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Ha még nincs ismereted a proteomikardl, de érdekesnek hangzik, vagy
most keriiltél be egy proteomika laboratériumba, netan ott szeretnél
dolgozni, vagy ha csak egyszeriien olyan kisérletet tervezel, amelyhez
segitség lehet a proteomika gazdag tarhaza és az altala biztositott nagy
mennyiségli adat, akkor megtalaltad a megfelel6 kényvet.

/k(‘jnyvismerteté

Ez a kényv tuddsok altal irt és tudomanyos igényességgel sziletett, de nem kifejezetten tudomanyos
kényv. Nem is igazan ismeretterjeszt6, de jelentés mennyiségli ismeretet tartalmaz. Nem kimondott
tankényyv, de bizunk benne, hogy az érdekl6ddk sokat tanulhatnak beléle. Ugyanakkor kapcsolatteremtd,
un. ,interfész” az érdekl6dé olvas6 és a bemutatott modszereket napi szinten hasznal6é hazai labora-
toriumokban dolgozé kutatok kozoétt. Vagyis, ez egy rendhagyo kdnyv, amely hianypotlo és egyedi a maga
nemében.
A célunk az volt, hogy egy olyan kényvet készitslink magyar nyelven, amelybdl a proteomika irant érdek-
16d6 kepet kaphat a proteomika alapvetd kérdéseirdl és kihivasairol, informaciohoz juthat az egyes fébb
proteomikai modszereket illetéen, vagy elindulhat a proteomikai kutatasok kihivasokkal teli, de jelent6s
eredményekkel kecsegtet6 utjan. Az egyes fejezetekben kézértheté modon és szemléletesen probaltuk a
legfontosabbnak itélt témakoroket bemutatni, alapismereteket nydjtva az érdeklédéknek, és iranyt mutat-
va az elmélyilni vagyoknak.
Az érdeklédbknek hasznalhatd ismereteket kivanunk adni és nem elméleti eszmefuttatasokkal untatni.
Az egyes modszereknél bemutatott elényok és hatranyok a hazai proteomikai laboratoriumokban
dolgozo kollegak tobb éves tapasztalatan atszirve, a mindennapokban hasznalhaté hasznos tudassa
suritve kertilnek bemutatasra. A felvetett problémak nem arra hivatottak, hogy eltantoritsak az olvasot,
hanem reményeink szerint segitséget nyujtanak a korultekinté kisérlettervezésnél és az elengedhetetlen
kritikus gondolkodasra batoritanak.
A kdnyv szakmai hatterét a hazankban miikodé hét proteomikai laboratériumban dolgozo, tébb éves ta-
pasztalattal rendelkez6 kollégak biztositjak, akik partnerek az egyes médszerek tovabbgondoldsaban és
kivitelezésében. J6 olvasast és j6 gondolkodast kivanunk!

(a szerkeszt6 és a szerzék)

Csdsz Eva biologus diplomait a kolozsvari Babes-Bolyai Tudomanyegyetemen és
a Debreceni Egyetemen szerezte. Doktori tanulmanyait a Debreceni Egyetemen
végezte Fésils Laszld akadémikus iranyitasaval. A posztdoktori évek alatt kerult
kapcsolatba a proteomikaval. Ma a Debreceni Egyetem Biokémiai és Molekularis
Biologiai Intézetének professzora, szamos biokémia és proteomika targyu kurzus
oktatoja, valamint a Biomarker kutatdcsoport vezetdje. Oktatasi és kutatasi
tevékenysegén kivil jelentds tudomanyos kozéleti tevékenyseget is végez:
a Magyar Biokémiai Egyestlet (MBKE) Proteomika Szakosztalyanak az elndke,
a MBKE Intézébizottsaganak a tagja, az Eurépai Proteomikai Tarsasag (EuPA)
vezetBségi tagja, valamint részt vesz a legnagyobb proteomikai vilagszervezet,
a HUPO (Human Proteome Organization) vezetésében. Ezen kivil szerepet vallal
a kutatéi utanpétlas képzésében és lelkes hirdetdje annak az elvnek, hogy
orémmel, jokedvvel és alazatos racsodalkozassal érdemes gazdagitani
ismereteinket, tagitani tudasunk hatarat.
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1. EL0OSZ0 Medzihradszky

F. Katalin

Kedves Olvaso!

A kezdet kezdetén szogezziik le, ez a konyv a rendszerbiolégia egyik dgdt, a fehérjék
vizsgdlatdra fékuszdlé proteomikdt mutatja be. Pontosabban annak is azt a részteriletét,
amelynek kulcs analitikai médszere a tomegspektrometria.

A miult szdzad vége felé az analitikai médszerek és f6leg az informatika ugrdsszer( fej-
|6désének eredményeképpen a biokémiai, molekuldris bioldgiai kutatdsban paradigmaval-
tds kovetkezett be. A hipotézis irdnyitotta kutatdsok mellett/helyett egyre inkdbb teret nyertek
azok a vizsgdlatok, amelyek nagyobb biolégiai egységek miikodésérsl, perturbaciéjardl, re-
akci6irdl, regenerdléddsdrdl stb. tgy probdltak képet formdlni, hogy e bonyolult rendszerek
minél tobb alkotéelemérdl gydijtottek lehetGség szerint kvalitativ és kvantitativ informdciét,
amelyet a matematika eszkozeivel értelmeztek. A rendszerbiolégia tulajdonképp a
genomszekvendldsi projektek direkt folyomdnya, hiszen elég hamar nyilvdnvaléva valt,
hogy a humdn genomszekvendlds eredményei ellenére vagy éppen azért, rengeteg Uj kérdést
vetett fel, de mindenképpen azt jelezte, hogy a fehérjék kozvetlen vizsgdlata elengedhetet-
len. igy sziiletett meg a proteomika. Tovabbd egyre nyilvanvalébba valt, hogy nemcsak a fe-
hérjéket, hanem a kiilonb6z6 RNS-varidcidkat, lipideket, cukrokat és metabolitokat is kovet-
ni/vizsgdlni kell, lehet6leg nagy volumen(, automatizélt kisérletekben. Manapsdg szdmtalan
,omika” |étezik mdr: proteomika, sét foszfo- vagy glikoproteomika, vagy a mindezeket ma-
gdban foglalé — magyarul szérnyen hangzé — PTM(poszttranszldciés médositds)omika, vala-
mint transzkriptomika, lipidomika, glikomika, metabolomika stb.

A proteomikai vizsgdlatok szakaszai: a mintdk kivdlasztdsa, mérésre valé el6készitése,
a tomegspektrometrids analizis, az eredmények kiértékelése és értelmezése mind-mind
komplex feladat, és ha barmelyik lépés hibds, nem vdrhaté haszndlhaté eredmény. A min-
ta-el6készitések sordn alkalmazott médszerek jelentds része évtizedek 6ta haszndlatos, csak
a jelenleg vizsgdlt kisebb anyagmennyiségekhez és megnovekedett detektdldsi érzékenység-
hez igyeksziink alkalmazkodni. Manapsdg a fehérjék azonositdsa, azaz a vizsgdlt elegyek
kvalitativ analizise rutin feladatnak szdmit. De még ezt az egyszer( feladatot is koriltekint6-
en kell megtervezni, a vizsgdlandé minta komplexitdsdt, a komponensek dinamikus tartomé-
nydt, az esetleges szennyezd fehérjéket mind-mind figyelembe kell venni. Amennyiben a je-
len 1évé poszttranszldciés médositdsokra is kivancsiak vagyunk vagy mennyiségi adatokra is
szikséguink van, mdr sokkal bonyolultabb tervezésre van sziikség. Nem drt egy statisztikus
segitségét kérni. Izgalmas és szintén jol megfontolt megkozelitést igényel, ha egy adott
fehérjekomplex mindségi, mennyiségi dsszetételét és topoldgidjdt is szeretnénk kideriteni.
Kulonosen akkor, hogy ha az alkoté fehérjéket nativ dllapotukban, azaz enzimes emésztés
nélkul is jellemezni akarjuk. Hasonléan gyakori felvetés bizonyos fehérjék sejten belili elhe-
lyezkedésének vagy egytitthaté partnereinek vizsgdlata, amit nemritkdn specidlis bioldgiai
jeloléssel és ehhez alkalmazkodd dusitdssal segithetlink. Azaz praktikus, ha a kutatécsoport
tagjai a kémidhoz, biotechnolégidhoz és elvdlasztastechnikdhoz is értenek. A proteomikai
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kutatds akkor és csak akkor lehet igazdn sikeres, ha az érdekelt felek: biolégusok, orvosok,
analitikusok, s6t informatikusok mdr a kisérletek megtervezésénél egyltt dolgoznak.

Ezt a konyvet ajanljuk mindenkinek, aki alaposabb tuddsra kivdn szert tenni a
proteomikdrol, pusztdn tudomdnyos kivancsisaghdl vagy mert kutatdsaiban hasznositani
szeretné a proteomikat, akdr igy, hogy maga végzi a kisérleteket, akdr tigy, hogy mdsok ered-
ményeit kivdnja hozzaértéssel megvizsgdlni, felhaszndlni, tovabbfejleszteni. Reméljiik, hogy
tuddsunkat és tapasztalatainkat megosztva megkonnyitjik az ismerkedést ezzel az izig-vérig
interdiszciplindris kutatdsi dggal, és ennek eredményeképpen olvaséink értébb szemmel ta-
nulmdnyozzak a proteomikai publikdciokat, és tdjékozottabb partnerként vesznek részt uj,
igéretes projektek létrehozdsdban.
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2. TﬁMEG,SPEKTROMETRI,{-\: Medzihradszky
A FEHERJEANALIZISTOL
A PROTEOMIKAIG

A rendszerbiolégiai kutatdsok egyik legfontosabb eszkoze a tomegspektrometria. En-
nek az analitikai médszernek az a legnagyobb el6nye, hogy vdratlan/ismeretlen molekulak
jelenléte is detektdlhatd, szerkezetiik részben vagy részleteiben is meghatdrozhaté: a mole-
kuldk intakt tomege és fragmentdcios analizise szolgdltatja ezeket az informdcidkat. Lehets-
ség szerint az él6 szervezetekben el&fordulé rendkivil komplex elegyek valamennyi ¢ssze-
tevGjérdl kivannank kvalitativ és kvantitativ adatokat szerezni nyilvdnvaléan hatalmas kihi-
vds. Ellentink dolgozik a kilonféle alkotéelemek szamos nagysdgrendet dtivel§ koncentréci-
6ja, néha a végletekig eltéré fizikai és kémiai tulajdonsdgai (méret, hidrofil és hidroféb jelleg,
elemosszetétel, savassdg/bdzikussdg stb.), amelyek erételjesen befolydsoljdk az ionizdcidt, a
detektdlhatdsdgot és a szerkezetrdl drulkodé fragmentdcids folyamatokat. Miutdn a tomeg-
spektrometria természeténél fogva nem célzott médszer, igy bizony taldlékonynak kell len-
niink a minta-el6készitésnél, hogy minél mélyebbre dshassunk az él6 rendszerekben és mi-
nél teljesebb képet fessenek szamunkra a kilonb6zé vegytiletcsalddokrdl feltdrt informdci-
ok, azaz a kulonbozé omikai adatok.

A tomegspektrometria (MS) eleinte csak olyan anyagok vizsgdlatat tette lehet6vé, ame-
lyek vakuumban kénnyen és bomlds nélkil elpdrologtathaték voltak. Az ionizdciét egy par-
huzamos, kb. 70 eV energidval rendelkez elektronnyaldb végezte. Ez szén-szén kotések ha-
saddsdt is lehet6vé tette, tehdt nemcsak ionizdlédott a vizsgdlandé molekula, hanem az io-
nok egy része fragmentdlddott is — azaz egy kisérletben mérhettiik meg a teljes molekula és
darabjainak tomegét. Az un. szektoros tmegspektrométerek elektromos (E) és mdgneses (B)
térrel kinetikus energia és tomeg/toltés ardny (m/z) alapjdn fokuszéltak/vdlasztottdk szét a
képzadott ionokat, és a magneses teret fokozatosan csokkentve (szkennelve) tették lehet6vé,
hogy ezek az ionok (a felbontdstdl figgsen kilon-kilon vagy étfedéssel) el is jussanak a de-
tektorhoz. Az ilyen tn. elektronionizdcios (El) kisérletek a kisebb felbontdsu, és kevésbé pon-
tos tomegmérést biztositd, de egyszerlibben mikodtethetd, teherbirébb és olcsébb kvadru-
pdlusos (Q) tomegspektrométerekkel is elvégezhetSk. Az EI-MS lehet6vé tette kisebb, nem
tdl poldros biomolekuldk, tobbek kozott zsirsavak analizisét. Sajnos, az élettani folyamatok
résztvevGinek zome vdkuumban sem pdrologtathaté el. Tehat kisebb nukleotidokat,
peptideket vagy cukrokat is csak tobb |épéses szarmazékképzéssel/derivatizdldssal lehetett
kellen illékonnyd tenni ilyesfajta vizsgdlatokra.

Hagyomdnyosan a peptidek, polipeptidek, fehérjék méretének meghatarozdsdra szd-
mos fizikai mddszert haszndltak, pl. vékonyréteg-kromatografidt, gélsztrést vagy SDS-
gélelektroforézist. Az aminosavsorrendet az in. Edman-degraddcidval hatdroztdk meg évti-
zedekig. Az eljdrds |ényege, hogy a fehérje N-terminusdt médositjuk fenil-izotiocianattal,
majd a termindlis aminosavat savval lehasitjuk, és a terméket kromatografidval vagy elektro-
forézissel azonositjuk. Ezeket a Iépéseket ismételten végrehajtjuk az Gj N-terminuson, gy
fejtjuk fel a fehérjét aminosavrél aminosavra. A médszert 1949-ben frta le névaddja, ezutdn
folyamatosan tokéletesitették, automatizdltédk. Az 1980-as évekre egy automata fehérje-
szekvendtor 5 pikomdl (5x107"* moél) fehérjébsl, optimdlis esetben az elsé 30 aminosavat
meg tudta hatdrozni, 50 perces ciklusidével. Mivel ciklusonként csak az aktudlis N-termind-



14 /2. resezeT - TOMEGSPEKTROMETRIA: A FEHERJEANALIZISTOL A PROTEOMIKAIG

lis aminosavat azonosithatjuk, fgy a médszer minden fejl6dés ellenére nagyon idGigényes.
Rdaddasul a kémiai reakcidk hatdsfoka nem 100%-os, igy bizonyos ciklusszam felett mdr nem
lehet kibogozni, milyen aminosav volt éppen termindlis poziciéban. Tovdbbd a médszer
nem alkalmazhaté keverékekre, és nem miikodik blokkolt N-terminalisu fehérjékre — pedig
az N-terminus poszttranszldciés médositdsai (pl. acetilezés, mirisztoilezés) gyakoriak. Ezt a
problémat dthidalandé, a fehérjék enzimes emésztésével szamos szabad N-terminusra tehe-
tlnk szert. Természetesen az emésztés utan a peptideket szét kell vdlasztani a sikeres szek-
vendldshoz. Aztdn, hogy ¢sszedlljon a teljes fehérje aminosavsorrendje, a meghatdrozott
szekvencidk megfelel§ sorrendbe illesztéséhez dtfeds szekvencidkat kell generdlni/taldlni.
Ennek kézenfekvé médja lehet egy rovidebb idejl (parcidlis) emésztés vagy mads hasitdsi pre-
ferencidt mutaté enzimek haszndlata és az igy keletkez6 peptidek megszekvendldsa. Hosszu
ideig ez az eljdrds volt a sikeres fehérjeszekvendlds kulcsa. Aztdn a 80-as évek vége felé egy-
re nyilvdnvalébbd valt, hogy peptideket tomegspektrometridval is lehet analizalni, keveréke-
ket és kovalensen mddositott szekvencidkat is, rdaddsul érzékenyebben, gyorsabban és pon-
tosabban is!

A biopolimerek analizisében az attorést a kiméletesebb, lagy (soft) ionizdcids technikak
hoztdk el. EI&szor két olyan ionizaciés médszerrél kell megemlékezniink, amit ma mar — tu-
domdsom szerint — sehol nem haszndlnak, de a fehérje-tdmegspektrometria hajnaldn jelen-
tGs szerepuk volt: ezek a gyorsatom-ionizdcié (fast atom bombardment, FAB) és mdsodlagos-
iontémegspektrometria (liquid secondary ionization mass spectrometry, LSIMS).""?' Ezekkel
a modszerekkel erGsen poldros, nem illékony vegytileteket is lehetett ionizdlni. A vizsgdlan-
dé molekula méretét azonban a tdmegspektrométerek tomegtartomdnya limitalta, dltaldban
2000 Da volt a fels6 hatdr, azaz ha egy fehérjét akartunk vizsgdlni, fel kellett darabolni.
A peptidek tobbnyire 1 pl glicerin-tioglicerin 1:1 ardnyu 0,1% trifluorecetsavval megsavanyi-
tott elegyében keriiltek a mintatartéra, zsiliprendszeren keresztil jutottak be az ionforrdsba,
ahol ezt az oldatcsoppet gyorsitott Xe atomok (FAB) vagy Cs*-ionok (LSIMS) bombadztdk, és a
képzadott protondlédott molekuldk (MH') tomegét szektoros késziilékekkel vagy kvad-
rupdllal is mérhettiik. Szamottevé kotéshasadds a peptidekben FAB vagy LSIMS ionizdacio ha-
tasdra nem torténik. Ahhoz, hogy az fgy ionizdlt molekuldnak a szerkezetét is meg tudjuk ha-
tarozni, a MH*- iont darabokra térni/fragmentdlni kellett. igy jutottunk el a tandem tomeg-
spektrometridhoz, azaz MS/MS analizishez. Ez lgy oldhaté meg, hogy a tomegspektromé-
terben az ionok elvdlasztasaért felelds un. analizatorbdl kett6t (vagy tobbet) ,sorba kapcsol-
tak”. Az els6 1épés a minta MS1 analizise, azaz a komponensek tomegének meghatarozdsa.
Ezutdn az els§ analizator megfelel6 bedllitdsaval kivédlasztunk egy komponenst, azaz egy
adott m/z értéket, a tovdbbi vizsgdlatra. A tradiciondlis késztlékekben két analizator kozott
egy Utkozési cella foglal helyet [hdrmas kvadrupdl (QQQ) készilékeknél ez a kozépsd
kvadrupdl]. A celldban a felgyorsult ionok inert gazzal (t6bbnyire Ar) Gtkoznek. Az igy nyert
energia egy része vibracids folyamatok révén kotéshasadashoz vezet — manapsag is ez a leg-
dltalanosabban haszndlt aktivaldsi médszer: titk6zésindukalt disszocidcio (collision-induced
dissociation, CID). A gdz nyomdsdval és az ionok gyorsitdsdval lehet szabdlyozni a
fragmentdcios folyamatot, és az igy képz6dott ionokbdl 6sszedllé spektrumot a mdsodik ana-
lizator szkennelésével lehet rogziteni. S bar ezen technikak egy része felett eljart mar az idg,
a proteomika alapjait ilyen modszerekkel fektettik le.

Itt szogezzik le, hogy a proteomika egy adott bioldgiai/élettani egység fehérjetartalma-
nak rendszerbioldgiai vizsgdlata vdltozatos célokbol és modszerekkel. Vizsgalatunk térgya
lehet maga az emberi szervezet, annak egy szovete, morfoldgiai képz&dménye, sejtje,
sejtszervecskéje, vagy akar egy dinamikus, vagy permanensebb fehérjekomplex is. Egy adott
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fehérje kilonbozs varidcidit proteoformdknak nevezziik. Ezek lehetnek kilonbozsképpen
processzdlva vagy kovalensen médositva, képviselhetnek némiképp kiilonb6z6 szekven-
ciavaridnsokat, ami jelenthet izoldlt aminosav-szubsztitticiokat, betolddsokat, ,frame-
shift”-et, splice-varidnsokat is. A proteoformdk alkotjak az adott rendszerre és fehérjére jel-
lemz§ fehérjepopuldciét. A fehérjepopuldciok tsszessége a proteom. Amikor ezeket a bo-
nyolult fehérjeelegyeket peptidszinten, enzimes emésztés utdn tanulmdnyozzuk, dn.
,bottom-up” analizist végziink. Ha az intakt fehérjepopuldciét vizsgéljuk, ,top-down” méré-
sekrgl beszélink. Az egyéb tomegspektrometrids alapfogalmakat, kiilénb6z8, manapsag
haszndlatos késztilékeket, technikdkat részletesen ismertetjik majd a tovabbi fejezetekben.

Ugy adédott, hogy magam is egyike lehettem az tttoréknek (1988-t6l a UCSF MS
Facility tagjaként), ezért ezt a fejezetet némi személyes nosztalgia szovi at. A teljesség igénye
nélkil, nyilvanvaléan némi elfogultsdaggal fogom bemutatni milyen elképeszt6 fejl6désen
ment keresztil ez a kutatdsi terilet.

A fehérje-tomegspektrometria kezdeteinek taldn legmeghatdrozébb személyisége
Klaus Biemann, az MIT professzora.”®’ Biemann és tanitvanyai a maguk ,primitiv” eszkézei-
vel de novo szekvenaltak peptideket,* ' igazoltak nukleotidszekvendldssal meghatarozott
szekvenciakat, tanulmanyoztak kovalens médositasokat.””’ Biemann nevéhez fiizédik a
peptidfragmensek jelenleg is hasznalatos némenklatirdja.”’ Tanitvanya, R.S. Johnson foglal-
ta 6ssze doktori disszertaciéjdban és cikkeiben a peptidfragmentdcié madig is érvényes alap-
szabalyait." " Ugyancsak ez a csoport volt az els6, amely informatikai médszereket is beve-
tett a peptidek CID spektrumanak értelmezésére.!'"! Itt emelném ki, hogy a ,héskorban” —én
is akkor és fgy kezdtem a pdlydm — a fehérjekutatassal foglalkozé csoportok zéme 4-szek-
toros (EBEB) tandem tomegspektrométert haszndlt. Ezek a késziilékek lehet6vé tették mono-
izotépos spektrumok felvételét, mert csak a vizsgalandé molekula monoizotépos ionjat jut-
tattdk el az aktivaldsig; tovabba un. nagy energidjd CID (hiE CID) spektrumok késziiltek, ahol
az utkozési folyamatok elegendd energiat biztositottak C-C kotések hasaddsdra is, fgy pl. az
izomer Leu-lle aminosavakat oldallancuk hasaddsa alapjan meg lehetett kiilonboztetni. Ma-
napsdg sokkal szélesebb (2 Da) prekurzor ,ionkoteget” aktivalunk, és kizarélag kis energid-
val, azaz a C-C kotések tulélik az Gitkozéseket.

A 4-szektoros, nagy felbontdst, nagy tomegpontossdgli — am nagy méretd, sulyos,
komplikalt és igen draga — késziilékek mellett elérhetSk voltak a sokkal kisebb, olcsébb, egy-
szer(ibben mukodtethetd, viszont kis felbontdsu és inkdbb atlag tomegmérést biztosité har-
mas kvadrupdl készilékek. [lyen miszert haszndlt kutatdsi tertilettink masik uttoréje Donald
F. Hunt (University of Virginia, Charlottesville)."” Hunt és ,jobb keze”, Jeff Shabanowitz ma
is aktiv, technikai és médszerfejlesztésben mindig is élen jartak.""*’ Talan legnagyobb ,dobad-
suk” egy alternativ fragmentdciés mintazatot eredményezd MS/MS moddszer, az elekt-
rontranszfer disszocidcié (ETD) kifejlesztése volt,"*'* de rengeteg izgalmas biolégiai ered-
ményt is koszonhetiink nekik. A sejtfeltileti antigénprezentdlds kutatdsdban, az MHC komp-
lexekhez kot6d6 peptidek jellemzésében és kéros folyamatokhoz valé kapcsoloddsaban fon-
tos jelenségeket irtak le elssként."®2°

1988-ban az els6 American Society for Mass Spectrometry (ASMS) dltal szervezett kon-
ferencidn, amelyen részt vehettem, mindenkit személyesen ismertem, aki fehérjeanalizissel
foglalkozott. Eleinte egyetlen fehérjét vizsgaltunk, esetleg nagyon egyszerl keverékeket.
A HPLC frakciokat kézzel szedtiik, a mintdkat egyenként mikropipettaval vittiik fel mérésre.
Az adatok kiértékelését a kutaté végezte, és nem szamitogép/szoftver. A hangsily a
szekvenciameghatdrozason/igazoldson volt, bar mdr kovalens médositdsok szerkezetét és
helyét is meghatdrozhattuk. A nyolcvanas évek végén a Nobel-dijas [2002-ben John Fenn és
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Koichi Tanaka kapta ezt a kitlintetést az elektroporlasztasos (electrospray, ESI) és |ézeres io-
nizacié fehérjeanalizisben betoltott szerepéért] lagy ionizacios technikak'?'*##3*! forradal-
mi véltozdsokat inditottak el, amelynek eredményeképpen megsziiletett a proteomika. Az
ezt létrehivé generdcio nagy alakjai kozé sorolndm a kovetkezéket: Ruedi Aebersold, Steven
Carr, Cathy Costello, Brian Chait, Albert Heck, Neil Kelleher, Matthias Mann, Darryl Pappin,
Dame Carol Robinson, John Yates Ill, Roman Zubarev (a valogatds szubjektiv, a teljesség igé-
nye nélkil, és nem fontossdgi, hanem ABC sorrendben). Kilon megemlitenék egy tervezé
mérnokot, Alexander Makarovot is, aki szivos munkdval, nagy szerénységgel megalkotta a
legkorszer(ibb tomegspektrométerek ,lelkét”: az Orbitrap analizatort.”*?”) A szoftverfejlesz-
t6k kozil Karl Clauser, Jimmy Eng, John Cottrell ott voltak a kezdeteknél,”®*' mfg Jiirgen
Cox és a Michael MacCoss laborjdban dolgozé Brendan MacLean neve leginkdbb a kvantita-
tiv analizissel fonédott 6ssze.***? A fébb eredményeket/tjitasokat nagy vonalakban éssze-
foglaltam (2.1. tabldzat), de ebbdl az 6sszesitésbsl nem latszik eléggé a miszerek folyama-
tos tokéletesitése, a mérnoki zsenialitds, ami a késziilékek dtalakitasat jellemezte, és ami leg-
jobban taldn az informatikai eszk6zok robbandsszerd fejlédéséhez hasonlithat6. Részben
azért is, mert a késziilékek mikodtetéséhez, az adatgydijtéshez, megjelenitéshez, feldolgo-
zdshoz a legkorszer(ibb komputerekre volt és van sziikség. A tomegspektrométerekre is igaz:
mire a laborba kertilnek, mar el is avultak.

A tomegspektrometridn alapulé proteomika segitségével rengeteg izgalmas eredmény
szlletett a biolégia szdmos teriiletén. Az immunolégidt mar emlitettem el6bb, de beszélhet-
nénk fehérjekomplexek 6sszetevSinek, azok részletes topoldgidjanak felderitésérsl; poszt-
transzldciés modositdsok felfedezésérsl, és azok bioldégiai funkcidinak vizsgdlatarol;
sejtorganellumok fehérjekészletének feltérképezésérél; a gyodgyszerészetben uj célmoleku-
lak vagy bizonyos fiziolégiai folyamatok kulcsmolekuldinak azonositdsardl is. Konyviink
fejezetei utalnak majd ilyen projektekre.

Kutatdsaink sordn ismerniink kell médszereink elényeit és hatdrait. A tomegspektro-
metria csoddlatos analitikai eszkoz, de sajnos, ennek is megvannak a maga korldtai.

El&szor arra mutatnék rd, hogy ha valamilyen fehérjét nem detektdlunk, att6l az a kom-
ponens még jelen lehet az elegyben: taldn a detektdlasi érzékenység alatti mennyiségben,
vagy csak rosszul ionizdlédnak a peptidjei, esetleg nehezen fragmentdlodnak, vagy a frag-
mentdciés mintdzat nem egyértelmd. Az is el6fordulhat, hogy a minta-el6készitéssel van baj:
a hasznalt enzim tdl révid vagy tdl hosszd szekvencidkat produkdl, vagy egydltalan nem
emészti a benniinket érdekld fehérjét. Ha tudjuk, mit kerestink, a célnak megfelel6en valtoz-
tatott protokollal drrd lehetlink a helyzeten. Tobbféle minta-el6készitéssel, véltozatos frakci-
ondlasi lépésekkel sokféle komplex elegyrél szerezhettink alaposabb informaciékat. De ne
varjunk csoddkat, fehérje-PCR nincs. Az immunreakcion alapulé detektdlds tobbnyire sokkal
érzékenyebb, mint a tomegspektrometria. Ha pedig j6 minGségii ellenanyagunk van, a jelen
levs egyéb fehérjék nem jelentenek akaddlyt, ami, sajnos, nem igaz a tomegspektrometrids
analizisre.

