-enkefalin m/z
556,3424,9; [D-Ala®, D-Leu’]enkefalin (belsé standard) m/z
570,0—438,0.
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gyors, SEC-ESI-MS/MS-en alapulé modszert is kidolgoztam. Ennek segitségével
megmutattuk, hogy a dinorfin (Dyn) A (1-8) szinaptikus metabolizmusanak féterméke
a Dyn A (1-6) (Tyr-Gly-Gly-Phe-Leu-Arg ~ YGGFLR). Specifikus peptidaz-
inhibitorok felhasznaldsdval tortént részletes kinetikai mérésekkel késobb
megallapitottuk, hogy a Dyn A (1-8) szinaptikus metabolizmusédban szidmos
neuropeptidaz vesz részt (2. tablazat), amely folyamatokat a 9. abran foglaltam
Ossze.

A peptidmetabolizmusok vizsgalatara bevezetett eljarasunk szamos més szerv €s
szubcellularis frakci6 (citoplazma, mitokondrium, endoplazmatikus retikulum) esetén
is alkalmazhatd. Bizonyos sejtek vagy sejtalkotok viszont frakciondlassal nem
valaszthatok el. Egy tipikus példa erre az esetre az vér-agy gat, amelynek a
vérkeringés és a kdzponti idegrendszer kozotti molekulatranszport szabilyozasaban
van fontos szerepe [159]. Az vér—agy gat morfoldgiai komponensei az egymashoz
szorosan illeszked endotélsejtek, amelyek metabolikus aktivitisa az endotélsejtek
molekulatranszportot (igy a neuropeptidek athaladasat is) korlatozoé funkcidjanak
fontos komponense. Az endotélsejtek a szdvetekb6l azonban csak rendkiviil kis,
metabolizmust célzd kisérletekhez elégtelen hozammal izoladlhatok — viszont
eredményesen tenyésztheték in vitro. A szinaptikus metabolizmus tanulméanyozasara
kifejlesztett ESI-MS és MS/MS modszerek adaptalasaval kutatocsoportom elséként
vizsgalta meg néhany dinorfin metabolizmusat endotélsejt-kultirdban [133]. Az
alkalmazott in vitro koriilmények kozt csupdn a Dyn A (1-8) metabolizmusa volt
jelentds mértékii. Specifikus peptiddz inhibitorokkal végzett kisérleteink
megmutattdk, hogy fOként besztatin-érzékeny aminopeptidazok, tiorfan- valamint
cFPAAF-pAB-érzékeny endopeptidazok vesznek részt a folyamatban, amelyek
terméke a Dyn A (1-7), Dyn A (1-6) és Dyn A (1-5) (valdjaban Leu-enkefalin) (lasd
9. abra). Ezek a peptidazok képezik tehat a metabolikus gatat a Dyn A (1-8) szdmara
a vizsgélt endotélsejtekben.

Réviden Osszefoglalva, a neuropeptidek témegspektrometrias analitikdjaban a
biolégiai alkalmazasokra helyeztem a hangsulyt. Az bevezetett in vitro €s in vivo
technikak azonban a gydgyszerkutatisban is sokoldaltan felhasznalhaték [160], és
szamos orvosi-kémiai jellegii munkdmhoz nyujtottak mér hathatds segitséget [161-
165].

30



2. tablazat. A Dyn A (1-8) neuropeptid metabolizmuséanak kinetik4ja patkanyagybol
izolalt  szinaptikus plazma membran szuszpenzidjadban kiilonb6zo
peptidaz-inhibitorok jelenlétében.

Inhibitor Enzim k (perc™')? F (%)°
- - 0,339° -

Besztatin Aminopeptidiz N (APN) 0,167 51+13
Kaptopril Angiotenzin-konvertalé enzim 0,226 33+13

(ACE) '

Tiorfan Neutralis endopeptidaz (NEP) 0,294 123
Cpp-AAF-pAB  Endopeptidaz (EP) 24.15 0,230 32+12
GEMSA® Karboxipeptidaz 0.355 —5+2

pszeudo-elsérendii reakcié sebességi allanddja. bF(%)=( 1-k/kg) 100, az enzimgatlas ménéke (kisérleti

hiba harom parhuzamos mérésbél szamitva); ‘ko; dNegatn’v kontroll: Dyn A (1-7) nem azonosithato,
mint metabolit.

APN (EC 3.4.11.2) (Besztatin-érzékeny)

Tyr-Gly-Gly-Phe-Leu-Arg-Arg-lle
(YGGFLRRI) l

ACE (EC 3.4.15.1) (Kaptopril-érzékeny)
NEP (EC 3.4.24.11) (Tiorfan-érzékeny)

EOP (EC 3.4.22.19)
EP (EC 3.4.24.15)

EP (EC 3.4.24.16) } (Cpp-AAF-pAB-érzékeny)

9. abra. A Dyn A (1-8) szinaptikus metabolizmusa (A nyilak a peptidk&tésnek az
adott peptidaz vagy peptidazok altal katalizalt hidrolizisét jelolik). APN:
Aminopeptidaz N, ACE: Angiotenzin-konvertal6 enzim, NEP: Neutralis
endopeptidaz, EOP: Endo-oligopeptiddz, EP: Endopeptiddz, EC: Enzim
Komisszio.
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4.3. A ciklodextrin-komplexek ESI tomegspektrometriaja

Ciklodextrin (CD) zarvanykomplexek ESI tomegspektrometridval végzett
vizsgalatdban laboratériumom hasznalt fel elséként egy olyan médszert, amely
kompeticié elvén alapult [134]. A vonatkozé kisérletben a guest modellhez (triptofan,
Trp, M=204) molaris feleslegben adtunk hozza harom ciklodextrin (a.-CD, B-CD és
y-CD) ekvimolaris elegyét. A 10. abra szemlélteti, hogy a molekulakomplexeket az
ESI tdmegspektrumban kizarélag protonalt formaban (a-CD-Trp-H': m/z 1178, p-
CD-Trp-H": m/z 1340, és y-CD-Trp-H": m/z 1502), mig a ciklodextrineket kizarolag
nétrium-adduktokként (a-CD+Na': m/z 996, B-CD+Na': m/z 1158, és y-CD+Na": m/z
1502) detektaltuk. Ez arra utal, hogy az aminosavak protonaffinitdsa nagyobb, mint a
ciklodextrinek kationaffinitisa [58]. Az 4bran feltiintetett CD-Trp-H'/CD+Na"
ionintenzitas aranyok utaltak a komplexképz6dés mértékére. Az ESI tomegspektrum
tehat azt mutatta, hogy a (- és a y-CD a protonalt aminosav (guest) szaméara
alkalmasabb befogadémolekulak (host), mint az a-ciklodextrin.

A kezdeti vizsgélatokat ESI-FTICR mérésekkel is kiegészitettikk [135]. Nagy
tomegfelbontés segitségével azt taldltuk, hogy a gazfazisban az 1:1 sztéchiometridju
molekulakomplexek mellett kisebb mértékben 2:2 sztSchiometria is kimutathaté. Ez a
jel valdszintileg két 1:1 komplex gazfazisu asszociaci6jabdl szarmazott.
Megallapitottuk tovabba, hogy ESI tdmegspektrometrias vizsgalatoknél egy kémiailag
modositott ciklodextrin, a heptakisz(2,6-di-O-metil)-B-ciklodextrin (DM-B-CD),
rendelkezett a legjobb komplexképz6 sajatsagokkal.

A ESI segitségével mérhetd komplexképzddést megvizsgéltuk a guest
szempontjabodl is. Egy titrdldshoz hasonlé eljarassal megmutattuk, hogy a protonalt
aromas aminosavak (Trp és fenilalanin, Phe) alkalmasabb vendégmolekuldk DM-[3-
CD‘széméra, mint a protonalt alifdis aminosavak (példaul a valin, Val) [134] (11.
abra).

Bar egy egész peptid vagy fehérjemolekula nyilvanvaléan nem fér bele egy
ciklodextrin bels6é iiregébe, megfelel6 komplexképzé oldallancok (Trp és Phe)
megkothetnek ciklodextrint, és a peptid vagy fehérje molekula vizoldhatésaganak,
asszociacidjanak, stabilitisdnak és/vagy membranon keresztiili transzportjanak

megvaltozasat eredményezhetik [51]. Vizsgalatainkban B-ciklodextrin feleslegre volt
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ciklodextrint tartalmazd metanol/viz/ecetsavas (47,4/47,5/5 v/v)
oldat ESI témegspektruma [134].

1E-08 1E-07 1E-06 1E-05 1E-C4 1E-03
DM-B-CD koncentracié (M)

11. abra. A protonalt aminosav-komplexek normalizélt intenzitdsa az ESI

tomegspektrumokban a DM-B-CD koncentracié fliggvényében.
Az aminosav koncentraciéja mindegyik kisérletben azonos (5107
M) volt [134].
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12. Abra. Fehérje—3-CD adduktok ESI tdmegspektrometrias detektalasa. Fehérje (P):
rekombindns humén inzulin (M; =5807,6), 5.10° M, 3-CD, 1-10* M;
metanol/viz/ecetsavas (47,4/47,5/5 v/v) oldat .

3. tablazat. A DM-B-CD-protonalt aminosav komplexek gizfazisu stabilitdsa egy
kvadrupdlusos tomegspektrométer ESI ionforrasdban végzett (repeller—
kolliméator) CID kisérletekkel [134].

A komplexek 50%- Az §sszes komplex
anak disszociacidjahoz disszociacidjdhoz
Komplex sziikséges Ecom (€V)* sziikséges Econ (eV)°
DM-B-CD-Trp-H" 2,90 >4,0
DM-B-CD-Phe-H* 1,13 2,1
DM-B-CD-Tyr-H* 1,00 1,8
DM-B-CD—Val-H" 0,90 1,3

®Ecom: tomegkdzéppontra vonatkoztatott energia, AV-mq/(mp+my), ahol AV a repeller—kollimator
potencialkiilénbség, my az {itkzési gaz és mp a komplex témege.
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[ DM-B-CD—BH ®] ——3=[DM-p-CD + AH®+ NH;] ———=[DM-B-CD + H®] " + A+ NH,
cID
pu® N o @ [ DM-B-CD ~(Me,Glu-t1,0), + H®]

n=2-5 (m/z 381, 571, 761 és 951)

13. abra. DM-B-CD-Trp-H" adduktok a) ESI tomegspektrometris detektilasa és b)

CID termékei (Ecom ~ 4 €V, disszocidcié az ionforras repeller—kollimator
régidjaban). Minta: 5.10° M Trp és 510° M DM-B-CD
metanol/viz/ecetsavas (47,4/47,5/5 v/v) oldata.

¢) A CID valésziniisitett mechanizmusa DM-3-CD — protonalt aminosavak
adduktok géazfazish stabilitdsanak vizsgalata soran [166].

