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Bevezetés

Az SzBK Proteomikai Kutatdcsoportjaban peptidkeverékek vizsgélata folyik

biol6giailag relevans mintdkbol. A kutatasi munk&dm, amelyen a Ph.D. értekezésem alapul, a

kovetkez6 részekre tagolhato:

Fehérjeazonositas
Fehérjék kvantitativ analizise

Poszt-transzlaciés modositasok vizsgalata

Fehérjeazonositas: A fehérjemintdk  tomegspektrometrias  vizsgalata azok
enzimatikus, vagy kémiai Uton torténd emésztése soran keletkezd peptidek
molekulasuly- és szekvencia-meghatarozésan alapul. A MALDI-TOF MS széles
korben alkalmazott analitikai eljarés kivalo érzeékenysége, viszonylag révid analizis
ideje, egyszerii kezelhetdsége és nem utolsd sorban kedvezébb ara miatt. Osszetettebb
mintak vizsgalatara az LC-MS/MS azonban sokkal alkalmasabb, mint a MALDI-TOF,
mivel az analizis sordn szamos szekvencia informéciot hordozé fragmentécios
(MS/MS) spektrum keletkezik. Az értekezésben a marha agyszovetbdl izolalt tubulin
polimerizacidjat eldsegitdé fehérje (TPPP/p25, Tubulin Polymerization Promoting
Protein, M,=25 kDa) kdlcstnhat partnereinek és Streptomyces griseus (gram-pozitiv
baktérium) fajbol szarmazo fehérjék legfoképpen MALDI-TOF tdmegspektrométerrel
végzett azonositasat emlitem meg. Az utobbi munkéban a konkrét feladatom a vad
tipusu Streptomyces griseus torzs (B2682), az A-faktort nem termelé AFN jelii torzs
és az AFN mutans transzformansénak, azaz az AFN/pSGF4 transzforméans fehérje
expresszidjanak 0sszehasonlitsa volt. Az AFN/pSGF4 transzforménsban a C-faktor
szignal proteint/molekulat (Signaling Protein Factor C) expresszéltattak. A projekt
sordn a feladatom ezen torzsek fehérjeprofiljaiban kilonbséget mutatd fehérjek
tdmegspektrometrids analizise volt. A Streptomyces griseus fajb6l szarmaz6 mintak

azonositasanak nehézségét az jelentette, hogy az NCBI (és minden egyéb nyilvdnosan



hozzaférhetd) adatbazis az adott fajra nézve nagyon hianyos volt, tovabba a

késziilékek sem biztositottak de novo szekvenalasra alkalmas adatokat.

Fehérjék (relativ vagy abszolut) kvantitativ analizise: A kvantitativ vizsgélatok
elengedhetetlenek a bioldgiai folyamatok megértésében. A fehérje mennyiségi
valtozéasai 0sszefliggésben lehetnek fejlédési allapottal, gyogyszeres kezeléssel,
betegséggel, vagy a sejtciklus allapotaval, stb. A mintdban 1év6 komponens
mennyisége és az ion intenzitsa k6zOtt azonban nincs egyértelmii Gsszefliggés. Egy
adott komponenshez tartozd mért jel intenzitasat nagyon sok minden befolyasolja
(szerkezet, hidrofébicités, bazicités, toltés stb.), nem utolsé sorban pedig a mintdban
jelenlévé minden egyéb komponens. Ezért a tomegspektrometria alapvetden nem
kvantitativ modszer, de megfelel6 triikkokkel azza tehetd. Munkam soran a kvantitativ
vizsgélatok csak nagyon kis szeletével, frakcionalatlan elegyek MALDI-TOF MS
alapl mennyiségi meghatarozasanak tanulményozasaval foglalkoztam. Ezt az
analitikai technikat gyakran alkalmazzdk frakcionalatlan elegyek kvantitativ
vizsgélatéra, tovabba pl. sejtek, szovet-szeletek kozvetlen tanulméanyozésara is. Azt
vizsgéltam, hogy mennyiben jogos és megbizhaté a MALDI-TOF kvantitativ
analizisekben valé alkalmazésa. Ezen kérdések megvalaszolasa és a megbizhat6sag
kifejezése eltér6 komplexitasu mintak sorozatméréseinek feldolgozasaval ¢és

statisztikai kiértékelésével tortént.