Ehhez kapcsoléddan azt is megjegyezném — egy komponens( minta gyakorlatilag nem
létezik, azaz szamon kell tartanunk minden lehetséges idegen fehérjeforrdst, amivel a vizsga-
landé minta érintkezik. Ha sejttenyészettel dolgozunk, szamolni kell a médiumban jelen le-
v6 marhaszérum-fehérjékkel. Az emésztéshez hasznalt proteolitikus enzimnek is lehetnek
detektdlhaté ,kisér6i”, akdr biotechnoldgidval dllitottak el8, akar valami szovetbdl vagy bak-
tériumbdl izoldltak. Kedvenc torténetem arrdl szol, hogy Schistosoma mansoni parazita
szekrétumdban a mdsodlagos hordozé csiga fehérjéit is kimutattuk a csiga tdplalékdul szol-
galo salata fehérjéivel egyetemben.
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Tovdbba azt tandcsolndm, ne felejtstik el egy pillanatig sem, hogy ,€él6”, biolégiailag és
kémiailag aktiv rendszereket vizsgdlunk. Ez részben a minta integritdsanak megdrzését nehe-
ziti meg. ElGszor is a kilonbozd sejtfeltarasi moédszerek megbonthatjdk a fehérjekomp-
lexeket. Tovdbba elSfordul, hogy bizonyos poszttranszlaciés médositasok nem élik til az
izoldlds folyamatdt, néha csak a pH-véltozasokkal kell nagyon vigydzni, de az is el6fordul-
hat, hogy az elszabadult enzimek eltdvolitjak a hozzaférhet§ médositasokat (ez jellemzé a
foszfatdzokra), vagy kontrolldlatlanul daraboljak a kiilonb6z6 fehérjéket. Ezen felil a fehér-
jék termindlis csoportjai, illetve szdmos aminosav oldalldnca, s6t j6 néhdny poszttranszla-
ciés modositds kémiailag is aktiv, és reakciéba |éphet a minta-el6készités soran alkalmazott
oldatok valamelyik 0sszetevGjével. Ez anndl inkdbb problémat jelent, mert egyre kevesebb
cég hajlandé eldrulni a bioldgiai kisérletek sordn rutinszertien hasznélatos kemikalidk pontos
Osszetételét.

A kovalens médositdsok, legyenek bdr izgalmas poszttranszlaciés médositasok vagy
kellemetlen mellékreakcidk termékei, némiképp alddssdk a fragmentdcios spektrumok és
peptidszekvencidk egyértelml egymdshoz rendelését. Ezt a megfeleltetést erre a célra kifej-
lesztett szoftverek végzik, amelyek valdészintségszamitdson alapulé mérészammal jelzik
minden egyes taldlat megbizhatésagat. Miutdn a mellékreakciok mértékét és a vdratlan bio-
|6giai torténések 6sszességét még megbecsiilni sem tudjuk, az azonositdsok megbizhatésa-
gat hajlamosak vagyunk tulértékelni. Ez kiilonosen akkor okozhat problémat, amikor olyan
modositott peptideket vizsgdlunk, ahol a médosité csoport(ok) a fragmentaciés mintdzatot
jelentGsen befolydsoljak, pl. foszforilacié, glikozildcié. Tovabbi komplikdcio, ha tébb ilyen
modositds is el6fordulhat egy adott szekvencian belul.

Médszertink taldn legfontosabb limitdlé faktora, hogy darabokbdl kovetkeztetiink a tel-
jes molekulakra, azaz peptidekbdl igyeksziink 6sszedllitani a fehérjepopuldcio teljességét
(,bottom-up” analizis). Ezt a stlyos problémat elGszeretettel soporjiik a sz6nyeg ald. Gondol-
junk csak bele, egy adott fehérje szamos funkciondlis komplex tagja lehet, mondjuk, kilon-
b6z6 poszttranszlaciés médositasokkal ékesitve. Ezen til lehetnek ,tartalék”, médositatlan
képidi a citoszolban és ,felesleges”, lebontdsra itélt, ubikvitinalt varidciéi ugyanott, vagy ép-
pen a proteaszémakban, félig mar megemésztve. Ezek a kiilonb6z6 fehérjék mind produkal-
hatnak bizonyos triptikus peptideket, természetesen kiilonb6z6 mennyiségben — csakhogy a
detektdlaskor mar csak egy kihasitott szekvenciat azonositunk, nem igazolhaté a kiilonb6zé
seredetfehérjék” létezése és plane nem azok mennyiségi viszonyai. Ugyanezen okbdl a
foszfoproteom vagy glikoproteom vizsgdlatakor tobbnyire nem megéllapithaté, hogy a k-
|6nb6z8 poziciék milyen mértékben vannak médositva, milyen a helyzeti izomerek relativ
ardnya, valamint az sem, hogy mely médositasok fordulnak el6 egyitt a fehérjén beliil, azaz
hdny kiilénb6z6 tagja van a proteinpopuldciénak, és milyen ezeknek az eloszldsa. Ennek a
kérdésnek a megvdlaszoldsa mdr folyamatban van, a proteomika egyik legizgalmasabb, fo-
lyamatosan fejl6d6 dga az intakt fehérjék tanulmanyozasa, sét a ,nativ” tomegspektrometria
(,top-down” analizis) fehérjekomplexek statikus és dinamikus, kvalitativ és kvantitativ karak-
terizdldsat is megcélozta. Természetesen ezekben a kutatdsokban is segithetnek a
Lprimitivebb” enzimes emésztés utdn lefolytatott analizisek.

Végul kitérnék eredményeink értelmezésére. Szamtalan szoftver, statisztikai médszer
elérhet§ e feladathoz, mint azt késébb ismertetjik. Az érdekes taldlatoknak/6sszefliggések-
nek érdemes alaposabban utdnajdrni. Tapasztalatbél mondom, ha beledssuk magunkat a
‘régmult’ irodalmdba, nemritkdn kider(l, hogy primitivebb, de figgetlen médszerekkel mas
is jutott mdr hasonlé kovetkeztetésre, mint mi, és ez meger&siti, hogy helyes irdnyban
tapogatozunk.
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Tobb mint harminc éve foglalkozom fehérjék tomegspektrometrids analizisével. A leg-
Ujabb technikdk segitségével hatalmas mennyiségli informdciét nyerhetink minimadlis
mennyiségl mintdkbdl is. Egyre djabb, komplex szamitogépes programok segitik ezen hatal-
mas adathalmazok feldolgozdsat, ,kibogozdsat”. Mindez igéretes lehetGségeket kindl min-
denkinek, aki okosan, tigyesen, kreativan tudja haszndlni ezeket az eszk6zoket. Sziikség van
rdjuk a bioldgiai alapkutatdsban, az orvosi diagnosztikdban, a korszeri mez6gazdasdgban, a
gyogyszergyartasban is. Es még a rutin feladatok megolddsa is gyakran hoz elénk megoldan-
do ,rejtélyeket”, megfejtendd rejtvényeket, ahol a komputer tehetetlen — mdr csak ezért is
érdekes és érdemes a proteomikaval foglalkozni.

2.1. tablazat — A tomegspektrometrias fehérjeanalizis fejlddésének f6bb eseményei*

Ev Uj technika / modszer / eredmény Ref
1981 ionizdcié a minta atomokkal vagy ionokkal torténé bombazdasdval (fast atom 1
1986 | Pombardment — FAB, liquid secondary ionization MS — LSIMS) 2
1985 | elektroporlasztdsos ionizdcié (electrospray ionization — ESI) 21
1989 22
1986 |fehérjeszekvendlds tandem tomegspektrometridval (MS/MS), peptidek 12
1987 |fragmentdcidja titkozéses aktivaldssal (collision-induced dissociation — CID) 4,5
1987 | peptidek fragmentacidjdnak szabdlyszertiségei 8
1988 9,10
1987 kovalens médositdsok jellemzése 6
1988 |ézerdeszorpcié 23,24
1989  [tobbszorosen toltott ionok CID analizise 13
1989 peptidek fragmentdcids spektrumdnak szoftveres kiértékelése 11
1990  [HPLC frakciondlds és tandem tomegspektrometria on-line 6sszekapcsoldsa 33

(LC-MS/MS)
1990 | matrix segitette Iézerdeszorpcid/ionizdcié (matrix-assisted laser 25
desorption/ionization — MALDI)
1990 peptidfragmentdcié egyezményes nevezéktana 7
1990 prekurzor ion interferencia 34
1992  |teljes de novo szekvenciameghatdrozds és igazoldsa intakt fehérje mérésével 35
1992 | fehérjék gélben (SDS-PAGE) emésztése 36
1993 peptidek analizise ioncsapda (ion trap) tomegspektrométerrel 37
1993  |[fehérjeazonositds a frakciondlatlan emésztési elegyben detektdlt tomegek 38
alapjdn (peptide mass fingerprint — PMF)
1996 nagy érzékenység(i nanospray ionforrds (nanoESI) 39, 40
1996 | CID adatok automatizalt peptidhez rendelése fehérje-adatbazisban torténé 28
lekereséssel

1997 | sejtek, szovetek feltérképezése MALDI tomegspektrometridval (MALDI imaging) |41

1998 | hidrogén/deutérium-csere fehérjék, fehérjekomplexek 3D szerkezetének 42,43
vizsgdlatdban

1998 | nativ fehérjekomplexek tomegspektrometrids analizise 44
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Ev Uj technika / médszer / eredmény Ref
1998 | peptidek elektronbefogdssal kivaltott disszocidcidja (electron-capture 45
1999 dissociation — ECD) 46, 47

1999 [ mennyiségi meghatdrozds Cys-oldalldncok szelektiv jelolésével (isotope-coded |48
affinity tag — 1CAT)

1999 intakt fehérje MS/MS (top down) 49
2001 automatizalt adat-fuiggs LC-MS/MS adatgy(ijtés (data-dependent acquisition — |50
DDA)

2001 on-line kétdimenzids (2D) frakciondldssal végrehajtott LC/LC-MS/MS analizis 51
(multidimensional protein ID technology — MUDPit)

2002 | mennyiségi meghatdrozds stabil izotéppal jelolt aminosavak beéptilésével 52
(stable isotope labeling in cell culture — SILAC)

2003 | Orbitrap analizétor 26

2005 27

2004 | mennyiségi meghatdrozds peptidek izobdr jelolésével (isobaric tags for relative |53
and absolute quantitation — ITRAQ)

2004 | peptidek elektrontranszferrel kivéltott disszocidcidja (electron-transfer 14
dissociation) —» ETD

2004 | adat-flggetlen LC-MS/MS adatgydijtés peptidazonositdsra és mennyiségi 54
meghatdrozdsra (data-independent acquisition — DIA)

2004 | peptidek mennyiségi meghatdrozdsa diagnosztikus fragmensek alapjan 55
(selected/multiple reaction monitoring — SRM/MRM)

2005 | fehérjeemésztés szlrbvel elldtott mikrocentrifuga csovekben (filter-aided 56

2009 sample preparation — FASP) 57

2005 alternativ 2D frakciondlds: on-line HPLC + ionmobilitds-MS 58
(nanoLC/MS-FAIMS)

2011 egyetlen sejt analizise (single cell proteomics) — scProteomics 59

2011 komplexek dsszetétele és topoldgidja keresztkotések segitségével 60

2012 | adatfiggetlen adatgy(ijtés, peptidazonositds spektrumkoényvtdrakbdl (spectral 61
library)

2012 peptidek hibrid fragmentdcidja (EThcD) 62

2012 peptidek mennyiségi meghatdrozdsa teljes fragmentdcios spektrum alapjan 63
(parallel reaction monitoring — PRM)

2014 kvantitativ egysejt proteomika 64

2014 minta-el6készitési protokoll egyetlen (pete)sejtre 65

2019 retencios id6 és fragmentdcioé predikcié — Prosit 66

2022 | on-line peptidazonositdssal segitett adatgyjtés (real-time search-assisted 67
acquisition)

2022 proteoformdk referencia atlasza (Proteoform Atlas) 68

* Ez az Osszedllitds némiképp szubjektiv és 6nkényes. Nem mindig vildgos, ki volt az els6. Az otletek megsziile-
tését, az elsd kisérleteket jelentSs késéssel kovetheti a siker. Tovdbba néha sikerl olyat is Gjként lek6zo6Ini, ami
mds taldlmdnya volt, mégis a késsbbi cikkre hivatkozik mindenki.
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3_ PROTEOM'KA' Hunyadi-Gulyas Eva,

Pettk6-Szandtner Aladar,

MINTA-ELOKESZITES Darula Zsuzsanna

A tomegspektrometria alapu proteomikai kisérlet sikerességét tobb tényez§ befolydsol-
ja, ezek kozil az egyik a megfelel6 minta-elkészités.

Mindjért az elején meg kell hatdrozni, hogy mennyiségi vagy mingségi elemzés-e a cé-
lunk és annak megfelels stratégidt kell kidolgozni. Tehdt az elsG 1épés a célkitlizés vildgos,
pontos megfogalmazdsa, a minta elGdllitdsdnak megtervezése, kivitelezése. Kovetkezd a
minta feldolgozdsa a tomegspektrometrids méréshez és az analizis, majd jon a kiértékelés és
az eredmények értelmezése (3.1. dbra).

Az egyes folyamatok nem fliggetlenek, mind az el6tte mind az utdna kovetkezd [épéssel

szinkronban kell lennitk. Elengedhetetlen az egymadsra épilG Iépések tokéletes Gsszhangja.

KISERLETTERVEZES

minta feltarasa,
fehérje kinyerése
‘MINTA-EL@KESZITES \L
\L enzimatikus/kémiai

MUSZERES ANALIZIS —

ADATKIERTEKELES,
ERTELMEZES
3.1. abra. A proteomikai munkafolyamat lépései

Az 3.1. dbran feltiintetett folyamatokat még tovabbi részfolyamatokra bonthatjuk, illet-
ve kiegésziilnek tisztitdsi, elvalasztdsi, fehérjemennyiség-meghatarozdsi [épésekkel.

A minta-el6készités legyen standardizalt, megbizhatd, reprodukalhaté, kényelmes, le-
het6leg minél kevesebb lépést tartalmazzon, és rendkiviil fontos: legyen MS kompatibilis!

Kilonboz6 bioldgiai mintdk, amelyek lehetnek példdul sejt-, szovetkultira, szerv, teljes
egyed (pl. rovar ldrva, bdb) vagy valamilyen testfolyadék (pl. vér, vizelet, nyal, konny, gerinc-
veldi folyadék), fehérjetartalmat a tomegspektrometrids analizissel kompatibilis formdra kell
hozni. A minta-el6készités soran ezt mindvégig szem el6tt kell tartani, azaz a legtobb eset-
ben a kiilonbozé bioldgiai mintakbdl fehérjét, majd végtl peptidelegyet kell késziteniink.
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Alapszabdly, hogy minél kevesebb 1épésbdl dll a minta-el6készités, anndl kisebb a
veszteség, annal jobban tiikrozi a kapott eredmény a valésagot. Gondoljunk csak arra, hogy
minden 1épés okozhat mintavesztést, minden alkalommal, amikor Uj ,edénybe” keril a min-
ta, lesz veszteség, mert valamennyi ott marad az el6z6ben. Ha reagensekkel kezeljiik a min-
tat, keletkezhetnek melléktermékek, az egyes kémiai/enzimes reakciék nem 100%-os hatas-
fokkal jatszédnak le, valamint a fehérje-koncentracié mérése is veszteséggel jar.

A minta-el6készitést két szakaszra bonthatjuk:

1. avizsgdlandé bioldgiai mintét feltdrjuk, kivonjuk bel6le fehérjetartalmét
2. a fehérjeelegybdl tomegspektrometriai analizisre alkalmas mintét készittink, leggyak-
rabban enzimes emésztéssel (3.1. dbra).

Szikebb értelemben a mdsodik folyamatot értjiik proteomikai minta-elkészitésen, de
beldthatd, hogy az els6 rész is legaldbb olyan Iényeges, nem beszélve a mintagyijtésrél.
Nem létezik univerzdlis médszer, a legcélravezet&bbet az analizis pontos célja, a minta és a
tudomdnyos kérdés ismeretében kell megalkotni, ezért el6szor érdemes vdlaszolni az aldbbi
kérdésekre:

Mi a vizsgdlat célja?

Felfedez§ kutatds, minden fehérjére kivdancsiak vagyunk, ami abban a mintdban van?
Csak egy vagy néhdny fehérjét szeretnénk monitorozni?

Esetleg csak egy adott fehérje modositdsait szeretnénk latni?

A minGségi elemzés mellett kivancsiak vagyunk a mennyiségi viszonyokra is?
Mennyire komplex a minta?

Valamilyen poszttranszldciés mintdzatot szeretnénk vizsgalni?

Egy molekula (fehérje, kismolekula) kolcsonhaté partnereit keressiik?

A proteomikai vizsgdlat folyamatdban a minta-el6készités kulcslépés, mert amit itt elve-
szitlink, az 6rokre elveszett. A szakirodalomban szdmos konyv, kényvfejezet, 6sszefoglalé
cikk foglalkozik ezzel a témaval,"™' ez is mutatja, hogy egyetlen fejezetben lehetetlen min-
den ismeretet dtadni, de célunk egy jo Osszefoglalé készitése, melyet hivatkozasokkal te-
szlink teljesebbé.

Minden vizsgdlat esetén érvényes, hogy a minta komplexitdsdt csokkenteni kell, ugyan-
is még a legujabb tomegspektrométerek sem birkéznak meg az 6sszetett bioldgiai rendsze-
rekkel és az azokra jellemzé dinamikus tartomdnnyal.

Mintafeltaras, homogenizalas és fehérjeextrakcio

A biolégiai mintdkbdl ki kell vonni a fehérjéket, ezért elGszor fel kell tarni a mintdt, az
esetleg membrdnba zart beltartalmat ki kell szabaditani. Szildrd mintak esetén dltaldban me-
chanikai homogenizaldst alkalmazunk, majd megfelelS lizdl6 puffer segitségével kioldjuk a
fehérjéket. Gondoskodni kell arrél, hogy az endogén protedzok és mds enzimek ne vdltoztas-
sak meg a fehérjéket, ezért alacsony h6mérsékleten és/vagy megfelel inhibitorok hozzdada-
sa mellett kell dolgozni. Ha pl. foszforildcio vizsgdlatat tervezziik, blokkolni kell a foszfa-
tdzok miikodését is, a protedzokat pedig azért kell gdtolni, mert nemspecifikus hasitasokat
hagynak maguk mogott, ami megneheziti az adatok értelmezését.

A biolégiai mintakat legjobb a mintagyijtés utdn azonnal cseppfolyds nitrogénben lefa-
gyasztani (snap freeze) és felhasznaldsig -80 "C-on tdrolni, ezzel megakaddlyozzuk a degra-
ddciot. llyen hémérsékleten az enzimek nem miikodnek, gyakorlatilag tobb szempontbdl is
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,befagyasztjuk” a mintdkat. A feldolgozas szintén hitott dllapotban torténik az aldbbi méd-
szerek valamelyikével (a teljesség igénye nélkil), lizispuffer hozzdaddsaval, vagy anélkul:

B Cseppfolyds nitrogénnel hitve doérzsmozsarban elporitjuk a mintdt, majd el&re lemért
csovekbe porcidzzuk az gy keletkezett por dllagid mintdt, hogy a tovabbiakban ismert
mennyiségekkel tudjunk tovadbb dolgozni (természetesen tovdbbra is -80 °C-on kell ta-
rolni felhasznaldsig). igy jarhatunk el pl. novényi mintakkal (gyokér, levél, mag stb.),
lagy szovetekkel, mint pl. mdj, agy. A poritast homok hozzdaddsdval segithetjiik, de ak-
kor természetesen a minta tomegének pontos meghatdrozasa problematikusabb.

B Szovetlizdloban hitve, vagy szobahémérsékleten, rozsdamentes acél- vagy tiveggolyo
(kvarc) segitségével 15-50 Hz-en rdzatva néhdny percig (akdr keményebb szovetekhez
is alkalmas ez a feltarasi mod).

B Nagy sebességli késes homogenizalo (pl. Ultra-Turrax).

B Kézi vagy motoros homogenizdlé (sejtroncsold) ldgy mintdkhoz (Potter—Elvehjem vagy
Dounce homogenizator).

B French-press — nyiréer6n alapulé mechanikai sejtfeltaras lizispufferben.

B Fagyasztds-felengedés lizispufferben (itt a keletkez6 jégkristdlyok teszik tonkre a
membranokat).

B Ultrahangos feltdrds.

B Enzimek vagy vegyszerek segitségével.

A hatékony és teljes mintafeltdrds (sejtmembran, sejtfal mechanikai felbontdsa) elen-
gedhetetlen a tovabbi sikeres fehérje vizsgdlatokhoz, mert nélkiile nagy veszteségekkel sza-
molhatunk és/vagy a protedz- és mds enziminhibitorok sem tudnak hatékonyan mdkodni.

A feltardsi’/homogenizaldsi |épést koveti vagy bizonyos esetekben azzal parhuzamos a
fehérje kiolddsa lizispufferrel, amely tartalmazza a megfelel6 enziminhibitorokat is. A lizis-
pufferes fehérjeextrakciot segithetjiik szonikdldssal, sejtroncsoléval stb. (ldsd fent).

Ma madr a vegyszergyartok szamos a tomegspektrometridval (MS) kompatibilis lizis-
puffert ajanlanak kiilonboz6 eredetl mintdkhoz. Ezek az oldatok a pH-stabilizalé pulffer,
megfelel§ s6koncentrdcio és esetleg kevés detergens mellett protedz- és foszfatazgatlokat, in-
hibitorokat, enzimszubsztratokat tartalmaznak. Dolgozhatunk denaturdlé vagy nem denatu-
ralé pufferrel aszerint, hogy mi az analizistink célja. Ha fehérjekomplexeket szeretnénk azo-
nositani és a lizis utdn immunoprecipitdlunk, ko-immunoprecipitdlunk, akkor nem haszndl-
hatunk denaturdlé szert és erds detergenst, vagy kaotropot tartalmazé puffert sem, hiszen
ezek amellett, hogy segitenek oldatban tartani a fehérjéket, éppen a feltérképezni kivant fe-
hérje-fehérje kolcsonhatdsokat bontjdk meg. Ha viszont célunk a minta teljes fehérjetartal-
mdnak azonositdsa, batrabban haszndlhatjuk ezeket a vegyszereket, de figyeljink oda, hogy
az alkalmazott detergens MS-kompatibilis legyen, kiilonben a tomegspektrometrids analizis-
nél okoz majd problémdt. A detergensek és a puffer egyéb osszetevdi befolydsolhatjak a
minta-el6készités tovdbbi [épéseit, mint a fehérjekoncentrdcié meghatdrozasat, az esetleges
immunoprecipitdciot, az enzimes fehérjeemésztést, a kvantitativ mérésekhez sziikséges jelo-
lést vagy a tomegspektrometrids analizist. Egyesekts| djabb 1épések beiktatdsaval — mint pl.
fehérjeprecipitacioé, SDS-gélelektroforézis, detergenseltavolité oszlop hasznalata, higitds,
oldészercsere stb. — meg lehet szabadulni, de pl. a Triton-X és Tween-20, az SDS-gél-
elektroforézis kivételével, ezekkel a médszerekkel sem tavolithaté el teljes mértékben.

A fehérjeemésztést tovabbi tisztitdsi, dusitdsi, szepardlo 1épések el6zhetik meg. Példdul
fehérjekomplexet tisztithatunk affinitds alapon, immunoprecipitdciéval, ko-immunopreci-
pitdciéval, vagy kolcsonhaté fehérjéket dusithatunk egy szilard hordozéhoz (pl. agaréz-
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gyongy, magneses részecske, oszlop) kotott kismolekuldval vagy mdsik fehérjével. Szamos
biolégiai minta, mint pl. a szérum-, gerincvel&i folyadék, nydl-, verejték-, konnymintak fe-
hérjetartalmdnak ~90%-at néhany nagy mennyiségben jelen lévg, tin. abunddns fehérje teszi
ki. Ezeket a fehérjéket tn. depletdlé oszlopokon immunoprecipitdcioval kivonhatjuk, fgy a
kisebb mennyiségben jelen levé fehérjék detektdlhatésdga megnd. Affinitds alapu tisztitds-
hoz a mintdt célszer( nativ dllapotban tartani annak érdekében, hogy a kélcsonhatdsok ki-
alakulhassanak. A nem k&t6d6 komponenseket pufferes mosdssal tévolitjuk el, végezetil
eludljuk a fehérjéket. Az elticiot enzimes emésztéssel is helyettesithetjiik, amikor az emész-
tést kozvetlenil a hordozéhoz kotott fehérjéken haijtjuk végre.®

Fehérjébdl peptideket, avagy ,,bottom-up” megkozelités

Az elektroporlasztdsos ionforrdssal (ESI) rendelkezé tomegspektrométerek tobbsége
esetében a mérési tartomdny teteje a 2000 m/z és 6000 m/z tartomdnyban mozog. Ez viszont
azt jelenti, hogy a fehérjék helyett célravezetSbb a fehérjék feldaraboldsa utdn nyert peptidek
analizise, anndl is inkdbb, mert szekvencia informdciora is sztikséglink van. Ebben a tomeg-
tartomdnyban a tomegspektrométerek felbontdsa és érzékenysége is nagyobb, valamint a
peptidek MS/MS spektrumai is tobb informdciot tartalmaznak, mintha intakt fehérjékbdl in-
dulndnk ki. Tehdt a fehérjékbdl peptideket kell generdlni! Ugyanakkor egy fehérjébsl akar
tobb szdz peptid is keletkezhet, azaz jéval komplexebb lesz a mintank, ezért a peptideket
nem direkt injektdldssal, hanem kromatografids szepardlds utdn mérjik (lasd 4. feiezet).

A fehérjelizis-pufferek osszetétele dltaldban nem kompatibilis a kovetkez6 enzimes |é-
péssel, ezért valamilyen médon meg kell t6liik szabadulni, vagy legaldbb le kell csokkenteni
a zavaré komponensek koncentrdciéjat a megfeleld szintre (lasd 3.1 tablazat).

3.1. tablazat. Tripszines emésztés soran toleralt maximalis reagenskoncentraciok

Kaotrop dgensek Karbamid / tiourea 2M
Guanidin-hidroklorid 0,75 M
Detergensek SDS 0,05%
CHAPS 0,5%
NP-40 (Igepal) 1%
Sok, pufferek < 250 mM Gsszesen
pH ~ 8-9
Redukalészerek DTT 20 mM
TCEP 5 mM

Erre a célra kiilonb6z6 mdédszereket alkalmazhatunk, mint fehérjeprecipitdcid, puffer-
csere, higitds, vagy ha még egy fehérjeszintd frakciondldst szeretnénk beiktatni, akkor elva-
laszthatjuk a fehérjéket gélben, egy- vagy kétdimenzids gélelektroforézist alkalmazva. Sze-
pardlds nélkal is kihaszndlhatjuk a gélben-emésztés kényelmét a GASP, gél dltal segitett min-
ta-el6készités (Gel-aided sample preparation”’) médszerrel, illetve a mintapufferben levé ol-
datmintat gél nélkil is feldolgozhatjuk (FASP — filter-aided sample preparation'®). Kiilonosen
kis mennyiségli minta emésztésére dolgoztdk ki az SP3 (single-pot solid-phase-enhanced
sample preparation) médszert, ahol magneses gyongy feliiletén zajlik az emésztés. Ezek a
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modszerek nagyobb beruhazas nélkil elvégezhet6k normdl proteomikai laboratériumok-
ban.

Altalanos megfontolasok az emésztéssel kapcsolatban

Peptidek el&allitasara leggyakrabban enzimes emésztést alkalmazunk. Tobbféle endo-
protedz, azaz a szekvencia ,belsejében” hasité enzim haszndlatos, de kémiai dgensekkel is
dolgozhatunk. A lényeg, hogy lehet6leg elSre megjésolhato, megfelel§ mérettartomanyba
es6 peptideket kapjunk. Ismeretlen fehérje, fehérjeelegy vizsgdlata esetén a legjobb valasztds
a tripszin!

Ismert szekvencidju fehérje esetén, ha annak valamilyen médositasara vagyunk kivan-
csiak, vagy a teljes szekvencidt szeretnénk bizonyitani (pl. monoklondlis antitestek vizsgdlata
esetén van ilyen igény), akkor a megfelel§ enzim vagy enzimkombindcié kivdlasztdsahoz ér-
demes szoftvereket haszndlni, melyek listdzzdk a varhaté peptideket. llyen példdul az

B Expasy (https://www.expasy.org/) oldalrél elérhet6 PeptideCutter

(https://web.expasy.org/peptide_cutter/) vagy a

B ProteinProspector (https://prospector.ucsf.edu/prospector/mshome.htm), MS-Digest
(https://prospector.ucsf.edu/prospector/cgi-bin/msform.cgi?form=msdigest) modulja.

