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Fehérjék azonositasa soran felmerlt nehézség szemléltetése

A mintdk Streptomyces griseus fajbol sz&rmazd fehérjéket tartalmaztdk. Ugyanakkor a
Streptomyces griseus fehérje adatbazisa nem volt elérhetd 2008 tavaszaig, és a rendelkezésre
allo adatbazisok pedig nagyon hidnyosak voltak az adott fajra nézve. A vizsgalt mintaknak
sem a PMF analizise, sem pedig a MALDI - ion-trap mérése sordn kapott CID
(fragmentécios) spektrumok adatbazisban torténd lekeresése sem vezetett taldlathoz. Ezt
kovette a CID spektrumok egyenkénti feldolgozasa. A kozel 20 CID spektrum adatbazisban
torténd egyenkénti lekeresése soran sem kaptam szignifikdns talalatot. Ezt kovetéen a CID
spektrumok tovabbi vizsgélodasa tortent, amelyek kozul csak egy vezetett a fehérje
azonositasdhoz (Streptomyces griseus Alpha-amylase precursor (1,4-alpha-D-glucan
glucanohydrolase), NCBI#: gi|231547, LOCUS: P30270, MW: 59,7 kDa). Ugyanakkor erre
a fehérjére a MALDI-TOF tomegspektrumban detektalt jelei kozil is csak harom illett. A
fenti fehérje Streptomyces griseus adatbazisban vegzett BLAST lekeresése hatarozta meg azt
a fehérjét (SGR5280 SGR5280 6213493 6215229 putative alpha-amylase (578 aa)), amely a
MALDI-TOF tdmegspektrumban detektalt jelek nagy részét mar megmagyarézta (84%).

Mi volt az oka?

Nincs megfeleld homoldg fehérje abban az adatbazisban, ahol a mérési adatok lekeresése

torténik/torténhet.

Miért is?

Egy példan keresztll szeretném bemutatni:

Az M - 1. MALDI-TOF témegspektrumban detektalt jelek kozil mely jeleket magyarazta

meg az NCBI adatbazisban talalhaté fehérje, illetve ennek a Streptomyces griseus

adatbazisban vegzett BLAST lekeresése sorén kapott protein.
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M-1. spektrum A putative alpha-amylase-t tartalmazé minta MALDI-TOF témegspektruma.

Az NCBI adatbazisban 1év6 fehérje a MALDI-TOF tomegspektrumban detektalt jelekbdl
harmat magyarazott meg. A tomegeknek megfeleltetheté szekvencidk az M - 1. tbl4zatban
lathatok.

Ugyanakkor ennek a fehérjének a Streptomyces griseus adatbazisban végzett BLAST
lekeresése soran meghatarozott fehérje a detektalt csicsok 84%-at értelmezte, de a harom
jelnek megfeleltethetd peptid koziil csak egy volt egyértelmilen megfeleltethetd, azaz a két
fehérjében teljesen azonos szekvenciaju. Az m/z = 857.4 témeget az SGR5280 fehérje 2
szakasza is adhatja. Ezt mutatja a kovetkez6 két tablazat (M - 1. és M - 2. tablazat), ahol a
két fehérje altal a fenti harom tomegnek megfeleltethet6 szekvenciak lathatoak. Kék szinnel
jeloltem azokat a tomegeket, amelyekhez tartoz6 szekvencidk a két fehérjében teljes
mértékben eltérnek, vagy par aminosavban kiillonbdznek (de tomegik azonos), piros szinnel

azokat, amelyekhez tartoz6 szekvencia a két fehérjében teljes mértékben azonos.



NCBI# 231547
m/_z modositasok start end ki h,a gyott szekvencia
(mi) hasitéhely
857.4952 89 96 1 (KYIAGRLGDR(A)
1389.6393 288 299 0 (K)'SAVFVDNHDTER(G)
1461.6103 275 287 0 (KINFGEDWGYMASGK(S)
M-1. tablazat
SGR5280
m/_z modositasok start | end ki h,a gyott szekvencia
(mi) hasit6hely
857.3835 365 | 370 0 (KYCOHAWR(E)
857.4952 95 102 1 (R)JIAGRLGDR(A)
1389.6393 295 | 306 0 (KSSAVEFVDNHDTER(G)
1461.6103 1Met-ox 282 | 294 0 (KINFGEGWGFMESGK(S)
M-2. tablazat

Az M - 3. és M - 4. tablazatban talalhatok azok a témegek, amelyek ugyan mindkét fehérje
triptikus emésztése sordn keletkezhetnek és detektalhatoak lehetnének, de az adott
tomegekhez rendelhet6 peptidek szekvenciaja a két fehérjében kis (pl., m/z = 1461.6 és m/z =
2832.2), vagy teljes mértékben eltér (m/z = 857.4, m/z = 1863.8, m/z = 3178.7583). Piros
szinnel jeloltem azokat a peptideket, amelyek szekvencidja (a két fehérjére vonatkozolag)
teljes mértékben azonos, kék szinnel, amelyek szekvenciajaban par aminosav csere tortént (de

a tdbmeg az azonos maradt).