B: Aminosav; A: Deamidalt aminosav (karboxilsav); Me;Glu: 2,6-di-O-
metilgliikoz; *: BelsGenergia felesleg.
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szitkség, ahhoz hogy egy modell fehérjén (rekombinans human inzulin, M, 5807,6) az
adduktképzddést ESI tomegspektrometridval ki tudjunk mutatni (12. 4bra) [135].
Felismertiik, hogy a CID médszer a protonalt ciklodextrin-komplexek gazfazisa
stabilitisanak meghatarozasara is hasznalhaté. Ugy talaltuk, hogy a meghatéarozott
mértékil disszociacidhoz sziikséges energidk (3. tablazat) az oldatban mérhet6
komplexképzédéshez (11. 4&bra) hasonlé trendet mutatnak. Egy Iényeges
felismerésiink volt az is, hogy a CID folyamén protonatadas torténik az aminosavrol
(guest) a ciklodextrinre (host), amely kovetkeztében protondlt oligoszaharid-
fragmensek valnak uralkod6va a host-guest komplexek CID termékion-spektrumaiban
(13. abra). Bongiorno €s munkatérsai [166] tovabbi vizsgalatokkal (megfigyelésiinkre
szovegkornyezeti  hivatkozast adva) a jelenséget endoterm  guest—host
protontranszferrel és a guest-nek a ciklodextrin iiregében lezajlé fragmentacidja
(példaul semleges acetamid-molekula kilépése vagy deamidélas) folytdn annak
protonaffinitas-csokkenésével magyaraztik. Ez egy elfogadhato értelmezésnek tiinik
az altalunk vizsgalt DM-B3-CD—protonélt aminosav komplexek esetében is (13c. abra).
Roviden Osszefoglalva, a ciklodextrinek gydgyszertechnolégiai fontossaga [50-
53] szamos kutatét Ssztonzott tomegspektrometrias tanulmanyok folytatasara [S6] —
kozottiik engem is. Bar a ciklodextrin-komplexek gazfazisi kémidja kiilsnbozhet a
folyadékfazisban uralkodé folyamatoktél (példdul a hidrofob interakciok a
gazfazisban, az oldatfazissal ellentétben, nem érvényesiilnek és valosziniileg inkabb a
van der Waals valamint a hidrogénhid-kétések dominalnak) [57], az ESI
tomegspektrometridval végzett vizsgalatok azonban tendencijjukban altalaban

igazoltdk a mas médszerekkel oldatokban kapott eredményeket.

4.4. Izolalt fehérjék tomegspektrometriis azonositisa és de novo szekvenalasa

A tengeri rozsak (amelyek virdgallatok osztilyanak Zoantharia rendjében az
Actinidae csaladot képviselik) taplalékszerzésében fontos szerepet jatszanak kiilonféle
mérgezd polipeptidek vagy fehérjék, mint példaul a karib-tengeri Stichodactyla
helianthus fajbol IEF moédszerrel izolalt hemolitikus toxin [167]. Kem és Dunn [168]
négyféle, citolizinnek (Sh-CI, Sh-CII, Sh-CIII és Sh-CIV) elnevezett izotoxint
kiilonitett el carboximetilcelluléz kromatografia felhasznaldsaval és részleges N-
termindlis szekvenéldst végzett Edman-degraddciés mddszerrel. Lanio €s munkatarsai

[169] csak kétféle citolizint, elnevezésiik szerint a sticholizin 1 (St I) és sticholizin 11
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(St 1) izotoxinokat, tudtak elkiiloniteni. E két fehérjét azutdn gyakorlatilag teljesen
szekvenaltdk (Edman médszerrel), és primer szerkezetiiket molekulatdmegek ESI-MS
meghatarozésaval is igazoltdk. Az N-termindlis szekvenciakat dsszehasonlitva az Sh-
CII a St I-gyel, az Sh-CIII az St II-vel tiint azonosnak. Az Sh-CI késébb az Sh-CII és
az Sh-CIII kiilonféle moédositott formaibdl allé keverékének bizonyult. SDS-PAGE
vizsgalatokbd! valdsziniisitették [168], hogy az Sh-CIV kb. 20-szal t6bb aminosavbol
épiil fel, mint a Sh-CIlI, amely lehet egy részleges proteolitikus vagy alternativ RNS
feldolgozas kovetkezménye is. Azt sem zartak ki, hogy az Sh-CIII és az Sh-CIV két
kilonbozé gén terméke is lehet [168]. Ezeknek a kérdések az Sh-CIV
szekvencidjanak részletesebb vizsgalataval és annak Sh-ClII-mal és Sh-C-II-vel val6
Osszevetésével valaszolhatok meg. Ezt a feladatot a kordbban hasznalt Edman
modszerhez hasonlitva MALDI-TOF és LC-MS/MS felhasznélasaval lényegesen
gyorsabban és hatékonyabban oldottuk meg [136].

A 14. abran bemutatott tomegspektrumok egyrészt igazoltik (illetve
pontositottdk) a kordbban megdallapitott molekulatémeg-értékeket (Sh-CII: M, =
19392+3; Sh-CIII: M, = 19285+2) [169], az Sh-CIV témege (M; = 20196x1) azonban
nem igazolta a korabban sejtett 20 aminosavnyi tobbletet az Sh-CllI-hez képest [168].
Az Sh-CII triptikus emésztése utan készitett MALDI-TOF tomegspektrum az MS-Fit
segitségével minden kétséget kizdréan azonosithaté volt (MOWSE talalat: 20141) az
NCBI adatbazisban (gi:6014894, M,=19391), mint Stichodactyla helianthus St 1
[169]. A tripszinnel emésztett Sh-CIII (15. abra, MOWSE talalat: 134189, 50,9%
szekvencialefedés) és Sh-CIV (MOWSE talalat: 4,39-10°, 50,3% szekvencialefedés) a
MALDI-TOF tomegspektrumaib6l a PMF egyardnt St II-t eredményezett
(g1:2815496, M,=19283). Ez az azonossag utalt e két izotoxin szekvenciajanak
nagymértékli hasonlosdgéra. A részleges MALDI-TOF szekvencialefedések azonban
tovabbi vizsgélatokat indokoltak, amelyeket egy ioncsapdas késziiléken LC—ESI-MS
és MS/MS alkalmazéséaval végeztiink el [136].

A 16. abra bemutatja a tripszinnel emésztett Sh-CIV-rdl késziilt LC-ESI-MS
felvételt, szemléltetve a programozott (,,dinamikusnak™ vagy ,adatfliggbnek” is
nevezett) mérési folyamatot. Ennél az eljarasndl a (példaul) 47,32 percnél elualt
peptidrél (16a. abra) elészor egy teljes ESI tomegspektrumot vettiink fel (16b. abra),
amelynek legintenzivebb ionjardl ezt kovetéen egy “zoom” felvétel késziilt (16c.

abra). Az utdbbi célja az ion toltésének (z) meghatarozasa volt, hogy a peptid tomege
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14. abra. A Stichodactyla helianthus Sh-CII, Sh-CIIl és SH-CIV izotoxinjair6l
készitett ESI tomegspektrumok.
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15. abra. A Stichodactyla helianthus Sh-CIIl izotoxin triptikus emésztése utan

készitett MALDI-TOF tomegspektrum (a-ciano-4-hidroxifahéjsav
matrixban), és az ennek felhaszndlasival PMF modszerrel végzett
fehérjeazonositas [136].
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a mért m/z-bdl egyértelmilen meghatdrozhaté legyen. A triptikus peptidek ESI
tomegspektruméaban 4ltaldban az [M+2H]** ionok a legintenzivebbek, de C-
termindlis, nagy molekulatdmegi, a szekvencidban hisztidint (His, H) tartalmaz6, a
tripszinnel részlegesen hasitott (azaz belsé arginint, Arg, vagy lizint, Lys, tartalmazo),
egyes foszforilalt, stb., peptidek legintenzivebb ESI ionjai nem feltétleniil kétszeresen
toltdttek. A “zoom” felvétel utan az ionrél, CID-t kdvetden, egy MS/MS termékion-
spektrum késziilt (16d. abra). Ezzel a folyamattal a kromatogram minden csucsardl
késziilt tdomegspektrum, beleértve “zoom” felvételeket és MS/MS spektrumokat is. Az
adatokat azutdn a St IT (NCBI, gi:2815496) teljes fehérjeszekvenciajabdl kiindulva
kézi kiértékeléssel vagy, megfeleld szamitogépes formattalas utan, adatbazisbol
torténé  visszakereséssel (SEQUEST, MS-Tag, stb.) rendeltik a megfeleld
peptidszekvencidkhoz  (16e. 4bra). Az MS/MS felvételen  azonositott
szekvenciaionokat a Roepstorff €s Fohlmann [170] altal meghonositott nomenklatira
szerint jeloltem (16f. dbra). Az interpretilasban figyelembe vettem, hogy CID
alkalmazésakor a termékion-spektrumokban a peptidlainc C—N kotéseinek
felhasadaséaval képzddo b- és y-tipusu téredékek vannak tobbségben [171].

A MALDI-TOF elemzéseket ESI-LC-MS és MS/MS mérésekkel kiegészitve az

Sh-CIII (St ) izotoxin szekvencidjanak 95%-at sikeriilt lefedni [136]. Szdmos, a
MALDI-TOF tomegspektrumban nem detektalt Sh-CIII triptikus peptid (példaul az
1-26 és a 75-118 toredék) megjelent az emésztett Sh-CIV-rél készitett LC-ESI-MS
felvételben is. A 17. abra szemlélteti, hogy e két utobbi fehérje triptikus téredékekbol
azonosithaté szekvencidja kb. 90%-ban kozds volt, és ez az azonossig nem
korlatozédott az Sh-CIII szekvencidjanak specifikus tartomanyara. Ugyan az Sh-CIV
Edman degradacid segitségével feltart N-terminalis szegmensének megfeleld
‘toredéket (DQKEQTR) MALDI-TOF és LC-ESI-MS vizsgalatokkal nem talaltuk
meg, a hagyoményos és a tomegspektrometrids modszerek segitségével szerzett
informéciok egymast kiegészitették és egyiittesen arra utaltak, hogy a kérdéses izolalt
fehérje egy proteolitikusan nem teljesen feldolgozott Sh-CIII (St II) izotoxin.