A legelterjedtebben haszndlt endoprotedz a tripszin. Népszer(ségét elsGsorban a
specificitdsdnak koszonheti: a tripszin a fehérjéket két bazikus aminosav, az arginin és a lizin
karboxil termindlisan hasitja, fgy dtlagosan 7-20 aminosavbél dll6, legaldbb két proto-
ndlhaté csoporttal (N-termindlis aminocsoport és C-termindlis lizin vagy arginin) rendelkezé
peptidekhez jutunk, amelyek a tomegspektrometrids analizis tokéletes alanyai, mind méret,
mind ionizdlhatésdg szempontjdbdl. Mivel az enzimek is fehérjék — igy magukat is emészt-
hetik. Viszont az emésztmény tisztasdganak védelmében elényds, ha nem szennyezziik
emésztGenzim eredet(i peptidekkel. A kereskedelmi forgalomban kaphaté, tomegspektro-
metrids proteomikai vizsgdlatokhoz ajanlott tripszin (MS grade) lizin oldallancait médositjak,
ezzel csokkentve az autolizis mértékét. A természetes eredet( (jellemz&en sertés vagy marha
hasnydlmirigybdl izoldlt) tripszinkivonatok specificitdsanak novelése érdekében a kimo-
triptikus aktivitds csokkentését inhibitor hozzaaddsaval érik el.

Protedzok: A fehérjék peptidkotéseit bonté enzimeket protedzoknak nevezziik. Megkiilonbozte -
tlink exo- és endoprotedzokat aszerint, hogy a fehérje végein vagy a fehérje belsejében hasitanak.

Mds enzimek és kémiai reagensek is haszndlatosak (3.2. tablazat), amelyek taldn a
tomegspektrometrids analizis szempontjdbdl nem annyira idedlisak, de a fehérjék hatékony
feldaraboldsdhoz nagyon hasznosak lehetnek, ha a tripszin nem képes ezt a feladatot elldtni,
azaz Arg és Lys hidnydban, vagy épp ellenkezéleg, amikor nagyon sGriin vannak a fehérjé-
ben triptikus hasitéhelyek.

A megfelel§ pH-tartomdnyon kivil bizonyos ionok, detergensek vagy egyéb vegyiiletek
jelenléte lehet nélkilozhetetlen, vagy elfogadhatatlan egyes enzimek optimdlis miikodésé-
hez. Ennek is utdna kell nézni mar a minta-el6készités tervezésekor!

A fehérjék harmadlagos szerkezetét diszulfidhidak is stabilizdlhatjdk. Ez az extra-
celluldris és membrdnfehérjékre jellemzd poszttranszldciés médositds két cisztein amino-
sav-oldalldnca kozott, oxiddcié révén alakul ki. Ha nem cél a diszulfidhidak helyzetének
meghatdrozdsa, akkor csak megnehezitik a fehérjeazonositdst. Az S-S kotések fixdljak a fe-
hérjék harmadlagos szerkezetét, akaddlyozzdk az emésztGenzimek hatékony mikodését,
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3.2. tablazat. Enzimek, kémiai reagensek fehérjék feldarabolasahoz

Enzim/kémiai agens Specificitas Kivétel Optimalis
pH-tartomany

Tripszin Argl, Lys *Pro el6tt 7,5-9,0

Kimotripszin Tyrd, Phel, Trpd, Leud Pro elétt 1,5-8,5

Lys-C Lys ¥ Pro el6tt 7,5-8,5

Arg-C Argl Pro el6tt 7,5-8,5

Glu-C Glud, (Aspi) 7,5-8,5

Asp-N J,Asp, 1Glu 4,0-9,0

LysArginase LArg, {Lys 7,5

**Pepszin (Alad), 1,0-3,0

Phel, (lled), Leud, Trpd, Tyrd

ProAlanase Alal, Prod 1,0-5,5

CNBr Metd ]2

Hangyasav Aspd, (Glul) ~1-2

LA nyilak helyzete jelzi, hogy egy adott aminosav el6tti vagy utdni kotést hasitja az enzim vagy

reagens.

* Kisebb mértékben, de Pro elétt is elGfordulhat hasitds

** Kozelebb dll a valésdghoz, hogy a pepszin nem specifikus, de adott fehérjére, adott korilmé -

nyek kozott jol reprodukdlhaté az emésztés

***0,1%-0s sésavban vagy TFA-ban

gdtolvdn a fehérjeldnc egyes részeihez valé szabad hozzéférést. Ha a fehérjelancok diszul-

fidhidakkal 6ssze vannak kotve, az a tdmegspektrometrids mérést és az adatbdzis-lekeresést

is bonyolitja. Ezért ezektdl igyeksziink megszabadulni kémiai dgensek segitségével. A diszul-

fidhidakat a proteolizis el6tt redukdljuk, a keletkezg szabad cisztein oldalldncokat pedig

alkilezéssel védjuk a késgbbi djraoxiddléddstsl. Tobbféle redukdls- és alkilez&szer hasznd-

latos, a megfelel§ kivdlasztdsandl figyelembe kell venni a minta puffer pH-jdt, osszetételét
stb. (3.3. és 3.4. tablazat).'"""" Az alkildldsi 1épésnél gyakori mellékreakcié az un.
overalkildcié, amikor a cisztenek tiolcsoportjain tdl a reaktiv aminosav-oldalldncokra (pl. a

lizin aminocsoportjdra) is kertl alkilcsoport. Illetve, ha megtehetjiik, az adott reagenshez kell

igazitani a reakciéelegy pH-jat.

Egy mdsik mddositds, melyet szintén viszonylag konny( eltdvolitani, az aszparagin
N-glikozildciéja, melyet a PNGdaz-F nev(i enzim segitségével emészthetiink le a fehérjérdl,
mikozben az aszparagin aszparaginsavva alakul. (Az N-glikozildciérdl kiilon fejezetben ol-
vashatnak.) Az egyik leggyakoribb poszttranszldciés médositds, a foszfatcsoport is lehasitha-

3.3. tablazat. Redukaloszerek

Redukaloszerek pH
6,5-9,0 (optimdlis: 7,0-8,1)

1,5-9,0

DTT (ditiotreitol)
TCEP (tris(2-karboxietil)foszfin)

B-merkaptoetanol
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3.4. tablazat. Alkilezdszerek

Alkilezdszerek pH Additiv tomeg Megjegyzés
IAM (jéd-acetamid) 57,021464 glicinnel megegyezik az additiv t6-
H(3) C(2) N O meg, overalkildcio lehetséges, mel-
lékreakcidk is (N-term, Lys, His,
Met, Asp)
IAA (jéd-ecetsav) 58,005479
H(2) C(2) O(2)
NEM (N-etilmaleimid) 6,5-7,5 |125,047679 sok mellékreakci6 (Lys, His, N-term)
H(7) C(6) N O(2)
CA (kl6r-acetamid) 57,021464 glicinnel megegyezik az additiv t6-
H(3) C(2) N O meg, nem jellemzé overalkildcio
4-VP (4-vinilpiridin) 105,057849 lassan reagal, és a fehérjét jelents-
H(7) C(7) N sen hidrofébba teheti!
AA (akrilamid) 71,037114 karcinogén / alanin tomegével meg-
H(5) C3) N O egyezik az additiv tomeg
MMTS 7-8 45,987721 reverzibilis, kellemetlen szagu
(metil-metdn-tioszulfondt) H(2) CS

t6 alkalikus foszfatdzzal a fehérjérél, azonban ezt csak nagyon specidlis esetekben alkalmaz-
zdk, mivel zavaré hatdsa nem jelentds.

Fehérjeprecipitacio — oldatban emésztés

Ha a fehérje mennyiségében nem sz(kolkodiink, akkor fehérjeprecipitdcioval megsza-
badulhatunk a lizispuffer 6sszetevgitdl, és az igy kapott fehérjepelletet (csapadékot) a kovet-
kez§ |épéshez alkalmas pufferben oldjuk majd fel. A precipitdciot végezhetjiik redukdlds és
alkilezés utdn, igy azok reagensfeleslegétdl is megszabadulunk. Tobb médja is van a fehérje-
kicsapasnak.""! Torténhet szerves oldészerrel/oldészerkeverékkel (aceton, kloroform-meta-
nol, metanol-diklérmetdn-viz), savval (triklérecetsav (TCA)!'#) vagy séval (ammonium-szul-
fatos kis6zds). Legaldbb hatszoros térfogatnyi szerves oldészert adunk a fehérjeelegyhez, és
jégen vagy -20 °C-on legaldbb 1-2 érdn at inkubdljuk. Centrifugdlds utdn Svatosan eltavolit-
juk az oldészert, és néhdny perc szdradds utdn megkapjuk a fehérje csapadékot. Sok szerves
oldészerben old6dé komponenstsl megszabadulunk gy, de fehérjeveszteséggel is szémolni
kell, és a pelletet nem mindig tudjuk maradéktalanul visszaoldani a proteolizishez optimdlis
pH-ju vizes pufferben (pl. 50 mM TEAB, 50 mM ammdnium-bikarbondt vagy Hepes pH 8,5).
Az olddst MS kompatibilis feltletaktiv anyaggal segithetjik (pl. Rapigest, ProteaseMax). Ez-
utdn hozzdadjuk a protedzt kb. 1:50 (sdlyardny) enzim:fehérje ardnyban. Az inkubdldsi h6-
mérséklettd| fliggben 1-16 ordn keresztil folytatjuk az enzimatikus emésztést. Tripszin ese-
tén jellemzd&en 37 °C-on 4-12 6rét szoktunk emészteni. Hosszu inkubdcids idg, illetve nem
megfelelGen bedllitott enzim/szubsztrdt ardny esetén tobb autolizis termékre, illetve tobb
nemspecifikus hasitdsra szdmithatunk. A hidroféb fehérjék nem szeretik a dehidratdléddst,
nehezen vagy egydltaldn nem mennek oldatba detergens hozzdaddsa nélkil. Néha még dgy
sem. Ha esetleg nem sikertl visszaoldani maradéktalanul a fehérjecsapadékot, az inkubdcié
alatt részben a magasabb hémérséklet, részben az enzim hatdsdra tobbnyire minden felolds-
dik.
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Fehérjék elvalasztasa gélben, gélben emésziés

A minta feltdrdsa, a fehérjék kivondsa utan tovabbi tisztitdsi, szepardldsi |épéseket lehet
beiktatni. Igy pl. egy- vagy kétdimenziés poliakrilamidgél-elektroforézissel fehérjeszinten
frakciondlhatjuk a mintdt, vizualizdlhatjuk, kivdlaszthatunk beléle egyes fehérjesdvokat,
-pottyoket tovdbbi analizisre. Nagy el6nye a gélelektroforézisnek, hogy ha a gélt MS-kom-
patibilis festékkel, illetve festési protokollal festjiik, akkor ezutdn minden tovédbbi nélkul al-
kalmas a minta gélben tortén6 emésztésre és MS-analizisre, flggetlentl annak el&életétdl,
azaz ezzel kivédjuk a zavaré komponensek okozta komplikdciét. Azonban, ha a fehérje-
lizis-puffer guanidint tartalmazott, akkor kozvetlentl nem tudunk SDS-gélelektroforézist
végezni, mert a guanidin és az SDS kicsapjdk egymadst.

Egy 20x20 cm-es kétdimenzids gélre kb. 200-800 g-nyi fehérjét szoktak felvinni, ami
akdr 2000 detektdlhato fehérjepottyre vdlik szét. Az els6 dimenzié az izoelektromos fékusza-
lds, ami a fehérjéket izoelektromos pontjuk szerint egy pH-grddiens mentén szepardlja, a fe-
hérjék elektromos er6térben az izoelektromos pontjuknak megfelel6 pH-ji poziciéba van-
dorolnak. Ha elérték ezt a helyet, mivel netté toltéstik nulla lesz, nem vandorolnak tovabb.
Nem minden fehérje alkalmas izoelektromos fékuszdldsra, a nagyon savas vagy a nagyon bd-
zikus fehérjéket nem lehet igy gélre vinni, a membrdnfehérjéket pedig nehéz oldatban tarta-
ni, ennek elGsegitése érdekében nemionos detergenseket alkalmazhatunk.

Masodik dimenzié az SDS (ndtrium-dodecilszulfét) poliakrilamid géleletroforézis
(SDS-PAGE), ami ugyanaz, mint az egydimenziés SDS-PAGE (poliakrilamid gélelektro-
forézis). Itt a mintapuffer ionos detergenst, SDS-t tartalmaz, ami biztositja, hogy minden fe-
hérjeldnc kitekeredjen és a lanc hosszdval aranyos mennyiségli extra negativ toltést vegyen
fel. Elektromos er6térben a negativ toltésd, kitekeredett fehérjelancok az anéd felé vandorol-
nak a térhdlds gélben, a vandorlds sebessége a toltéssel aranyos. A mintapuffer rendszerint
redukdldszert is tartalmaz, gy végsé soron a fehérjék linedrisak, molekulatomegiik ardnyos a
lanchosszukkal, ami pedig a toltéstikkel korreldl, azaz relativ mobilitasukbél a molekulato-
megikre kovetkeztethetiink. Tovdbbi részleteket a kétdimenzids elektroforézisr6l 14. feje-
zetben olvashatnak.

A gélen, legyen az akdr egy- vagy kétdimenzids, az elvdlasztott fehérjéket festéssel
tessziik lathatévd. Leggyakrabban az MS kompatibilis Coomassie Brilliant Blue festéket hasz-
ndlunk, de meg kell emliteni az ezustfestést és a sokkal érzékenyebb fluoreszcens festési elja-
rasokat is. Az Ag festésnek is van olyan vdltozata, ami megfelel a tovabbi gélben emésztés-
hez,""”! de a glutdraldehidet tartalmazé protokollt ne hasznaljuk, mert az a fixdlds sordn a gél-
ben keresztkoti a fehérjéket, ami megakaddlyozza a fehérje emésztését és a peptidek
extrakciojdt! Fluoreszcens festékek lehetnek MS kompatibilisek, de a detektdlds sokkal bo-
nyolultabb, kiilon mdszerezettséget igényel.

Ha a gélekbdl tomegspektrometridval szeretnénk fehérjét azonositani, akkor feltétlentil
figyelmet kell forditani a kovetkezSkre: Gondosan mosogassunk a gélfuttatds el6tt, banjunk
keszty(is kézzel az oldatokkal, eszkozokkel! Erdemes pidermentes laboratériumi gumikesz-
ty(t haszndlni, mert abbdl kevesebb fehérje oldodik ki. Tapasztalataink szerint azokbdl a fe-
hérjepottyokbdl, -savokbol, melyek Coomassie festés utan akdrcsak halvdnyan is latszanak,
biztosan tudunk fehérjét azonositani, de nem mindegy, mennyi szennyezé fehérje mellett!
A gélmintdk kilonosen ki vannak téve a kiilsé szennyezéseknek, mint a keratin, ami a bé-
rinkrdl, a hajunkrdl, a pulévertinkbdl, de akdr a labor leveg6jébdl is szdrmazhat. A laborban
nagy mennyiségben haszndlt fehérjék, mint az albumin, a kazein szintén konnyen el-
szennyezhetik a gélmintdkat, ezért kiilonitsiik el az MS-re késziilg gélek edényzetét, azt ne
haszndljuk mdsra. A géldokumentdcids eszkoz (scanner) is jelentds szennyezéforrds lehet!
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Gélben emésztés. A fehérjék gélben emésztése jol standardizalt folyamat. Szdmos j6l
mUikods protokollt taldlunk erre. Mi a UCSF Proteomikai laborjdnak ttmutatéjét javasoljuk:
https://msf.ucsf.edu/protocols.html.
A gélben emésztés szdmos |épésbdl dll, ezért érdemes a miiveleteket keszty( és karvé-
d6 haszndlatdval, tdlnyomdsos flilkében végezni a szennyez&dések elkertilése érdekében.
Lépései a kovetkezok:
1. A fehérjét tartalmazé géldarabkat a lehet6 legkevesebb ,tres” géllel vdgjuk ki és koc-
kdzzuk 6ssze (kb. 1 mm’-nyi kockdkra), hogy a gél feliiletét megnoveljiik.
2. A Coomassie festéket és az SDS-t 25 mM NH4HCO3/50% acetonitril oldattal torténé
mosdssal tavolitjuk el a gélbsl, mikozben az dehidratadlédik, zsugorodik.
3. Teljes dehidratdlds vakuumcentrifugdban.
4. Redukalds: a redukalészert 25 mM NH4HCO; vizes oldatdban adjuk a gélhez, ennek
hatdsdra rehidratalédik a gél, ,beszippantja” a redukdlészert (56 °C, 30 perc).

5. Alkilezés (sotétben szobahén, 30 perc).
6. Az el6z6 reagensek eltdvolitdsa a gélbdl, és djabb dehidratélds.

7. Az enzimoldattal hidratdljuk a gélt, igy az bekertil a gél belsejébe. Ezt a |épést 4 °C-on
végezziik 15 percig, hogy megakaddlyozzuk az enzim autolizisét. A maradék enzimol-
datot eltavolitjuk, 25 mM NH4HCO; pufferrel pétoljuk. Mivel nem igazén tudjuk meg-
becsulni a gélben 1évs fehérje mennyiségét, a tripszint nagy feleslegben adjuk a gélhez:
100 ng tripszin akdr 10 pg fehérje emésztéséhez is elegendd.

37 °C-on 4-16 6rdn keresztul inkubdljuk a mintat.

9. A keletkezett peptideket a gél dehidratdldsa kozben extrahdljuk, rdzatds, szonikalds

szerves olddszer (50% ACN/5% hangyasav) segitségével.

®

GASP, FASP, SP3

Az 1D és 2D gélelektroforézissel elvdlasztott mintdk mellett gélben emésztést alkalma-
zunk a géllel segitett minta-el6készités esetén is (GASP, Gel-aided sample preparation). Eb-
ben az esetben kis térfogatd mintdkat (3—5 pl) — mintapuffer dsszetételts| fuggetlendl —, egy
poliakrilamid géldugdba zdrjuk és a fenti protokoll szerint dolgozunk vele tovabb. Ez dtme-
net a gélalapu és az oldatalapui minta-el6készités kozott, hiszen a gélt nem haszndljuk a
komponensek szétvdlasztasdra, csak a fehérjék immobilizdldsara, ami elGsegiti a felesleges
reagensek, vegyszerek eltdvolitdsdt az emésztés eldtt.

Detergenseket tartalmazé mintapufferben levé mintdk feldolgozasdra dolgoztak ki a
FASP mddszert. Ennek sordn a mintdt redukdlds, alkilezés és megfelel§ higitds utdn egy
10-50 kDa-os centrifugdlis molekulatbmeg-sz(ir6 membranra (pl. Centrikon) viszik fel, majd
puffercserével eltavolitjdk a detergenseket. A membranon végzett enzimes emésztéssel nyert
peptidelegy tiszta cs6be centrifugdlhaté.

Viszonylag kis mennyiség (<100 pg) mintdk emésztéséhez dolgoztak ki az SP3 mod-
szert. Redukadlds, alkilezés utdn a fehérjéket szerves olddszer segitségével karboxil funkciés
csoportokat hordozé magneses gyongyre kényszeritik, majd 80% szerves olddszerrel mos-
sak, fgy minden zavaré pufferalkotd eltavolithaté a fehérjék mell6l, akar még olyan deter-
gensek is, melyek mas médszerrel nem (pl. Triton X100, Tween 20, NP-40).""® Az emésztés a
gyongyon zajlik, majd a gyongy mdgnessel torténé immobilizédlasa utdn a feltldszéban levs
peptidek pipettdval egyszeren 6sszegy(jthetSk.

Amikor a mintakbol kivont fehérjé(k)bsl végre peptidkeveréket dllitottunk el, mar
majdnem készen vagyunk. A tomegspektrometrids analizishez a peptidelegyet a mintabevi-
telre alkalmas formdra kell hozni. Ha kénytelenek voltunk detergenst vagy mds denaturdlé
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szert, esetleg nagyobb sokoncentrdciot alkalmazni az emésztés sordn, akkor itt a megfelel
tisztité/sotalanito 1épés kovetkezik. MS-bardt emésztési koriilmények utdn csupdn az on-line
frakciondldshoz kell alkalmazkodni.

Minta-eldkészités intakt fehérjeanalizishez, ,top-down” megkozelités

A minta fehérjetartalmat emésztés nélkil fogjuk tomegspektrometridsan analizalni, igy
a fehérjék, fehérjekomplexek intakt tomegét tudjuk meghatdrozni. A médszerrel az un.
proteoformdkat, s6t megfelels kortilmények kozott a nemkovalens kélcsonhatdsokat is ka-
rakterizdlhatjuk.!"”'

Proteoformdknak nevezziik egy adott gén termékeit, beleértve a genetikai polimorfizmusokat, mu-
tdcidkat, az alternativ hasitdsokat és a poszttranszldciésan médositott formakat is.

Top-down megkozelités esetén, attdl fliggden, hogy mi a vizsgdlat célja, dolgozhatunk
nativ vagy denaturdlt fehérjékkel. Ha egyetlen fehérje pontosabb megismerése a célunk, ak-
kor azt a fehérjét az MS analizis el6tt homogenitdsig kell tisztitani! Bonyolult keverékek,
komplex fehérjeelegy nem alkalmas erre a célra. Ha a célunk a fehérje azonositdsa, intakt to-
megének meghatdrozdsa, akkor denaturdlhatjuk a mintdt, a szekvencia informdcié nem
szenved csorbdt ezdltal. Rekombindns fehérjék gyors mingségellendrzését elvégezhetjik
igy, a minta direkt injektdldsaval.!”

Bizonyos esetekben, ha szerkezeti biolégiai kérdéstink van, vagy fehérje-fehérje, vagy
fehérje-ligandum kolcsonhatdst kivanunk vizsgdlni, fontos, hogy a fehérje megtartsa nativ
konformdcidjdt a mérés sordn. Ekkor direkt injektdldssal valamilyen illékony pufferben, sem-
leges pH-n juttatjuk be a fehérjét a tomegspektrométerbe. Haszndlhatunk pl. ammoni-
um-acetdtot vagy ammaonium-bikarbonadtot fiziol6gids pH-n. Detergenst nem tartalmazhat a
puffer és a s6koncentracié is nagyon limitdlt lehet. Az intakt fehérjéket nagy felbontdsu, pon-
tos tomegmérésre alkalmas, kiterjesztett detektdldsi tomegtartomdnyd mdszerrel érdemes
vizsgdlni, azonban még az igy meghatdrozott ,pontos” molekulatomeg sem ad elegend§ in-
formdciét arra, hogy biztosan azonositsuk a fehérjét. Viszont gdzfazisu fragmentdcidval érté-
kes szekvenciaionokat kaphatunk, viszonylag magas szekvencia-lefedettséget elérve, ami a
fehérje azonositasahoz vezethet.”” Kiilonboz6 komplexitdst fehérjekeverékeket altaldban
on-line frakciondldssal 6sszekotve vizsgdlnak, de egy gyors kromatogrdfids on-line tisztitds
kovetkezményeként az egyes fehérjék analizise is sikeresebb lehet (b6vebben a Kromatogré-
fidrol szolé 4. fejezetben).

A tomegspektrometriai laborok dltaldban kozponti, szolgéltaté laborként mikodnek,
gyakran nem képezik szerves részét a bioldgiai/orvosi kutatécsoportoknak, és helyileg is el-
kulonulnek egymadstol. Fontos, hogy a mintdk megfeleld dllapotban a megfelel§ informdcick-
kal jussanak el az analitikai laboratériumba.

Gélmintdkat nem szabad sem kiszdritani, sem lefagyasztani, és az sem j6, ha beferts-
z6dnek. Ezért legjobb frissen, desztillalt vizben, esetleg 0,1-1% ecetsavban szdllitani és td-
rolni, lehetsleg 4 °C-on. Altaldnossdgban azt mondhatjuk, hogy ha SDS gélen Coomassie fes-
téssel vizualizdlhaté egy folt, akkor biztosan lehet bel6le fehérjét azonositani tomeg-
spektrometridval.

Oldatmintdkat, mint fentebb is emlitettik, fagyasztva kell tarolni és szdllitani, legaldbb
jégakkuval, de legjobb szdrazjégben megoldani a transzfert. Liofilizdldssal stabilabbd tehet-
juk a molekuldkat, ugyanakkor érdemes minimalizdlni az olvasztdsi/fagyasztdsi ciklusok szd-
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mat, amit a megfelel6 porciézdssal érhettink el. Az analizishez sziikséges mintamennyisé-
gekrél mindenképpen érdemes el6re egyeztetni az analitikusokkal.
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4. KROMATOGRAFIA Janaky Tamas,

Szabho Zoltan

Amint azt a 2._feiezetben bemutattuk, a proteomika egy bioldgiai rendszerben (sejt,
szovet, szerv, organizmus, testfolyadék stb.) el6fordulé 6sszes fehérje (proteom) tulajdonsa-
gainak vizsgdlatdval foglalkozé tudomanyteriilet. Tobbek kozott meg kivadnja ismerni a rend-
szerben |évé fehérjék kilonbozs szintl szerkezetét (elsGsorban aminosav-szekvencidjdt), a
mutdciok sordn képz8d§ Uj szekvencidkat, a polipeptidldncon taldlhaté poszttranszlaciés
modositdsokat, a fehérjék sejtbeni lokalizdciojdt, valamint azok koncentrdciéit, illetve kon-
centrdcidvaltozasait egy adott torténés soran. Minden korszerd analitikai médszer célja,
hogy minél nagyobb szdmu és minél kisebb anyagmennyiség(i mintdabdl, minél gyorsabban
és minél tobb informdciét adjon a benne 1évE Osszetevkrdl. Ez azt jelenti, hogy az analitikai
modszerek érzékenynek, nagy felbontdstinak, nagy dtereszt6képességlinek és megbizhato-
nak kell lennie. A fenti tulajdonsagok meghatdrozdsdra napjainkban a legalkalmasabb méd-
szer a nagyhatékonysdgul elvdlasztastechnikdval kapcsolt nagyfelbontdsi tomegspektro-
metria, mert femtomolnyi (néha attomolnyi) mintabél akdr 10 000 fehérje is azonosithato, és
koncentrdcidja is meghatdrozhatd.

A tomegspektrometridn alapulé bottom-up proteomikai médszerek [ényege (ldsd 2. fe-
jezet), hogy a bioldgiai mintdban 1évé fehérjéket kisebb egységekre, peptidekre bontjuk,
majd tomegspektrometrids mddszerekkel meghatdrozzuk azok pontos tomegét, amino-
sav-szekvencidjdt és a rajtuk 1évG esetleges modositdsokat. Egy hat vagy tébb aminosavbdl
allé peptid szekvencidja egy organizmus proteomjdn beliil annyira egyedi lehet, hogy meg-
hatdrozasdval genom/fehérje adatbazisok segitségével azonosithaté egy adott fehérje. Ter-
mészetesen azonos hexapeptid-szekvencidk a proteom kilonboz6 fehérjéiben is el6fordul-
hatnak, azonban ezek a taldlatok tipikusan hasonlé fehérjék konzervalt régiéibdl szarmaz-
nak. Ezért, ha egy fehérje két vagy tobb peptidjének sikertil a szekvencidjat meghatdrozni, az
nagyban noveli a fehérje azonositdsanak val6szintségét, megbizhatésagat.

A proteomikai analizisben a problémdk a mintaval kezd&dnek. A biolégiai mintdk szer-
ves és szervetlen sokon kiviil tartalmazhatnak kismolekuldji szerves vegytleteket (savakat,
aminokat, aminosavakat, mono- és diszacharidokat, lipideket, nukleotidokat stb.) valamint
biopolimereket (peptideket, fehérjéket, nukleinsavakat, oligo- és poliszacharidokat stb.).
A fehérjéken kiviil a mintdban 1évE 6sszes tobbi komponens feleslegesen terheli az analitikai
rendszert, ezért valamilyen elvdlasztdstechnikai médszerrel (sz(irés, centrifugdlds, szildrd fa-
zisu extrakcid, elektroforézis stb.) célszer(i megszabadulni téliik. A minta-el6készités utani
fehérjekeverék még mindig rendkiviil komplex, mert az adott organizmus genomja dltal kife-
jezett fehérjék szama, a splice varidnsok és a poszttranszlaciés médositasok miatt sokszoro-
z6dik. Az egyes fehérjék molekulatomege néhdny ezertsl tobb millidig, relativ gyakorisdguk
10-1 000 000 kopia/sejtig is terjedhet, valamint koncentraciétartomdnyuk gyakran a 10
nagysagrendet is meghaladja. Bar a tomegspektrométerek érzékenysége, sebessége, felbon-
toképessége az elmdlt 10 évben 6ridsi mértékben novekedett, ilyen bonyolult 6sszetételd
mintak vizsgdlatdra nem képesek. Amennyiben bottom-up tipusu analizissel kivanjuk a min-
tankat analizdlni, tovdbb névekszik a vizsgdlandé komponensek szdma, mert a fehérjéket
peptidekre bontjuk, melyek szdma a fehérje nagysdgatdl és a hidrolizis médjatdl fliggéen
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akdr szdzszoros is lehet. Ha pl. dtlagosan 15 peptidre hasitunk szét egy fehérjét, akkor az egy
sejtben 1évE kb. 10 000 fehérjébsl 150 000 peptid, a vérplazma kb. 100 000 fehérjébsl akar
1 500 000 peptid is képzddhet. A legkorszeribb tomegspektrométerek szekvenciaadatokat
tudnak adni néhany 10-100 komponensbdl allé peptidkeverékbdl, azonban a fenti bonyo-
lultsagu rendszerek kozvetlen vizsgdlata reménytelen. Ahhoz, hogy a keverék minél t6bb
komponensérsl adatot tudjunk gyditeni, egyszerGsiteni kell a tomegspektrométerbe egy
adott id6pillanatban bejuté minta komplexitdsat, azaz csokkenteni a vizsgalandé kompo-
nensek szdmadt.