NCB I# 231547

(mm/ IZ) modositasok S:? e(;] ﬁ;gﬁ%mtl; szekvencia
857.4952 89 | 96 1 (KJIAGRLGDR(A)
867.4207 300 | 307 0 (RYIGGDTLNYK(N)
1389.6393 288 | 299 0 (K)SAVFVDNHDTER(G)
1461.6103 275 | 287 0 (KINFGEDWG YMASGK(S)
1863.0375 187 | 203 0 (RJIAAYLNDLLLLGVDGFER(I)
2238.0422 288 | 307 1 (K)SAVFVDNHDTERGGDTLNYK(N)
2832.2318 275 | 299 1 (K\INFGEDWGYMASGKSAVFVDNHDTER(G)
3178.5188 231 | 259 1 (KIOEAIHGAGEAVOPSEYLGTGDVOEFRYAR(D)

M-3. tablazat




SGR5280

m/_z moédositasok | start | end ki h’agyott szekvencia

(mi) hasitéhely
857.3835 365 | 370 0 (K)COHAWR(E)
857.4952 95 102 1 (R)IAGRLGDR(A)
867.4207 307 | 314 0 (R)IGGDTLNYK(N)
1389.6393 295 | 306 0 (K)ISAVFVDNHDTER(G)
1461.6103 1Met-0x 282 | 294 0 (KINFGEGWGFMESGK(S)
1863.8741 365 | 379 1 (K)\COHAWREISSMVGFR(N)
2238.0422 295 | 314 1 (KISAVFVDNHDTERGGDTLNYK(N)
2832.2318 | 1Met-ox 282 | 306 1 (K)NFGEGWGFMESGKSAVFVDNHDTER(G)
3178.7583 5 40 1 (R)SLSAALALVAAAAAALVVPTGFGAAGTARAAAPGDK(D)

M-4. tablazat
Az M - 5. és M - 6. tablazatban azt szeretném bemutatni, hogy a kapott homoldg fehérje
[amelyek BLAST soran meghatarozott paraméterei: Identities = 455/566 (80%), Positives =
497/566 (87%)] triptikus peptidfragmensei milyen nagymértékben eltérnek. igy amennyiben a
mérés soran kapott tomeglista felhasznalasaval torténik/ne a fehérje meghatarozasa (PMF),
lehetetlenné valik a fehérje azonositasa abban az esetben, ha olyan adatb&zisban torténik a
lekeresés, amib6l hianyzik a megfeleld homolog fehérje. Azaz olyan fehérjét sem tudunk
meghatarozni, amit esetleg BLAST lekeresésre kiildhetnénk a Streptomyces griseus

adatbazisban.

NCBI# 231547
m/z modositasok | start | end ki h’agyott szekvencia
(mi) hasitéhely

857.4952 89 96 1 (K)JIAGRLGDR(A)
867.4207 300 307 0 (RIGGDTLNYK(N)

877.489 93 100 1 (R)LGDRAAFK(S)
989.4799 540 548 0 (KYAVWESGANR(T)
1011.4894 222 230 0 (K)VGNGSTYWK(Q)
1067.4752 154 162 0 (R)SEINDYGNR(A)
1159.6146 507 516 0 (K)LDPAAYPVWK(L)
1167.6191 209 219 0 (K\IHMPAADLTAIK(A)
1183.614 1Met-0x 209 219 0 (K)JHMPAADLTAIK(A)
1207.6358 35 44 0 (K\DVTAVLFEWK(F)
1210.6215 220 230 1 (K)YAKVGNGSTYWK(Q)
1275.582 101 112 0 (K)SMVDTCHAAGVK(V)
1291.5769 1Met-ox 101 112 0 (K)SMVDTCHAAGVK(V)
1312.7008 264 274 0 (R)VFONENLAHLK(N)
1366.7511 209 221 1 (K\HMPAADLTAIKAK(V)
1382.746 1Met-ox 209 221 1 (K)YHMPAADLTAIKAK(V)
1389.6393 288 299 0 (K)SSAVFVDNHDTER(G)
1431.6975 535 548 1 (K\IDAAGKAVWESGANR(T)
1461.6103 275 287 0 (KINFGEDWG YMASGK(S)
1468.8019 263 274 1 (K)IRVFONENLAHLK(N)
1471.8308 504 516 1 (R)AALKLDPAAYPVWK(L)
1477.6053 1Met-ox 275 287 0 (KINFGEDWGYMASGK(S)
1514.771 399 412 0 (K)AYVAINHEGSALNR(T)
1519.8155 517 530 0 (K)LDVPLAAGTPFQYK(Y)
1665.8993 204 219 1 (R)IDAAKHMPAADLTAIK(A)
1681.8942 1Met-ox 204 219 1 (R)IDAAKHMPAADLTAIK(A)