A citokrom c4 fehérjék feltételezett szerepe a baktériumokban az aerob
sejtlégzéshez kapcsolédik, és pozicidja valdsziniileg az elektrontranszport-lanc végsd
oxidazahoz koézeli helyen van [172, 173]. Egy ilyen citokrom fehérje jelenléte egy
anaerob fotoszintetikus organizmusban (Thiocapsa roseopersicina) [174] ezt a

feltételezést azonban bizonyos mértékben kétségbe vonja. A citokrom c4 fehérje a
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16. abra. A Stichodactyla helianthus Sh-CIV izotoxin triptikus emésztésével kapott

peptidkeverék online RPLC-ESI-MS ¢és programozott (adatfliggd) MS/MS

segitségével végzett elemzésének vazlata [136]: a) BPC; b) a 47,32 perc

retencios  idénél rogzitett teljes ESI tomegspektrum; ¢) az ESI
tdmegspektrum legintenzivebb ionjdnak (m/z 859,4) kozepes felbontasi
»zoom” felvétele; d) az ESI tomegspektrum legintenzivebb ionjanak (m/z
859,4) CID-MS/MS spektruma; e) az NCBI adatbéazisbol visszakeresett (MS-
Tag: http://prospector.ucsf.edu/) peptidszekvencia €s a Roepstorff és
Fohlman altal bevezetett némenklatiira szerint [170] (f) annotdlt tandem
tomegspektrum.
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Thiocapsa roseopersicina-ban nagy valoszinliséggel a fotoszintézisben vesz részt. A
mar megismert tulajdonsagainak figyelembevételével [174], szerepének tovabbi
tisztdzdsdhoz a  fehérjét  izolaltak, kristalyositottdk és  nagyfelbontasu
rontgendiffrakcids felvételt készitettek réla [175]. A haromdimenzids szerkezet
rontgendiffrakcios felvételbdl valo meghatarozasihoz és tovabbi strukturalis bioldgiai
vizsgalatokhoz a fehérje szekvenciajat ismerni kell. Mivel aminosav-szekvenciajarol
nem 4allt rendelkezésiinkre sem hagyomanyos Edman moédszerrel meghatarozott, sem
génszekvencia-meghatdrozdsbol szarmaz6 informacid, a Thiocapsa roseopersicina
citokrom c,4 fehérjéje egészen mas (de novo) megkozelitést igényelt, amikor a primer
szerkezetet  (szekvenciat) kivantuk meghatdrozni [149], mint az el6z6
paragrafusokban ismertetett citolizinek. A Thiocapsa roseopersicina genomja még
nem ismert, €s a baktériumokban taldlhaté citokrémok szekvencidjuk szerint
rendkiviil killonbozbek, és  ennek  kdvetkeztében adatbazisokon és
szekvenciahomoldgidkon (BLAST, FASTS, MS-Homology, stb.) alapulé mddszerek
[176, 177] gyakorlatilag hasznalhatatlanok voltak.

Sikeres de novo munkahoz alapvetd fontossagii volt egy nagyfelbontasu
késziilék (FTICR) alkalmazasa, a rendelkezésiinkre 4116 hibrid t&megspektrométer
(linedris ioncsapda—FTICR) pedig szdmos tekintetben ideélisnak bizonyult a feladat
megoldasara — amely megallapitds kiilonésen igaz az online RPLC-t alkalmazé
mérések esetében. “Top-down” mddszeren alapuld kezdeti vizsgélataink nem voltak
biztatok még csak részleges szekvenalast illetéen sem, ezért a fehérje szekvencia
kimeritd meghatarozasira “bottom-up” megkozelitést alkalmaztunk. Mivel egyetlen
proteolitikus enzimmel torténé emésztés nem biztosit teljes szekvencialefedést és a
toredékek sorrendjére utal6 informacidt, ezért stratégiank harom eltérd hatdsa enzim
(tripszin, Lys-C és Glu-C) felhasznaldsara épiilt; s6t, emellett kettds emésztést
(tripszint és utdna Glu-C-t) is alkalmaztunk. Az utébbira azért volt sziikség, mert
talaltunk néhany viszonylag hosszi triptikus toredéket, amely MS/MS spektrumai
nem tették lehetdvé az peptidszekvencia egyértelmii megallapitasat, illetve a
megallapitott szekvencia tovabbi igazolasat tartottuk sziikségesnek. Az alkalmazott de
novo fehérjeszekvenalas folyamatat a 18. abran foglaltam Ossze.

Az els6 fontos informéacid a Thiocapsa roseopersicina citokrom c4 fehérje
molekulatdmege volt, amelyet a prosztetikus csoportok (2 hem protoporfirin) HgCl,

segitségével tortént eltdvolitdsa utdn 20749 Da-nak mértiink a 19. abran bemutatott
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18. abra. Az alkalmazott de novo fehérjeszekvenalasi modszer elvi vézlata.
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ESI tomegspektrumok alapjan. Az emésztésekbdl szdrmazd peptidek szekvencidjat
tobbnyire online p-RPLC-ESI to6megspektrometriaval és a 16. dbran bemutatotthoz
képest lényegesen sokoldalubb és hatékonyabb programozott adatgyiijtéssel kapott
CID-MS/MS DeNovoX szoftver [178] segitségével felvételekbdl hataroztuk meg. A
hatékonysag nodvekedése egy 2D (“lineéris”) ioncsapda (LTQ) — FTICR hibrid
tomegspektrométer alkalmazasabol adédott. Az LTQ és FTICR miikddését a mérések
folyaman egy dinamikus program segitségével vezéreltiik. Az alkalmazott hibrid
késziilék tervezésébdl €s sajatossagaibol adéddan a CID, a teljes (“full-scan™) ESI
tomegspektrum FTICR felvételével gyakorlatilag parhuzamosan, az ioncsapdaban
megy végbe és a termékion-spektrumok (MS/MS) mérése is a késziiléknek ebben az
egységében torténik, amikor online kromatogréfias elvalasztast alkalmazunk. Az LTQ
ionkapacitadsa mintegy 50-100-szorosa a korabban alkalmazott 3D ioncsapda (LCQ)
kapacitdsdnak. Ennek kovetkeztében nemcsak a mérések érzékenysége novekedett
meg, hanem a megfelelé FTICR felbontas (dltaldban m/Am >100,000, m/z 400-nél) és
tomegmérési pontossag (<2 ppm) eléréséhez sziikséges kb. 1,6 masodperc alatt &t
adatfliggd tandem tomegspektrumot vehettiink fel az ioncsapdaban (20. abra). Az
ionok CID-MS/MS-re t6rténd dinamikus kivalasztasat, az FTICR detektalas nem
“destruktiv” sajatossagéat kihasznalva, egy gyors Fourier-transzformaciéval kapott
tajékozodo (,,survey” scan, m/Am >10,000) tomegspektrumbdl végeztiik kozvetleniil e
detektalas elinditasa utdn (kb. 0,1 masodperccel). A programozott adatgylijtés tehat
nemcsak teljes (nagyfelbontasu ,.full-scan”) tomegspektrumokat tartalmazé online p-
RPLC-ESI-FTICR méréseket, hanem az azokban talalhaté ionokrol késziilt
ioncsapdds CID-MS/MS felvételeket is adott.

Mivel a DeNovoX-et az ioncsapdakbdl szarmazé CID-MS/MS spektrumokbdl
torténd peptidszekvencia-meghatdrozasra tervezték [178], az izobar lizint (Lys, K ~
128,09497 u) €s glutamint (GIn, Q ~ 128,05858 u) a program nem kiilonboztette meg.
Az online p-RPLC-ESI-FTICR adatgy(ijtésb6l szdrmazé nagyfelbontésu
tomegspektrumok és pontos tomegmérés alapjdn a 0,03639 u kiilonbség alapjan
azonban a kérdéses peptidekben a K és Q egyértelmilen megkiilonboztethetd volt. Ez
kiilsnsen azért volt érdekes, mivel a triptikus emésztés termékei kozott a pontos
tomegmérés alapjan azonositottuk példaul a LSDQELAAVSQYLQGLSQ peptidet
(Mmen = 1948,9729 u; memeteri = 1948,9736; A = -0,7 ppm), amelynek az izobar
LSDQELAAVSQYLQGLSK-t0l (Meimeleri = 1949,0100 u) valé egyértelmi
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20. abra. Az online kromatografia soran alkalmazott dinamikus adatgyiijtés elvi
vézlata az ioncsapda (LTQ) — FTICR hibrid tomegspektrométeren.
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megkiilonboztetéshez legalabb 18,6 ppm tdmegmérési pontossag (A) sziikséges. Az
FTICR mérések ezt biztositottak; valdszinii volt tehat, hogy
LSDQELAAVSQYLQGLSQ a Thiocapsa roseopersicina citokrom ¢4 C-terminélis
szekvencidja, mivel nem K, hanem Q volt a C-terminélis aminosav a fehérje triptikus
emésztésének e termékében. Ezt a megallapitast aldtdmasztotta az is, hogy a
tripszin+Glu-C ~ kettés  emésztés  termékei  kozott  azonositottuk — az
LAAVSQYLQGLSQ peptidet. A pontos tomeginformacié szdmos enzimatikus
(példaul tripszin autoproteolizisével képzddd pszeudotripszin altal katalizalt)
mellékreakci6, nemspecifikus hasitas és a mintaelokészités soran lejatszodott kémiai
atalakulas (oxidacioé, deamidalas, stb.) azonositasaban is segitségiinkre volt.

Egyes hosszabb peptidrol készitett ioncsapdas CID-MS/MS témegspektrumok
egyértelmii interpretalasat direkt mintabevitel (azaz kromatografias elvalasztas nélkiili
»infuzid”, 19. dbra) alkalmazasédval és a toredékionok FTICR detektalast alkalmazo
mérésekkel ellendriztitk. Ez utébbi eldsegitette, hogy a DeNovoX 4ltal lehetségesnek
feltiintetett homeometrikus peptidek (amelyek egymashoz  hasonlé
tomegspektrumokat eredményeznek, de valdjaban azért kiillonb6zd peptidek) koziil a
tényleges szekvenciat ki tudjuk valasztani [179].