Szamos technikdt lehet alkalmazni 6sszetett fehérjekeverékek szétvdlasztdsara, de nem
mindegyikuk alkalmas a proteomikai vizsgdlatokhoz. A peptidek, fehérjék fizikai tulajdonsa-
gait (méret, alak, t6ltés, izoelektromos pont, hidrofébicitds, hidrofilicitdsat stb.), kémiai reak-
cioit (komplexképzés, immobilizacié stb.), biolégiai kolcsonhatdsait (pl. antigén-antitest,
glikoprotein-lektin stb.) kihaszndlva frakciondlni lehet a vizsgdlati mintat, mérsékelve ezzel
az egyes frakcidk Osszetettségét. Nagyon fontos, hogy az utolsé [épésben hasznalt frakciona-

2z 2

lasi eljardsnak kompatibilisnek kell lennie a késébbi tomegspektrometrids elemzéssel!

1D, 2D
fehérjekeversk | ————) | fehérjek Hm top-down

elvalasztas

o hasitas,
J{haSItas ‘ 1D elvalasztas

1D, 2D
peptidkeverék % peptidek Hm buttom-up

elvélasztas

4.1. abra. Fehérjekeverékek vizsgalata

A top-down tipusu proteomikai analizis sordn egy- vagy kétdimenziés nagyhatékonysd-
gu kromatografidval elvdlasztott fehérjét/fehérjéket vezetjiik be a tomegspektrométerbe, és
analizaljuk az éppen bejuté komponenst.

A bottom-up tipusu vizsgdlat sordn két lehetGség van a fehérjékbdl késziilt peptid-
keverékek komplexitdsdnak csokkentésére:

a) az els6 Iépésben elektroforetikus vagy kromatografids médszerekkel elvdlasztjuk, illet-
ve frakciondljuk a fehérjéket, majd az egyes fehérjesdvokban/foltokban vagy frakciok-
ban lévé fehérjéket peptidekre bontjuk, és nagyhatékonysagi kromatografidval elva-
lasztjuk azokat.

b) afehérjekeverékben lévs dsszes fehérjét elhidrolizaljuk, majd a kapott peptidkeveréket
egy- vagy tobbdimenzids nagyhatékonysdgt folyadékkromatogréfidval szepardljuk.

Természetesen, az ily médon analizdlt mintdk esetében sem érhetd el, hogy a folyadék-
kromatogréffal on-line kapcsolt tomegspektrométerbe egyszerre csak egy peptid/fehérje jus-
son be, azonban nagy az esély rd, hogy a minta szamos komponensét azonositani lehet.

Intakt fehérjék elvalasztdsdra leggyakrabban alkalmazott eljdrasok az izoelektromos f6-
kuszdlds, az egy- és kétdimenzids poliakrilamid-elektroforézis (PAGE), kromatofékuszalds,
valamint a kilonb6z6 nagyhatékonysdgi kromatogrdfids modszerek. Az elektromigrdcion
alapulé eljarasok kozil a legjobb, legnagyobb hatékonysdgu elvélasztast a 2D-PAGE nyudijt-
ja, akdr 1000-4000 fehérje is kimutathat6 (ldsd 14. feiezet). Kézismert azonban, hogy a fej-
lesztések ellenére 2D-PAGE alapi médszerek szdmos technikai korlattal kiizdenek: a na-
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gyon savas vagy bdzikus, valamint az erésen hidroféb membrdnfehérjék nem vagy korldto-
zottan detektdlhatok; érzékenysége és a dinamikus tartomanya limitdlt; lasst és nem automa-
tizdlhato, valamint reprodukdlhatésdga is hagy kivannivalét maga utédn.

Nagy felbontoképessége, jo reprodukdlhatosdga és az elektrospray tomegspektro-
metridval valé kompatibilitdsa miatt a nagyhatékonysdgu folyadékkromatografia (HPLC) és
az ultranagy hatékonysdgu folyadékkromatografia (UHPLC) vonzé alternativdja a 2D-PAGE-
nek a fehérjék és peptidek elvdlasztasdra. A folyadékkromatografia masik elénye az elvdlasz-
tast biztosité kolcsonhatdsok tipusainak széles valasztéka. Ezen tulajdonsdgok kovetkezté-
ben a folyadékkromatografia a proteomika sokoldald, alapvetéen fontos eszkozévé vilt a
minta-el6készitést6l a peptidek LC-MS-sel torténd analiziséig.

A kromatografia elve

A kromatografia egy elvdlasztdstechnikai eljdrds, melyben a minta komponenseinek el-
vdlasztdsa két, egymdssal érintkez& fazis kozotti megoszlason alapul. Ellentétben az egyéb
megoszldson alapuld elvdlasztasi médszerekkel (pl. folyadék-folyadék extrakcid), a kroma-
tografia sordn az elvdlasztasban részt vevé fazisok kozil az egyik helyhez kotott (4116 vagy
staciondrius fdzis), a mdsik egyirdnyu egyenletes mozgdsban van (mobil vagy mozgdéfazis).
A folyamatosan adagolt mozgéfazis biztositja a minta komponenseinek dthaladdsat az allo-
fdzison. A mozgéfazisba beadott mintakomponensek amint érintkezésbe [épnek az dll6fazis-
sal, a molekulaszerkezet és az intermolekuldris er6k dltal meghatdrozott relativ affinitasuk,
valamint az all6- és mozgéfazis tulajdonsagai dltal vezérelve megoszlanak a két fazis kozott.
A komponensek el6rehaladdsa az all6- és mozgéfazis kozott folytonosan ismétl&ds, dinami-
kus szorpciés-deszorpcios 1épéseken keresztiil valésul meg, azaz a komponensek megko-
t6dnek, majd deszorbedlédnak, majd megint megkotddnek, megint deszorbedlédnak és gy
tovdbb, amig el nem hagyjak az dlléfazist. Az dlléfazison bekovetkezd szorpcid-deszorcié
hajtéereje az, hogy egy adott komponens dllé- és mozgofazis kozott bedllé egyensiilyat a
mozgdfdzis elmozduldsa megzavarja, anyagdtadds indul meg az all6fézisbdl a mozgéfazis-
ba, illetve a mozgdfazisbol az dlléba, amig az Uj egyensily be nem &ll, majd a folyamat is-
métlédik (4.2. dbra).

Bdr igazi egyensuly a mozgofazis dramldsa miatt sohasem alakul ki a fazisok kozétt, a
mozgdfazis sebességének, a mozgé- és allofazis tulajdonsdgainak helyes megvdlasztdsaval

az eluens aramlasiiranya )

a minta koncentracidja

a mozgofazisban — anyagtranszfer a mozgé-

fazisbdl az alléfazisba

anyagtranszfer az all6-

fazisbol a mozgéfazisba — a minta koncentraciéja

az alléfazisban

4.2. abra. A kromatografia alapja: kvazi-stacionarius egyensilyi megoszlas a két fazis kozott
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egy ahhoz nagyon kozeli dllapotot lehet elérni, amikor is a komponensek két fazis kozotti
megoszldsdnak folyamata kell&en gyors az dramldsi sebességhez képest. Ennek az tn. kva-
zi-staciondrius egyenstlynak lefrdsdra alkalmas a termodinamikai megoszlasi hanyados (K),
ami a komponens dlléfazisban és a mozgdfazisban 1évs koncentrdcidinak (C; és Cy) hdnya-
dosaként adhaté meg (K = C;/C). A megoszlasi hdnyados vagy megoszlasi konstans az
anyagokra jellemzé fizikai tulajdonsdg, ami csak az analit szerkezetét6l, az &ll6- és mozgdéfa-
zis természetétdl és a hémérsékletts| flgg.

mozgofazis aramlasi iranya

\
A+B !
to [l |
A B
R |
A B

t, | [ ] | |

4.3. abra. A minta komponenseinek kromatografias elvalasztasa (t, > t;)

A 4.3. dbra bemutatja egy t = 0 id6pontban a mozgéfizisba impulzusszerten beadott
kétkomponens( (A és B) minta viselkedését. Az dll6fazissal érintkezve a komponensek a
megoszldsi hdnyadosuknak megfelels koncentrdciéviszonyokat alakitanak ki a két fézisban.
Az A komponens nagyobb affinitdssal rendelkezik az dll6fazishoz (K4 > Kpg), ezért nagyobb
lesz az dlléfazisbeli koncentrdcidja, mint a B komponensé, illetve forditva, a B komponens
mozgofazisbeli koncentrdciéja nagyobb lesz, mint az A-é. Amikor a komponensek moleku-
|di a mozgofdzisban vannak, akkor vele azonos sebességgel mozognak, azonban azok a mo-
lekuldk, melyek éppen az dll6fézishoz kotédnek, azok pillanatnyi sebessége nulla. A folya-
matosan kialakul6 egyenstly kovetkeztében az dll6fazishoz gyengébben kot6ds komponen-
sek gyorsabban (B), mig a nagyobb affinitdssal kot6dGek (A) lassabban vandorolnak, azaz
jobban visszatartédnak (retencid). Ez a kiilonbség az id6 el6rehaladtaval (t, > t;) egyre na-
gyobb lesz, fgy a komponensek elvdlnak egymadstdl.

Kromatogram

Ha az dll6fdzist a mozgofazissal elhagyé komponensek bizonyos fizikai-kémiai tulaj-
donsdgat (pl. abszorbancia, fluoreszcencia) folyamatosan detektdljuk, akkor a detektorjelet
az id¢ fuggvényében dbrdzolva megkapjuk a kromatogramot. A kromatogramokbdl mind
mingségi, mind mennyiségi informdcidkat is kaphatunk az egyes komponensekre nézve.
A 4.4A dbran lathat6 az el6z6 kétkomponensd minta teoretikus kromatogramja. Idedlis eset-
ben a linedris elticiés kromatogrdfia sordn az egyes komponensek Gauss- (normadl) megoszla-
si gorbéknek megfelel§ koncentrdcidprofilok csticsok formdjdban jelennek meg a kromato-
gramon. A csticsok (kromatogramrél meghatdrozhatd) kilonbozé jellemz&ibsl — mint idébe-
li helyzetuik, alakjuk, szélességtik, magassaguk — szdmos Gj paraméter szdrmaztathatd, ame-
lyek a kromatografids rendszerre, az elvdlasztds ,jésdgdra”, az dll6- és mozgdfazisban lejat-
sz6d¢6 folyamatokra, a komponensek fizikai-kémiai tulajdonsdgaira, illetve mennyiségiikre
vonatkozdlag szolgdltatnak informdciot. Ezen paraméterek kapcsolatdt a kiilonféle fizikai és
kémiai dllandékkal, valamint a komponensek anyagi jellemzgivel a kromatogrdfia elmélete
tdrgyalja.
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A kromatogrdfias csticsok jellemzé adatai:

holtidé (ty, to): az dll6fézissal kolcsonhatdsba nem [épé komponens, v. inert oldészer retencids
ideje

holttérfogat (Vy, Vy): az oszlopon beliili mozgé fézis térfogatanak és a kromatografids rendszer (in -
jektor, detektor, 6sszekots kapilldrisok) térfogatdanak 6sszege

retencids id6 (tg): a minta bejuttatasatdl a csiicsmaximum megjelenéséig eltelt id6

csticsmagassag (h): a cstics maximuma és az alapvonal kozotti tavolsdg

csticsszélesség (wy): a csticsok alapvonalon mért szélessége, wy, = 40

félértékszélesség (w2, wi, FHWM): a csticsmagassdg felénél (h/2) mért cstcsszélesség

6: a Gauss-gorbe standard devidcidja

A kromatografids elvalasztds szarmaztatott paraméterei:
cstics alatti teriilet (A): A= hxw ,

csticskapacitds: a kromatogrdfids ablakban (elsé és utolsé cstics retencids idejének kulonbsége (tg
— tg 1)) elvdlaszthaté komponensek szama (grddiens eldcional w kozel dllando)

LTt

c

w

elméleti tanyérszam (vagy tanyérszam, N): a kromatografids oszlop hatékonysdganak (csticsszéle-

sedés) mérészdma
N:16(LRJ =554( L ]
w W,

elméleti tanyérszam magassdg ekvivalens (H, HETP): egy elméleti tinyérnak megfelel6 oszlop-
hossz

H=—,
N

ahol L az oszlop hossza, N az elméleti tdnyérszam

felbontds (R,): két egymdst kovetd csucs relativ elvdlasztdsanak mértéke
e, -t -
= M;vagy R, _lo-1 ko
(w,+w,) 4 a k+1

retencids tényezé (retencids faktor, k): egy adott kromatogréfids rendszerben a vizsgdlt kompo-

nens jellemzé fizikai adata; az &ll6- és a mozgé fazisban l1évé komponens mélaranya; kifejezhets a

retenciés idékkel, ill. térfogatokkal
pon _CoVo_ Vv Lo tmt
n C -V 1% t

m m m %

szelektivitds (a): két egymadst kdvets cstics elvdlasztdsanak mértéke adott all6- és mozgofizis ese-
tén

A kromatogrdfids médszerek csoportosithatok a fazisok halmazallapota, az élléfazis
alakja, mérete, a kifejlesztés médja és az elvdlasztdsi mechanizmusa szerint. A proteo-
mikdban csaknem kizdrélag olyan kromatografids rendszereket haszndlunk, melynek all6fa-
zisa szildrd halmazadllapotd anyag (toltet), melyet egy csatlakozékkal elldtott csébe (oszlop,
kolonna) toltenek. Az oszlopra felvitt mintakomponenseket a folyadék fazisi mozgdfazis
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4.4. abra. Kromatografias csucsok jellemzé adatai

(eluens, olddszerkeverék) dramoltatdsdval egymadstdl részben/teljesen elvdlva oldjuk le,
eludljuk az alléfazisrél. A tobbi kromatogréfids médszerrel szemben a folyadékkromato-
gréfia el6nye, hogy a mozgé- és dlléfazisok, valamint az elvdlasztdsi mechanizmusok nagy
vdlasztéka és sokoldald kombindlhatésdga legktilonbozébb mintdk analizisét, komponense-
inek preparativ tisztitdsdt teszik lehetévé. Tekintettel arra, hogy a proteomikai vizsgdlatok so-
ran csak peptidekkel, fehérjékkel és azok médositott formdival foglalkozunk, a kromatografi-
ds elvdlasztasokrdl sz616 ismereteket is csak erre a tertletre szikitve targyaljuk.

Folyadékkromatografias alléfazisok

A nagyhatékonysdgu folyadékkromatogrdfidban a komponensek elvdlasztdsat elsédle-
gesen az dlléfazis minGsége hatdrozza meg. Minden édlléfazissal szemben kovetelmény,
hogy nagy fizikai és h@stabilitdssal rendelkezzen, kémiailag inert legyen, ne [épjen reakcidba
a minta komponenseivel, oldhatatlan legyen barmely mozgéfazisban és az elvdlasztds érde-
kében megfelel§ kolcsonhatdsba tudjon [épni a minta komponenseivel. Az elvdlasztdsok ha-
tasfokdnak novelése érdekében az dlléfazisok fejlesztése sordn arra torekedtek, hogy a kro-
matogrdfids oszlopban egyforma geometridju terek jojjenek létre, hogy egy adott komponens
anyagdtaddsi folyamatai (anyagdtadds, diffizié) minél egységesebbek legyenek. Az all6fazi-
sok jelentds része szintetikus, porézus szemcsékbdl all. A fejlesztések eredményeképpen si-
kertilt olyan kis méretd (1,6-5 pm) gombszimmetrikus, homodiszperz szemcseméret-elosz-
ldsd részecskéket elGdllitani (4.5. dbra, A), melyek eleget tettek a fenti kivdanalmaknak, és
haszndlatukkal nagyon hatékony elvdlasztasok érhetdk el. Az dlléfazisok minGségét tovdbbi
tulajdonsdgok, mint a pérusméret, pérusméret-eloszlds, porozitds, kolcsonhatdsban részt ve-
vG fajlagos fellilet nagysdga és a feltleten 1évé funkcids csoportok (a feltlet kémidja) is jelen-
t6s mértékben befolydsoljak. A szemcseméret csokkenésével novekszik az elméleti tdnyér-
szam (ezdltal az elvdlasztds hatékonysaga), azonban a kisebb részecskék nagyobb ellenallast
vdltanak ki a mozgofdzis dramldsdval szemben, fgy a nyomdsesés (a kromatografids oszlop
eleje és vége kozotti nyomdskiilonbség) nagyobb lesz az oszlopon. Ezért a kisebb szemcse-
méret( oszlopok haszndlatakor nagyobb nyomds sziikséges a mozgéfazis dramoltatdséhoz.
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4.5. abra. Folyadékkromatografias allofazisok szerkezete.
A: porozus részecskék, B: héjszerkezetii részecskék, C: monolit, D: ,mikropillér sor”

Ugrdsszer(en terjedtek el a 2,5-3,5 ym atmérgji héjszerkezet(i (tomormagvd, vagy mag-héj szer-
kezet) dllofazisok (4.5. dbra, B), melyek sikertiket annak koszonhették, hogy optimalizalt HPLC ké-
sziilékekkel is hasonlé hatékonysdgu elvalasztasok lettek elérhet6k, mint az UHPLC készulékekkel.
El6ny6s tulajdonsdgaikat a vékony porézus réteg miatti gyorsabb anyagdtaddsnak és a kedvez&bb
hosszirdnyu diffliziénak koszonhetik.

Két-harom évtizedes miiltra tekint vissza a monolit toltetek fejlesztése. A monolit szerkezet( alléfa -
zis szerves, szilika vagy szerves szilicium alapanyagokbdl tombpolimerizéciéval az oszlopban el -
dllitott, makro- és mezopdrusos ,rdd” (4.5. dbra, C). Legf6bb el6nyiik, hogy szerkezetiikbél ad6d6-
an kis dramldsi ellendlldssal rendelkeznek, igy nagy dramldsi sebességgel kis nyomadsesés mellett
gyors elvdlasztdsokat lehet elérni.

A legujabb, proteomikdban is haszndlt kromatogrdfids dll6fézis a kvarc-chip-en litografiai médszer -
rel elGéllitott ,mikropillér sor” (p-pillar array) (4.5. dbra, D). A mikropillérek tokéletesen rendezett
elhelyezésével és a méretek szigort ellenérzésével sokkal homogénebb dramldsi utak érhetGek el
az oszlopon belil, ami noveli az elvdlasztds hatékonysagét (ndveli az elméleti tanyérszamot, mini -
malizdlja a csticsszélesedést és noveli a csticskoncentrdciot és csticskapacitdst). A szabadon 4ll6
mikropillérek sokkal kisebb dramldsi ellendllast fejtenek ki, ami hosszi oszlopok haszndlatat is le -
het6vé teszi. Szemben a toltott oszlopok szemcséinek véletlenszer(, nem reprodukdlhato elrende -
z6désével szemben, a mikropillér sor chipek az el&dllitds technolégidjdbdl kovetkezleg mindig
ugyanolyan szerkezettek, ami rendkiviili mértékben javitja a mérések reprodukdlhatésdgat.

Folyadékkromatografias mozgofazisok

A kromatogrdfids elvdlasztdsok alapvets eleme a minta, az dlléfazis és a mozgofazis ko-
z6tt kialakulé kolcsonhatdsok sokszintsége. Igy érthetd, hogy a mozgéfazis tulajdonsagai je-
lentGsen befolydsoljak az elvdlasztdsok eredményét. A folyadék halmazdllapotd mozgéfazis
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mindségének és Osszetételének tdg hatdrok kozotti valtoztathatésdga lehetdséget teremtett a
minta molekuldris paramétereinek (molekulatomeg, alak, polaritds, ionos tulajdonsagok,
hidrofobicitds, komplexképzés) hatékony kihasznaldsara, ami nagyban hozzdjdrult a kilon-
b6z6 folyadékkromatografids médszerek kifejlesztéséhez és széleskord alkalmazasahoz.

A peptidek és fehérjék tobbsége vizoldhato vegyllet, ezért kézenfekvs, hogy folyadék-
kromatografids vizsgdlatukban a mozgéfazis f6 komponense a viz. Sok, savak, bdzisok, szer-
ves olddszerek és egyéb adalékanyagok hozzaaddsaval készitett vizes oldatok Gsszetétele,
ionerd@ssége, kémhatdsa, polaritdsa, szervesoldészer-tartalma mind befolydsol(hat)jdk a min-
ta komponenseinek all6- és mozgofazisok kozotti megoszlasat. Gyakori, hogy mozgdfazissal
torténd érintkezés hatdsdra a mintakomponensek tulajdonsagai (pl. oldékonysdg, ionizalt-
sagi dllapot, masodlagos intermolekuldris kdlcsonhatdsok, mint a H-kétés mértéke) megval-
toznak, és a kromatografids vizsgdlat folyamata alatt is médosulnak. Ezért a mozgéfazis tulaj-
donsdgait tgy kell megvdlasztani és optimalizalni, hogy egy adott tipusu elvdlasztasban mi-
nél jobban ki lehessen haszndlni a fenti paraméterek hatdsait.

A mozgofazis viszkozitdsa befolydsolja a kromatogréfids oszlopon bekévetkezé nyo-
madsesést. A folyadékfazis viszkozitdsdnak novekedése egylitt jar az dramldsi ellendllds emel-
kedésével, tehat nagyobb nyomadssal lehet a mozgofézist az oszlopon keresztiildramoltatni.
Mas szempontbdl is célszer( a viszkozitds minél alacsonyabban tartdsa, mert az eluens visz-
kozitdsanak csokkentése noveli az all6 és mozgdfazis kozotti anyagatadds sebességét, ami
keskenyebb kromatogrdfids csticsokat eredményez. A hémérséklet névelése csokkenti az
eluens viszkozitasat, ezért pl. a bottom-up proteomikai vizsgdlatokban a kromatografids el-
vdlasztasokat 40-60 °C-on végzik.

A kromatografids a mozgéfazissal szemben tamasztott dltalanos kovetelmények a kovetkezGek:

- megfelelen oldja a minta komponenseit,

— megfeleld retenciét biztositson lehet6leg minden mintakomponensnek az adott dll6fazison,

— kompatibilitds mds oldészerekkel (grddiens elticié sordn ne legyen szételegyedés, sékivalds),

- ne legyen toxikus,

— ne zavarja a minta komponenseinek detektdlhatésdgat (UV-detektor esetén alacsony ,cut-off”
értéke legyen, tomegspektrometrids detektdlds esetén minden alkotdja illékony legyen, és ne
okozzon ionszuppressziét),

- minden komponense nagy tisztasagu, lehet6leg MS-min&ségli legyen, azaz egy hatdrérték alatt
tartalmaz MS-detektdldst zavaré szennyezéseket,

— ne tartalmazzon mechanikai szennyezd&ket.

A folyadékkromatografias elucio tipusai

A 4.3. és 4.4. A dbran egy kétkomponens( elegy elvdlasztdsa, illetve kromatogramja
lathat6 dllandé 6sszetételi mozgofdzis esetén. Ezt az un. izokratikus elticiot (a kromatografi-
as futtatds sordn a mozgdéfazis dsszetétele és dramldsi sebessége dllandd) akkor alkalmazzuk,
amikor a mintdban 1évé komponensek retenciés tényezdje egy adott rendszerben 1 <k <10
tartomdnyba esik. A nagyobb retenciéji (nagyobb megoszlasi hdanyadost) komponensek
hosszabb id6t toltenek el az all6fazisban, ezért késébb és a difflizio miatt egyre szélesebb (és
a cstics alatti tertilet valtozatlansaga miatt laposabb) csticsok formdjaban formdjaban hagyjak
el az dll6fazist, s6t egy adott erésségl eluens mellett lehetnek olyan komponensek, amelyek
az alléfazison maradnak. Az eluens er6sségének novelésével ugyan csokkentheté az analizis
id6tartama, azonban a kevésbé visszatartott komponensek kozott romlik a felbontds, s6t
koeltici6 is létrejohet. Igy ez az elliciés méd jellemzéen nem alkalmas peptidek és fehérjék
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elvdlasztdsdra, mert a proteomikai mintak rendkivil 6sszetettek, az egyes komponensek na-
gyon véltozatos fizikai-kémiai tulajdonsdgokkal rendelkeznek, ezért kromatografids tulaj-
donsdgaik is széles tartomdnyban vdltoznak. Peptid- és fehérjekeverékek elvdlasztasa leg-
gyakrabban grddiens elticioval torténik, amikor a kromatogrdfids futtatds alatt a mozgofézis
ellicios erGsségét valamelyik 6sszetevdje (s6, szerves olddszer) koncentrdciéjanak vagy az
eluens pH-janak valtoztatdsaval folyamatosan néveljiik. Igy elérhet, hogy a kromatogram
elején a kevéshé visszatartott komponensek is jol elvaljanak és az dlléfazishoz erGsebben ko-
t6d6 komponensek gyorsabban eludlédjanak. Oridsi elénye a gradiens eltciénak, hogy a
komponensek kozel azonos szélességl, keskeny cstcsok formdjaban eludlédnak. Ez egy-
részt elGsegiti az jobban két6dé komponensek detektaldsat, masrészt a jel/zaj viszony néve-
kedésével —a csics alatti tertilet dllandésdga miatt— csokkenti a kimutatdsi hatdrt, valamint
noveli a csdcskapacitdst. Mindez az un. csticskompresszié jelenségével magyardzhaté.
Gradiens eldci6 alkalmazdsakor az dlléfazison negativ profil alakul ki, azaz az oszlop elején
erésebb eluens 1ép be, mint ami elhagyja az oszlopot. Ez azt is jelenti, hogy a komponensek
eldicids sdvjainak elején kisebb, mig a végén nagyobb a mozgé fazis elticiés eréssége. Ennek
kovetkeztében a sav eleje lassabban, vége pedig gyorsabban vandorol, azaz a sdv 6sszenyo-
maodik, a cstcs keskenyebb lesz.

A gradiens elticiondl alkalmazott eluensek kezdeti és végss eréssége, a gradiens alakja
(linedris, konvex, konkav, 1épcsés, kombindlt), idétartama és meredeksége mind befolydsol-
jak a kromatogrdfids elvalasztdst. A bottom-up proteomikaban leggyakrabban hasznalt fordi-
tott fazisu folyadékkromatografidban linedris gradienst alkalmazunk, ahol az elticio erGssége
az oldészerek apolaritdsdval novekszik (viz < metanol < acetonitril < etanol < 2-propanol <
tetrahidrofuran).

A folyadékkromatografias rendszer felépitése

A folyadékkromatogrdfids elvdlasztds céljainak, az elérni kivant hatékonysagnak, fel-
bontdsnak és szelektivitdsnak megfelel6en mds és mds tipusd kromatografids rendszereket
haszndlhatunk. Minden folyadékfdzisi oszlopkromatogréfids rendszer leglényegesebb ele-
mei az dlléfazissal megtoltott cs6/oszlop (Gveg, mlanyag, fém), amelyen a mozgdfazis egy
folyadékpumpa (szivattyd) dltal létrehozott nyomds hatdsdra dthalad. A mintdt egy szelepen
(injektor) keresztil juttatjuk az dramlé mozgdfazisba, ami az dlléfazison elvdlé mintakompo-
nenseket a detektorba juttatja. A rendszer szlikség szerint kiegészithet6 az eluensek gdztar-
talmat csokkentd gdzmentesits egységgel, masodik folyadékpumpdval, a védSoszloppal, ke-
ver@szelepekkel, automata mintaadagoldval, termosztéttal, frakciészedvel, masodik detek-
torral, valamint adatgy(iijté és vezérlGegységekkel (4.6. dbra). A szamitégép-vezérelt folya-
dékkromatogrdfids rendszer lehet6vé teszi a minta bejuttatdsdnak, elvdlasztdsanak, detekta-
lasdnak és a kromatogram kiértékelésének teljes automatizélasat.