1692.8196 o 112 1 (R)AAFKSMVDTCHAAGVK(V)
1708.8145 TMetox o7 | 112 1 (R)AAFKSMVDTCHAAGVK(Y)
1770.8414 38 | 372 0 (KICOHAWPELSSMVGLR(N)
1777.9079 519 | 565 0 R)TATVGTTGALTLNDTWR(G)
1786.8363 TMetox 38 | 372 0 (K)CQHAWPELSSMVGLR(N)
1814.9144 396 | 412 1 (RIGDKAYVAINHEGSALNR(T)
1834.9204 519 | 566 1 (R)TATVGTTGALTLNDTWRG()
1838.9799 3B | 50 1 (KIDVTAVLFEWKEASVAR(A)
1863.0375 187 | 203 0 (RYIAAYLNDLLLLGVDGER(N)
1899.8654 213 | 430 0 (R)TFOSGLPGGAYCDVOSGR(S)
1020.7527 138 | 153 0 (K)YDYPGIWSGADMDDCR(S)
1036.7476 TMet-ox 138 | 153 0 (K)YDYPGIWSGADMDDCR(S)
1052.064 517 | 533 1 (K)LDVPLAAGTPFOYKYLR(K)
2134.1655 185 | 203 1 (R)DRIAAYLNDLLLLGVDGER(])
2238.0422 288 | 307 1 (K)SAVFVDNHDTERGGDTLNYK(N)
23613177 187 | 208 1 (R)IAAYLNDLLLLGVDGFRIDAAK(H)
2378.1405 113 | 137 0 (K)VVADSYINHMAAGSGTGTGGSAY OK(Y)
2394.1354 TMet-ox 113 | 137 0 (K)VVADSVINHMAAGSGTGTGGSAY QK (Y)
2433.1715 163 | 184 0 (R)ANVONCELVGLADLDTGEPYVR(D)
2491.1385 373 | 3% 0 (RINTASGOPVTNWWDNGGDOIAFGR(G)
2532.3053 231 | 457 0 (R)SVTVGSDGTFTATVAAGTALALHTGAR(T)
2629.4903 : | . (R)LATASLAVLAAA;(ATDALTAPTPAAAAPPGA
26604123 507 | 530 1 (K)LDPAAYPVWKLDVPLAAGTPFOYK(Y)
2704.2995 163 | 186 1 (R)ANVONCELVGLADLDTGEPYVRDR())
2748.37 510 | 565 1 (K)AVWESGANRTATVGTTGALTLNDTWR(G)
27552933 264 | 287 1 (R)VFONENLAHLKNFGEDWGYMASGK(S)
2771.2882 TMetox 264 | 287 1 (R)VFONENLAHLKNFGEDWGYMASGK(S)
2771.2907 DyroGIu 231 | 256 0 (K)QEAIHGAGEAVQPSEY LGTGDVOEFR(Y)
2785 5034 2 | ) RR LATASLAVLA,'AA,?(,?;ALTAPTPAAAAPPG
2788.3173 231 | 256 0 (K)OEAIHGAGEAVOPSEY LGTGDVOEFR(Y)
2791.2819 373 | 298 1 ([RINTASGOPVTNWWDNGGDOIAFGRGDK(A]
2832.2318 275 | 299 1 (K)NFGEDWG YMASGKSAVEVDNHDTER(G)
2848.2267 TMetox 275 | 299 1 (K)NFGEDWGYMASGKSAVFVDNHDTER(G)
2069.2101 138 | 162 1 (K)YDYPGIWSGADMDDCRSEINDYGNR(A)
2085205 TMetox 138 | 162 1 (K)YDYPGIWSGADMDDCRSEINDYGNR(A)
$161.492 yroslu 231 | 250 ) K0 EAIHGAGEAVQFE;I)EYLGTG DVOEFRYAR
N 251 | 250 ) (K)OEAIHGAGEA\//A\ORFEEI)EYLGTGDVOEFRY
2395, 6185 295 | 230 . (KIAYVAINH EGSAlégI;'(I'SF)OSGLPGGAYCDVO
4516200 o1 | 100 . (R)SEINDYGNRANVVORI\(IS;ELVGLADLDTGEPY
(KISMVDTCHAAGYKVVADSVINAMAAGSGT
3634.7047 101 | 137 1 CTOGSAYOR O
] (K)SMVDTCHAAGVKVVADSVINAMAAGSGT
3650.6996 1Met-ox 101 | 137 1 TReSAYOR
] (K)SMVDTCHAAGVKVVADSVINHMAAGSGT
3666.6945 2Met-ox 101 | 137 1 TRGSAYORM)
(K)VGNGSTYWKOEAIHGAGEAVOPSEYLGT
3780.7889 222 | 256 1 SBvORER
(RILATASLAVLAAAATALTAPTPAAAAPPGA
3818.1102 5 | M 1 KDVTAVLFEWK(F)

M-5. tadblazat




SGR5280

m/_z modositasok | start | end ki h’agyott szekvencia
(mi) hasitéhely

831.4571 560 568 0 (R)TATVPASGK(V)