A CID nem képes egy polipeptidlanc valamennyi peptidkotését felhasitani, tehat
nem ad teljes szekvenciara vonatkoz6 informéciot [180]. A de novo stratégiankban ezt
a hidnyossagot bizonyos mértékben kikiiszobolte a tobb, kiilonféle proteolitikus enzim
alkalmazasa, amely eredményeképpen egy adott szekvenciarészlet szamos peptidben
¢és valtozd (N-termindlis, C-termindlis és kozbiilsé) pozicidkban fordult eld, ezért
altalaban legalabb egy MS/MS spektrumban detektélni tudtuk a kérdéses szekvenciara
utal6 fragmentéaciot. Az ECD bevezetése azonban tobb szempontbol elénydsnek
bizonyult [146], nemcsak mint alternativ, hanem mint egy CID-t kiegészitd
(komplementer) disszociaciés modszer is [181]. Ez abbdl adddik, hogy a CID sorén a
peptidlanc C—N kotéseinek felhasaddsaval képzodo b- és y-tipust ionokkal szemben,
MS/MS spektrumokban c- €s z-tipusu toredékionok detektalhatok (21. abra). Az z-
tipust (gyokion) ECD toredékek masodlagos, oldallancban lejatszodé hasadasabol
szarmazo w-ionok detektalasa [182] néhany esetben lehetévé tette leucin (L) €s

izoleucin (I) megkiilonboztetését is [146].
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21. abra. Az AMPLTDQEVLDLAAYYATQPK triptikus peptid (4. tdblazat) tandem

tomegspektrumai (prekurzor ion: m/z 780,6 ~ [M+3H]*"): a) CID-MS/MS
és b) ECD-MS/MS.
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A 4. tablazatban Osszefoglaltam a Thiocapsa roseopersicina citokrom c4-bél
proteolitikus emésztésekkel kapott és tomegspektrometridval meghatarozott
peptidszekvencidkat, amelyekbdl a teljes fehérje szekvencia a szamos atfedésbdl
adéddan egyértelmiien felépithetd (22. dbra) [146]. A szekvencidbdl szamitott
molekulatomeg (M;=20349) megegyezett a mért értékkel (19. abra), figyelembe véve
a HgCly segitségével végzett hem-eltavolitdss sordn kovalensen beépiilt két
higanyatomot (200 u/hem - 2 hem = +400 u). Munkank bebizonyitotta tehat, hogy a
tomegspektrometria korszerli mddszerei lehetdvé teszik a teljes de novo
fehérjeszekvendlast izolalt fehérjékre. A moddszer alkalmazasa azonban nagy
szakértelmet és koriiltekintést igényel, ezért jelenleg még csak néhany laboratérium
vallalkozik ilyen tipusi feladatok megoldasdra. A hosszadalmas Kkiértékeléssel
kapcsolatos feladatok elvileg programozhatok, és az eljaras ,,top-down” (proteolitikus
emésztés alkalmazasa nélkiili [84]) és ,,middle-down” (korlatozott szdma nagyméretii
peptid képzddését eldsegité é€s kihaszndld [183]) stratégidk bevezetésével
valésziniileg még hatékonyabbd tehetd. Az altalunk alkalmazott “bottom-up” modszer:
azonban véarhatdéan tovébbra is sziikséges lesz a meghatarozott fehérje szekvencia

végsl ellendrzésére vagy, amennyiben sziikséges, pontositdsara.

4.5. Neuroproteomika

Az idegrendszer proteomikai vizsgalatival kapcsolatos munkaim héarom
témakorhdz  kapcsolddnak leginkdbb. Az emlésdk kézponti  idegrendszerének
fehérjekészletének  feltérképezésére  irdnyulé  kutatdsokhoz  meghatérozott
szovetfrakciok  komponenseinek  meghatarozasdval jarultam hozzi. Egyes
gyogyszereknek bizonyos szdvetfrakciok fehéridire gyakorolt hatdsat a kvantitativ
proteomika modszereivel vizsgaltam. A poszt-transzlaciés médosuldsok koziil az agy
fehérjéire hatdé oxidativ stressz kovetkeztében fellépd karbonildcid, ezen beliil is
foként az HNE-adduktok képzédésével jaré folyamat tomegspektrometrids
modszerekkel vald felderitésére forditottam megkiilonboztetett figyelmet. Az alabbi
alfejezetekben, reprezentativ példakkal szemléltetve, e témakorokben végzett

kutatdsaimat foglalom Gssze.
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4.5.1. Agybol izoldlt szovetfrakciok fehérjekomponenseinek meghatdrozdsa

Az agy fehérjekészletének meghatarozasahoz alkalmas modszerek kivalasztasat
elséként egy szinaptikus plazmamembran frakcio felhasznélasaval végeztem el [137].
E frakcioval kordbban a neuropeptidek metabolizmusara irdnyulé vizsgalatokkal
értékes kisérleti tapasztalatokat szereztiink (4.2. alfejezet). A szinaptikus
plazmamembran frakcié kisérleti allatok agyabol megbizhaté biokémiai/biofizikai
modszerekkel viszonylag egyszerlien (homogenizalast kovetd kétlépcsds szukroz
gradiens centrifugaldas segitségével, majd a kapott szinaptoszémak lizisével)
elkiilonithetd [184, 185]. Ez a frakcid idedlis abban a tekintetben, hogy szamos, az
orvosbioldgiai kutatdsok szempontjabol rendkiviil fontos membréanfehérjét tartalmaz.
A bonyolult fehérjeGsszetétel azonban indokolttd teszi a minta komplexitdsat
csokkentd maoddszerek alkalmazasat, miel6tt a tomegspektrometridn alapuld
fehérjeazonositasokat elvégezziik. Az utdbbiak tekintetében a modszerek nem
killonboznek az 4.4. fejezetben ismertetettektél [136], vagyis a ,bottom-up”
megkozelitést, a PMF-et vagy az MS/MS-t, valamint a megfelel6 fehérje-adatbazisbol
(NCBI vagy SwissProt adatbéazisok: patkany — Rattus norvegicus, egér — Mus
musculus) torténo visszakeresést hasznaljak.

Kezdeti vizsgédlataink egyértelmiien igazoltdk, hogy a szinaptikus
plazmamembran frakcié fehérjekomponenseinek elvalasztisara a 2D-PAGE [100,
101] valoban csak korlatozott mértékben hasznédlhaté. Az ,.egydimenziés” SDS-
PAGE kikiiszobolte ugyan a 2D-PAGE-ben elsé dimenzioként alkalmazott IEF
hatranyait (nem alkalmas hidroféb ~membranfehérjékre, valamint extrém
izoelektromos ponttal rendelkezé ¢és ritkabb fehérjékre [101]), azonban az elért
elvalasztas a gélben tortént emésztés és MALDI-TOF PMF felhasznédlasaval csak a
gyakori szinaptikus membranfehérjék azonositasat tette lehetévé [137]. Nagyobb
mértékii szovetfrakcionalas esetén viszont az SDS-PAGE — gélben torténd triptikus
emésztés — MALDI-TOF — PMF mddszerkombinaciéo is eredményes volt;
alkalmazasaval hozzajarultunk példaul egy jelentés tudomanyos felismeréshez (az
Osztrogén receptor B-izoformajanak mitokondriumokban val¢ jelenléte) [138].

Sikeresen alkalmaztuk viszont a GeLC—MS médszert, amelyet az SDS-PAGE, a
gélben torténd triptikus emésztés, az RPLC-ESI-MS ¢és az adatfliggd MS/MS
kombinacidjaval valdsitottunk meg, tobbnyire a 23. abran bemutatott médon [41,

137]. Az abra, példaként, a patkanyagybol készitett szinaptikus plazmamembrén
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fehérjekészletének meghatarozasat szemlélteti. A minta 90-120 kDa SDS-PAGE
ionkromatogramja (BPC) azonban arra utalt, hogy a fehérjék elektroforetikus
frakciondlasa nem eredményezett kromatografidsan megfeleléen szétvalaszthatod
peptidkeverékeket. Az utdbbiak viszont programozott adatgyiijtés szempontjabol
elényosek lennének, mivel sok egyiitt eludloddé komponens esetén azok ESI ionjainak
csak kis hanyadarol késziil MS/MS felvétel. Ez utdbbi éljérés alkalmazésa
természetesen csOkkentheti a modszer segitségével torténd fehérjekészlet-
meghatarozasok ,mélységét.” (Az azonosithaté fehérjék szamat tekintve a
kétdimenziés GeLC-MS/MS moddszer azonban természetesen Iényegesen nagyobb
hatékonysagu volt, mintha a szinaptikus plazmamembran-frakcié triptikus emésztése
utdn ,,egydimenzids” RPLC-ESI-MS és adatfiiggé MS/MS segitségével végezziik a
meghatarozast.) Az SDS-PAGE frakcionalds hatranya az is, hogy a modszer a
kromatografids eljardsokhoz képest meglehetésen munkaigényes és nehezen
automatizélhat6. Elektroforetikus modszereket a MudPIT nem vesz igénybe [118],
ezért eldkisérleteket végeztiink annak lehetséges bevezetésére. Az utdbbi technologia
hatranya gyakorlatunkban az egyetlen nano-LC oszlopon végzett szakaszos online
SCX frakcionalas viszonylag kis hatékonysaga volt.

A fehérjekészlet-meghatirozasokhoz leghatékonyabb kétdimenzids ,,shotgun”
modszernek a proteolizissel emésztett minta off-line SCX frakcionélasa és a frakciok
ezt koveté RPLC-ESI-MS és adatfiiggé MS/MS elemzése bizonyult. Az eljarast a 24.
abran szemléltettem. A SCX frakcionaldst kovetSen készitett RPLC-ESI-MS
felvételek alapjan megéllapithatjuk, hogy a patkdnyagybdl készitett szinaptikus
plazmamembrén triptikus emésztésével kapott bonyolult peptidkeverékek
komplexitdsa valoban szamottevéen csokkent (25.4bra) [137]. A moédszer mar
kromatografidsan is megfeleléen szétvéalaszthatd peptidkeverékeket eredményezett
(25b. és 25.c é4bra), kiilbnésen igaz ez, ha az ,egydimenziés” (RPLC)
kromatografiaval (25a. abra) és a GeLC-MS moddszerrel (23. 4bra) elért
hatékonysagot vesszitkk alapul. Ezért a 2D-LC volt laboratériumomban a
legeredményesebb modszer szdvetfrakciok fehérjekészletének meghatarozéséara, ha az
azonositott fehérjék szamat vessziik figyelembe. Természetesen az utdbbi adatot
nagymértékben befolyasolta az alkalmazott tomegspektrométer teljesitéképessége.

Kezdetben a szinaptikus plazmamembran-frakciéban 3D-ioncsapdédval (LCQ) kapott
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24. abra. A offline SCX frakcionaldssal kombinalt online nano-RPLC—ESI-MS és
adatfliggé MS/MS modszer vazlata.
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25. abra. A patkanyagy szinaptikus plazmamembran-frakciéjanak proteolitikus
emésztésével (tripszin) kapott §sszetett peptidkeverék SCX frakciondlasa
nélkiil (,,egydimenzids” LC, a) és SCX frakcionalds utan (a 22-es €s a
24-es reprezentativ frakciok, b és ¢) kapott gradiens nano-RPLC-ESI-
MS felvételek Gsszesion-kromatogramjainak dsszehasonlitasa [137].
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MS és MS/MS spektrumokbo6l csak kevesebb, mint 100 fehérjét tudtunk azonositani
2D-LC-t kovetéen. Tovabbi frakcionalassal kapott vgynevezett posztszinaptikus
denzitds frakcié (amelynek fehérjéi itt elhelyezkedve é€s egyiittmikodve, a
neurotranszmitterék altal kozvetitett jel feldolgozasaért felelésék) fehérjekészletében
mar 1581 fehérjét sikeriilt meghataroznunk a 2D ioncsapda — FTICR (LTQ-FT) hibrid
tomegspektrométerrel.