A ,klasszikus” fehérjekromatogréfids elvdlasztdsok sordn az oszlopban (tveg) lévé lagy
gyantaszemcséken, illetve gél dllapotu tolteteken a mozgéfazis dtaramoltatdsa hidrosztatikus
nyomdssal vagy perisztaltikus pumpdkkal (1-5 MPa) torténik. Ezek a médszerek korldtozott
elvdlasztoképességgel rendelkeznek. Az elvdlasztasok javitdsa érdekében fejlesztették ki a
nagyhatékonysdgu folyadékkromatografids (HPLC) rendszereket, amelyek analitikai elva-
lasztasokhoz 3—10 pm szemcseméret( szilard, rigid, stabil szerkezet( dll6fazisokat tartalma-
z6 fémoszlopokat és az eluensek dramoltatdsdhoz sziikséges nagy nyomdsu (5-40 MPa) fo-
lyadékpumpadkkal makodnek. Mindegyik ,klasszikus” fehérjekromatogrdfids rendszernek ki-
fejlesztették a megfeleld nagyhatékonysdgu vdltozatat, igy alkalmassd vdltak (mds anyagok
mellett) peptidek elvdlasztdsdra is. A folyadékkromatografids elvalasztasok felbontdsa nével-
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4.6. abra. Egyszerii (A) és dsszetett (B) folyadékkromatografias rendszer felépitése.
1. kvaterner pumpa, 2. manualis injektor, 3. kromatografias oszlop, 4. UV detektor, 5. frakcioszedd, 6. biner
pumpa, 7. automata mintaadagolo, 8. véddoszlop, 9. oszloptermosztat, 10. tdmegspekirométer elektrospray
ionforrassal. A B rendszerben az egyik detektor opcionalis.
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het6 az dllofazis szemcseméretének csokkentésével. A 2 um alatti, dn. ,sub-2 pm” a&tmérgjd
toltetek alkalmazdasdhoz nagyobb nyomadsokat (40-140 MPa) biztosité folyadékpumpadt, a
nyomadst all6 mintabeviteli egységet, szelepeket, csatlakozékat tartalmazé folyadékkroma-
tografids rendszerre (UPLC/UHPLC) van sziikség. A monolit és mikropillérsor oszlopok ala-
csonyabb nyomds mellett biztositanak hatékony elvdlasztast.

A nagyhatékonysagt folyadékkromatografidban haszndlt pumpdknak a kovetkezd
alapvet6 kritériumokat kell teljesitenitik: az eluenst nagy nyomdson, vdltoztathaté, de allan-
dé térfogati sebesség mellett pulzdldsmentesen kell szdllitaniuk. A kilonb6zé gyartmany
készuilékek ezt eltér6 megolddsokkal érik el, azonban dltalanos, hogy egy-egy pumpafejben
két, alterndlé mozgdst végzs, pozitiv térkiszoritdsd, kis térfogatd dugattyd mozgatja az
eluenst. A pumpdk eluenssel érintkez6 belsd feliiletének ellendllénak kell lennie korroziv ol-
datokkal (séoldatok, haloidionok, salétromsav sth.) szemben. A gyors eluenscsere érdekében
oblitészeleppel (priming/purging valve), automatikus kompresszibilitds-kompenzaciéval
kell rendelkeznitk, hogy véltozé eluens-Osszetétel ellenére a ténylegesen szdllitott térfogat
allandé legyen. Az djabb kromatografids pumpdk beépitett vakuumkamrds gazmentesitd
egységet tartalmaznak, ami eltdvolitja az eluensekben oldott oxigént, csokkentve a pumpa-
fejben vagy a detektor celldban problémat okozé buborékképz&dés esélyét.

A peptidek/fehérjék nagyhatékonysdgu elvdlasztasara csaknem kizdrélag gradiens elu-
ciét haszndlunk. Az eluensek keverési aranyat az egyik megoldds szerint a kisnyomdsu olda-
lon lévs, szamitégép-vezérelt szeleprendszer édllitja be, majd az elegyet a nagynyomadsu
pumpa juttatja be mintaadagolé egységen keresztil az oszlopra (kvaterner pumpa) (4.6. ab-
ra, A). A mdsik megolddsban az eluenseket két (egybeépitett) nagynyomdsi pumpa meghatd-
rozott profil szerint a megkivant ¢sszetétellre keveri (biner pumpa) (4.6. B dbra). A nano-,
kapilldris és sztkfuratd (microbore) oszlopon torténé kromatogréfidhoz inkdbb a masodik
megoldast alkalmazzuk, mert az ilyen rendszerekben a kisebb belsé térfogat (dwell-volume)
miatt kisebb a gradiens késleltetése.

A minta folyadékdramba torténd bejuttatdsa a mintaadagoldval (injektor) torténik,
melynek feladata, hogy a minta pillanatszer(en, reprodukdlhaté médon, veszteség nélkiil, az
eluensek dramldsdnak ledllitasa nélkil kertiljon az oszlopra. Megfelel6 minGségi elvélaszta-
sokhoz az oszlop térfogatdnak 1-3%-ban célszerd a mintat bejuttatni. Egyszer(bb esetben a
manudlis injektor hurokjdba fecskendével toltjik be a kivant mennyiségl mintdt és az
injektorszelep elforditdsaval torténik annak injektaldsa (4.6. dbra, A). Nagyszdmd minta ana-
lizisekor vezérelhetd automata mintavéltéval felszerelt atfoly6tds injektort haszndlunk (4.6.
dbra, B). Ezek mintatartéja h(thetd, lehet6vé téve az esetleg hére érzékeny mintdk vizsgdlat
alatti taroldsat.

A nagyhatékonysdgu kromatografids oszlopok nyomasnak ellendlls, sima belsé feltile-
t, csatlakozoval és sz(rével elldtott, inert anyagbdl, gy kvarcbél, manyaghdl (PEEK), leg-
gyakrabban rozsdamentes acélbdl készilt csovek. Amennyiben meg akarjuk &rizni a
peptidek, fehérjék biolégiai aktivitdsat, illetve minél kisebb veszteséggel akarjuk ezek elva-
lasztasdt elérni, specidlis anyagu, un. biokompatibilis oszlopokat célszer( haszndlni. A kro-
matografia céljatdl, valamint a minta mennyiségétdl fliggben kilonbozé atmérdjd, hosszisa-
gu, allofazisu oszlopokat haszndlhatunk. Az oszlopok atméré szerinti osztdlyozdsa, a hozza-
juk tartozo tipikus dramldsi sebességek, a célszertien injektdlhaté mintamennyiségek, a
4,6 mm-es oszlophoz viszonyitott csticskoncentraciék és a 75 pym kapilldrishoz viszonyitott
terhelhetGségek a 4.1. tabldazatban taldlhatok.

A kromatogrdfids elvalasztdsok reprodukdlhatdsdga érdekében sziikséges az oszlopok
termosztdldsa. Ezzel egyrészt kikiiszobolhets a kornyezeti hémérséklet-ingadozdsok zavaré
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4.1. tablazat. Kromatografias oszlopok jellemzé adatai

Elnevezés Tipikus Tipikus Oszlop- Minta- Relativ Relativ
atméré (mm) | aramlasi térfogat (ul) | térfogat (ul) | koncentracid | terhelési
sebesség kapacitas
(u1/perc)
Analitikai LC 4,6 1300 2492%* 25 1 3762
,Micro-bore” LC 2,1 270 519 5 5 784
Mikro-LC 1 60 118 1 21 178
Kapilldris LC 300 pm 5 10,6 0,1 235 16
Nano-LC 75 pm 0,35 0,66 0,007 3762 1

*150 mm oszlophosszal szdmolva

hatdsa, mdsrészt csokkentheté a HPLC oszlopokban torvényszerten kialakulé hossz- és ke-
resztirdnyd hémérséklet-gradiensek csticsszélesité hatdasa. A h6mérséklet novelésével csok-
ken az eluensek viszkozitdsa, ami csokkenti az oszlopon a nyomdsesést, viszont ng az
anyagdtadds sebessége, ami gyorsitja az elvdlasztast.

Folyadékkromatografids vizsgdlatok sordn a mintakomponensek valamilyen specidlis
fizikai, kémiai vagy bioldgiai tulajdonsdgdnak kovetésével megvaldsithaté a komponensek
detektdldsa, eldciés paramétereik meghatdrozdsa, mennyiségi és mingségi jellemzésiik.
A detektorokkal szemben tdmasztott alapvets kovetelmény, hogy mikodési elvik és szerke-
zetlk a lehets legnagyobb mértékben kompatibilis legyen az kromatografids médszer me-
chanizmusdval és kortlményeivel. Olyan detektort kell vdlasztani, amely az adott kompo-
nensre nézve tobb nagysdgrend dinamikus tartomdnnyal, széles linedris tartomannyal, nagy
érzékenységgel, alacsony zajjal stb. rendelkezik. A proteomika minta-el6készitési 1épései-
ben, fehérjék elvdlasztdsanak kovetésére alkalmasak lehetnek az ultraibolya spektrofotomet-
rids detektorok, melyek megfelelnek a fenti kovetelményeknek. A peptidekben/fehérjékben
lévé kromofér csoportok (peptidkdtés: 190 nm és 210-220 nm, aromds aminosavak: 254,
278 nm) fényelnyelése lehet6vé teszi érzékeny detektdldsukat. Azonban a biolégiai mintdk-
ban jelen [évé fehérjék, illetve a bel6luk emésztéssel nyert peptidek 6ridsi szama miatt a kro-
matogrdfia sordn az egyes komponensek nem elkilonilt csicsok formdjaban, hanem tébb
komponens egylitt eludlédva hagyja el az oszlopot. Ezért olyan detektorra van sziikség,
amely a koeludl6dé komponensek minél nagyobb hanyaddrdl tud kvalitativ és kvantitativ in-
formdciot adni. Az atmoszférikus ionizdciot alkalmazo elektrospray ionforrdsok megjelené-
sével lehet6vé vilt peptidek/fehérjék tomegspektrometrids detektdldsa és mérése, ami meg-
adta az alapot az MS-alapu proteomika kialakuldsanak (ldsd 2. feiezet).

Folyadékkromatografia nano- és kapillaris oszlopokon

A rendszerbiolégia kialakuldsdval és fejlddésével folyamatos elvdrds mutatkozott az
LC-MS alapt proteomikai vizsgdlatokbdl nyerhets informdciék mennyiségének/mélységé-
nek novelésére és dteresztGképességiik javitdsdra. A nagyobb érzékenység, szelektivitds és
gyorsabb ciklusidg irdnti igény a tomegspektrometrids és folyadékkromatografids mdszer- és
oszloptechnolégia rendkiviili fejlGdéséhez vezetett.

Ismeretes, hogy a kromatogréfids elvdlasztds sordn a minta folyamatosan higul a be-
addstol a detektorig, és hogy a csticskoncentrécio forditva ardnyos az oszlop sugardnak négy-
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zetével. Ebbd| kovetkezik, hogy az oszlop dtmérgjének csokkentésével csokken a minta hi-
guldsa, azaz n6 a csticskoncentrdcidja. Amint az a 4.1. tablazat adataibdl lathaté, az oszlop
atméréjének 4,6 mm-rél 75 pm csokkentése az érzékenység 3700-szoros (a gyakorlatban
azért ennél kisebb) novekedését eredményezi. Az oszlop dtmér6jének kapilldris- és nano-LC
tartomdnyra valé csokkentése maga utdn vonja a térfogatdram csokkenését (egyforma lined-
ris sebesség fentartdsa esetén) mikroliter-nanoliter/perc szintre, ami javitja az elektrospray-
ionizacié hatdsfokat, igy noveli az MS detektdlds érzékenységét. A kisebb atmérsji oszlopok
tovabbi el6nye az elliciéhoz sziikséges minimdlis olddszer- és adalékanyag-igény, valamint
ezen oszlopok gyors és hatékony héataddsanak koszonhetSen az elvdlasztasi hémérséklet
konnyd szabdlyozhatésaga. Ugyanakkor a nano-LC-MS rendszerekkel nagyon kis mennyi-
ségben rendelkezésre dll6 biolégiai mintdk vizsgdlata is lehetévé vdlt.

A madsik kulcsparaméter, ami a nano-LC-t a bottom-up proteomika nélkiil6zhetetlen
eszkozévé tette az a toltetrészecskék atmérgjének fokozatos csokkentése (1,5-3 pm), ami
rendkivil j6 elvdlasztdsi hatékonysagot eredményezett nano-LC oszlopokban is. A szemcse-
méret-csokkenés velejdréja az oszlopon bekodvetkez6 nyomdsesés novekedése, ezért a
nano-LC oszlopokat leggyakrabban nano-UHPLC rendszerekben alkalmazzuk. A kromato-
gréfids cstcsok kiszélesedése (variancia) egyrészt az oszlopban lejatszédé folyamatok, mas-
részt az oszlopon kivili hatdsok eredménye. Az oszlopon elért elvdlasztds az oszlopon kiviili
Ures térfogatok miatt gyorsan romolhat. Gyakorlati szempontbdl ez azt jelenti, hogy az
Osszes atfolydsi teret (injektor, kapilldris csatlakozdsok, detektorcelldk térfogata) minimali-
zélni, mig az adatgy(jtési sebességet maximalizalni kell. Az egyes egységeket 0sszekots ka-
pilldrisokat a lehet6 legrovidebbre kell venni, és olyan kis belsS atmérdjdit kell valasztani
(25-40 pm), ami még elfogadhaté ellennyomds-névekedést eredményez, illetve nem
konnyen dugul el. Anyaguk specidlis rozsdamentes acél, dmlesztett szilika (kvarc) és PEEKsil
(PEEK mUanyaggal bevont kvarc). Mdr kaphaték olyan csatlakozdk (fitting, union), melyek
holttérmentes zdrast biztositanak akar 1300 bar nyomadson is.

A kereskedelemben kiilonb6z6 bels6 atmérdjd, hosszdsdgu, alléfazisd (porusos, héj-
szerkezet() és tipusu toltétt nano- és kapillaris kromatografids oszlop kaphatd, azonban ezek
kell6 gyakorlattal hazilag is elkészithetSk. A proteomikai analizishez a 150-250 mm hosszu-
sagu, 75 pm belsd atmérdjd nano-LC oszlopok terjedtek el. Ez az oszlopformatum jé komp-
romisszum az érzékenység, a terhelhet&ség és a robusztussag kozott. A nano-LC oszlopok
anyaga omlesztett kvarc vagy PEEKsil, mig kapilldris oszlopok tobbnyire rozsdamentes acél-
bél késziilnek. Az alléfazis visszatartdsa céljdbol kilonboz6 megoldasokat (frit, szitaszovet
stb.) alkalmaznak, azonban nincs optimdlis megoldas, mindegyik negativan befolyasolja a
csticsok kiszélesedését. A toltott oszlopok alternativdi a monolitikus oszlopok. Ezeknél az
oszlopban egybefliggd pordzus szerkezetet alakitanak ki (szilicium-dioxid vagy polimer), igy
nincs sziikség frit-re, mivel az dlléfazis az oszlop faldhoz van rogzitve. A szintetizalt
oszlopok kivalé hatékonysdgot, stabilitast és specifikus szelektivitdst biztositanak; el&allita-
suk azonban meglehet&sen nehézkes és idGigényes.

A nano-LC oszlopok dltaldban 500 nl/perc alatti dramldsi sebességet igényelnek. A rep-
rodukdlhaté dramldsi sebesség és gradiensképzés eléréséhez specidlis folyadékszallitasi
megoldasokat dolgoztak ki, amelyek hdrom kategoridba sorolhaték: passziv osztds (passive
split), aktiv osztds (active split) és osztas nélkali (splitless) rendszerek. Az els6 két megoldds
legnagyobb hatranyat (a folyadékdram megosztdsa miatt az eluensek tilnyomo része karba
vész) az osztds nélkili rendszerek kikliszobolték. Ez utébbi egyik verzidja a fecskend6pum-
pdkat alkalmazé ,eluens Gjratoltéses” folyadékszallité egység, a masik fajtdja a ,klasszikus”,



4. FEJEZET — KROMATOGRAFIA / 47

csatorndnként két ellentétes mozgdst végz6 dugattyus rendszer, amiben a dugattyik mozga-
sat rendkivil precizen vezérlik.

A helyes mintainjektdldsi eljdrds minden kromatografids médszer esetében alapvetd
fontossagu. Kilonosen igaz ez a nano-LC-re, ahol az oszlopok dtmérdje és teljes térfogata vi-
szonylag kicsi (4.1. tabldzat), gy a célszerlien beadhaté minta térfogata is csak néhany
nanoliter. A mintdk koncentrdciéja dltaldban nem elegend&en nagy, hogy ilyen térfogatban
jol detektdlhaté mennyiséget lehessen bejuttatni a nano-LC oszlopra. Ezért a mindennapi
gyakorlatban direkt injektdlast on-line fékuszélassal (1-5 pl minta) off-line vagy on-line el6-
koncentrdldst szokds alkalmazni. Az oszlopon torténd fékuszdlds sordn a mintat az indulé
kromatogrdéfids eluensnél kisebb elticios képességgel rendelkezd eluensben feloldva injektal-
juk. Ekkor az oszlop tetején keskeny mintadugé képzédik, még akkor is, ha viszonylag nagy
mennyiséget (1-5 pl) injektdlunk. A minta off-line el6koncentraldsa térfogatdnak csokkenté-

L1

4.7. abra. Peptidek csapdaoszlopon torténd disitasa (A) és LC-MS analizise (B).
P: biner pumpa, Am: automata mintaadagold, Cs: csapdaoszlop, Sz: valtdszelep, O: kapillaris vagy nano-LC
oszlop, MS: timegspektrométer elektrospray ionforrassal
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sével (oldészer elparologtatdsa, liofilizalds) egyszertien megoldhatd, valamint miniatr szi-
lard fazisu extrakciéval (SPE) (pipettahegybe integrdlt forditott fazisu toltet) somentesitése is
elvégezhetS. Az on-line el6koncentrdlds egy valtozata lathat6 a 4.7. dbran, melynek sordn
viszonylag nagy térfogatd (akdr 50 pl) mintdt injektdlunk a rendszerbe épitett csapdaoszlopra
(pl. 20 mm x 180 pm, C18) az elvdlasztdsi dramldshoz képest nagyobb dramldsi sebességgel
(pl. 10 pl/perc). A csapdaoszlop megkéti a vizsgdlni kivant komponenseket, de nem akadd-
lyozza a s6k és mds hidrofil vegytletek kimosdsat, valamint hatékonyan védi az elvélaszté
oszlopot az eltom&dés ellen (4.7. dbra, A). A szelep atforditdsa utan normdl sebességgel (pl.
350 nl/perc) végezziik a kromatogréafidt a nano-LC oszlopon (4.7. dbra, B) (pl. 250 mm x 75
pm, C18).

A mikrofluidikai technolégiaval késziilt chipek megjelenése a folyadékkromatogréfidban uj lehetd-
ségeket nyitott meg kis mennyiség(i mintdk analizisére. A chipek az integrdcié és miniaturizdlas
magas fokdt képviselik. A technolégia lehet6vé teszi egy mintahurok, egy dusité oszlop, egy elva-
laszté oszlop, egy MS ionizdciéhoz sziikséges nanospray-emitter egyetlen kompakt platformba tor-
ténd integrdldsdt szerelvények, kotések vagy egyéb elemek nélkil. Bevezetésiik célja az LC-MS
analizisek megbizhatésaganak, reprodukdlhatésdganak javitdsa, az dtereszt6képesség fokozdsa, a
koltségek csokkentése és a kromatografids |épések egyszer(sitése, hogy a kevésbé gyakorlott fel -
haszndldk is konnyen tudjdk alkalmazni. A célok maradéktalan megvalésitdsahoz tovdbbi fejleszté -
sek sziikségesek.

Peptidek és fehérjék folyadékkromatografias vizsgalatanak lehetdségei a kdlcsonhatas
tipusa szerint

Az aminosavakbdl feléptils peptidek, fehérjék (biopolimerek, makromolekuldk) egy-
részt az egyes aminosavak oldalldncainak kiilonb6z6 tulajdonsdgai miatt, mdsrészt a
polipeptidlanc hosszdnak és szerkezetének (aminosavsorrend, mdsodlagos, harmadlagos
szerkezeti elemek) egyedisége miatt kiilonb6z6 nagysdguak, alakdak, toltéstek, polaritdsiak
és hidrofobicitastak lehetnek. Ennek kovetkeztében a peptidek, fehérjék sokféle kémidju al-
|6fazissal tudnak kolcsonhatdst kialakitani, fgy tobbfajta, egymassal ortogondlis kromatogra-
fids rendszerben is vizsgdlhatok.

A peptidek/fehérjék fenti tulajdonsagai jelentésen befolyasoljdk az dlléfazissal kialaki-
tott kolcsonhatdsaikat, gy folyadékkromatografids tulajdonsdgaik nagymértékben eltérnek a
kismolekuldju vegytiletek kromatografids tulajdonsagaitol. A makromolekuldk alakja, hidro-
dinamikai atmérdgje lényegesen nagyobb, mint a kismolekuldké, s6t a mozgofazis sétartalmd-
tol, ioner&sségétsl, pH-jdtol, szervesolddszer-tartalmatdl fuggSen valtozhat. A fehérjék na-
gyobb atmérgjik kovetkeztében akkor tudnak kolcsonhatdsba lépni a kromatogrdfids toltet-
tel, ha megfelelGen hozzdférnek a pérusok belsé feltiletéhez. Elegendéen nagy porusatmérs-
jii (300-1000 A) toltetek esetében a makromolekuldk be tudnak lépni a pérusokba, ill. a mdr
megkotdott molekuldk nem gétoljak tovabbiak belépését. Peptidek nagyhatékonysdgu kro-
matografidjdhoz 100-150 A pérusatmérdjd toltetek javasoltak. A molekuldk diffizios egyiitt-
hatéja csokken méretiik novekedésével (és fligg az alakjuktdl is), fgy az anyagdtadds sebessé-
ge is kisebb lesz, ami magyardzza a fehérjék szélesebb folyadékkromatogrdfids cstcsait.
A héjszer( toltetek kisebb diffizids dthosszuk miatt j6l alkalmazhaték fehérjék analizisére.



4. FEJEZET — KROMATOGRAFIA / 49

Meéretkizdrasos kromatografia (SEC) (gélsziirés):

elvdlasztds alapja: a minta komponenseinek hidrodinamikai mérete, illetve alakja

dllofazis: nagyon porézus toltet kontrolldlt méretd pérusokkal; szférikus szilikagél részecskék (felt -
leti médositasokkal vagy anélkiil), vagy keresztkotott polimer gél (hidroféb, hidrofil, ionos)
mozgofazis: vizes oldatok, pufferek

folyamat: az dll6fazis véltozatos méretli pérusaiba csak azok a mintakomponensek tudnak belépni,
melyek hidrodinamikai atmérgje kisebb az adott pérus atmérgjénél és ott hosszabb-rovidebb ideig
tartézkodnak. Minél nagyobb a molekula mérete, annél kevesebb pérusba fog beleférni, azaz an -
ndl gyorsabban vadorol, igy méretiik csokkend sorrendjében eludlédnak

loncserés kromatogrdfia (IEC):

elvdlasztds alapja: ionos kolcsonhatdsok

dllofazis: porézus vagy nempordézus szilikagél, szerves polimer (polisztirol-divinilbenzol,
polimetakrildt) szemcsék, melyek feltiletére pozitiv vagy negativ toltésti funkcids csoportok vannak
kotve

kationcserélék: negativan ionizal6dé szulfo- vagy karboxilcsoportot tartamaznak, melyek a pozitiv
ionokat (minta, illetve ellenionok) erGsen vagy gyengébben megkatik (SCX, WCX)

anioncserélék: pozitiv kvaterner amino- vagy pozitivan ionizdlédé szekunder, tercier
aminocsoportot tartalmaznak, melyek a negativ ionokat (minta, illetve ellenionok) erésen vagy
gyengébben megkotik (SAX, WAX)

mozgofazis: alkalmas mennyiségl és mingségU sét (ellenionok) tartalmazé vizes oldatok, melyek
pH-ja pufferek, polaritdsa szerves oldészerek hozzdadasaval véltoztathaté

folyamat: a szerkezetiikt6l és a mozgéfazis pH-jatél fliggSen ionizdlt mintakomponensek kilonbo -
z6 er6sségl elektrosztatikus kodlcsonhatdst alakitanak ki az ellenkezé toltésd all6fazissal, melyrél
s6- vagy pH-grddiens alkalmazdsdval kotéserdsségtik fliggvényében eludlhaték

Affinitaskromatografia (AC):

elvdlasztds alapja: rendkivil (bio)specifikus kolcsonhatds peptidek/fehérjék és az dlléfazishoz rog-
zitett kotSesoport (ligandum) kozott

dllotazis: agaréz, celluloz gélekhez, szerves polimerekhez, szilikagélhez (szemcsék vagy monolit)
kotott, az elvdlasztani kivant molekuldval specifikus kotést kialakitani tudé, dn. affinitds ligandum
mozgofdzis: a peptidek/fehérjék megkotését biztosité megfelel6 pH-ju, koncentrdcidju, polaritdsd
pufferoldat; a peptidek/fehérjék eludldsét biztosité pH-ju, koncentrécidju, polaritasd adalékolt
pufferoldat

folyamat: a minta komponensei specifikus kolcsonhatdsokkal (antitest-antigén, glikoprotein-lektin,
immunglobulin—protein A, hiszton-nukleinsav, biotin—avidin stb.) megkotédnek az élléfazis felszi -
nén, melyrél a nem-k6t6d6 komponensek lemosdsa utdn a peptidek/fehérjék a specifikus kotést
megsziintetd, esetleg a makromolekuldknal er6sebben kot6ds vegyliletet tartalmazo oldattal
eludlhatok

Rogzitett fém-kelat affinitdsi kromatografia (IMAC):

elvdlasztds alapja: keldtkomplex-képzés

dllofazis: agaréz, dextrdn, szilikagél, magneses gyongy felszinén kémiailag kotott komplexképzé
csoportokkal

mozgdfdzis: megfelels koncentréciojd, kémhatdsd pufferoldat komplexképzé fémionokkal (Ni**,
Fe’*, Ga’™, AI**, Ti** stb.) a kelatkomplex kialakitdsahoz, majd megfelel6 koncentracisju, kémhata -
st pufferoldat (esetleg kompetitiven k6t6d6 az anyaggal) a keldatkomplex megsziintetésére
folyamat: a rogzitett komplexképzd csoport a fémionnal komplexet, majd a hozzdadott peptid/fe -
hérje bizonyos csoportjdval (hisztidin, glikdn, foszfat stb.) kelatkomplexet képez. A nem két6dott
komponensek lemoshaték, majd a keldtkomplexet megsziintets oldattal a peptidek/fehérjék
eludlhatok
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Hidroféb kolcsonhatdasu kromatografia (HIC):

elvdlasztds alapja: fehérjék hidroféb kolcsonhatdsa a hidroféb dlléfézissal

dllofazis: poliszacharid gélek, porézus vagy nem-porézus, kotott révid szénldncd (n = 4-8) alkil-,
fenil-, illetve étercsoportot tartalmazé szilikagél vagy szerves polimer részecskék nagy feliileti bori-
tottsaggal

mozgofazis: kozmotrop sékat (ammaonium-, ndtrium-, -acetat, -citrat, -szulfét), alkalmanként kevés
alkoholt, acetonitrilt tartalmazé vizes (puffer) oldat; alacsony koncentraciéjd, illékony amméni -
um-acetdtot tartalmazé oldat (MS-kompatibilis)

folyamat: kbzepes-magas koncentrdcioju séoldat hatdsdra a fehérjék hidroféb részei a felszinre ke-
rilnek és kilonbozé ersségl hidroféb kolcsonhatdst alakitanak ki a mérsékelten hidroféb dlléfa -
zissal, majd a fehérjék nativ szerkezetiik visszaallitdsdval csokkend koncentraciéju ségradienssel
eludlhatok

Hidrofil kolcsonhatdsi kromatogrdfia (HILIC):

elvdlasztds alapja: a poldris komponensek a poldris dll6fazis feltiletén kialakult vizréteg és a kevés-
bé poldris mozgofazis kozotti szelektiv megoszldsa

dllofazis: poldris, porézus vagy héjszekezet( szilikagél, amino-, -diol, -amid, -ionos, -zwitterionos
csoportokkal médositott szilikagél

mozgofazis: kevésbé poldris, elsGsorban acetonitrilt (97-60%) és vizet (3-40%), esetleg puffert tar -
talmazé oldat

folyamat: a kiinduldsi apoldris, de kis viztartalmi mozgéfazisbdl a minta poldris komponensei a
poldris all6fézishoz valé nagyobb affinitasuk révén vissszatartédnak, majd a mozgéfazis polaritasa -
nak folyamatos novelésével (csokkend acetonitril koncentracio) hidrofil jellegtik sorrendjében
eludlhatok

Forditott fazisi kromatogrdfia (RPC):

[A normal fazisi kromatogréfidval szemben (poldris all6fazis, apoldris mozgofézis) apoldris allofd -
zist és poldris mozgdfazist alkalmazé kromatogréfids médszer.]

elvdlasztds alapja: hidroféb kolcsonhatds

dllofazis: apoldris, elsGsorban alkilcsoportokkal (C4, C8, C18) médositott feliiletl porézus, héjszer-
kezet(i vagy monolit szilikagél, etilénhidas médositott szilikagél (BEH), ,charged surface” hibrid
szilikagél; szerves polimer (sztirol-divinil-benzol alapu)

mozgofazis: poldris acetonitril-viz elegy szerves savval (hangyasav, ecetsav, trifluorecetsav) vagy
bézikus pufferrel

folyamat: a peptidek/fehérjék hidroféb oldalléncd aminosavakat tartalmazé részei (vitatott mecha -
nizmus szerint) kolcsénhatdsba Iépnek az apoldris dlléfézissal. A mozgdfazis savtartalma visszaszo-

ve a molekula hidroféb karakterét. Az acetonitril-koncentrdcié névelésével a komponensek novek -
v6 hidrofébicitdsuk sorrendjében eludlhatok

Fehérjék elvdlasztdsara (esetleg izoldldsdra) ma mdr az 6sszes fent emlitett kromatogra-
fids médszer alkalmazhatd, peptidek elvdlaszasdra elsésorban forditott fazisi kromatografia,
IEC, djabban HILIC médszerek, illetve ezek kombindcisi (multidimenziés kromatogréfia),
gliko- és foszfopeptidek/proteinek izoldldsdra AC és IMAC haszndlatosak.