857.3835 365 370 0 (K\COHAWR(E)

857.4952 95 102 1 (R)IIAGRLGDR(A)

867.4207 307 314 0 (R)IGGDTLNYK(N)
1025.5084 371 379 0 (R)EISSMVGFR(N)
1041.5034 1Met-ox 371 379 0 (R)EISSMVGFR(N)
1060.5786 569 577 0 (K)WWVTLTADVWR(G)

1117.6 569 578 1 (K)VTLTADVWRG(-)
1134.5942 229 237 0 (R)LTNPNVYWK(H)
1159.6146 518 527 0 (K)LDPAAYPVWK(L)
1166.5987 216 226 0 (KYHMPAGDLANIK(S)
1180.5341 160 169 0 (R)SQIGNNYNDR(G)
1182.5936 1Met-ox 216 226 0 (K)HMPAGDLANIK(S)
1225.5922 41 50 0 (K\(DVTAVMFEWK(F)
1241.5871 1Met-ox 41 50 0 (K)DVTAVMFEWK(F)
1377.7274 227 237 1 (K)SRLTNPNVYWK(H)
1389.6393 295 306 0 (K)SAVFVDNHDTER(G)
1408.7583 pyroGlu 270 | 281 0 (K)YQVFLNENLAHLK(N)
1409.7318 216 228 1 (K)HMPAGDLANIKSR(L)
1425.7267 1Met-ox 216 228 1 (K)JHMPAGDLANIKSR(L)
1425.7849 270 281 0 (K)YQVFLNENLAHLK(N)
1445.6154 282 294 0 (KINFGEGWGFMESGK(S)

1447.656 546 559 0 (K)DAAGNVTWESGANR(T)
1461.6103 TMet-ox 282 | 294 0 (KINFGEGWGFMESGK(S)
1467.7373 371 383 1 (R)EISSMVGFRNTAR(G)
1483.7322 1Met-ox 371 383 1 (R)EISSMVGFRNTAR(G)
1501.7758 406 419 0 (K)AYVAINHEGSALTR(T)
1509.7948 528 541 0 (K)LDVNLPAGTTFAYK(Y)

1575.751 545 559 1 (R)IKDAAGNVTWESGANR(T)
1618.7828 103 118 0 (R AAFAAMVNTCHAAGVK(V)
1634.7778 1Met-ox 103 118 0 (R)AAFAAMVNTCHAAGVK(V)
1664.8789 211 226 1 (R)JIDAAKHMPAGDLANIK(S)
1680.8738 1Met-ox 211 226 1 (R)IDAAKHMPAGDLANIK(S)
1753.9959 267 281 1 (R)SLKOVFLNENLAHLK(N)
1800.9351 403 419 1 (R)IGNKAYVAINHEGSALTR(T)
1822.9698 194 210 0 (R)JIAGYLNDLLSLGVDGFR(I)
1835.8996 34 50 1 (R)YAAAPGDKDVTAVMFEWK(F)
1842.9459 41 56 1 (K\DVTAVMFEWKFASIAK(A)
1851.8946 1Met-ox 34 50 1 (R)AAAPGDKDVTAVMFEWK(F)
1858.9408 1Met-ox 41 56 1 (K)DVTAVMFEWKFASIAK(A)
1863.8741 365 379 1 (K)YCOHAWREISSMVGFR(N)
1873.0178 560 577 1 (R)TATVPASGKVTLTADVWR(G)

1879.869 1Met-ox 365 379 1 (K)YCQHAWREISSMVGFR(N)
1897.7367 144 159 0 (K)YDYPGLYSGADMDDCR(S)
1913.7317 1Met-ox 144 159 0 (K)YYDYPGLYSGADMDDCR(S)
1928.0276 528 544 1 (K)LDVNLPAGTTFAYKYVR(K)
1973.8909 420 437 0 (R)TFQTSLPAGDYCDVQSGK(G)
2036.0924 192 210 1 (R)GRIAGYLNDLLSLGVDGFR(I)
2060.0164 99 118 1 (RILGDRAAFAAMVNTCHAAGVK(V)
2063.9318 384 402 0 (R)IGOSVGNWWDNGGDQIAFGR(G)
2076.0113 1Met-ox 99 118 1 (R)LGDRAAFAAMVNTCHAAGVK(V)
2238.0422 295 314 1 (K)ISAVEVDNHDTERGGDTLNYK(N)
2260.0953 546 568 1 (K)DAAGNVTWESGANRTATVPASGK(V)

2321.25 194 215 1 (R)JIAGYLNDLLSLGVDGFRIDAAK(H)
2363.0912 384 405 1 (R)YGOSVGNWWDNGGDQIAFGRGNK(A)
2397.1351 119 143 0 (K)VIADSVINHMSAGSGTGTGGSSYTK(Y)