Poszt-transzlacios modositdsok (PTMek) tanulményozisa: Az irodalomban kozel
500 poszt-transzlaciés maodositds ismert. A jelenlétiik a genombd6l mai tudéasunk
alapjan nem megjosolhatd. PTM-ek példaul a diszulfid-hidak, az oxidacio, az
acetilezés, a metilezés, a foszforilacio, a szulfatalas, a glikozilacio, a keresztkdtések és
az ubiquitindlés. A kovalens médositasok a fehérjék bioldgiai sajatsaganak valtozasa
mellett a fizikai tulajdonsagok megvaltozasaval is jarhatnak: valamilyen mértékben
modosulhatnak a peptid kromatografias tulajdonsagai, MS viselkedése, azaz
detektalhatosdga, fragmentalodasi tulajdonsédgai. Sok kovalens modositds a
fehérjepopulécionak csak egy részét, gyakran csak nagyon kis toredékét érinti
(<néhany %). Az alacsony szinten el6forduld (rendszerint dinamikus) modositasok
vizsgélatandl az MS analizist megel6z6en az adott modositasra kidolgozott disitasi
eljarast (ha van ilyen) célszerli alkalmazni, hogy a modositott peptideket
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detektalhassuk. Munkéam soran bizonyos fehérjék [human DNS polimeréaz i6ta, DNS
polimerdz éta, Werner helicase interacting protein (ATPase WRNIP1), és éleszté
(Saccharomyces cerevisiae) Rad5 protein) ubiquitindldsanak tanulmanyozaséval
foglalkoztam. A modositott peptid disitadsara egyeldre nincs megfeleld eljaras, ezért

célzott tomegspektrometriés analizissel probalkoztam.



Célkituzések

Fehérjeazonositas:

>

Marha agyszovetbdl izoldlt tubulin polimerizaciojat eldsegité fehérje
(TPPP/p25) kdlcsdnhat6 partnereinek azonositasa.

A Streptomyces griseus vad tipusi torzsének,  A-faktort nem termeld
mutansanak és az AFN/pSGF4 transzformans fehérjeprofilban kildnbséget
mutaté fehérjék azonositdsa, elsésorban MALDI-TOF témegspektrometrias

analizissel.

Fehérjék kvantitativ analizise:

Munkdm soran az egyik f6 feladatom a MALDI-TOF tomegspektrometria
kvantitativ  felhaszndlhatosdganak a vizsgalata, a kvantitativ mérések
megbizhatosaganak a tanulmanyozisa volt. A vizsgalatok/mérések eltérd
Osszetétell rendszerek felhaszndlasaval torténtek. A mennyiségi meghatarozasok
sordn kapott eredmények pontossdginak és megbizhatésaganak jellemzése

statisztikai analizissel tortént.

Poszt-transzlaciés modositadsok tanulményozésa:

A kovetkez6 fehérjék esetében az ubiquitinalds tényének bizonyitasa és a
maddositas helyének pontos meghatérozéasa volt a cél: human DNS polimeréz
iota, DNS polimeraz éta, Werner helicase interacting protein és éleszt6 Rad5

protein.



Alkalmazott modszerek

A fehérjék enzimatikus emésztése leggyakrabban gélben, tripszin alkalmazasaval tortent.

Egyes esetekben bromcianos emésztésre volt szilkség, oldatban és gélben egyarant.
Az emésztmények forditott fazist, Cyig ZIP-TIP tisztitdsa, amennyiben szilkség volt ra.

A minték analizise MALDI-TOF és/vagy LC-MS/MS tomegspektrometrids madszerekkel
tortént.

MALDI-TOF MS meresek soran a minta felviteléhez “dried-droplet” modszert alkalmaztunk

és a mérések reflektron médban tortentek.

Az LC-MS/MS analizis sorén forditott fazist kromatogréfia alkalmazésa.