Multidimenzionalis elvalasztasok

A proteomikai elemzések sordn a mintdk gyakran tobb ezer fehérjét tartalmaznak, és
proteolitikus emésztéstik utdn akdr szdzezer peptidet sziikséges szétvdlasztani. A mai napig
nincs olyan elvdlasztdsi médszer, amely képes lenne ennyi komponenst egyetlen analitikai
dimenzidban elkiloniteni. A komponensek nem tokéletes elvdlasztdsa miatt a tomeg-
spektrométerbe egy adott idSpontban belépd tobb tiz-szdz peptid tilterhelheti a mészer de-
tektordt, ami a peptidazonositdsok szamdnak csokkenését eredményezi. A kiilonb6z6 fizikai



4. FEJEZET — KROMATOGRAFIA/ 51

vagy kémiai elvdlasztasi elveket kihaszndlo, dn. ortogonalis elvalasztastechnikai médszerek
egymadst kovet6 alkalmazdasa (multidimenzids elvélasztasok) elegendd felbontdst biztosithat
a nagyon osszetett fehérje- vagy peptidkeverékek vizsgdlatdhoz. A multidimenziés elvdlasz-
tasok torténhetnek fehérjék, illetve peptidek szintjén, de mindkét esetben a tomegspektro-
méterrel vizsgdlandé mintdk komplexitasanak csokkentése a cél. Az elvélasztastechnikai el-
jardsok kozil az elektromigrdcios (elektroforézis, izoelektromos fokuszalds) és kromatografi-
as elven m(kodé médszerek haszndlatosak erre a célra. Kromatografiaalapu eljdrasok a min-
ta-el6készités és az analizis sordn a kovetkezd célokat szolgdlhatjdk:
A) az LC-MS analizist befolydsolé anyagok (sék, szénhidrdtok, lipidek, nukleinsavak,
detergensek stb.) eltavolitasa,
B) akis koncentracioju fehérjék meghatarozasat akaddlyozé nagy koncentraciéju fehérjék
eltdvolitdsa,
C) a kis koncentrdciéju peptidek/fehérjék dusitasa (pl. foszforildlt, glikozildlt stb. szarma-
zékok),
D) peptidek és fehérjék egymastdl torténd hatékonyabb elvdlasztasa.

Az LC-MS analizist befolydsolé anyagok eltdvolitdsa off-line médon szildrd fazisd
extrakcidval (SPE), pl. pipettahegybe integrdlt RP-18 dlléfazison (pl. ZIP-tip, Stage-tip), illetve
az analitikai RP oszloppal sorbakotott RP-csapdaoszloppal egyszerien megvalésithato (4.7.
abra). A humdn szérumfehérjék mennyiségének 90%-a 8, tovdbbi 9%-a 16 fehérjétsl szar-
mazik, a maradék 1%-ban taldlhaté az 6sszes tobbi (tiz-, szdzezres nagysdgrend). A legna-
gyobb koncentrdcioji 6-14 fehérje (szérumalbumin, al-antitripszin, transzferrin, IgA, 1gG,
haptoglobin stb.) eltavolitdsa affinitaskromatografids médszerrel torténhet a rajuk specifikus
antitesteket tartalmazo dlléfazissal torténd kivondssal. Kis mennyiségben jelen 1évé gliko-
zilalt peptidek/fehérjék specifikus izoldlasara leggyakrabban lektin affinitdskromatografidt és
rogzitett fémkeldt-képzési kromatografiat, foszforildlt termékek dusitdsara TiO, és IMAC dll6-
fazisokat haszndlnak akdr egyszerli megkotés/lemosds, akar oszlopkromatografids kivitel-
ben.

Az egyszer(i vagy bonyolultabb minta-el6készités utdn (A, B, C mdveletek) peptid/fe-
hérjeminta még mindig nagyon komplex lehet ahhoz, hogy a tomegspektrometrids detektd-
las el6tt egydimenzids kromatogrdfia elegendSen nagy felbontdssal elvédlassza a komponen-
seket és annyira csokkentse az MS-be belépé ionok szamat, hogy azok ne zavarjak egymds
meghatdrozdsat. Ekkor nyujthat segitséget a multidimenziondlis kromatogrdfia, amikor is
tobb, eltéré kromatogréfids elven miikodé (ortogondlis) oszlopkromatografids rendszert kap-
csolunk egymds utdn (off-line vagy on-line). Ekkor (elvben) az egyes oszlopkromatografids Ié-
pések csticskapacitdsai 0sszeszorzédnak, jelentésen megnovelve az elvdlaszthaté kompo-
nensek szdmdt és a minta vizsgdlatdval nyerhet6 analitikai informdciét. A multidimenzids
kromatogrdfia két, harom vagy n kiilonboz6 elvdlasztasi mechanizmusu oszlopot tartalmaz-
hat; a tobbdimenzids folyadékkromatografidban azonban leggyakrabban két oszlopot hasz-
ndlnak. Amennyiben az a cél, hogy a mintdk osszetételér6l minél atfogobb képet kapjunk,
akkor az els6 dimenziés elvdlasztds minden részletét tovabb vizsgaljuk a mdsodik dimenzié-
ban (LCxLC, atfogé vagy ,comprehensive”). Ha a cél csak egy vagy néhdny peptid/fehérje-
csoport tovdbbi vizsgdlata, akkor az dn. ,heart-cutting” (LC-LC) médszert alkalmazzuk: az
elsé dimenzios elvdlasztasbol kivagjuk” a vizsgdlandé komponenseket tartalmazo részt és
csak azt vizsgdljuk a masodik dimenziéban.

A multidimenziés kromatografids vizsgdlatoknal figyelembe kell venni az egyes techni-
kak gyakorlati korldtait. Az els6 megoldandé probléma a pufferek és az egyes eljdrdsok ku-
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|6nb6z6 [épéseiben haszndlt olddszerek kompatibilitdsa, azaz hogy az elsé dimenzio eldci-
0s puffere alkalmas legyen a masodik dimenzié beviteli oldészerének. Amennyiben a kro-
matografia utdn tomegspektrometrids analizis a cél, akkor az utolsé dimenzié eluensének az-
zal kompatibilisnek, azaz illékonynak kell lennie. Mdsik probléma az egyes elvdlasztasi elja-
rasok id6tartamdnak helyes megvdlasztdsa: az LCxLC mdsodik dimenzidjdnak rendszerint

4.8. abra. Peptidek 2D elvalasztasa csapdaosziopokon torténd disitassal.
P1, P2, P3: HPLC pumpak, Am: automata mintaadagolo, Sz: valtészelep, 01, 02: pl. HILIC és RPLC oszlopok,
T: T-idom, Cs1, Cs2: csapdaoszlopok (RPC), MS: tomegspekirométer
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rovidebb idejlinek kell lennie, hogy az elvdlasztdstechnikai mévelet ne hizédjon nagyon el.
Ahhoz, hogy a mdsodik dimenzidhoz is elegend6 mennyiségl fehérje legyen, az elsé
dimenziéban nagyobb mennyiségl mintat (nagyobb atmérgjd oszlopon) kell elvdlasztani.

Fehérjék on-line kétdimenzids elvalasztdsara IEC-SEC, SCX-SEC, SEC-IEC, SEC-RPC,
HIC-RPC, HILIC-RPC, IEC-RPC stb. médszerek kombindlhaték. Off-line frakciondldsukra a
fenti kromatografids kombindcidkat, de gyakran elektromigrdacion alapulé elvdlasztds-
technikai médszereket (elektroforézis, izoelektromos fokuszalds vagy kromatofékuszalds)
kovets kromatografidt alkalmaznak.

A fehérjék hidrolitikus bontdsabdl szarmazé peptidek kétdimenzids elvélasztasara leg-
gyakrabban az IEC-RPC, RPC-RPC, RPC-HILIC, HILIC-RPC stb. kombinaciékat hasznaljuk,
melyre egy Osszedllitds |athaté a 4.8. dbrdn. A szelep (Sz) litemezett oda-vissza, oda-vissza
forditdsdval az O1 oszloprdl eludlédé mintakomponensek a P3 pumpa folyadékaramaval
(rendszerint viz) torténd higitds utdn hol az egyik (Cs1), hol a mdsik (Cs2) csapdaoszlopon
gyllnek 6ssze. A csapdaoszlopon lévé frakcidkat azutdn az O2 oszlopon ortogondlis kroma-
tografids rendszerben tovdbb kromatografaljuk.

Altalanossagban elmondhaté, hogy minden egyes minta-el6készitési lépés, kromatog-
rafids elvdlasztds az egyes mintakomponensek kiillonb6z6 mértéki veszteségével jar egyiitt,
ezért fontos, hogy csak a cél eléréséhez valéban sziikséges muveleteket végezzik el! Az
on-line kapcsolt elvdlasztastechnikai Iépések konnyen automatizalhaték, ami kikiiszoboli az
emberi hibdt, és drasztikusan noveli az atereszt6képességet.

Megjegyzendd ugyanakkor, hogy egy j6l megvdlasztott 1D kromatogrdfids rendszerhez
on-line kapcsolt korszeri tomegspektrométerek képesek akdar 40-50 000 peptidrél
(4-10 000 fehérje) is szerkezeti és mennyiségi informacidkat adni, ami ugyan még mindig
csak egy kis része a proteomnak, de bizonyos esetekben elegendd ismeretet ad a mintarol.

A kromatografia szerepe a peptidek azonositasaban

Célzott proteomikai mérések esetén (részletek |asd a 6. feiezetben), a célpeptidnek az
adott kromatografids rendszerben tapasztalt retencios ideje az analit azonositasat is szolgal-
ja. Amennyiben van peptidszintézissel elGéllitott standardunk, akkor el6zetes mérésekbdl
dllhat rendelkezéstinkre a vart retencios id6 értéke. Ha rendelkeziink izotépjelzett standard-
dal, akkor a mintdhoz adva annak retencids ideje megegyezik a nem jelzett endogén
analitéval, igy minden egyes mérésben rendelkezésre dll az elvarhaté eldicids profil. Az el6-
zetesen megismert retencids id6 a célzott mérésekben (SIM, MRM, PRM) a prekurzor ion ki-
valasztasdnak id6zitését is lehet6vé teszik, ezdltal csokkentve az egy adott pillanatban kéve-
tendd, és novelve az egy LC-MS futds sordn sszesen mérhetd ionok szamat (részleteket ldst
az 6. fejezetben).

Az &tfogd, nem célzott MS mérési modok esetén (pl. DDA, DIA, ldsd 6. feiezet) az azo-
nositandé és mennyiségileg meghatdrozando ionok vdrhaté retenciés ideje nem all rendel-
kezésre. Azonban mivel ez a paraméter egy tvjabb dimenziét ad az azonositds megfelelGsé-
gének vizsgdlatdhoz, egyre tobb azonosito eljdrds és szoftver igyekszik a kromatografids vi-
selkedést is figyelembe venni. Az azonos LC-MS rendszeren gyijtott kisérleti spektrum-
konyvtar alapjdn torténd azonositds esetén ez nem okoz problémadt, mivel a legtobb spekt-
rumkonyvtdr a mért retencids id6t is tartalmazza, gy az azonositdsban felhaszndlhato.
Ugyanakkor még az azonos LC-MS rendszeren eltérg gradienssel gydijtott adatok esetén is je-
lentds kilonbségeket tapasztalhatunk a retencids idében. Az LC-MS rendszeren belili és
rendszerek kozotti kiilonbségek kikiiszobolése és univerzdlisan haszndlhaté retencids idé
skdla alkalmazdsa érdekében vezették be az indexalt retencids id6 (iRT) alkalmazasat. Ez
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azon a tobbnyire helytallo feltételezésen alapul, hogy azonos kromatografids elv (pl. RPC) al-
kalmazdsa esetén az egyes peptidek elticios sorrendje és egymdshoz viszonyitott relativ re-
tencids ideje azonos. Ennek megfelelGen néhany kivalasztott referenciapeptid kisérletileg
kapott retencios ideje alapjan a retenciés id6k dtszamithaték egy relativ skdldra (iRT), és a
referenciapeptidek egy masik mérésben mért retencids ideje alapjan az 0sszes peptid varha-
to retencids ideje is kalkuldlhat6. Ugyanezen elvet és a peptidek retenciés idejének
aminosavosszetételtd| valo fliggését alkalmazva szdmos szoftver prébdlja jésolni a kordbban
kisérletileg nem detektdlt peptidek varhat6 indexdlt retencids idejét, ami az éppen analizalt
mintdban megbizhatéan azonositott peptidek alapjdn tudnak a szoftverek abszolt skaldra
konvertdlni, és az ezzel val6 egyezést a tomegsepktrometriai adatok mellett az azonositds jo-
sdgdnak vizsgdlata sordn felhasznalni.
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Bevezetés — a tomegspekirométer felépitése

A tomegspektrometria (MS, mass spectrometry) egy nagymdiszeres szerkezetvizsgdlati
és analitikai mddszer, amely egyre nagyobb teret hédit a molekuldris biolégia, proteomika
tertiletén. A tomegspektrometrids analizis el6nye, hogy kis anyagmennyiség(i komplex bio-
|6giai mintdk komponenseinek kvalitativ és kvantitativ meghatdrozdsdra egyardnt alkalmas.
Az MS analizis mellett sz6l a rovid analizis id6, az extrém érzékenység és a kromatogrdfidval
torténd kapcsolds (ldsd 4. feiezet) lehetGsége is. Tovdbbi elénye, hogy kifejezetten szelektiv
technikdnak tekinthetd, ugyanis nagyon kis szerkezeti (molekulatomegbeli) kiilonbségek ki-
mutatdsdra és parhuzamos elemzésére alkalmas. Hétrdnya, hogy a nagyszdmu spektrum ér-
tékelése bonyolult feladat, és sok esetben csak korldtozott szerkezeti informdcié nyerhetd.
A fehérjék/peptidek vizsgdlata azonban jél automatizdlhaté és az — azonositdshoz sztikséges
- részleges szekvencia meghatdrozds ma mar rutin feladatnak tekinthetd.

A tomegspektrométer érzékenysége (kimutatasi hatdr): A tomegspektrométer egyike a legérzéke-
nyebb analitikai és szerkezetvizsgalati technikdknak, segitségével attomolnyi (108 mol) vagy még
kisebb anyagmennyiségek is kimutathatok. A nagy érzékenységnek azonban vannak hatulitéi is:
nagyon tiszta oldészerekkel, vegyszerekkel, enzimekkel kell dolgozni. A kimutatdsi hatart sok eset -
ben nem a tdmegspektrométer abszollit érzékenysége, hanem a ,kornyezet” tisztasaga (el6z6 injek-
tdlds maradéka, oldészerek tisztasaga, héttérszennyezdk stb.) hatdrozza meg.

A tomegspektrométer dltaldnos felépitése az 5.1. dbran lathat6. A tomegspektrométer
mkodése sordn a semleges részecskékbdl (amelyek lehetnek atomok, molekuldk, makro-
molekulak, akdr molekula komplexek is) ionokat dllit el§, majd az ionok, valamint — a bel6-
lik esetlegesen bomldssal képz6ds — un. fragmens (toredék) ionok tomeg/toltésének és
mennyiségének meghatarozdasat végzi el. A vizsgdlandé mintat egy mintabevivé rendszeren

mintabevivé rendszer

MINTA BEJUTTATASA

ionforras % analizator H detektor

GAZFAZISU IONOK AZ IONOK ELVALASZTASA AZ IONOK MENNYISEGENEK
ELOALLITASA TOMEG / TOLTES ALAPJAN MEGHATAROZASA

1l

szamitégépes adatfeldolgozas

TOMEGSPEKTRUM MEGJELENITESE,
ADATOK FELDOLGOZASA

vakuumrendszer

5.1. abra. A tomegspektrométer sematikus felépitése és a részegységek funkcioja
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keresztiil az ionforrdsba juttatjuk. A mintabevivé rendszer lehet direkt adagolds vagy valami-
lyen kromatografids rendszer (pl. HPLC) is. A proteomikdban a mintabevivé rendszer leg-
gyakrabban nanodramldsos ultranagy-hatékonysagui folyadékkromatograf (nanoUHPLC-
MS). Az ionforrds feladata gazfazisu ionok elGallitdsa, amelyek ezt kdvetSen az analizatorba
kertilnek, ahol tomeg/toltés szerinti elvalasztdsuk torténik meg. A detektorban az igy elva-
lasztott ionok vdlaszjelének (mennyiségének) meghatdrozasa torténik.

A tomeg/toltés (m/z) érték egyetlen ion tomegének és toltésének a hanyadosa, az igy ka-
pott adatokat tomegspektrumon (5.2. dbra) dbrdzolhatjuk: az ion tomeg/tltésének fliggvé-
nyében (x tengely) dbrdzoljuk az adott ion intenzitdsat (y tengely).
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5.2. abra. GNPTVEVELTTEK szekvenciajii peptid tﬁmegspektruma. A spektrumban az egyszeres toltésii
([IM+H]*) és a kétszeres toltésii ([M+2H]**) proton addukt egyarant észlelhetd.

Atomi tomegek:

Az atomi tdmegek szdmitdsa sordn az S| tomegmértékegység (kg) haszndlata — a nagyon kis szdmok
miatt — nem praktikus, ezért a tomegspektrometridban az egységes atomi tomegegység (unified
atomic mass unit) hasznalata terjedt el. Az egységes atomi tomegegység az alapallapotban lévs '*C
izotop tomegének egytizenketted része. A mértékegysége u vagy (John Dalton tiszteletére) Da
(Dalton). A definiciéja megegyezik az atomi tomegdllandé (atomic mass constant) definiciéjaval:

n’)u = m(‘ZC)/12 =1Da=1u= 1,6605402(‘] O)X‘IO’N kg

A tomeg/toltés SI mértékegysége kg/C, ami (a fentiek miatt) szintén nem praktikus a tomegspektro-
metridban, ezért az atomi tomegegység/toltésszamot szokds haszndlni, aminek a mértékegysége
(Joseph John Thomson tiszteletére): Th (Thomson).

A tomegspektrometria alapjai, médszerei, alapfogalmak, definicidk

A tomegspektrométer ionforrdsaban egyarant képzédhetnek pozitiv és negativ toltés(,
gyok- és zarthéju, illetve egyszeresen, valamint tobbszorosen toltott ionok. A keletkez§ io-
nok toltése alapjan megkiilonboztetiink pozitiv és negativ ionizdciét, melyek sordn értelem-
szer(ien pozitiv vagy negativ ionok képz&dnek. A proteomikai vizsgdlatok sordn leggyakrab-
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ban olyan technikdkat haszndlunk, amelyben pozitiv téltést, zarthéjd ionok képzédnek. igy
a kovetkez&kben csak ezekkel foglalkozunk részletesen. A toltést proton vagy valamilyen ka-
tion (pl. Na* vagy K*) hordozzdk, és a vizsgdlandé molekuldval egy adduktot alkotnak:
[M+H]", [M+Nal*, [M+K]". Elektroporlasztdsos ionizdci6 esetén nagyon gyakran észlelheték
tobbszoros toltésd ionok is, amelyben egynél tobb toltést hordozo részecske kapcsolédik a
molekuldhoz (pl. [M+2H]**, [M+nH]™).

A természetben megtaldlhaté stabil izotépok a tomegspektrometridban [ényegesen fon-
tosabb szerepet toltenek be, mint dltaldban a kémidban, mivel ezek az izotépok a tomeg-
spektrumban megjelennek és észlelhetSk. Példaul a szerves vegytletekben taldlhaté szén-
atomnak két stabil izotépja létezik a természetben: a '*C és '°C izotépok, melyek 98,93:1,07
ardnyban fordulnak el6. A két izotép ugyan kémiai tulajdonsdgaiban alig, de tomegében je-
lent&sen eltér egymastdl (~1 Da tomeggel), ezért a tomegspektrumban ezek jol megkilon-
boztethetSk. Mivel a szerves vegylleteket felépit6 atomoknak tobb stabil izotépja létezik,
ezért a szerves molekuldk a tomegspektrumban nem egy adott csticsként, hanem egy cstics-
kotegként jelentkeznek (5.3. dbra).
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5.3. abra. A bradikinin peptid izotopcsicsai a tomegspektrumban

A legkisebb tomeg( izotépok figyelembevételével szamitott molekulatdbmeg az dn.
monoizotopos tdmeg, a tomegspektrumban ennél a tomegnél észlelhet§ cstcsot mono-
izotépos csticsnak nevezziik. Az ennél nagyobb tomeg( tovabbi izotépcsticsokat, pedig egy-
szer(ien csak izotépcsticsnak hivjuk. Az 6sszes izotép figyelembevételével szamitott mole-
kulatdbmeg az un. atlagos tomeg.

Tobbszoros t6ltést ionok esetén az izotépcsticsok segithetnek az ion toltésszamanak
meghatdrozdsdban. Egyszeres t6ltés(i ionok esetén az izotépcsticsok kozotti tavolsag kozeli-
t6leg 1 m/z, kétszeres toltés(i ion esetén 1/2 m/z, ztoltés esetén pedig 1/z. A 5.4. dbrdn latha-
t6 spektrum esetén az izotépcsticsok kb. 0,333 Da tdvolsdgban helyezkednek el egymdstol,

ez alapjan az ion toltésszdma egy egyszer( képlettel meghatdrozhato:
7=1/0333~3

A toltésszam, valamint a toltést hordozo részecske tomeg/toltésének ismeretében a
vizsgdlt molekula tomege a kovetkezg képlet segitségével hatdrozhaté meg:
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M=zxM _—-M)

ahol a z a t6ltésszam, My,er @ Mért tomeg/toltés érték, M, a toltést hordozé részecske tomege
(itt HY). Ez alapjdn — a képletbe behelyettesitve — az dbrdn vizsgdlt peptid monoizotépos csu-
csanak tomege M =3 x (1141,1373 - 1,0078) = 4230,3885 Da.
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5.4. abra. Toltésszam meghatarozasa az izotépcsucsok tavolsagabol

A tomegspektrométerek egyik fontos paramétere a felbontdsa (R), ugyanis az MS spekt-
rumban ldthaté csticsok nem vonalszerGek (centroid), hanem (legtobbszor) Gauss-eloszldst
kovets ponthalmazok (folytonos, kontinuum). Ezen csticsok szélessége elsGsorban az anali-

% M
100 A

felbontas: R = M/AM

AM = FWHM
(full width at half maximum)

R =1000,5/0,5=2001

50

0 1 1 1 1 1 1 1 1

1000 1002 1004 1006
m/z

5.5. abra. A felbontas definicidja és meghatarozasanak menete
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zdtor tipusdtol és a késziilék hangoldsatdl fligg, és alapvetSen befolydsolja a megkiilonboz-
tethet§ szerkezeti kiilonbségeket. A felbontds definicidja és meghatdrozasanak médszere az
5.5. abran lathat6. A szamitds sordn a tomegspektrometrids cstcs tomeg/toltés értékét (M) el-
osztjuk az 50%-0s magassagnal vett csticszélességgel (FWHM).

10 000 feletti felbontds esetén beszéliink nagyfelbontdsrél, amely lehetévé teszi, hogy
az adott ion tdmegét pontosan (0,1-5 ppm hibaval) meghatdrozzuk. Ennek az el6nye, hogy a
pontos tomeg értékbdl az elemi 6sszetétel meghatarozhat6. Minél nagyobb a felbontds, an-
ndl nagyobb valészintséggel kiilonboztethets meg két (kis mértékben eltéré m/z-jd) ion, az-
altal, hogy két a valéshoz kozelebb allé6 m/z-t mériink egy atlagos érték helyett.

A tomegpontossag és felbontds fontos szempont!

A proteomikdban a tomegspektrométer tomegpontossaga és felbontdsa is nagyon fontos szempont.
A nagyfelbontds nemcsak a tomegpontossag miatt szlikséges, hanem azért is, hogy az adott ion tol -
tésszdma egyértelmiien meghatarozhaté legyen. Kisfelbontdsu készuléket haszndlva — kiilonosen
bonyolult mintdk vizsgdlata sordn — sok téves toltésszdm-azonositds kovetkezhet be. A tomegpon -
tossdg a peptidek szekvencia meghatdrozasanal jatszik kulcsszerepet, hiszen minél pontosabban
hatdrozzuk meg az ismeretlen peptid és fragmenseinek tomegét, anndl megbizhatébban végezhet
el a szekvencia meghatdrozdsa.

lonizacidos modszerek

A fehérjék és peptidek vizsgdlatara napjainkban az elektroporlasztdsos ionizaciot
(electrospray, ESl), valamint ennek nanodramldsos verziojat (nanoESI) és a métrixszal segitett
|ézerdeszorpcids ionizdciot (MALDI) alkalmazzuk. A MALDI és ESI ionizdciés médszerek ki-
dolgozdasdért Koichi Tanakat és John Fennt 2002-ben megosztott Nobel-dijjal tiintették ki.
A kovetkez6kben ezen ionforrdsok tulajdonsdgait és mikodését tekintjiik at részletesen.

m Elektroporlasztasos ionizacio (Electrospray, ESI)

A porlasztdson alapulé elektroporlasztdsos ionforrds a proteomikai kutatdsokban leg-
gyakrabban alkalmazott ionizdcids technika. A folyékony halmazallapotd mintaoldat kapil-
ldrison keresztul jut az ionforrdsba, ahol nagy feszultség alkalmazdsa, porlaszté gdz és f(ités

ESI kapillaris
@ @@ ®, *
CRECE: tomeg-
@ ®®©g + + | spektrométer
1
+ kV II

Ll |

5.6. abra. Az elektroporlasztasos ionizacié sematikus miikodése
(az Anal. Chem. 2013, 85, 1, 2-9 engedélyével adaptalva. Copyright 2013, American Chemical Society)
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segiti az ionizdciot. A kapilldris és a vele szemben elhelyezked6 ellenelektréd kozott elekt-
rosztatikus tér jon létre és ennek kovetkeztében a kapillarisbol kilépé folyadékbol toltéssel
rendelkez6 cseppek képz&dnek (5.6. dbra).

Az elektroporlasztasos ionizdcio esetén az ionképz6dés mechanizmusa haromféle mo-
dellel magyardzhato:

1. lonpdrolgdsi modell (ion evaporation model, 5.7. dbra, A): A t6ltott aeroszol csepp egy
kisebb oldészer cseppet [6k ki magdbdl, amelynek kovetkeztében az 6sszes oldészer
elpdrolgdsa utdn tobbszorosen t6ltétt ionok jonnek létre az ionforrdsban. Ez a mecha-
nizmus elsGsorban kisméret(i ionok esetén jellemzé.

2. Toltésmaradvany modell (charge residue model, 5.7. dbra, B): A tobbszorosen toltott
cseppek pdrolognak, és egy adott kritikus méretet elérve (amikor a toltéstaszitds na-
gyobb, mint a feluleti fesziiltség) ,szétrobbannak”. Ezt hivjuk Coulomb-robbandsnak.
Ennek eredményeként egyre kisebb méretii cseppek jonnek létre, és a folyamat végén a
minta (proton vagy kation) adduktjai (pl. [M+H]") képz&dnek. A globuldris szerkezetd
fehérjék elsGsorban ezzel a mechanizmussal ionizél6dnak.

globularis szerkezetl
fehérjeion

kisméret( ion

5.7. abra. lonképzédés mechanizmusai ESI ionizacio esetén. A: lonparolgasi modell: kisméretii ion kilok6dése
a toltott cseppbdl. B: Toltésmaradvany modell: globularis fehérjék esetén jellemzd.
C: Lanckilokddési modell: kitekeredett fehérje kilokodése
(az Anal. Chem. 2013, 85, 1, 2-9 engedélyével adaptalva. Copyright 2013, American Chemical Society)
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3. Lanckilokédési modell (chain ejection model, 5.7. dbra, C): Bizonyos kisérleti koriilmé-
nyek kozott a globuldris szerkezett makromolekuldk linedris konformdciot vehetnek fel
(,kitekerednek”), ami megvaltoztatja a fehérje felszinének tulajdonsdgat hidrofilrél hid-
rofébra. A kitekeredett lancok a hidroféb tulajdonsaguk miatt azonnal a csepp felsziné-
re vdndorolnak. Ezt kdvetSen az egyik lancvég kikeril a gazfazisba, amit a maradék fe-
hérje gyors kilokédése kovet. A lanckilok&dési modell gyors és hatékony folyamat,
ezért nagy intenzitdsu, sokszorosan toltott ionok képz&dnek. Linedris szerkezet( fehér-
jék esetén ez a legval6szintbb ionizaciés folyamat.