2413.13 1Met-ox 119 143 0 (K)VIADSVINHMSAGSGTGTGGSSYTK(Y)
2451.1456 170 191 0 (R)IGNVONCELVGLADLDTGEEYVR(G)
2506.1607 380 402 1 (RINTARGQSVGNWWDNGGDQIAFGR(G)




2540.3216 438 | 464 0 (K)\GVTVNGSGOFTATVPAGTAVALHTGAR(T)
2568.4508 5 33 0 (R)ISLSAALALVAAAAAALVVPTGFGAAGTAR(A)
2650.3916 518 | 541 1 (K)LDPAAYPVWKLDVNLPAGTTFAYK(Y)
2664.2682 170 | 193 1 (R)IGNVONCELVGLADLDTGEEYVRGR(I)
27245519 4 33 1 (RIRSLSAALALVAAAAAALVVPTGFGAAGTAR(A)
2768.2798 238 | 263 0 (K)HEAIY GAGEAVSPSEYLGSGDVOEFR(Y)
2816.2369 282 | 306 1 (K)NFGEGWGFMESGKSAVFVDNHDTER(G)
28322318 TMet-ox 282 | 306 1 (K)NFGEGWGFMESGKSAVFVDNHDTER(G)
2835.3550 pyroGIu 270 | 294 1 (K)QVFLNENLAHLKNFGEGWGFMESGK(S)
2851.3508 mgﬁ';‘( 270 | 294 1 (K)QVFLNENLAHLKNFGEGWGFMESGK(S)
2852.3825 270 | 294 1 (K)YOVFLNENLAHLKNFGEGWGEMESGK(S)
2868.3774 IMet-ox 270 | 294 1 (K)QVFLNENLAHLKNFGEGWGFMESGK(S)
3059.253 144 | 169 1 (K)YDYPGLYSGADMDDCRSQIGNNYNDR(G)
3075.248 IMet-ox 144 | 169 1 (K)YDYPGLY SGADMDDCRSQIGNNYNDR(G)
3144.4657 238 | 266 1 (K)HEAIY GAGEAVSPSEYLGSGDVOEFRYGR(S)
(R)SLSAALALVAAAAAALVVPTGFGAAGTARAA
3178.7583 5 40 1 APODK(D)
3456.6489 106 | 437 1 (K)AYVAI NHEGSALTRT&OTSLPAG DYCDVQSGK(
23612.6619 160 | 101 1 (R)SOIGNNYNDRGNVOEELVGLADLDTGEEYVR
2083856 220 | 263 ) (RILTNPNVYWKH EAIENT:GR,(AYG)EAVSPSEY LGSGDVO
(R)AAFAAMVNTCHAAGVKVIADSVINHMSAGSGT
3996.9001 103 | 143 1 STGGSSYTKMY)

M-6. tablazat




Ugyanakkor meg kell jegyezni, hogy ennél a mintdndl még szerencsénk is volt, mivel

>

MALDI - ion-trap mérések is rendelkezésre alltak, ami azt jelenti, hogy nem 1-2
MALDI-TOF PSD (fragmentacios) spektrum allt rendelkezésre, hanem kb. 20.
Ugyanakkor ezek kozil is csak egy fragmentécios spektrum alapos megvizsgélasa (az
is nagy munka &ran) vezetett eredményre.

Volt olyan homoldg fehérje, aminek megjosolt triptikus darabjai és a vizsgalt fehérje

hasitasi termékei kdzott volt atfedés és készilt ilyen peptidrél fragmentécios spektrum.

Amennyiben a minta analizise csak MALDI-TOF mérésekkel tortént:

A pusztan tdmeg-alapu lekeresés soran torténd fehérjeazonositast a homoldg fehérje
hidnya az adatbazisb6l megneheziti, legtobb esetben szinte lehetetlenné teszi. Ezért is
szorgalmaztuk a munka elkezdése elején a maganak a Streptomyces griseus protein
adatbazisnak a megszerzését, hogy a mérésekbdl kapott tomeglistak lekeresése azon
torténhessen. Ugyanakkor a fehérje adatbazist akkor meg nem tették publikussa.

A fragmentécios (PSD) spektrumok szama csekély (1-2, esetleg 3). Igy nagy esély van
arra, hogy nem arrol a peptidrdl késziil/t fragmentéacios spektrum, ami teljes mértékben
atfed egy ismert fehérjével, hanem olyanrdl, aminek megfeleld peptidszakaszt nem
tartalmazza az adatbazisban 1évo fehérje.

A PSD spektrumok felvételekor figyelembe kell venni, hogy az adott csics nagy
intenzitasu legyen, ¢és lehet6leg ne legyen a kozelében masik jel, mivel ebben az esetben
keverék (két, vagy tobb peptid) fragmentaciés spektrumahoz vezet a mérés
megnehezitve, illetve lehetetlenné téve a peptid szekvenciajanak meghatérozasat.

A PSD spektrumok sok esetben nem eléggé jo mindségiick “de novo” szekvenalasra.