Az off-line SCX frakcionalas és online RPLC-ESI-FTICR — adatfiiggé CID-
MS/MS  moédszerek segitségével elvégeztik az egéragybol elkiilonitett
endoplazmatikus retikulum (ER) fehérjekészletének meghatdrozasat is (amelyet a 26.
abra szemléltet) [143]. Az ER egy intracellularis organellum, amely szdmos
sejtfunkciét szabédlyoz [186], és az ER diszfunkciét mar szamos neurolédgiai
betegséggel is kapcsolatba hoztak [187]. A fehérjék folding és transzportfolyamataban
ismert szerepén kiviil [188] az ER részt vesz egyes biomolekuldk szintézisében és
tarolasaban, a sejt méregtelenitd folyamataiban, valamint az intracelluléris kalcium
(Ca™") tarolasaban és felszabaditasaban is. Az idegsejtekben az ER az intracellularis
Ca®* forrasa, és ennek kovetkeztében olyan jelzéfblyamatokban is részt vesz,
amelyeket az intracellularis Ca®* befolyasol, mint példaul a génexpresszio és
neurotransmisszio [189]. Emlgsagyban ennek a fontos organellumnak fehérjekészletét
kutatécsoportom térképezte fel eldszor [143]. Atfogod elemzésiink 1914 fehérjét
azonositott. (A napjainkban elfogadott kritériumok szerint ez azt jelenti, hogy
fehérjénként legalabb két peptidet taldltunk MS/MS-sel és hogy a hamis pozitiv
azonositas legfeljebb 0.4% volt.) A ER fehérjekészlet bioinformatikai (génontolégia,
GO) analizise szdmos biologiai folyamat jelenlétére utalt, amelyeket az 5.
tablazatban foglaltam 6ssze. Az adatok lehetévé tették tovabba egy olyan interakcids
halozat feltérképezését is, amely az ER (mint intracellularis Ca®*-forras) cellularis
jelzdrendszerben betoltott szerepére iranyitja a figyelmet (27. abra).

Roviden Osszefoglalva, kutatisaink ravilagitottak a megfelelé hatékonysagi
analitikai elvalasztas fontossagara az eml6s6k kbzponti idegrendszerébdl elkiilonitett
fehérjefrakciok komponenseinek tomegspektrometridn alapuldé azonositisdban. A
kapott adatok bioinformatikai elemzésének példai megmutattdk, hogy a cellularis
fehérjekészletek  meghatdrozdsa  napjainkra  mar  taljutott az  ©Oncélu
,,kataléguskészitésen”, ¢és hogy a mddszer a jovoben a neurobiologiai kutatasok fontos

eszk$zévé valhat.
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26. abra. Az egéragybol izolalt ER minta triptikus emésztésével Kkapott
peptidkeverék a) offline SCX kromatografias frakcionaldsa soran kapott
UV kromatogram (A=280 nm), és a b) 25-6s szami SCX frakciorol
készitett nano-RPLC-ESI-FTICR ¢és adatfliggé CID-MS/MS felvétel
Osszesion-kromatogramja [143].

S. tablazat. Az egéragy ER frakcidjanak génontoldgia (GO) analizise (BiINGO
program, 2.0 verzid) [143].

Korrigalt Fehériék
GO Biologiai folyamat statisztikai . 'erjea
azonosito szignifikancia S
51234 Lokalizacio P<6,48-10"° 485
16043 S.ejtkomponens-szervezédés és P<6,68-1 02 306
biogenezis
51186 Kofaktor metabolizmus P<1,78-10"" 61
6091 M?Eal?o’litprekurzor- ¢és energia- P<1,89-10"'6 147
eldallitas
6119 Oxidativ foszforilacié P<1,32-10°" 35
7267 Sejtek kozotti jelatvitel P<1,41-10" 71
51187 Kofaktor katabolizmus P<8,09-10™"° 15
9058 Bioszintézis P<2,33-107"° 231
9117 Nucleotid metabolizmus P<3,84-10'9 52

#1398 db ER fehérje koziil, a biologiai folyamatok GO elnevezései szerint (GOA egérre, 38.0 verzi6, az
IPI adatbazis 26030 biol6giai folyamatra azonositott fehérjéje alapjan).
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27.abra. Az egéragy endoplazmatikus retikulum (ER) szubproteomjanak
bioinformatikai analizisével (Ingenuity Pathways Analysis®) feltérképezett
Ca?*-jelatvitelelhez és Ca®*-transzporthoz kapcsolodd interakcios haldzat
[143]. A fehérjéket az NCBI Entrez adatbazisanak
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez) hivatalos génazonositd
szimbdlumaival  jeloltem  (példaul a CACNA2DI megfelel a
dihidropirimidin-érzékeny  L-tipusii  kalcium-csatorna ~ a-2/6  1-es
alegységnek).
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4.5.2. Kvantitativ neuroproteomika

A kozponti idegrendszerben bekdvetkezett legtobb perturbacio (genetikai mutécio,
agysériilés, pszichiatriai és neurodegenerativ betegségek, addikcio, Sregedés, stb.)
altalaban a fehérje-expresszié egy kontroll (,,egészséges”) allapothoz viszonyitott
utalhatnak példaul a sériilés mértékére, a betegség kialakuldsanak okaira, az 6regedést
kisér6 folyamatokra, stb. Mennyiségi fehérjemeghatarozdsok segitségével
tajékozédhatunk tovdbba a perturbalt allapot kezelésére hasznalt gyogyszereknek és
gyogyszernek szant vegyiileteknek a kozponti idegrendszerre gyakorolt hatasardl,
beleértve a gyogyitd hatas mellett az addig ki nem mutatott mellékhatasokat is.

A hagyomédnyos immunoldgiai modszerek csak az alkalmazott antitest altal
felismert egyetlen fehérje vagy fehérjecsoport meghatdrozasat teszik lehetévé.
Proteomikai alkalmazéasuk specidlis technikakat igényel (antitest-chip vagy array-
alapu analizisek), azonban ezeknek a fejlesztése még csak a kezdeti szakaszban van
[190, 191]. A kvantitativ neuroproteomikaban jelenleg a 2D-PAGE modszert
hasznéljak a leggyakrabban [101], ennek az elektroforézis-alapu eljarasnak a
hatranyai (kiilonésen membranfehérjék esetében) meglehetésen jelentdsek, ahogy erre
dolgozatomban mar tobbszor is rdmutattam. Azonban a membranfehérjék (receptorok,
transzporterek és enzimek) a célpontjai a jelenleg alkalmazott gydgyszerek 70%-anak
[192]. Kvantitativ neuroproteomikai vizsgalatainkat ezért, felhasznidlva a
fehérjekészlet-meghatarozasok terén szerzett tapasztalatainkat [137], stabilizotépos
(az Ggynevezett izotopkéddolt affinitdscimke, ICAT [123]) reagensekkel és LC—ESI-
MS mobdszer segitségével végeztiik (beleértve a peptidek azonositasat biztositd
adatfiiggé MS/MS-t is) [140]. Az ICAT-reagenseket, a mintaelékészitéshez sziikséges
eszkozoket €s pufferoldatokat az Applied Biosystems-t6l (Foster City, CA, USA)
szereztiik be, €s a kisérleteket az 4ltaluk javasolt eljaras szerint végeztiik el. Az eljaras
elvi vazlatit a 28. abra mutatja. A mddszer elénye, hogy a ciszteinek (Cys, C) —SH
csoportjainak ICAT-reagensekkel torténé alkilalasat kdvetéen a jelzett proteolitikus
fragmensek a jelzetlen peptidektdl affinitaskromatografidval (a biotin hordozéhoz
kotott avidinhoz valé erds kotddését kihasznalva, 1. ,,dimenzi6™) elvalaszthatdk. Az
igy ,,leegyszeriisitett” peptidkeverék nano-RPLC-vel mar hatékonyan elvélaszthatd. A
differencialis (,,kénﬁyﬁ” és ,,nehéz”) jelolés eldnye az is, hogy tdmegspekirometrias

elemzéssel megkiilonboztethet ,,cimkéket” ad, ezért a kezelt és kontroll mintak
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egyesithetok. A két minta kémiailag azonos de izotop-Osszetételében kiilonb6zéd
komponensei tehat gyakorlatilag egyiitt futnak a kromatografis oszlopon, és ezért a
differencialisan jelolt peptidek egyidében detektalhatok.

A kozponti idegrendszer egy ,perturbalt” allapotinak az Opiat toleranciat
vélasztottam, amelyet allatkisérletekkel megfeleléen tudtunk modellezni a morfin
szubkutan ozﬁlotikus pumpaval torténé folyamatos (krénikus) adagolasaval [193]. A
fajdalomcsillapitdsra az Opidtok még jelenleg is a leghatasosabb gydgyszerek,
miikodési mechanizmusuk azonban §sszetett, és még nem teljes mértékben tisztazott,
[194]. A krénikus Odpidt-expozicid kovetkeztében kialakulé neuroadaptaciok
(tolerancia, megvonasi tiinetek, és a kompulziv hasznalathoz vagy relapszacidhoz
hozzajarulo folyamatok) dependencidhoz ¢és addikcidhoz vezethetnek [195],
amelyeknek komoly patopszicholdgiai, pszichoszocidlis és tarsadalmi szintl
kovetkezményei vannak [196]. A dependencia kialakulasaban szerepet tulajdonitanak
kiilonféle szinaptikus mechanizmusoknak, de az erre vonatkoz6 kutatasok még csak a
kezdeti  stddiumban vannak [195]. Az opiat-tolerancidval  kapcsolatos
neuroproteomikai kutatasunk ezért dontGen a szinapszisokra irdnyult.