Az elektroporlasztdsos tomegspektrometria nagyon érzékeny médszer (107°-107'®
mol), mely kis és nagy tomegl molekuldk, pozitiv és negativ ionok, erGsen poldris/ionos
komponensek vizsgdlatara is alkalmas. EI&nye, hogy konnyen kapcsolhaté kromatogréfidval,
és mennyiségi meghatdrozdsra is alkalmas. Fontos tulajdonsdga, hogy kevéssé tolerdlja a
szervetlen sékat és a nem illékony szennyezéket, ezért a kromatogrdfids rendszerben csak il-
|ékony puffer haszndlhaté (pl. amménium-formidt, ammonium-acetat). Az ionizdcios folya-
mat sordn tobbszorosen toltott molekulaionok is keletkezhetnek, ezért alkalmas nagy mole-
kulatomegi proteinek, glikoproteinek, oligonukleotidok, polimerek szerkezeti meghataroza-
sara. Az ESl ionforrdson keresztiil a tomegspektrométer folyadékkromatograffal kozvetlentil
kapcsolhat6, ezt nevezziik HPLC-MS-nek (részletek a 4. fejezeben olvashatok).

Az ESl ionizdci6 nanodramldsu vdltozatdt nanoES| ionizdciénak nevezziik. Tulajdonsé-
gaiban a normdl ESl ionizdciéhoz hasonlit, a kisebb dramldsi sebesség (200-600 nl/perc) mi-
att a kapilldris d&tmérdgje kisebb, ezért konnyebben eltémd&dhet, és az alkalmazott nagyfesziilt-
ség pontos bedllitasdra is jéval érzékenyebb. A nanoESI legnagyobb elénye, hogy az ionizé-
ciés hatdsfoka |ényegesen nagyobb, mint az ESI ionforrdsé (dramldsi sebességtdl fliggden
akdr 100-szoros is lehet). A nanoESI-hez alkalmazott kisebb atmérgji ti esetén kisebb oldo-
szercseppek keletkeznek az elektroporlasztds sordn, igy novelve az ionizécié hatékonysdgat
(a bevitt molekuldk nagyobb részhanyada ionizalédik). Emellett a ti kozelebb helyezhet6 az
ionoptikdhoz és pontosabban poziciondlhaté, aminek koszonhetSen a keletkezett ionok
jobb hatdsfokkal jutnak be a tomegspektrométerbe. Mindezek eredményeként lényegesen
kisebb anyagmennyiség vizsgdlhat6é a nanoESl segitségével, mint a szokvdnyos ESI forrds al-
kalmazdsaval.

lonszuppresszié (ionelnyomas):

Az ionszuppresszié a vizsgdlandé minta mellett jelen [évé komponens(ek) (pl. mdtrix) hatdsdra be -
kovetkez6 detektorvélasz vagy jel/zaj viszony csokkenést jelent. Az ionelnyomadst okozhatja a min-
tdban 1évé adalékanyag, s6 vagy mds szennyezd anyag jelenléte. Az ionelnyomé hatds minimali-
zdlhaté az ESI korilmények optimalizaldsdval, példdul az dramldsi sebesség és az oldat pH-értéké -
nek bedllitasdval. Ezenkivil kiilonb6z6 mintatisztitasi technikak, példaul a szildrd fazisd extrakcié
alkalmazdsa szintén segithet az ionszuppresszié csokkentésében.

Az ionszuppresszié mechanizmusa nem ismert pontosan, egy lehetséges magyardzat alapjdn a k-
[6nb6z6 molekuldk ,versenyeznek” a toltésekért. Az ESI és MALDI ionizdcié esetén a toltott ré -
szecske képz6dése egyarant ion-molekula titkdzéssel jaré reakcié eredménye. Példaul proton
addukt képzédése esetén ezen reakcié sebességének logaritmusa ardnyos a molekula protonaffini-
tdsdval, azaz a nagy protonaffinitdsi molekula jobban ionizdlédik, mint a kis protonaffinitdsi mo -
lekula. Ezt dgy is fogalmazhatjuk, hogy a nagy protonaffinitdsi molekula elnyomja a kis protonaffi -
nitdsi molekula jelét. Fontos megjegyezni, hogy ha a tomegspektrumban két azonos intenzitdsu
cstics észlelhetd, az nem jelenti azt, hogy a mennyiséglk is megegyezik, akdr 5 nagysdgrendi ki -
[6nbség is lehet kozottiik!
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m Matrixszal segitett I1ézerdeszorpcié és ionizacio (MALDI)

1988-ban Tanaka és a t6le fluggetlentl tevékenykedd Hillenkamp és mtsai nagy mole-
kulatomeg( biomolekuldk ionizdcidjdra alkalmas, dn. mdtrixszal segitett |ézerdeszorpcid/
ionizdciods ionforrdst fejlesztettek ki. A MALDI mddszer legnagyobb elénye, hogy kivdléan
alkalmas szintetikus makromolekuldk és proteinek vizsgdlatdra, a nagy molekulatomeg( in-
takt fehérjék vizsgdlatdnak gyakran alkalmazott ionizaciés médszere. A mintdt egy olyan
molekuldval kristdlyositjuk egyutt, amely az alkalmazott [ézer hulldmhosszén erés fényel-
nyelést mutat (pl. nikotinsav, fahéjsav, 2,5-dihidroxi-benzoesav). Ezekben a métrixokban a
minta bomldsa minimdlis, és az ionizdlédott méatrixmolekuldk gdzfazisban segitik a minta
ionizdciojdt. A lézerpulzus hatdsdra a kristdlyos anyagban el6szor deszorpcié torténik, azaz
a minta molekuldi a madtrixszal egyutt Iépnek &t a gdzfazisba (5.8. dbra). Ezt kovetGen
deszolvatdcié kovetkezik be, és a matrixmolekula toltést ad at a vizsgdlandé molekuldnak.
A MALDI érzékeny médszer, 10"°~107" mol mennyiség(i minta kimutatdsdra alkalmas pozi-
tiv és negativ Gzemmaddban. Fként egyszeres, esetleg kétszeres toltés(i ionok, protondlt,
gyakran kation adduktok (pl. [M+Nal*, [M+K]") ldthaték a spektrumban, fragmentdcié nem

jellemzé.

lézer

deszolvatacié
deszorpci6 és ionizacioé .. e
N\ N\ ]
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I:@ fehérje QRB® matrix molekula:l

5.8. abra. A MALDI ionizacids technika elvi abraja

A médszer el6nye, hogy nagytomegl molekuldk vizsgdlatdra is alkalmas (akdr tobb mil-
lié Da tomegig), tolerdns sészennyezésre (MM koncentrdciéban), és alkalmas keverékek di-
rekt analizisére. Hdtrdnya, hogy on-line nem kapcsolhaté elvélasztdstechnikai moédszerek-
kel, mivel a vizsgdlat el6tt a minta kristdlyositdsa szlikséges. Hdtranya tovdbbd, hogy nagy to-
meg( molekuldk esetén a molekulacstics széles lehet, valamint mennyiségi meghatdrozdsra
csak nagyon korldtozottan alkalmas. Az ESI-vel torténé mérések reprodukdlhatésdga jobb,
mint a MALDI ionforrdssal torténé analiziseké a MALDI-ndl alkalmazott kristdlyositds rossz
reprodukdlhatésdga miatt. A MALDI ionforrdst leggyakrabban reptlési id6 analizétorral (Ti-
me of Flight, TOF) kapcsoljék.

MALDI vagy ESI ionizaci6t haszndljunk?

HPLC-MS kapcsolat esetén az (nano)ESI a j6 valasztds, a MALDI specidlis — ESI-vel nehezen ioni-
zdlhato — (bio)polimerek vizsgdlata esetén elényds. A MALDI a sészennyezdket jobban tolerdlja.
Néhdny szdzezres molekulatomegi fehérje vizsgdlatara mindkét technika j6l haszndlhatd, e felett
azonban mdr nem rutinszer( a vizsgdlat.
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Analizatorok

Az analizdtor feladata a tomegspektrométerben az ionok elvdlasztdsa tomeg/toltés
alapjdn. Ezen kivil a kiilonb6z6 tandem tomegspektrometrids mérési médok megvaldsitdsat
is az analizatorok teszik lehet6vé, ezért alapvetSen hatdrozzdk meg a tomegspektrométer le-
het&ségeit. A kiilonb6zé analizatorok legfontosabb tulajdonsdgai az 5.1. tablazatban latha-
tok. Megkuilonboztettink kis (R<10 000) és nagyfelbontdsu analizatorokat (R>10 000). A kis-
felbontdsu analizatorok kozé tartoznak a kvadrupdl (Q, quadrupole) és ioncsapda (IT, ion
trap) analizatorok. A kvadrupdl analizdtor legnagyobb elényei a nagy linedris dinamikus tar-
tomdnya, ami akar 7 nagysdgrend is lehet, valamint az alacsony &ruk. Igy a kvadrupé| anali-
zatorral rendelkezé tomegspektrométerek leggyakoribb felhaszndldsa a célzott (a mintaban
elvartan jelen 1évé) fehérjék kvantitativ meghatdrozdsa. Az ioncsapda analizatorok specidlis
soklépéses, in. MS", tandem tomegspektrometrids vizsgdlatokra is alkalmasak (Idsd lent),
ezért specidlis szerkezetfelderitési célokra jél alkalmazhaték. A replilési idé (TOF, time of
flight), Orbitrap™ és ion ciklotron rezonancia (ICR, ion-cyclotron resonance) analizatorok
nagyfelbontdsra, fgy pontos tomeg (elemi Osszetétel) meghatdrozdsra is alkalmasak. A repu-
|ési id6 analizdtor rendelkezik a legnagyobb mérési tomegtartomdannyal, ezért nemkovalens
fehérjekomplexek vizsgdlatara elGszeretettel alkalmazzak. Ezenkiviil ez az analizétortipus
képes a leggyorsabb spektrumfelvételre, amibdl az kovetkezik, hogy az un. adatfliggetlen
modban torténs mérésre a legalkalmasabb (részletek a 6. és 11. fejezetben olvashatok). Az
ion ciklotron rezonancia analizator a felbontdsban jeleskedik (akar 39 millié is lehet). Az
Orbitrap™ analizétor egyik paraméterben sem adja a legnagyobb értéket, de mindenben jo|
teljesit, ezért a proteomikdban — a TOF analizdtorok mellett — nagyon népszerdek.

5.1. tablazat A leggyakrabban hasznalt analizatortipusok dsszehasonlitasa

Tulajdonsag Analizator tipusa

Q IT TOF Orbitrap ICR
Nagyfelbontds - = + +4 4
Pontos tomegmérés - = + ++ 4+
Nagy mérési tomegtartomany + + +++ 4 ++
Gyors spektrumfelvétel ++ ++ +++ + +
Nagy linedris dinamikus tartomdny +++ +(+) ++ + +
Alacsony beszerzési dr +++ ++ + + =
Népszerii a proteomikdban = + ++ +++ -

A modern tomegspektrométerek — kiilondsen a proteomikadban alkalmazottak — tipiku-
san nem csak egy analizdtort tartalmaznak, hanem tobbet is. Példdul az tin. Q-TOF berende-
zésben egy kvadrupdl analizétor mellett reptilési id6 analizator is taldlhato. A kvadrupdl nor-
mal spektrum felvételekor minden iont dtenged, mig a késébb tdrgyalt tandem tomeg-

2z o

spektometrids mérés esetén csak a kivdlasztott tomeg/toltésd iont engedi &t.
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Melyik analizdtor a legjobb?

Erre a kérdésre nem lehet egyértelm( vdlaszt adni, hiszen az 5.1. tabldzathdl is lathatd, hogy
mindegyik analizdtornak egyardnt vannak elényei és hatrdnyai is. A megoldandé feladattdl, az al -
kalmazni kivant mérési médtél fuiggsen kell a feladatra a legalkalmasabb tipusd témegspektro -
métert kivalasztani!

Tandem tomegspekirometria

Az (j ionizdcids lehet&ségek, ill. a miszertechnikai fejlesztések lehet6vé tették a tan-
dem tomegspektrometria (MS/MS) szélesebb kor( elterjedését, amely a vizsgdlt vegylletrél a
kordbbindl sokkal részletesebb informdciot szolgdltat. Tandem tomegspektrometridnak ne-
vezzlk azokat a mddszereket, amelyek sordn gdzfdzisi fragmentdcios folyamatokban
prekurzor-fragmens ion kapcsolat hatdrozhaté meg. A hagyomdnyos tomegspektrometria
(MS) és tandem tomegspektrometria (MS/MS) kozotti kiilonbség a 5.9. dbran ldthato:

m tdmeg szerinti
ionizacio elvalasztas

@)
@O @lolels

O

MS/MS tomeg szerinti
ionizacio kivalasztas elvalasztas

0o e

O © 9\.

@Oo

© p——

O

fragmentacié

5.9. abra. A hagyomanyos és tandem tomegspektrometrias mérés dsszehasonlitasa

A hagyomdnyos tomegspektrometrids kisérletek esetén az ionizaciét kovetGen az ion-
forrdsban képz6ds ionokat ,azonnal” tomeg szerint elvdlasztjuk és detektdljuk. Tandem
tomegspektrometria esetén az ionizdciot kovetben kivdlasztjuk azt az iont, amelynek szerke-
zetét meg akarjuk hatdrozni (piros kor) és csak ezt az iont gerjesztjiik/fragmentdltatjuk. Az igy
nyert fragmenseket m/z értékik szerint szétvdlasztjuk. Ebben a példdban a prekurzor ion ki-
vdlasztdsa, gerjesztése (aktivdldsa) és a képz6dS fragmensek mérése a tomegspektrométer
kulon térrészeiben torténik (ezt nevezziik térbeli tandem témegspektrometrianak). loncsap-
da készulék esetén azonban a tandem tomegspektrometria egy analizatorban, id6ben egy-
madst kovetSen torténik (ezt nevezzik idébeli tandem tomegspektrometridanak).

Az ioncsapda tipusu analizdtorok alkalmazdsdval lehetGség nyilik a keletkez6 fragmens
ionok tovdbbi fragmentdcidjdra, elméletileg tetsz6leges szamu lépésben (MS" technika) ko-
vetve az adott prekurzor ionbdl keletkezé fragmenseket. Gyakorlatban azonban 3 kivdlasz-
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tas-gerjesztés ciklusnal (MS?) ritkdn végeznek tobbet, mivel az ionok mennyisége minden
egyes |épésben csokken ezzel meghatdrozva a maximalis ciklusok szamat.

[ly médon, tandem tomegspektrometridval az adott ionnak nemcsak a tomegérél, ha-
nem szerkezetérdl is informdciét kaphatunk, pl. anyagkeverékek vizsgdlata esetén MS/MS
technikdval az egyes komponensekrdl ,tiszta” spektrum nyerhet6. Egyes jellegzetes frag-
mentdcids folyamatok tandem tomegspektrometridval torténé monitorozasdval adott szerke-
zeti egységet tartalmazo molekuldk azonosithaték vagy kvantitativan meghatdrozhatoék.

Az ionok bels§ energidja (gerjesztettsége) jelentSs szerepet jatszik a fragmentacios fo-
lyamatok sordn. Ha az ion belsé energidja nagy, akkor spontdn bomlds kovetkezik be. [Pél-
ddul a MALDI-MS/MS tn. PSD (post-source decay) vizsgdlatok esetén az ionok spontdn
bomldsat kihaszndlva torténik a tandem tomegspektrum felvétele.] Abban az esetben, ha ez
nem elég a fragmentaciéhoz, akkor in. masodlagos gerjesztés (aktivalds) alkalmazdsa sziik-
séges. A gerjesztés torténhet gdzmolekulakkal (collision-induced dissociation, CID), felilet-
tel (surface induced dissociation, SID), fotonokkal (infrared multiphoton dissociation,
IRMPD), illetve elektronokkal torténé Gtkoztetéssel (electron transfer dissociation, ETD és
electron-capture dissociation, ECD). A proteomikdban haszndlt f6bb aktivdldsi médokrdl és
hatdsukra a peptidekben végbemend fragmentdciordl a 7. fejezetben olvashatunk részlete-
sebben.

Proteomikdban a nagyszamu tandem tomegspektrum felvétele adatfligg6 vagy adat-
fuggetlen mérési technikaval torténik. Az elsé esetben (adatfliggs mérési méd) a tandem to-
megspektrum felvétele valamilyen el6re meghatdrozott feltétel alapjdn torténik meg, pl. ha a
HPLC-r&l eludlédé cstics intenzitdsa elér egy kiiszobértéket akkor tandem tomegspektrum
készul réla. Az adatfiiggetlen mérési méd esetén a cstcs intenzitdsatdl fuggetlentl készul
tandem tomegspektrum a cstcsokrdl, ill. csticsok keverékérsl. Ennek a technikdnak a
részletei a 6. fejezetben taldlhatok.

Osszefoglaldsként elmondhaté, hogy a témegspektrometria — kromatogrdfids techni-
kakkal kapcsolva — érzékenységének, robusztussdgdnak és szelektivitdsanak koszonhetéen
széles korben alkalmazhaté biolégiai rendszerek komplex analizisére. Napjainkban a
proteomikai kutatdasokban a médszer nélkiilozhetetlenné vdlt, és egyre gyakrabban haszndl-
jak orvosi diagnosztikai célokra is.
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6. TOMEGSPEKTROMETRIAS Kall6 Gergé
ADATGYUJTESI
TECHNIKAK

Az omikdk térhéditdsaval napjainkban egyre tobb kutaténak van lehet&sége globdlis
proteomikai analizisek tervezésére és kivitelezésére, ezdltal rendszerszinten vizsgdlva a fe-
hérjeprofilokban bekovetkez§ véltozdsokat. Azonban, amikor a kutaté proteomikai kisérle-
tek megtervezésén kezdi torni a fejét, sokszor elvesz a részletekben és a kiilonféle tomeg-
spektrometrids technikdk dzsungelében. Milyen tipusud analizist vdlasszak? Milyen tomeg-
spektrométerrel érdemes elvégezni a vizsgalatokat? Sziikségem lehet-e kvantitativ informdci-
6ra? Globdlis analizist vagy célzott vizsgdlatot végezzek inkdbb? Fontos megjegyezziik,
hogy bdr egyre tobb kilonféle tomegspektrometrids analizisre van lehet&ség, abszoldt toké-
letes és minden kérdésre vélaszt adé médszer nem létezik. Mindegyik médszernek megvan-
nak az el6nyei és a hdtrdnyai, ezek alapos mérlegelése utdn kell kivdlasztanunk a szamunkra
legmegfelelbb technikdt. Az elsd és legfontosabb dolog magunkban tisztdzni, hogy mit is
akarunk elérni a tomegspektrometrids vizsgalatokkal, milyen jellegli informdcidra van sziik-
séglink. Taldn konkrétan ki is jelenthetjiik, hogy a megfelel§ kérdésfeltevés a kulcsa a kisérle-
ti terviink osszedllitdsdanak; hiszen ha mar az elején rosszul tessziik fel a kérdést, akkor nem
biztos, hogy a megfelel6 mddszert vdlasztjuk ki. Bar bizonyosan eredményekhez fogunk jut-
ni, semmi nem garantdlja, hogy a szdmunkra Iényeges informdciot megtaldljuk az eredmé-
nyek kozott. Ebben a fejezetben bemutatjuk a proteomikai vizsgdlatok sordn leggyakrabban
alkalmazott tomegspektrometrids adatgyijtési médok mikodési elvét, elényeit és hatrdnyait,
valamint dtmutatdst adunk arra vonatkozéan, hogy mikor célszerd és mikor nem célszer(i az
adott technikat valasztanunk.

Az egyes tomegspektrometrids adatgydijtési technikdkat két nagy csoportba sorolhatjuk
annak alapjdn, hogy egy dltaldnos globdlis analizist szeretnénk végezni, vagy pedig valami-
lyen el6zetes ismerettink alapjdn kivélasztott fehérjé(ke)t szeretnénk vizsgdlni. Az dgyneve-
zett shotgun tomegspektrometrids eljardsok segitségével ismeretlen mintdk globdlis analizi-
sére van lehet&séglink nem irdnyitott médon, mig célzott vizsgdlatokkal specifikusan egy
vagy tobb, el6re meghatdrozott fehérjét vizsgdlhatunk.

Shotgun tomegspekirometrias technikak

A shotgun proteomikai vizsgdlatok sordn egyik leggyakrabban haszndlt adatgy(ijtési
mod az dgynevezett adat/informdcio-fuggé adatgydijtés (data/information-dependet
acquisition, DDA/ IDA). Ezen médszer segitségével a fehérjék szekvencia alapu azonositdsa
madra mdr rutinszer(ivé vélt. Egy DDA kisérlet sordn a tomegspektrométer ciklusokban dolgo-
zik. Minden ciklus elején egy pdsztdzé MS analizist végziink annak érdekében, hogy meg-
tudjuk, milyen m/z értékl peptidek eludlédtak le a kromatogréfids oszloprol. Ezutdn a
tomegspektrométer tipusatdl, gyorsasdgdtol és felbontdsatdl flggben kivdlasztjuk azt a 2-15
legintenzivebb cstcsot adé peptidet (prekurzor ionokat), melyeknek meghatdrozzuk a toltés-
szamadt. A toltésszam meghatdrozdsa a megfelel§ fragmentdcids energia kiszdmoldsa miatt
fontos, ugyanis a tomegspektrométereket vezérls szoftverek a molekula m/z értéke és toltés-
szdma alapjdn kiszdmoljdk a megfelel6 fragmentdciés energidt. Ezutdn a kivdlasztott
peptideket a kiszamolt energiamennyiséggel fragmentdljuk, majd a fragmens ionok begyij-
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tésével regisztraljuk az MS/MS spektrumokat. Azokat a prekurzor ionokat, melyekrél az adott
ciklusban mar készult MS/MS spektrum kizarasi listdba helyezziik, majd a ciklus el6lr6l kez-
dédik és egészen a kromatografids elvdlasztds végéig ismétlédik (6.1. dbra).
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6.1. abra. Adat/informacio-fiiggé adatgyiijtés (DDA/IDA)

Egy adatfliggé adatgydijtési kisérlet sordn regisztralt MS/MS spektrumokbdl adatbdzis
keresés segitségével meghatdrozhatjuk, hogy milyen fehérjék taldlhaték meg az dltalunk
vizsgdlt mintdban (ldsd 7. feiezet). A fehérjék azonositdsa mellett sok esetben kvantitativ in-
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formdciohoz is hozzdjuthatunk (ldsd 8. feiezet). A moédszer legfébb hatrdnya, hogy mivel a
prekurzor ionok az intenzitasuk alapjan kertilnek kivdlasztasra, egy olyan hibat visziink be
az adatgy(jtésbe, amely az érzékenységet és a reprodukdlhatésagot rontja. Egy dltaldnos
adatfiiggd adatgyjtési kisérlet reprodukalhatésaga 70% koril mozog, mivel ismételt injektd-
lasok sordn nem mindig ugyanazok a prekurzor ionok keriilnek kivalasztdsra, ezdltal az azo-
nositott fehérjék szamdban is kilonbségek adddnak. Problémat jelent tovdbba a nagy
mennyiségben jelen 1évé abunddns fehérjék jelenléte. Az ezen fehérjékbsl szarmazé
peptidek minden valészintiség szerint kivdlasztasra keriilnek és MS/MS spektrumok fognak
készulni réluk, igy az alacsonyabb koncentraciéban lévé fehérjék peptidjeirsl nem biztos,
hogy sikertil MS/MS spektrumot regisztrdlnunk. Az abundans fehérjék, mint példaul az albu-
min és kilonféle immunglobulin varidnsok az esetek tobbségében nem relevansak a kisérleti
rendszertink szempontjabdl. Emellett a technika érzékeny a nagyobb mennyiségben jelen Ié-
v6 szennyezdkre, mint példdul a keratinra is.

Elonyok:
B elGzetes informdciok nélkil vizsgdlhatjuk a mintdkat,
B fehérje azonositdsra az egyik leggyakrabban hasznalt médszer,
B kvantitdldsi lehetGség.

Hatranyok:

B intenzitds alapjdn vélasztjuk ki a prekurzor ionokat, fgy hidnyzé adatpontok keletkez-
nek, ami rossz reprodukdlhatésdghoz vezet,

B korldtozott érzékenység,

B nagy mennyiségben levs (abunddns) fehérjék azonositdsa, melyek sok esetben nem re-
levdnsak a kisérletiink szempontjabdl,

B az abundans fehérjék kozott tobb esetben megjelennek a minta-el6készités soran beke-
ril6 szennyezdk, mint példaul a kilonb6z§ keratinformak.

Az adatfligg6 adatgy(ijtés legnagyobb hatrdnydra kindl megolddst az ugynevezett
adatfiuggetlen adatgydijtés (data-independent acquisition, DIA). Egy DIA analizis sordn nem
torténik prekurzor ion kivdlasztds, gy nem vissziik be ezt a hibdt a kisérleti rendszerbe, ha-
nem minden jelen lév6 prekurzor ion kivalasztasra kertil, és MS/MS spektrum késziil bel&lik.
A modszer sordn el6re megadott, tdg m/z tartomdnyu tomegablakok monitorozdsa torténik,
igy minden olyan ion kivdlasztasra keril, melyek m/z értékiik alapjan beleesnek az adott t6-
megablakba. A teljes vizsgdlando tartomanyt dltaldban 6-10 tomegablakra oszthatjuk fel, igy
szekvencidlisan a teljes vizsgalandé m/z tartomdnyt képesek vagyunk tanulmanyozni (6.2.
abra).

A legtobb DIA analizishez elengedhetetlen a nagy felbontds, gyorsasdg €és j6 reprodu-
kdlhatosdg, emiatt f6ként az Orbitrap analizatorral rendelkezé tomegspektrométerek képe-
sek ilyen analizisek elvégzésére. A TOF analizdtorral rendelkez6 késziilékek a DIA technika
egy fajtdjdt, az igynevezett SWATH-MS (Sequential Window Acquisition of all Theoretical
Mass Spectra) technikdt alkalmazzak. Természetesen, mivel tobb prekurzor ion kilonféle
fragmens ionjait tartalmazé spektrumokat regisztralunk, egy DIA spektrum sokkal komple-
xebb, mint egy klasszikus DDA spektrum. Eppen ezért egy DIA spektrum értékelése specidlis
szoftvereket igényel, amelyek javarészt a szekvencia adatbdzisok helyett spektrum konyvta-
rakat haszndlnak az adatelemzéshez. Spektrum konyvtarakat létrehozhatunk DDA mérési
adatok eredményeibdl, illetve publikusan elérhetS spektrum konyvtdrak is haszndlhatok.
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A technika nagy el6nye, hogy a kis mennyiségben jelen |évé fehérjékrdl is informdcidt nyer-
hetiink, valamint egy DDA analizishez képest sokkal jobb reprodukalhatésaggal rendelke-
zik. A médszer nemcsak fehérjék azonositasdra, hanem kvantitativ vizsgdlatokra is egyarant
alkalmas (lasd 8. feiezet). A DIA elemzések megjelenése és elterjedése lehetdvé tette a digitd-
lis proteomok |étrehozasét. A DIA adatok kiilonféle publikus adatbazisokban torténd taroldsa
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6.3. abra. Iranyitott adatgyiijtési technika
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kezésre, masrészt arra is lehetGség van, hogy akdr évekkel késébb ujra elemezhesstik a ko-
rabban regisztralt spektrumokat. igy ha egy projekt sordn tj kérdések meriilnek fel, nem sziik-
séges a mintdk djra elemzése, elegendd visszakeresniink a mar regisztralt adatokat és az Uj
kérdés fényében Ujra elemezhetjiik az eredményeket.

Elényok:
B DDA/IDA médszerhez képest kevesebb hidnyzé adatpont, ezdltal jobb reprodukélha-
tésdg,
B nagy érzékenység,
B kvantitdldsi lehetGség,
B retrospektiv adatelemzési lehet&ség.

Hatranyok:
B csak az erre a célra is alkalmas tdmegspektrométereken haszndlhatd,
B adatelemzéshez specidlis szoftvereket igényel.

A DDA kisérletek egy médositott formdjat képviseli az tigynevezett irdnyitott (directed)
analizis. Ennek sordn tigynevezett inkltizids listdkkal dolgozunk, amelybe olyan peptidek ke-
rilnek a médszerfejlesztés sordn, melyekrél MS/MS spektrumot kivdnunk felvenni. A tomeg-
spektrometrids analizis el6tt meghatdrozunk bizonyos prekurzor ionokat, melyekrél MS/MS
spektrumot szeretnénk regisztrdlni (6.3. dbra).