Ezzel szemben az LC-MS/MS mérések soran (amelyet a régi mintdkon még nem végeztlink)

tobb sz&z, esetleg ezer fragmentéacios spektrum késziil, amelyek kdzll természetesen tobb a

selejtes is, de a fehérje azonositasat eredményezé CID spektrumok szama is sokkal-sokkal

nagyobb. Ugyanakkor ezen CID spektrumok koziil a j6 min6ségiiek ,,de novo” szekvenalast is

lehetové tesznek, ami szintén elvezethet a fehérje azonositasahoz.



Az ubiquitinalt mintak szintézise és tisztitasa

A c¢DNS megfeleld plazmidba torténd beklonozasat kovetéen a fehérjéket E. coli
baktériumban, illetve élesztben (S. cerevisiae) fejeztették ki. A vizsgalt fehérjék kinyerése és
tisztitsa glutation-gydngyot tartalmazé oszlopon tortént.

Az ubiquitinalt fehérjék in vitro szintézise: A vizsgalt fehérje standard ubiquitinalasi reakcidja
100 ul PO pufferben (40 mM Tris_HCI, pH 7.5 8 mM MgCl, 100 pg/ml BSA_10%
glycerol_100 uM ATP) tértéent 200 pg Rad6/18 (E2/E3), 500 ng Ubal (ubiquitin-aktivald
enzim 1, ubiquitin-tipusi madosito aktivalo enzim 1), 100 pg Ub (ubiquitin) és 15 pg vizsgalt

fehérje jelenlétében.



MALDI-TOF kvantitativ jellegének a vizsgalatahoz kapcsolodo abrak

M-1. 4brdk A szintetikus peptid relativ intenzitdsdnak &brézolasa a fetuin adott
triptikus peptidjére vonatkoztatott koncentracié arany fuggvényében. A minta adott
mennyiségli Arg-peptid és 100 fmol fetuin emésztmény keveréke. A szaggatott vonalak az

adott peptid mért relativ intenzitisainak a 95%-0s konfidencia hatarait szemléltetik.

Fetuin (m/z=1385.5) és Arg-peptid
20d y=1.4074x-0.4959 .
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Fetuin (m/z=1474.8) és Arg-peptid
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Fetuin (m/z=1513.6) és Arg-peptid
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M-1.c dbra
Fetuin (m/z=2008.9) és Arg-peptid
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o
(]
<
2
<
o
- CArg-peptid/Cfetuin

M-1.d dbra

M-2. abrdk A szintetikus peptid relativ intenzitdsdnak &brézolasa a fetuin adott
triptikus peptidjére vonatkoztatott koncentracié arany fuggvényében. A minta adott
mennyiségii Arg-peptid és 100 fmol fetuin emésztmény keveréke. 2x10° cfu Escherichia coli
volt jelen minden egyes minta/spot esetében. A szaggatott vonalak az adott peptid mért relativ

intenzitdsainak a 95%-o0s konfidencia hatarait szemléltetik.
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lrelJArg-peptid/fetuin]

E. Coli, Fetuin (m/z=1474.8) és Arg-peptid
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E. Coli, Fetuin (m/z=1513.6) és Arg-peptid
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E. Coli,F etuin (m/z=2008.9) és Arg-peptid
20 4 ®
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M-3. abrdk A szintetikus peptid relativ intenzitdsdnak &brézoldsa a fetuin adott
triptikus peptidjére vonatkoztatott koncentracié arany fuggvényében. A minta adott
mennyiségli Arg- és Leu-peptid peptid és 100 fmol fetuin emésztmény keveréke. A szaggatott
vonalak az adott peptid mért relativ intenzitdsainak a 95%-0s konfidencia hatéarait

szemléltetik.

Fetuin (m/z=1252.6) és Arg- és Leu-peptid
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Fetuin (m/z=1385.5) és Arg- és Leu-peptid
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le[Arg-peptid/fetuin]

Fetuin (m/z=1513.6) és Arg- és Leu-peptid
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Fetuin (m/z=1252.6) és Arg- és Leu-peptid
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Fetuin (m/z=1474.8) és Arg- és Leu-peptid
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Fetuin (m/z=2008.9) és Arg- és Leu-peptid
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M-4. abrdk A szintetikus peptid relativ intenzitdsdnak &brézolasa a fetuin adott
triptikus peptidjére vonatkoztatott koncentracié arany fuggvényében. A minta adott
mennyiségli Leu-peptid peptid és 100 fmol Arg-peptid és fetuin emésztmény keveréke. A
szaggatott vonalak az adott peptid mért relativ intenzitasainak a 95%-os konfidencia hatérait

szemléltetik.