Az ICAT modszer (28. abra), nano-RPLC-ESI-MS mérések és adatfliggd
MS/MS  elemzések segitségével, lehetové tette a relativ fehérjeszintek
Osszehasonlitdsat a kezeletlen és morfinkezelt allatok szinaptikus plazmamembaén-
frakci6jaban, amelyet a 29. abra mutat be [140]. A kromatografids elvalasztas 40-42
perc kozott gyiijtott ESI tomegspektrumait atlagolva lathatéva valt egy ICAT ionpar
(m/z 737,3 és 741,2), amelyek lényeges kiilonbségeket mutattak a kezeletlen (d0) és
morfinkezelt (d8) allatok kozott. A 4 Th kiilonbség jelezte, hogy ez egy kettds toltési
iontol ((M+2H]*") szarmazott. A tomegspektrumokbél rekonstrualt, szelektalt ionokat
monitorozé (SIM) kromatogramok alapjan a morfinkezelt allatbdl szarmazd d8-
ICAT-jelslt triptikus peptid mennyisége a mintdban 43%-kal kevesebb volt, mint a
kezeletlen 4llatbol kapott dO-ICAT-jelolt peptidé. Az utébbi molekulaionjanak
MS/MS spektruma az adatbazisban az LIIVEGC*QR triptikus peptid felelt meg,
amelyben C* a d0-ICAT reagenssel alkilalt Cys-t jeloli. Az LIIVEGCQR szekvencia
egyértelmiien az Na'/K*-ATPaz a-alegységéhez (NCBI, gi: 114385) volt rendelhetd.
Harom parhuzamos ICAT meghatirozds alapjan ennek az integrélis
membranfehérjének a mennyisége a kezeletlen éllatokhoz képest a kronikusan

morfinkezelt patkanyok agyabdl szarmazé szinaptikus membran frakcioban 39+2%-
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kal csokkent. Az adatok a&ltal meghatdrozott szignifikancia-kritériumok alapjan,
atfog6 elemzésiink tovabbi 16 fehérje szintjének csokkenését (,,downregulacio™), és
10 fehérje koncentricidjanak novekedését (,,upregulacié™) jelezte az Opidt hatasara
[140]. A fehérje-expresszié megvaltozdsanak mechanizmusai és azok bioldgiai hatasa
még nem kellden tisztazott. A Na'/K'-ATPaz pumpa downregulacidja azonban
Osszefliggésbe hozhatd az Opidt-tolerancidval. Az idegsejtekben ez a -fontos
membranfehérje felelds a szinaptikus membran ionkoncentracié kiilonbségének (és az
azzal Osszefiiggd elektromos potencidlnak) a fenntartasaért, amely lehetévé teszi az
elektromos impulzusok szabalyozott ,,propagécidjat” az idegsejtben és, a szinaptikus
hasadékon keresztiil, az idegsejtek kozott [197]. A Na'/K*-ATP4az downregulacidja az
elektrogenikus Na'/K* pumpalas csokkenését eredményezi, amely megmagyarazhatja
az idegsejtekben az Opidtok hatasara kialakulé nem specifikus (igynevezett heterolog)
toleranciat. Biser és munkatarsai [198] tengerimalac modellen a vastagbél falaban
taldlhaté mienterikus idegfonatok vizsgalataval jutottak eldszor erre a magyarazatra,
amelyet a kvantitativ neuroproteomika moddszerével végzett kutatisaink tehat a
kozponti idegrendszer szinapszisaira is igazoltak [140]. Eloszor sikeriilt viszont
kimutatnunk az all-spektrin (amely az agykéreg membranjanak fo& citoszkeletalis
komponense €s kiilondsen gyakori az axonokban és a szinaptikus végzddésekben
[199]) szintjének csokkenését kronikus morfinexpozicié hatdsdra, amelyet a
proteolitikus enzimek (példaul a kaszpaz-3 [200, 201]) morfin hat4sara bekdvetkezd
opiat-expoziciot kiséré tobbi fehérieexpresszid-valtozasokkal egyiitt, megfeleld
neurobioldgiai kisérletekkel (és gyakorlott kutatok bevondsaval) még igazolni kell.
Roviden Osszefoglalva, a  tomegspektrometrian alapulé  kvantitativ
neuroproteomika egy gyorsan fejlédé modszer, amely vérhatéan hamarosan a
neurobioldgiai és neurofarmakolégiai kutatasoknak integralis részévé valik [41]. Sajat
munkaim ezen a szakteriileten jelenleg egy gyogyszerkutatdsi programhoz
kapcsolddnak. Egyes endogén molekuldknak ¢és az azokb6l szarmaztatott
vegylileteknek [163, 202] a kozponti idegrendszer fehérje-expresszidjara vald
hatdsanak felderitésével foglalkozunk — természetesen a morfintoleranciaval
kapcsolatos kisérleteink [140] tapasztalatait felhasznalva, és, amennyiben sziikséges,
hatékonyabb (vagy kisérleti technikdjukban egyszerlibb és gyorsabb) mddszerek

bevezetésével javitva az eljarast.
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Kontroll Kezelt ICAT Reagens:
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minta (1) minta (2) “Nehéz” -d8
o]
+ “Kannyﬁ” + nNehéz” HN)LNH
jeIZéS jeIZéS w /\T/T\ T W 0 WY /T\TA JO\/I
o s i 4n® L
Egyesités it X X
iotin i SH-
Osszekotd csoport: (Cys-)
i > 5 - “K('jnr]yl'j" -X=H specifikus
Emésztés (tripszin) “Nehéz” - X=D wagidiv
csoport
Elvalasztas affinitas alapjan <------------ Avidin

¢ (1. dimenzio)
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28. abra. Az ICAT mddszer elvi vazlata [123].
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29. abra. Egy differencidlisan ICAT-alkilezett triptikus peptid azonositisa €s a
megfeleld fehérje relativ mennyiségének meghatarozdsa kezeletlen
(kontroll) és morfinkezelt patkanyok agyabol elkiilonitett szinaptikus
plazmamembran-frakciok nano-RPLC-ESI-MS és adatfliggdé MS/MS
elemzésével (a 28. abran szemléltetett kisérleti modszer alapjan) [140].
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4.5.3. A poszttanszlacios fehérje-karbonilacié tomegspektrometriaja

A tdmegspektrometridan alapuld proteomikdval legtébbet vizsgalt PTM a
foszforilacio [203]. A szinaptikus plazmamembran 2D-LC-ESI-MS/MS elemzése
soran kutatocsoportom is azonositott egy foszforilalt triptikus peptidet
(SLpSTSGESLYHVLGLDK, a szekvencidban az aminosav el6tt 4ll6 p az éltalanosan
elfogadott jelolés szerint annak foszforilacigjat jelsli) [137]). Ez a foszfopeptid az
tgynevezett cisztein ,,string” fehérjébsl (CSP) szarmazott. (A Ser'® foszforilacija a
CSP szinaptikus fehérje-fehérje interakcidit szabalyozza, kiilonds tekintettel a
szinaptotagmin [ fehérjére, amely a neurotranszmitterek exocitozisaért felelds
fehérjeckomplex része [204].) Egy, a Ser- ¢és Thr-foszforilacié hatékonyabb
meghatarozdsat el6segité moddszer kidolgozasdban is kozremiikodtem [205].
Tudoményos érdeklddésem néhany éve azonban egy masik, sokkal kevésbé vizsgalt
¢és megértett PTM felé fordult.

A fehérje-karbonilacionak nevezett PTM, a foszforilaciéval ellentétben,
valdjaban nem egy kémiailag jol meghatarozott modosulas, hanem magéban foglal
minden olyan folyamatot, amely a fehérjén karbonilcsoport (aldehid vagy keton)
kialakulasat eredményezi [106, 107]. Szabadgytkos, reaktiv oxigén- és reaktiv
nitrogén-speciesek hatasara bekovetkez6 vagy fémkatalizalt oxidacio, és elérehaladott
glikaciés vagy lipid-peroxidaciés végtermékeknek addiciéja egyarant fehérje-
karbonilaciét eredményezhet. A karbonilszdrmazékok felhalmozddasa a sejtekben
szdmos patofiziologias éallapottal (Alzheimer-kor, stb.) és az dregedés folyamataval
kapcsolatos oxidativ stresszt is jelzi [206]. Felismerték azonban, hogy a karbonilacié
nem kéarosit minden fehérjét egyenlé mértékben [107]. A karbonilcsoportokra
szelektiv szarmazékképzéssel (2,4-dinitrofenil-hidrazonok, DNPH) majd 2D-PAGE
géleken a DNPH-cimke immunkémiai (Western blot) mddszerrel torténd
detektélésévél az agyban szdmos fehérjét azonositottak, mint az O&regedéssel
kapcsolatos feltételezett karbonilacios célpontot [207]. A modszer kapcsan
feltételezett célpontrdl azért indokolt beszélni, mivel a Western blot detektalds és az
altalaban MALDI-TOF PMF-re alapozott fehérjeazonositas két kiilonbozd gélbol
torténik. A két gél fehérjéket képvisel6 foltjait (spots) tokéletesen atfedésbe kell
hozni, és ennek a feltételnek az ellendrzésére nincs igazdn megbizhato eljaras.
Tovabbi feltétel még az is, hogy a gélbdl kivagott foltban csak egyetlen fehérje legyen

azonosithatd, és ez sok esetben nem teljesiil. A modszert ezért csak az agyi
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mitokondriumok  fehérje-karbonilacidjanak oregedéssel kapcsolatos tajékoztatod
vizsgalatara alkalmaztuk [139], és felismertiik, hogy a célpontok megbizhat6
azonositdsdhoz PTM-specifikus tandem témegspektrometrids technikék sziikségesek
[142, 145]. A mitokondriumok termelik a sejtben a szuperoxid gydkanionokok (O, )
€s a HyO; tulnyom¢ részét, ezért a mitokondrialis fehérjék fokozottan ki vannak téve e
reaktiv oxigén speciesek (ROS) hatdsanak. Megallapitottdk tovabba azt is, hogy a
mitokondriumok szerepe nagyon fontos az Sregedéssel kapcsolatos oxidativ stresszre
adott sejtvalaszban [208]. Mivel a fehérje-karbonilacio, mint PTM, sokféle folyamatot
foglal magaban, ezért elséként az HNE (az egyik legismertebb lipid-peroxidacios
termék) altal okozott modosulasokat vizsgaltuk [107].

Modellfehérjék és az HNE kozotti reakciok ESI-FTICR elemzései [141]
igazoltak, hogy kétféle termék képzddésével szamolhatunk (30. abra). A His, Lys és
Cys nukleofil imidazoil, e-amino és sulfhidril csoportjainak a HNE kettdskotésére
torténd 1,4-addicidja (Michael addicio, +156 u) mellett a Lys g-amino csoportja a
HNE karbonilcsoportja vizkilépéssel Schiff-bazist (+138) is képezhet. A Michael-
adduktok képviselik az addicios termékek >99%-at [209]. Ellentétben a Michael-
adduktokkal, a Schiff-bazisok képzddése reverzibilis és valdjaban nem tekinthetdk
fehérje-karbonilacionak. Mivel a két termék kozott a molekulatomeg-novekedés
alapjan  is  eltérés  mutatkozik, ezek tomegspektrometria  segitségével
megkiilonboztethetdk [141].