Hasznalt készulékek:

Bruker Reflex 111 MALDI-TOF tomegspektrométer

Agilent 1100 nanoHPLC rendszerrel on-line kapcsolt Agilent XCT Plus ioncsapda

A MALDI-TOF kvantitativ jellegének vizsgélata soran a mérési eredményeken statisztikai
modszerek alkalmazasa: varianciaanalizis, regresszi6analizis, F-proba, t-proba, konfidencia

intervallum és inverz konfidencia hatarok meghatarozésa.



Legfontosabb eredmények

Fehérjeazonositas:

1.

A szamos meghatarozott fehérje kozil jelent6s szerepe a glyceraldehyde-3-
phosphate-dehydrogenase-nak (GAPDH) és az elongacids faktornak van.

A C faktor A-faktort nem termel6 Streptomyces griseus mutansban torténd
expresszidja a szekretélt fehérjék kozul legaldbb 50 fehérje expresszidjanak
jelent6s mértéki valtozasat eredményezte (Kvantitativ 6sszehasonlitas 2D-
elektromforézissel). Ugyanakkor az NCBI (és minden egyéb nyilvanosan
hozzaférhet6) adatbazis Streptomyces griseus-ra nézve nagymértékben hianyos
volt, igy a kutatas kezdetén csak 9 fehérje azonositasat tette lehetévé. A 9
azonositott fehérje kozul négy az A-faktor regulon tagja. A maradék 5 pedig
olyan fehérje, amelyeket valosziniileg szintén A-faktor regulal, mert a génjeik
A Streptomyces griseus genomialis adatbazis publikussa tételét kovetden tovabbi

20 fehérjét sikeriilt azonositani (a kézirat el6késziiletben).

Fehérjék kvantitativ analizise:

Peptidek komplex mintdkban torténé mennyis€égi meghatarozasat végeztem, ismert

=z

annak hianyat statisztikai modszerekkel értekeltem.

1.

A Kalibracios gorbék segitségével szamolt peptidkoncentraciok
megbizhatdsidganak vizsgélatara egy Uj paramétert, az inverz konfidencia hatért
vezettem be.

A vizsgélt rendszerben a szdmitott peptidkoncentraciok pontossaga és
reprodukélhatosaga is elfogadhatatlanul alacsony volt.

Amennyiben a referenciamolekula a vizsgalt peptid stabil izotoppal jelolt
analdgja volt, agy a sz&mitott peptidkoncentraciok reprodukalhatosaga
szamottevéen, pontossaga pedig mérsékelten javult. Ez a javulds azonban csak a
0,5-5 koncentracié-aranyoknal teljesult, a vizsgalt és a jeldlt peptidekre

vonatkoztatva.



4. Ezért minimum kétlépéses kalibracidt javaslok kvantitativ meghatarozasokra: az
els6t a nagysagrend becslésére, a masodikat a pontos meghatarozasra.

5. Kimutattam, hogy a minta dsszetételének mar kismértékii valtozasa a kalibracios
egyenes meredekségét szignifikans mértékben modositotta, ami jelzi a kiilsd
kalibracié pontatlansagat.

6. A sz&mitott koncentracio-arany pontossaga javithato a kalibracios gorbe pontjai
szamanak novelésével (nmin = 8-10 minden koncentracio-aranynal), tobb
lézerlovés elvégzésével (min. 1000/spot), illetve azon méreések szdméanak (N”) a
novelésével, amelyek az ismeretlen koncentracié-arany (X’) meghatérozéasara
szolgalnak.

7. Akalibrécios egyenest minden mérési pont felhasznélasaval kell illeszteni, nem
csupén az tlagértékekre, igy valos képet kaphatunk annak megbizhat6sagardl,
amit az R? érték és a konfidencia hatéarok jeleznek.

V4

esetben javaslom kiszamolni és feltlintetni

Poszt-transzlacios modositasok vizsgalata:

Mind a négy vizsgalt fehérje esetében a poszt-transzlacios modositést, az
ubiquitinalast a spektrumokban jelenlévé ubiquitin peptidek igazoltak. A modositas
pontos helyének meghatarozasara célzott MS/MS analizist alkalmaztam, egyelére
sikertelenil; részben a megfeleld késziilék hianyaban. Azonban minden fehérje
esetében jelentds mértékben lesziikitettem a lehetséges Lys oldallancoknak a szamat,

ahol a poszt-transzlaciés madositas torténhetett.
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