. Fetuin és Arg-peptid, és Leu-peptid
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Fetuin (m/z=1252.6) és Arg-peptid, és Leu-peptid
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Fetuin (m/z=1385.5) és Arg-peptid, és Leu-peptid
2 A
*
15 y =0.0817x - 0.0625
= 7 R?=0.6756
2
Q
s 11
o
[]
o
L 05
()]
=
E
= 5l
-0.5 -

CLeu—peptit:i/Cfetuin

M-4.c

20




l.e[Leu-peptid/fetuin]

Fetuin (1474.8) és Arg-peptid, és Leu-peptid
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Fetuin (m/z=1513.6) és Arg-peptid, és Leu-peptid
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Fetuin (m/z=2008.9) és Arg-peptid, és Leu-peptid

0.6 1 y=0.0227x - 0.011
0.5 - R?=0.4003 ¢

lrel[Leu-peptid/fetuin]

-0.2 - CLeu-peptid/Cfetuin

M-4.f

M-5. abrak A szintetikus peptid relativ intenzitdsanak abrézolésa a fetuin adott riptikus
peptidjére vonatkoztatott koncentracid arany flggvényeben. A relativ intenzitasok
kozépértékének abrdzolésa a peptidek koncentrécié ardnyanak fiiggvényében. A standard
deviaciot a hibavonalak reprezentéljak. A minta adott mennyiségii Arg-peptid és 100 fmol

fetuin emésztmény keveréke.

Fetuin (m/z=1385.5) és Arg-peptid
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M-5.a
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le[Arg-peptid/fetuin]

12

Fetuin (m/z=1474.8) és Arg-peptid

y =1.2135x- 0.7139
R%2=0.9885
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Fetuin (m/z=1513.6) és Arg-peptid
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Fetuin (m/z=2008.9) és Arg-peptid
10 -

gl y=0427x+0.4464
R? = 0.845

le[Arg-peptid/fetuin]
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M-5.d

M-6. abrak A szintetikus peptid relativ intenzitdsanak abrézolésa a fetuin adott riptikus
peptidjére vonatkoztatott koncentracid arany flggvényeben. A relativ intenzitasok
kozépértékének abrdzolasa a peptidek koncentrécié ardnyanak fiiggvényében. A standard
deviaciot a hibavonalak reprezentéljak. A minta adott mennyiségii Arg-peptid és 100 fmol
fetuin emésztmény keveréke. 2x10° cfu Escherichia coli volt jelen minden minta/spot

esetében.

E. Coli, Fetuin (m/z=1252.6) és Arg-peptid

y = 2.4462x + 1.3999
R?=0.9809
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l.a[Arg-peptid/fetuin]

E. Coli, Fetuin (m/z=1385.5) és Arg-peptid
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E. Coli, Fetuin (m/z=1513.6) és Arg-peptid
25 1

y=1.7272x-0.879
R’ =0.9868

20 4

lel[Arg-peptid/fetuin]
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M-6.d
E. Coli, Fetuin (m/z=2008.9) és Arg-peptid
14 - -
12 1 y =0.5667x + 0.1903
2 _
' 104 R” =0.9532
=
2
T
1
Q
&
2
<
°
2 ;
CArg—peptid Ctetuin

M-6.e

M-7. abrak A szintetikus peptid relativ intenzitdsanak abrézolésa a fetuin adott riptikus
peptidjére vonatkoztatott koncentracid arany flggvényeben. A relativ intenzitasok
kozépértékének abrdzolasa a peptidek koncentracié ardnyanak fiiggvényében. A standard
deviaciot a hibavonalak reprezentaljak. A minta adott és azonos mennyiségli Arg- és Leu-

peptid és 100 fmol fetuin emésztmény keveréke.
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Fetuin (m/z=1252.6) és Arg- és Leu-peptid
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l.a[Arg-peptid/fetuin]
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Fetuin (m/z=2008.9) és Arg- és Leu-peptid
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l.a[Leu-peptid/fetuin]

Fetuin (m/z=1385.5) és Arg- és Leu-peptid
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Fetuin (m/z=1474.8) és Arg- és Leu-peptid
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Fetuin (m/z=1513.6) és Arg- és Leu-peptid
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Fetuin (m/z=2008.9) és Arg- és Leu-peptid
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M-7.

M-8. abrak A szintetikus peptid relativ intenzitdsanak abrézolésa a fetuin adott riptikus
peptidjére vonatkoztatott koncentracid arany fuggvényeben. A relativ intenzitasok
kozépértékének abrdzolésa a peptidek koncentrdcié ardnyanak fiiggvényében. A standard
deviaciot a hibavonalak reprezentaljak. A minta adott mennyiségii Leu-peptid és 100 fmol