A HNE altal okozott fehérje-karbonilaciét egy in vitro modell segitségével
vizsgaltuk (az eléagybdl eléallitott, tilnyomorészt mitokondriumokat tartalmazo
szubcellularis frakciot hig HNE-oldatban inkubaltuk) [142]. ,,Bottom-up” mddszert
alkalmaztunk, azaz a fehérjéket szuszpendaltuk, redukaltuk és alkileztiik, majd
triptikus emésztés utdn nano-RPLC-ESI-FTICR és adatfiiggé MS/MS felvételeket
készitettiink. Az utobbiak segitségével 15 fehérjének 26 HNE-modositott triptikus
peptidjét azonositottuk, amelyek megmutattak, hogy a Michael-addici6 (+156 u) volt
a leggyakoribb folyamat, €s a His imidazol-csoportjai voltak a reakcioban a fehérjék
legérzékenyebb tamadasi pontjai. A tandem tomegspektrumokbdl azt s
megallapitottuk, hogy a HNE-addukt labilis, és a CID soran a lipid-peroxidacios
termék sok esetben semleges molekulaként (—156 u) tavozik. Megvizsgéltunk néhéany
MS/MS spektrumot, amely az adatbazisb6l torténé visszakereséssel nem volt

azonosithat6. Felismertiik, hogy ennek az volt az oka, hogy a széban forg6 tandem
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30. abra.  Egy fehérje és a 4-hidroxi-2-nonenal (HNE) reakciojanak lehetséges

termékei.
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tomegspektrumokban az emlitett semleges molekulavesztés dominalt. Ennek
kovetkeztében nem jelentek meg b- és y-tipusi tdredékionok, amelyek az
adatbazisbodl tortén6é azonositast lehetdvé tették volna. Ennek kikiiszobolésére az
Ggynevezett semleges molekula-kilépés (,,neutral loss”, NL) detektalasahoz kapcsolt
MS/MS/MS (MS?) médszert alkalmaztuk, amely kihasznalta az ioncsapdas késziilék
adottsagait, €s az adatfiiggd mérések folyamatdba hatékonyan beépithets volt (31.
abra). Az NL-MS’ azon alapul, hogy amennyiben a CID-MS/MS spektrumban
megjelenik a HNE-médosulasra jellemzé [M+2H-HNE]** vagy [M+3H-HNE]**
intenziv toredékion, abban az esetben az ioncsapda ezt a téredékiont izolalja és egy
tjabb CID-t kovetéen regisztralja annak ,mdasodik generaciés” tandem
tomegspektrumat. (Ez utdbbi valéjébah, a teljes FTICR spektrumot és a CID-MS/MS
regisztraciojat kovetden, a peptidrol felvett harmadik tSmegspektrum: ezért
honosodott meg a szakirodalomban az MS® jelolés.) A 31. abran egy példaval is
szemléltettem a médszer miikodését. Mig az MS/MS spektrumban a HNE-kilépés volt
meghatdrozo, és ezért a médositott peptid nem volt azonosithat6, az MS® spektrumban
mar detektalhatok voltak b- és y-tipusu téredékionok, amelyek az adatbazisbdl torténd
azonositast lehetové tették. Az NL-MS® modszerrel kiegészitett nano-RPLC—ESI-
FTICR és adatfliggd CID-MS/MS kb. 25%-kal névelte az agyi mitokondriumokban
dusitott szubcelluldris frakciobol kimutathato6 HNE-adduktok szamét (6. tablazat).
Szubcellularis lokalizacié szempontjabdl nem mindegyik azonositott fehérje volt
azonban mitokondridlis eredetli. Ez egyrészt annak tulajdonithaté, hogy
tdmegspektrometrids vizsgalatok a hagyomanyos biokémiai/biofizikai modszereknél
mar sokkal érzékenyebbek, ezért kimutatjak a kordbban kellGen tisztitottnak tekintett
frakciok szennyezd komponenseit is. A masik indok inkdbb gyakorlati természetii,
ugyanis a kérdéses szubcellularis organellumok nagymértéki feldasitdsat csak
tobblépcsds eljarassal érhetjiik el, amelyek hozama 4&ltaldban nagyon csekély
[210].Tovabbi, mitokondriumokra iranyulo vizsgalatainkhoz ezeknek az djabb és
hatékonyabb modszereknek a felhasznalasat mar tervbe vettiikk. Kisérleteinkbol
azonositottunk néhany olyan HNE-mddusuldsra érzékeny fehérjét, amelyeket mar
kapcsolatba hoztak az Gregedéssel vagy neurodegenerativ betegségekkel. P€ldaul az
akonitat hidrataz (egy fontos mitokondridlis enzim) oxidativ stressz hatdséara
végbemend karbonilaciojat mar Drosophila modellben megfigyelték [211]. A

glutamat transzporter GLT1 HNE-modosulasanak novekedését kimutattak amiotréfias
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31.abra. HNE-moddositott peptidek azonositdsa nanoRPLC-ESI-FTICR és
adatfiiggé CID-MS/MS + NL-MS® moédszerrel [142]. Az 4bran
példaként bemutatott tomegspektrumokat patkdnyagy HNE-vel kezelt
mitokondrium-frakcidjanak elemzése sordn kaptuk. Az MS? alapjén
azonositott peptid: VISLSGEH*SIIGR, H* a hisztidin (His)
Michael-addici6s termékét jeloli (30. abra); fehérje: szuperoxid
diszmutaz (SOD1).
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6. tablazat. Nano-RPLC-ESI-FTICR és adatfiiggé CID-MS/MS, valamint NL-MS®

segitségével azonositott in vitro HNE-modositott fehérjék a patkanyagy
mitokondriumokban feldusitott frakcidjaban [142]. A peptideket és
fehérjéket MS/MS és MS? spektrumokbél az International Protein Index
(IPI) patkany adatbazisanak (3.28-as verzié) felhasznalasaval a Mascot
keresdalgoritmussal hatdroztuk meg. H* a hisztidin (His) Michael-
addiciés termékét jelsli (30. abra).

IPI

- - HNE-médositott NL-MS?
azonosito Fehérje . . s
. peptidszekvencia azonositas
szam
IPI00551812  ATP szintaz béta alegység  [(oxM)DPNIVGSEH*YDVAR
LVLEVAQH*LGESTVR
IP100421539  Akonitét hidrataz IVYGH*LDDPANQEIER
IP100373076  H*-transzportalé ATPaz VGH*SELVGEIIR _ +@®
V1 A alegysége (hasonl6)
IP100454446  Szuperoxid diszmutaz VISLSGEH*SIIGR +@
(SOD1)
IP100324020  Glutamin szintetéz LTGFH*ETSNINDFSAGVANR
IP100213663  Glutamin transzporter 1 MH*EDIEMTK
(izoforma) SELDTIDSQH*R +@
IP100199394  2°3°- ciklikus-nukleotid H*FISGDEPK
3’-foszfodiészteraz
IP100767505  Citoplazmatikus aktin 2 H*QGVMVG(oxM)GQK
VAPEEH*PVLLTEAPLNPK +
QEYDESGPSIVH*R
[P100475639  Tubulin béta-2A lanc GH*YTEGAELVDSVLDVVR
LH*FFMPGFAPLTSR
[P100362927  Tubulin alfa 4 GH*YTIGK
[P100231451 Na+/K+- transzportald YQLSIH*ETEDPNDNR
ATP4z alfa 3 lanc
IP100780645  112kD fehérje (Atpla2) DH*TEIVFAR
IP100192337  IlI-es Tipusu SGAPSVLPH*
kalcium/kalmodulin-fiiggé
fehérjekindz alfa lanc
IP100209258  Spektrin alfa lanc SQLLGSAH*EVQR + @
IP100231819  Mielin bazikus S fehérje YLATASTMDH*AR , +
H*GFLPR
H*RDTGILDSIGR
TTH*YGSLPQK +@
TQDENPVVH*FFK +

@ Csak az NL-MS® médszer segitségével volt azonosithato.
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lateralszklerézis-betegek gerincvel6jében [212] és  Alzheimer-betegek agyaban
egyarant [213]. Kiilontsen a GLT1 karboxi-terminalis régidja volt érzékeny az
oxidativ stresszre [214], és a fehérje 6. tAblazatban megadott két szekvencidja is ebbdl
a régiobdl szarmazik. Ezek a példak utaltak arra, hogy a toSmegspektrometrids
modszerrel kapott eredményeknek a biologiai vonatkozdsai is megkereshetdk.

A tovabbi, még részletesebb vizsgalatok eldsegitésére két wjabb technikat
vezettink be [145]. Az NL-MS’ médszer egyik fogyatékossaga, hogy nem ad
kozvetlen informaciét a HNE-mddosuléds lokalizalasara. Ez abbol adédik, hogy az
MS® (CID) felvételekhez az [M+2H-HNE]** vagy [M+3H-HNE]** toredékionokat
izolaljuk, tehat a mddositast az utdbbiak mar nem tartalmazzak. A 6. tablazatban
felsorolt triptikus peptidek esetében ez nem jelentett gondot, mert a HNE-addici6
kémidjabol (30. dbra) minden egyes modositas egyértelmilen megallapithatd volt.
Eléfordulhatnak azonban olyan peptidszekvencidk is, amelyekben tibb olyan
aminosav van jelen, amely reagalhat a telitetlen aldehiddel. Erre a lehetségre
gondolva a CID-n alapulé NL-MS>-t kiegészit3 technikaként vezettiik be az NL-ECD-
MS/MS médszert, amelyet a 32. abran szemléltettem [145]. A modszerben az ECD-t
az [M+2H]** vagy [M+3HJ** ionokon hajtjuk végre, kihasznalva azt a sajatsagot,
hogy a moddosulasok, ellentétben a peptidlanc N—C,, kotéseinek felhasadasahoz
vezetd folyamatokhoz, e folyamat sordn stabilisak maradnak [87]. Ezért a mddosulés
helye tobbnyire egyértelmiien meghatarozhaté az MS/MS spektrum c- és z-tipust
ionjaibol. A modellként alkalmazott peptid (DRVYIHPFHL) két hisztidint (H)
tartalmazott, ezért egy HNE molekuldval valdé reakci6jabdl elvileg két termék
(DRVYIH*PFHL ¢és DRVYIHPFH*L) véarhaté. Az ECD-MS/MS felvétel
egyértelmiien igazolta, hogy a médositott peptid DRVYIHPFH*L volt.

A masik technika alkalmazasa abbdl a felismerésiinkbdl adodott, hogy a HNE-
modosulasok ,,bottom-up” todmegspektrometrids felderitésére alkalmazott dinamikus
adatgytijtési modszerek (NL-MS3 és NL-ECD-MS/MS) nem voltak kelléen
hatékonyak, mivel az MS/MS felvételek tobbsége a minta moédosulast nem tartalmazé
peptidjeirol késziilt. A modszerek hatékonysaganak tovabbi noveléséhez ezért
célszerlinek lattuk, mas PTM (példaul a foszforilacié vagy glikozilacio [215])
tdmegspektrometrias vizsgalatdban mar elterjedt eljardsokhoz hasonléan, a médositott
peptideknek az elemzéseket megelzd izolalasat vagy jelentGs feldusitasat. Egy

nemrég kidolgozott szilardfazisu elkiilonitést [150] alkalmaztunk, amely elészor
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hidrazid-csoportokkal moédositott feliileti iivegszemcséken kémiailag rogziti az
oldatminta karbonilalt peptidjeit, majd az iivegszemcsék kisziirésével és lemosasaval
eltivolitia e PTM-et nem tartalmazoé triptikus peptideket. Az elemzéshez az
iivegszemcséken reverzibilisen rogzitett karbonilalt peptidek hangyasav hig vizes
oldatdval szabadithatok fel. Az eljaras hatékonysagat egy modellkisérlettel
bizonyitottuk gy, hogy hiarom HNE-médositott peptidet (66 pm6l DRVYIH*PF, 88
pmél LVLEVAQH*LGESTVR és 20 pmél IVYGH*LDDPANQEIER) kevertiink
egéragy (100 mg) tripszinnel emésztett fehérjekivonatahoz [145]. Tovéabbi izolalas
nélkiil és a szilardfazisa kémiai elkiilonités utan végzett nano-RPLC-ESI-NL-MS’
elemzések eredményét a 33. abran szemléltettem. Szadmos mas triptikus peptid
jelenléte miatt példaul a DRVYIH*PF peptid kettds toltést moiekulaionjénak (m/z
601,83662) relativ intenzitasa a felvett FTICR spektrumban csak kb. 20% volt abban
az esetben, amikor izolalast nem alkalmaztunk (32a. 4bra). Az m/z 601,83662 ion
MS/MS és MS® spektrumait adatfliggé mérésekkel a késziilék mindenesetre rogzitette.
Az NL-MS?® mérési folyamatbol (30. dbra) azonban még 308 olyan MS® spektrumot
kaptunk, amelyek felvételét nem egy tényleges HNE-vesztés inditott el [145]. Ezzel
ellentétben a megfeleld6 FTICR felvételen gyakorlatilag csak a DRVYIH*PF
molekulaionjai (kettds toltést m/z 601,83662 és a haromszorosan toltott m/z
401,55949) voltak detektalhatok, €s az elemzés soran felesleges MS? felvételek nem
késziiltek, amikor a karbonilalt peptideket el6zbleg a szilardfazisi kémiai modszerrel
elkiilonitettiik (30b. 4bra). Ezért az utdbbi eljarast a jelenleg foly6d és tervezett
kutatasainkban mar elészeretettel alkalmazzuk.

Roviden 0Osszefoglalva, a poszttanszlaciés fehérje-karbonilacié felderitése
koriiltekintd modszerfejlesztést igényel — legtdbbszor a korszerl tomegspektrometria
altal biztositott legijabb mddszerek alkalmazisa is sziikséges. Ez utébbi nemcsak a
fehérje-karbonilaciéra, hanem 4&ltaldban a legtébb PTM tomegspektrometrias
vizsgilatara érvényes megéllapitds. Erre bizonyiték, hogy ujabb moédszerek és
megfeleld gyakorlat birtokaban szamos korabbi eredmény érvényességét kellett
7léétségbe vonni, mivel dltaldban nem a célnak megfelel6 modszerekkel €s a megfelels

szakértelem nélkiil végezték a kérdéses kutatasokat [216, 217].
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33.abra. Az agy triptikus peptidjeihez adott szintetikus DRVYIH*PF,

LVLEVAQH*LGESTVR ¢és IVYGH*LDDPANQEIER peptidek (a)
izoldldsa nélkiil és (b) azok szilardfazisu hidrazid-kémia segitségével
tortént izolalasaval kapott online nanoRPLC-ESI-FTICR felvételek
Osszehasonlitasa [145].
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5. Osszefoglalas

Dolgozatomban a makromolekuldk tomegspektrometrias vizsgalata terén az
elmilt mintegy masfél évtizedben végzett interdiszciplinaris kutatémunkamat
foglaltam &ssze, kiemelve a polimerkémia, a peptidek neurobiokémiaja, a
szupramolekularis kémia, a proteinkémia, a gy6gyszerkutatds €s a neurobiolégia terén
végzett vizsgélatokat. Ezek a tudomanyos szakteriiletek hatékony analitikai kémiai
timogatast igényelnek, ezért fejlodésiiket Gj vizsgalati mddszerek bevezetése és
alkalmazasa kétségteleniil eldsegiti. Az Gjabb tomegspektrometrias modszerek sok
esetben egyediilall6 eldnydket nytjtanak a makromolekuldk elemzéséhez, azonban a
célnak megfeleld technikdk kivéalasztdsa és kiprobalasa koriiltekintd tudomanyos
kutatdomunkéat igényel. Ehhez a tevékenységhez jarultam hozza szdmos szakteriileten.

A szintetikus oligomerek tomegspektrometridjaban, kiilonosen a nagy
polidiszperzitdsi makromolekulds anyagok kutatdsa sordn, a megfelelé elvalasztasi
modszerek hasznalata alapvetd fontossagu, ezért vizsgalataimban altalaban az API-
MS és a GPC eljarasok on-line kombinacidjat alkalmaztam. Az ESI-MS-re alapozott
molekulatomeg-specifikus detektalast kihasznélva 0j kalibraciés eljarast vezettem be
a polimer é&tlagos molekulatdmegének és molekulatdmeg-eloszlasinak GPC-vel
torténd pontos meghatarozasara. A sokoldalu fejlesztéseink (FTICR és ioncsapda
alkalmazasa, MS/MS, stb.) eredményeként ez a modszer tekinthetd napjaink miiszeres
polimeranalitik4jédban az egyik leghatékonyabb eljarasnak.

A neuropeptidek tomegspektrometrias analitikdjdban a biolégiai alkalmazasokra
helyeztem a hangsulyt. In vivo mikrodializis és LC-ESI-MS alkalmazasaval igazoltuk
allatkisérletekkel, hogy a kyotorfin (egy endogén dipeptid) valdban stimulélja a Met-
enkefalin képzodését az agy globus pallidus régidjaban, amelyet eldzbleg csak in vitro
kisérletekkel tudtak kimutatni. Szubcelluldris frakciondlds és sejtkultira
felhasznalasaval tomegspektrometrids vizsgélatok (ESI-MS, LC-MS ¢és MS/MS)
segitségével igazoltuk, hogy (mig nagyobb dinorfinok kevésbé peptidaz-érzékenyek)
a Dyn A (1-8) neuropeptidet az APN, ACE, NEP, EOP és cFPAAF-pAB-€rzékeny EP
enzimek gyorsan metabolizaljak.

A modszer szupramolekularis kémiai alkalmazasanak példajaként ESI

tomegspektrometrids vizsgélatokkal igazoltuk, hogy a [- és a y-ciklodextrin

alkalmasabb befogadémolekuldk protonalt aminosavak szdmara, mint az o-
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ciklodextrin. Egy modell fehérjén is sikeriilt adduktképzédést kimutatnunk, és
igazoltuk, hogy a protonalt aromds aminosavak alkalmasabb vendégmolekulik a DM-
B-CD szamara, mint a protonalt alifds aminosavak. Felismertiik tovabba, hogy a CID
moédszer hasznilhaté a protonalt )aminosav—-ciklodextrin molekulakomplexek
gazfazish stabilitdsdnak meghatdrozasara, és hogy a disszocidcié soran guest-host
protonatadés torténik.

Néhany izolalt természetes fehérje tomegspektrometrids szekvencia-analizisét is
elvégeztik. MALDI-TOF ¢és LC-ESI-MS/MS méréseink és rokon fehérjék mar
kordbban meghatarozott szekvencidi alapjan elvégzett részletes Osszehasonlitd
»bottom-up” vizsgalataink utaltak példaul arra, hogy egy karib-tengeri viragallatbol
(Stichodactyla helianthus) izolalt de addig még részletesen nem vizsgalt Sh-CIV
izotoxin valdjaban egy, az él6lény szervezetében proteolitikusan még nem teljesen
feldolgozott Sh-CIII (St II) izotoxin volt. Lényegesen nagyobb munkat igényelt egy
anaerob fotoszintetizalé baktériumb6l (Thiocapsa roseopersicina) izolalt citokrém cq
fehérje szekvenalasa, mivel de novo tOmegspektrometridss modszert kellett -
alkalmaznunk. Vizsgélataink igazoltdk, hogy a feladathoz egy nagyfelbontasu
késziilékre van sziikség. A ,,bottom-up” szekvenalasi stratégiankban t&bbféle
proteolitikus enzim biztositotta a kimerité6 szekvencia-analizist, amelyet online
RPLC-ESI-FTICR és adatfiiggd CID-MS/MS elemzések, valamint egy de novo
MS/MS peptidszekvenal6 program alkalmazasa tett elegendéen hatékonnyd. Az ECD-
bevezetése is elébnydsnek bizonyult, nemcsak mint egy alternativ, hanem mint a CID-t
kiegészit6 disszocidcios mddszer.

Kutatdsaink ravildgitottak arra, hogy az eml6sdk kozponti idegrendszerébdl
elkiilonitett ~ fehérjefrakciok  komponenseinek  tomegspektrometrian  alapulo
azonositasdban a megfeleld hatékonysagl analitikai elvalasztds nagyon fontos. Az
SCX frakcionalas és a nano-RPLC-ESI-FTICR és az adatfiggé CID-MS/MS
modszerek egyiittes alkalmazasa kiillongsen eredményes volt. Az egéragy ER frakci6
altalunk meghatarozott fehérjedsszetételének bioinformatikai elemzése elore jel-ezte
azt is, hogy a cellularis fehérjekészletek meghatdrozasa a neurobiolégiai kutatasok
fontos eszk$zévé valhat.

Felismertem a tomegspektrometridn alapulé kvantitativ proteomika egyediilalld
elényeit is. Az ICAT modszer alkalmazisa lehetové tette relativ fehérjeszintek

osszehasonlitisat a kezeletlen €s a morfinkezelt allatok szinaptikus plazmamembén-
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frakciojdban. Az eredményeink egyrészt igazoltak egyes morfintoleranciara
vonatkozé korabbi kisérleti eredményeket, masrészt ravilagitottak arra, hogy
lehetségesek bizonyos tovabbi neurobioldgiai mechanizmusok is.

A poszttanszlacids fehérje-karbonilacié vizsgélata terén végzett neurobiologiai
indittatdst kutatasaink igényelték a legkoériiltekintébb modszerfejlesztést. Ennek
eredményeként felismertiikk az online kromatografia — tandem tSmegspektrometria
gyakorlatdban olyan eljarasok alkalmazédsdnak lehetGségét fehérjék HNE-
adduktjainak azonositasara, mint a programozott (adatfliggd) NL-MS® és NL-ECD-
MS/MS moédszerek. Ezek a stratégiak, a modositott fehérjék elkiilonitésére kiprobalt
szilardfazisui kémiai dusitasi technikdval kombindlva, lehetdséget teremtenek a

poszttranszlacios fehérje-karbonilacié minden eddiginél atfogébb vizsgalatara.
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