Arg-peptid és fetuin emésztmény keveréke.
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Fetuin és Arg-peptid, és Leu-peptid
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Fetuin (m/z=1252.6) és Arg-peptid, és Leu-peptid
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Fetuin (m/z=1385.5) és Arg-peptid, és Leu-peptid
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Fetuin (m/z=1513.6) és Arg-peptid, és Leu-peptid
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Fetuin (m/z=2008.9) és Arg-peptid, és Leu-peptid
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M-9. abrék Az Arg- and triptikus fetuin peptid (m/z=1385.56) relativ intenzitdsai kozotti
korrelacio vizsgalata adott mintan belul (100 fmol mindegyik). A Leu-peptid minden
egyes mintanal feltintetett értéknek megfelelé mennyiségben volt jelen. A Kkorrelacios
egyenes szigorlan az origon atmend egyesen, mivel linedris aranyossag feltételezett a

jelintenzitasok kozott.
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g, CLeu—peptidlcfetuin:7-5
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M-10. abrdk A P és P* peptid relativ intenzitdsdnak (l.) abrézoldsa a koncentracio
ardnyuk fuggvényében. M-10.a, Minden egyes mért relativ intenzitds abrazolasa. A
szaggatott vonalak az adott peptid mért relativ intenzitasainak a 95%-os konfidencia hatérait
szemléltetik. M-10.b, A relativ intenzitisok kozépértékének abrazolasa a peptidek megfeleld
koncentracio aranyanak fuggvényeben. A standard deviaciot a hibavonalak reprzentéljak. A
mintdk adott mennyiségii P-peptid és 100-100 fmol P* peptid és fetuin emésztmény
keverékei. 2x10° cfu Escherichia coli volt jelen minden minta esetében. A koncentréacié

tartomany a 0.5-10.0 intervallumba esett.
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M-11. abrdk A P és P* peptid relativ intenzitdsdnak (lr) abrézoldsa a koncentracio
ardnyuk fuggvényében. M-11.a, Minden egyes mért relativ intenzitds abrézolasa. A
szaggatott vonalak az adott peptid mért relativ intenzitasainak a 95%-os konfidencia hatérait
szemléltetik. M-11.b, A relativ intenzitdsok kozépértékének abrazolasa a peptidek megfeleld
koncentraci6 ardnyanak fuggvenyében. A standard deviaciot a hibavonalak reprezentaljak. A
mintdk adott mennyiségii P-peptid és 100-100 fmol P* peptid és fetuin emésztmény
keverékei. 2x10° cfu Escherichia coli volt jelen minden minta esetében. A koncentréacié
tartomany a 0.5-5.0 intervallumba esett.
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M-12. 4brak A P és P* peptidek intenzitisai kozotti korrelacié vizsgélata adott mintan
belil, ahol a két peptid koncentracié aranya minden egyes abran feltiintetett értéknek felelt
meg. 100 fmol fetuin triptikus emésztmény volt még jelen minden egyes mintdban. A
korrelacios egyenes szigorian az origon atmend egyes, mivel linearis arAnyossag feltételezett

a jelintenzitasok kozott.
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M-13. A P és P* peptidek intenzitdsai kozotti korrelacio vizsgalata adott mintan belil,
ahol a két peptid koncentracié aranya minden egyes abran feltiintetett értéknek felelt meg. 100
fmol fetuin triptikus emésztmény és 2x10° cfu Escherichia coli volt még jelen minden egyes
minta esetében. A korrelacidos egyenes szigortian az origon atmend egyes, mivel linearis

aranyossag feltételezett a jelintenzitasok kdzott.
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g, Cp/Cp+=5
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M-14. &brak A P és P* peptid relativ intenzitdsanak dbrazolasa a koncentracié aranyuk
fuggvényében. M-14.a, Minden egyes mért relativ intenzitds abrdzolasa. A szaggatott
vonalak az adott peptid mért relativ intenzitdsainak a 95%-0s konfidencia hatéarait

szemléltetik. M-14.b, A relativ intenzitisok kozépértékének abrazolasa a peptidek megfeleld
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koncentracio ardnyanak figgvenyében. A standard deviéciot a hibavonalak reprezentaljak. A
mintdk adott mennyiségii P-peptid és 100-100 fmol P* peptid és fetuin emésztmény
keverékei.
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M-15. &brak A P és P* peptid relativ intenzitdsanak abrazolasa a koncentracié aranyuk
fuggvényében. M-15.a, Minden egyes mért relativ intenzitds abrdzolasa. A szaggatott
vonalak az adott peptid mért relativ intenzitdsainak a 95%-0s konfidencia hatéarait

szemléltetik. M-15.b, A relativ intenzitisok kozépértékének abrazolasa a peptidek megfeleld
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koncentracio ardnyanak fuggvenyében. A standard deviéciot a hibavonalak reprezentaljak. A
mintdk adott mennyiségii P-peptid és 100-100 fmol P* peptid és fetuin emésztmény
keverékei. 2x10° cfu Escherichia coli volt jelen.
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M-16. abrdk A héttérzaj és a jel/zaj viszony szemléltetésére random Kivalasztott
spektrumok. M-16.a, 200 fmol Arg-peptid és 100 fmol triptikus fetuin emésztmény
keveréke. M-16.b, 400 fmol Leu-peptid és 100 fmol Arg-peptid és triptikus fetuin

emeésztmény keveréke. c, 100 fmol P* peptid, és triptikus fetuin emésztmény és 400 fmol P
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peptid keveréke. 2x10° cfu Escherichia coli volt jelen minden egyes minta esetében. "X":
fetuin peptid; "a": fetuin peptidek natrium adduktja.
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