Az inkldzids listdt dltaldban kordbbi DDA kisérletek eredményei alapjdn vagy bioinfor-
matikai analizisek utdn tudjuk 6sszedllitani. Ezzel a technikdval informdciot szerezhetlink az
dltalunk fontosnak tartott peptidekrél.

Elényok:
B specifikus informdciét nydijt.

Hatranyok:
B csak az inkldziés listdban szereplé peptidekrsl nydjt informdcict.

Célzott tomegspektrometrias technikak

A célzott tomegspektrometrids médszerek képviselik az érem madsik oldalat. Bizonyos
esetekben pontosan tudjuk, hogy milyen fehérjét/fehérjéket kerestink a vizsgdlandé mintak-
ban, és csak ezen fehérjékre kivanunk fokuszdlni. Célzott médszerek alkalmazdsa sordn
olyan peptideket vizsgdlunk, melyek csak az dltalunk vizsgdlni kivant fehérjére specifikusak,
igy els6 [épésként meg kell hatdrozzuk a vizsgdlandé szekvencidkat. Ezek az ligynevezett
proteotipikus peptidek, melyek specifikusak a vizsgdlando fehérjékre, emellett jol ionizédléd-
nak és megfelelGen fragmentdlédnak a tomegspektrometrids elemzés soran. A célzott
tomegspektrometrids technikdkat két f6 modszer képviseli, az dgynevezett Selected vagy
Multiple Reaction Monitoring (SRM/MRM) és a Parallel Reaction Monitoring (PRM).

Az SRM/MRM a proteomikai kutatdsok egyik leggyakrabban alkalmazott célzott tomeg-
spektometrids médszere, mely a hdrom kvadrupdllal rendelkezé tomegspektométerek egy
specidlis mikodési médja. Az elsé kvadrupdl csak egy el6re meghatdrozott prekurzor iont
enged bejutni a masodik kvadrupdlba, ami titkozési cellaként szolgdl. A képz8dott fragmens
ionok kozul a harmadik kvadrupdl csak egy elGre meghatdrozott fragmens iont enged &t a de-
tektorba, fgy a tomegspektorméter csak a kivalasztott prekurzor ion és a hozzad tartozo kiva-
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6.4. abra. Selected/Multiple Reaction Monitoring (SRM/MRM) elve

lasztott fragmens ion egylittes jelenléte esetén regisztrdl jelet (6.4. dbra). A specifikus pre-
kurzor ion—fragmens ion pdrhoz tartozé m/z értékeket SRM/MRM dtmenetnek nevezziik.

A mddszer a peptidek/fehérjék specifikus azonositdsa mellett kvantitdldsra is kivaléan
haszndlhat6 (ldsd 8. feiezet). Az SRM/MRM mddszer specifikussdgdnak tovdbbi biztositasat
szolgdlja a stabil izotéppal jelolt szintetikus referencia peptidek haszndlata az elemzések so-
ran. A referencia peptidek szekvencidja megegyezik a vizsgdlni kivdnt peptid szekvencidjd-
val, fgy fizikokémiai tulajdonsagai (ionizdcié hatdsfoka, retencids idg, fragmentaciés mintd-
zat) megegyeznek. Azonban a tomegkiilonbség miatt képesek vagyunk a referencia peptidet
is monitorozni a neki megfelel6 dtmenetek bedllitdsaval (6.5. abra). igy ezek a referencia
peptidek belss standardként haszndlhatok.

Egy SRM/MRM analizis sordn a tomegspektrométer tobb szdz atmenet egyidejl vizsgd-
latdra képes, ezdltal tobb fehérje vizsgdlatdra is alkalmas ugyanazon mintabdl. Bar az antitest
alapui médszerek nagyobb érzékenységet biztositanak, az SRM/MRM mérési médszerek té-
gabb dinamikus tartomdnnyal rendelkeznek. Az SRM/MRM maédszer érzékenységét kiilonfé-
le dusitdsi technikdk segitségével novelhetjuk. A specificitds, az érzékenység, a tdg dinami-
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6.5. abra. Egy endogén peptid és stabil izotoppal jeldlt szintetikus peptid parjanak SRM/MRM spektruma
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kus tartomany és a multiplex jelleg miatt az SRM/MRM mddszer kivédléan alkalmazhato fe-
hérjék kvantitativ vizsgdlatdra kis mennyiségben rendelkezésre dllé mintdkban (ldsd 8. feje-
zet). Mivel az SRM/MRM analizishez el6zetes informdcidra van sziikség a vizsgdlandé fehér-
jékrél, a médszer f6 hétranya, hogy a fehérje specifikus proteotipikus peptidek nem mindig
allnak rendelkezésre. Emellett fontos megjegyezni, hogy a médszerfejlesztés és optimaliza-
las sokszor hosszadalmasnak bizonyulhat, mivel el6zetesen optimalizdlnunk kell minden
paramétert, hogy a bedllitott dtmeneteket megfelelGen tudjuk monitorozni.

El

(=N

inyok:

nagy érzékenység,

jo reprodukalhatésag,
kvantitaldsi lehetGség,

a célfehérjékre fokuszal,
multiplex jelleg.

Hatranyok:
B sokszor hosszadalmas médszerfejlesztés és optimalizdlds,
B proteotipikus peptidek nem mindig dllnak rendelkezésre,
B a stabil izotoppal jelolt referencia peptidek beszerzése koltséges.

Az SRM/MRM modszer tervezés legelsé 1épése a célfehérjék kivdlasztdsa, majd a
proteotipikus peptidek kivdlasztdsa. A proteotipikus peptidek kivdlasztdsa torténhet kisérle-
tes Gton, melynek sordn a célfehérje emésztése utan tobb MS analizis eredményébdl kiva-
lasztjuk azokat a peptideket, melyek megfelelGen ionizalédtak, fragmentdlédtak és az azo-
nositasuk reprodukdlhat6 moédon tortént. Az igy kivdlasztott peptidek specifikussagat
szekvenciaillesztéssel, példdul BLAST kereséssel (https://blast.ncbi.nlm.nih.gov) ellenériz-
zik, majd a fragmentdciés paraméterek optimalizdldsa utdn kivdlasztjuk azt a néhany
fragmenst, amelyeket az SRM/MRM mdédszerfdjlba integrdlunk. A kisérletes megkozelités
mellett segitséglinkre lehetnek az egyes adatbdzisok, mint példdul a PeptideAtlas
(http://www. peptideatlas.org), ahol informdciét gydijthetiink arrél, hogy az dltalunk vizsgdlni
kivént fehérjéket milyen peptidekkel azonositottak korabbi tomegspektrometrids analizisek
sordn. Emellett elérhetSk olyan adatbdzisok is, ahol a peptidek SRM/MRM mérési paraméte-
rei is rendelkezésre dllnak. llyen adatbdzis példdul az SRMAtlas (http://www.srmatlas.org)
vagy a CPTAC Assay Portal (https://proteomics.cancer.gov/assay-portal), ahol validalt célzott
tomegspektrometrids modszerek is elérhet6k az egyes proteotipikus peptidekre. El6fordul-
hatnak olyan esetek is, ahol nem all rendelkezéstinkre tisztitott fehérje a kisérletes megkoze-
litéshez, valamint az adatbdzisokban sem taldlunk informdciot a keresett fehérjérél. Ezen
esetekben kuilonféle josldsokat végezhetlink a fehérjeszekvencia alapjan. In silico protedz-
hasitassal (https://web.expasy.org/peptide_cutter) meghatarozhatjuk a fehérjébdl keletkezd
peptideket, amelyekbdl kilonféle prediktalé szoftverek, mint példaul a PREGO szoftver
(http://prego.maccoss.com) segitségével megjosolhatjuk, hogy mely peptidek fognak megfe-
lelGen viselkedni a tdmegspektrometrids analizis sordn. Nagyon fontos, hogy minden eset-
ben ellendrizziik a kivélasztott peptidek specifikussagat.

A hosszadalmas mdédszerfejlesztés kikliszobolésére kindl lehetGséget a PRM technika,
amely egyes modernebb nagy felbontdsu hibrid készilékekre (példaul kvadrupél-Orbitrap)
jellemz6 mérési médszer. Az analizis sordn egy vagy tobb el6re meghatdrozott anyaion ké-
pes csak atjutni a kvadrupélon, azonban itkézés indukdlta disszocidcié utdn minden egyes
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keletkezett fragmens ion regisztraldsra keril a nagy felbontdssal mikods masodik analizator-
ban (6.6. dbra).

Az SRM/MRM-hez képest a PRM nagy elénye, hogy az dtmenetek kivdlasztdsa az anali-
zis elvégzése utdn, az adatelemzés sordn torténik. Igy egy PRM médszer létrehozasa sokkal
kevesebb id6t vesz igénybe, mivel nincs szlikség az dtmenetek el6zetes optimalizaldsara.
Mivel minden képz&d6 fragmens ion regisztraldsra kertl, az dltalunk megfelel6nek tartott at-
menetek kivdlasztasa utdn lehet6ség van a vizsgdlt peptidek specifikus azonositdsdra, vala-
mint kvantitativ vizsgdlatokra is (ldsd 8. fejezet). Egy PRM analizis sordn a stabil izotéppal
jelolt referencia peptidek haszndlata bar ajanlott, de nem minden esetben szlikséges, mivel a
regisztrdlt fragmens ion spektrumbdl meg tudjuk hatdrozni a peptid szekvencidjat, ezaltal
biztositva a médszer specifikussdgat. A PRM médszer az SRM/MRM-hez képest nagyobb
szelektivitassal és specificitdssal rendelkezik, a nagy érzékenység( és felbontasd Orbitrap
analizator haszndlata miatt. Emellett az SRM/MRM-hez viszonyitva nagyobb érzékenységgel
rendelkezik, valamint a megbizhatésaga is nagyobb a tébb fragmens ion regisztraldsa miatt.
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6.6. abra. Parallel Reaction Monitoring (PRM)
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inyok:

jo reprodukalhatésag,

SRM/MRM-hez képest nagyobb érzékenység,
kvantitaldsi lehetGség,

SRM/MRM-hez képest gyorsabb mdédszerfejlesztés,
stabil izotéppal jelolt referencia peptidek elhagyhaték.

Hatranyok:
B proteotipikus peptidek limitdlt elérhetGsége,
B nagy felbontdsu analizdtorral rendelkez6 tandem tomegspektrométeren hasznalhato.

Célzott adatfeldolgozas

Bizonyos esetekben egy DIA analizis eredményébdl is képesek vagyunk célzott techni-
kdkhoz hasonlé adatok kinyerésére. Mivel egy DIA kisérlet sordn elméletileg minden
prekurzor ion minden képz&dott fragmens ionjdrél informdciéval rendelkeziink, igy ki tud-
juk nyerni az egyes, altalunk fontosnak tartott peptidekrél a képz&dott anya ion—fragmens ion
pdrokat, ezdltal SRM/PRM spektrumokat generdlhatunk. [ly médon egy alapvetéen shotgun
technika eredményeit felhaszndlva is képesek vagyunk specifikus, célzott adatokhoz jutni
(6.7. abra).

DIA spektrum

e

CELZOTT
. ADATKINYERES .

£
]
2

6.7. abra. Célzott adatfeldolgozas
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A fentiek alapjan talan mar érzékelhetd az olvasé szdmadra, hogy a shotgun és célzott

tomegspektrometrids technikdk ugyanazon érem két oldalat képviselik teljesen mds el&nyok-
kel és hétranyokkal. Fontos megjegyezni, hogy ezen technikak egymads kiegészitéseként md-
kodnek, nem érdemes kozottik fontossdgi sorrendet feldllitani. Proteomikai vizsgalatok so-
ran, ha egy globdlis pdsztazé analizist szeretnénk végezni, akkor els6 1épésként valamilyen
shotgun analizist végziink. A shotgun analizis eredményeinek megerdsitésére, validdldsara
és a kisérleteink tovdbbvitelére pedig a célzott technikak kivdléan alkalmazhatok.
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A fehérjék, fehérjekomplexek azonositdsa sordn a mintaban jelen 1évG fehérjéket jel-
lemz&en nem egészben vizsgdljuk, hanem kisebb részekre szabdaljuk enzimatikus vagy ké-
miai hasitdssal (ldsd 3. feiezet), majd az igy létrejovd peptidek MS/MS spektrumokbdl torténd
azonositdsa révén igazoljuk az egyes fehérjék jelenlétét a mintdban. Ugyanigy az MS/MS
spektrumok alapjdn igazolhatjuk adott fehérjében adott aminosav-oldalldncon adott poszt-
transzldciés mddositds el6forduldsdt. Egy fehérje szekvencidjanak hidnydban pedig az
MS/MS spektrumokbdl lehet azt de novo feltérképezni.

A peptidek MS/MS spektrumokbdl torténd azonositdsa a peptidet alkoté aminosavak és
azok sorrendjének meghatdrozdsét jelenti. Az MS/MS jelolés arra utal, hogy egymads utdn két
tomeg/toltés (m/z) szerinti elvdlasztds torténik: elGszor megmérjik az intakt peptid
(prekurzor) m/z értékét, az alapjdn izoldljuk, majd megfelel& médon gerjesztve a peptidet az
szétesik tobb darabra és mdsodik |épésben az igy képz&dd fragmensek m/z értékét mérjik
meg (ldsd 5. feiezet, tandem tomegspektrometria). A peptidek fragmentdcidja meghatdrozott
modon, elsGsorban a peptidgerinc mentén torténik, az aktivdldsi maédtél figgden az
amidkotések vagy az amidkotésben |évé nitrogén és az a-szén kozotti kotések hasadnak el.
Ez a szabdlyszer( fragmentdcio teszi lehet6vé a peptidet alkoté aminosavak sorrendjének
meghatdrozdsat, akdr adatbdzisban torténd lekereséssel, akdr de novo szekvendldssal.

Peptidek fragmentacidja, aktivalasi modok

A fragmentdcids folyamat els§ |épése a prekurzor ion kivdlasztdsa, ami jellemz&en
kvadrupdl szGrével vagy ioncsapddban torténik. Kvadrupdl sz(ré esetén az elektrédokon al-
kalmazott elektromos erétérrel tudjuk szabdlyozni, hogy csak adott m/z értékkel rendelkezé
ionok haladjanak at az elektrédok kozott, mig ioncsapda esetén a megfelels m/z értékkel
rendelkezd ionok kivdlasztdsa gy torténik, hogy az elektrédokra kapcsolt megfelels feszult-
ségek alkalmazdsdval az 6sszes becsapddzott ion kozul minden madst kisopriink és csak a
megfelel§ m/z értékkel rendelkez6k maradnak benn az ioncsapddban.

7.1. tablazat. A fehérjeanalizisben leggyakrabban alkalmazott aktivalasi médok és a keletkezé
peptidiragmensek attekintése

Aktivalas modja Fragmentacio | Keletkezo ionok Késziilék tipus
Rezonanciagerjesztés és tkozés |CID a-, b-, y-ionok |ioncsapda
inert gdzzal (He)
Gyorsité fesziltség és titkozés CID a-, b-, y-, Utkozési cellaval rendelkezé ké-
inert gdzzal (N,, Ar) immoénium-, szllékek (Q-TOF, Q3, Orbitrap

bels6 ionok hibrid készulékek)

Elektronnyaldb ECD c-, Z-ionok FT-ICR
Utkozés gyok anionnal ETD c-, Z-ionok ETD forrdssal rendelkezé készilé-
(fluorantén, 1,4-dicianobenzol) kek (Orbitrap hibrid készulékek,

Triwave-Q-TOF)
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A megfeleld ionok kivalasztdsa utdn a kovetkezs 1€pés az ionok aktivdldsa. Ez tobbféle-
képpen torténhet: elektromos erétérben torténd felgyorsitdst vagy rezonanciagerjesztést ko-
vetGen atomokkal, semleges molekuldkkal, ionokkal valé titkozés révén vagy elektronbefo-
gassal (7.1 tablazat).

Az ioncsapddban kivdlasztott ionokat rendszerint az m/z értékiiknek megfeleld rezo-
nanciagerjesztéssel aktivdljak, aminek hatdsdra az ionok kinetikus energidja megng, és a
csapdat kitolts hélium gdzzal valé utkozés hatdsara elhasadnak (CID, collision-induced
dissociation, Utkozés hatdsara bekovetkezé hasadds). Mivel itt a gerjesztés célzottan a
prekurzorra hat (az m/z értékének megfelelGen), ilyenkor csak egyszeres kotéshasadds torté-
nik a peptid egyik amidkotése mentén, a képz&ds fragmensek tovdbbi hasaddsa nem jellem-
z6. Az ioncsapda CID jellegzetessége még, hogy a prekurzor m/z értékének 1/3-a alatti
fragmenseket elveszitjiik.

A prekurzor ion aktivdldsdra tovabbi lehet6ség, ha a kivdlasztott iont gyorsitéfesziiltség
alkalmazasa mellett (igy tesz szert plusz kinetikus energidra az ion) inert gdzzal (argon, nitro-
gén) toltott titkozési celldn vezetjik at. Az igy nyert CID spektrumok némiképp eltérnek az
elébb ismertetett ioncsapda CID-t6l, mivel ebben az esetben a prekurzor aktivdldsa sordn
képz6dé fragmensek tovabb ttkozve a celldt kitoltd gazzal ugyancsak fragmentdlédhatnak,
igy tobbszoros kotéshasadas is torténhet.

Szintén kotéshasadast lehet elérni, ha a prekurzor ionok elektronnyaldbbal taldlkoznak
(ECD, Electron-Capture Dissociation, elektronbefogdsos disszocidcié) vagy anionokkal
(fluorantén anion, 1,4-dicianobenzol) ttkozve elektront vesznek at (ETD, Electron-Transfer
Dissociation, elektrontranszfer disszocidcid). Ez utébbi két aktivalasi méd kevésbé hatékony,

L o

dltaldban a nagyobb toltésti és nagyobb toltéss(irliségli (z > 2, m/z < 850) ionokra mékodik
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7.1. abra. Peptidek fragmentacidja. A: Egyszeres kotéshasadéassal N-terminalisra esd a-, b- és c-ionok,
valamint C-terminalisra es6 x-, y- és z-ionok képzddhetnek, aktivalastol fiiggden. B: A ’PEPTIDEK’ szekvencia
sematikus fragmentacioja iitkozéses aktivalasra. Az also index azt jeldli, hogy a-, b- és c-ionok esetén az
N-terminalis, x-, y- és z-ionok esetén a C-terminalis fel6l szamolva hany aminosav talalhato a fragmensben.
C: Tobbszoros kiotéshasadassal b-tipusu belsd ionok (négyzetes hattér) és a-tipusii immonium ionok (ovalis
hattér) keletkezhetnek. Az abran az aminosavakat az egybetiis roviditésekkel jeldltiik.
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jobban. Alacsonyabb hatékonysdga miatt az ETD aktivaldst gyakran egészitik ki kisebb ener-
gidju Utkozéses aktivalassal (ETciD/EThcD).

A peptidek aktivdldsat kovetd lehetséges kotéshasaddsokat, valamint a képz6dé frag-
mensek nevezéktandt a 7.1 dbra szemlélteti.

A tomegspektrométer csak toltott részecskékrél ad informdcidt, igy attdl fliggden detek-
talhatunk (egyszeres kotéshasaddssal) N-termindlisra es6 a-, b- vagy c-ionokat és C-termi-
ndlisra es6 x-, y- vagy z-ionokat, hogy a prekurzor t6ltése hogyan oszlik meg az ionon beliil
és hogy hol hasad el a peptidldnc. A triptikus peptidek az ESI ionizdci6 (ldsd 5. feiezet) sordn
jellemzden legaldbb két toltést vesznek fel, amibdl az egyik a peptid N-termindlisan lévé
aminocsoportra, a masik pedig a C-termindlison taldlhaté bdzikus aminosavra (Lys, Arg) lo-
kalizalhatd, gy triptikus peptidek esetén egyardnt jol detektdlhatunk N- és C-termindlis
fragmenseket is (7.2 dbra).

Az ioncsapddban torténd rezonanciagerjesztés vagy az itkozési celldban torténd akti-
valas (CID) sordn az amidkotés hasad el. Az ioncsapdds CID esetén az egyszeres kotéshasa-
dds kovetkeztében leginkdbb b- és y-ionokat detektdlunk. Ezzel szemben az ttkozési cella-
ban a tobbszoros ttkozések, és ennek kdvetkeztében a tobbszoros kotéshasaddsok eredmé-
nyeként a b- és y-ionok mellett belss fragmensek és a peptidet alkoté aminosavakrél drulko-
dé imméniumionok is képz&dnek, utébbiak megjelenése az aromas oldalldnci aminosavak-
nal kifejezett. Az amidkotés elhasaddsabdl szarmazo b- és y-ionokat kisérhetik még a spekt-
rumokban tovabbi ionok, amelyek tigy keletkeznek, hogy egyes aminosavak oldalldnca vizet
vagy ammonidt veszit. Vizvesztés a hidroxilcsoportot tartalmazoé és a savas aminosavakra
(Ser, Thr, Asp, Glu) jellemz&, mig ammoniat tobbnyire a bazikus vagy amidcsoportot tartal-
mazé aminosavak (Lys, Arg, Gln, Asn) veszitenek.

Az ikozési celldban felvett CID spektrumokra jellemz6, hogy a tobbszoros titk6zések sordn a b io-
nok kénnyen tovdbb hasadnak, igy ezekben az MS/MS spektrumokban f6ként y-ion sorozatot és
néhdny kisebb N-termindlis fragmenst (b,, bs) detektalunk. Ugyanakkor b;-ion nem képzé&dik, kivé-
ve akkor, ha a peptid az N-termindlison acilezett (példdul in vivo acetilez6dés a fehérje
N-termindlisdn vagy kvantitdldsra haszndlt izobdr jelolés peptidek N-termindlisan, [dsd 8. feiezet),
ugyanis a képz6d6 b-ion szerkezetét a hasadds helyét6l az N-termindlis felé es6 szomszédos
amidkotés stabilizdlja gy(irls oxazolon formdban.

Elektronbefogdsos vagy elektrontranszfer disszocidcié (ECD, ETD) soran az amid-
kotésben [évs nitrogén és az a-szén kozotti kotés hasad el, aminek kovetkeztében c és z°
-(a pont az extra elektront, azaz a gyokiont jelzi) ionokat detektalunk a spektrumokban. Az
ETD jellemz&je, hogy elsésorban a peptidgerinc hasad el és az oldallancok, valamint azok
modositdsai érintetlentl maradnak, aminek a médositast hordozo peptidek analizisében van
nagy jelentGsége. Ha a hatékonysdg javitdsa végett az ETD fragmenseket tovdbbi tGtkozéses
aktivaldsnak vetjik ald (ETciD/EThcD), egy vegyes fragmentaciét kapunk, amiben tovabbra
is a c- és Z-ionok domindlnak, de megjelennek mellettiik b- és y-ionok is, illetve az oldallan-
cok hasaddsét is megfigyelhetjiik a spektrumokban.

Kétszer toltott prekurzor ionok ETD fragmentdcidja sordn a c- és Z-ionok mellett gyakran detekta-
lunk ezektsl 1 Da-nal eltér ionokat is (c-1°, z+1), ami hidrogéntranszfer eredménye. Prolint tartal -
mazo6 peptidek esetén a prolinra esé hasaddst az ETD spektrumokban nem detektdljuk kiilon
fragmensként, mivel a prolin nitrogénje gy(ribe van zdrva, igy a nitrogén és az a-szén kozotti ha-
sadds utan is egyben marad a lanc.
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7.2. abra. Az IDVGVVIDLEPAR peptid MS/MS spektruma iitkdzéses aktivalasra (CID ioncsapdaban és iitkozési
cellaban), illetve elektrontranszfer disszociacio kovetkeztében (ETD). A fragmensek jelolése a 7.1. abranak
megfeleld. Az ETD-ben detektalt y;-ion (a szekvenciaban piros szaggatott vonallal jeldlve) a kiegészitd aktiva-
las eredménye. Az abran az aminosavakat az egybetiis roviditésekkel jeldltiik.
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Fehérjék/peptidek azonositasa adathazishan torténé lekereséssel

A peptidek azonositdsa az MS/MS spektrumokbdl adatbdzis-lekereséssel torténik: a mé-
rés sordn felvett spektrumokat az adatbdzisban taldlhaté fehérjék in silico emésztésével és a
lehetséges prekurzorjeloltek in silico fragmentdcidjaval nyert elméleti spektrumokkal vetjik
ossze (7.3. abra).

A sikeres azonositashoz tehdt sziikség van a mérés sordn detektalt prekurzor ion és a be-
|6le képz6d6 fragmensek pontos m/z értékére, a minta-el6készitési Iépések és az adatgydijtési
mod pontos ismeretére, és arra is, hogy az adatbazisokban megtaldlhaté vagy mas médon
hozzaférhets legyen a fehérje szekvencidja.

A mérés sordn nyert adathalmazt el6szor csicslistdvd alakitjuk, ami tartalmazza a
prekurzor ion és a bel6le képz6d6 fragmensek m/z értékét, intenzitdsat, valamint a toltését is,

\L emésztés
in silico
>.</ emésztés

e

\LLC-MS/MS
BPI

in silico
fragmentacié

MS/MS MS/MS

|H ‘ oOsszevetés, statisztikai prébak ‘ d

GSEGESAADPLK

7.3. abra. Peptidek azonositasa adatbazis-lekereséssel. A minta-eldkészités soran a fehérjéken bekdvetkezé
valtozasokat (pl. emésztés, oldallanc-derivatizacio, kémiai jeldlések), valamint a mérésnek megfeleld
paramétereket in silico leképezziik az adathazisban talalhaté fehérjeszekvenciakon, majd az igy nyert

elméleti adatok koziil valasztjuk ki a mért adatokra leginkabb ill6t. Az abran az aminosavakat az egybetiis
roviditésekkel jeldltiik.
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amennyiben a felbontds ezt lehetévé teszi. Mivel a kiilonb6z§ aktivaldsi médokkal eltérd ti-
pusu fragmenseket nyertink, a késziilék fajtdgjanak megaddsa fontos paraméter, hogy a leke-
resé szoftver a megfelelS fragmens ionokat vegye figyelembe. Egy peptid nem feltétlentl
fragmentdlédik minden kotésnél, illetve nem detektalunk minden fragmenst, arra adatbdzis-
lekeresésnél nincs is szlikség, viszont minél teljesebb a fragmentdcié és minél tobb fragmenst
detektdlunk, annal egyértelm(bben azonosithaté a peptid. Ugyanigy fontos paraméter, hogy
az adatokat milyen pontossdggal mérjik. Minél pontosabban mérjiik a prekurzor iont, anndl
kevesebb a lehetséges jelolt, és anndl kisebb a valdszinlsége, hogy egy taldlat a véletlen
eredménye. lly médon egy gyengébb MS/MS spektrumbdl (alacsonyabb jelintenzitds és
jel/zaj viszony, gyérebb fragmentdcié vagy rovidebb szekvencia) is nagyobb eséllyel azono-
situnk peptidet.

Csak azokat a fehérjéket tudjuk azonositani adatbdzis-lekereséssel, amelyek megtaldl-
hatok a lekeresés sordn haszndlt adatbdzisban. A két legelterjedtebb, barki szamara elérhets
adatbdzis a Uniprot (SwissProt) és az NCBI adatbdzisa (https://www.uniprot.org/,
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein), mindkett6 szamos faj ismert genomidlis és fehér-
je-szekvencidit tartalmazza, valamint a géntermékekkel és fehérjékkel kapcsolatban szamos
tovabbi informdcidt is. Ezeken tdlmenden egyéb, fajspecifikus adatbdzisok is elérheték és le-
tolthetdk, illetve sajdt szekvencidkat és adatbazisokat is felhaszndlhatunk a lekeresések so-
ran. Jellemz&en fehérje-adatbdzisokban végezziik a lekeresést, de lehetGség van nukleotid-
szekvencidkra illeszteni a mért adatokat (a fehérjeszekvencidra valé forditast a lekeresd
szoftver elvégzi), vagy kordbbi mért adatokbdl létrehozott spektrumkonyvtdrakat haszndlni.
Ahogy az ismereteink béviilnek, tgy duzzadnak folyamatosan az adatbazisok, és ezzel par-
huzamosan egyre béviil az egyes bejegyzések annotdcidja is. A megfelel§ adatbazis kiva-
lasztasakor érdemes megfontolni, hogy melyik az, amelyik az altalunk vizsgélt faj(ok)ra néz-
ve a legteljesebb, ugyanakkor a legkevesebb felesleges bejegyzést tartalmazza. Ez az elv méds
paraméterekkel kapcsolatban is alkalmazandé. Bar a lekeress programok elég nagy szabad-
sagot adnak a felhaszndl6 szamdra a kiilonb6z6 keresési paraméterek kapcsan (pl. kihagyott
hasitéhely, enzimspecificitds, a peptideken el6fordulé lehetséges médositdsok fajtdja és sza-
ma), bdnjunk ezekkel takarékosan. Ha tul nagy varianciat engediink meg a rendszernek,
azzal a val6s és véletlen taldlatok kozotti hatarvonalat mossuk el, valamint jelentGsen meg-
noveljik a keresési id6t. Az észszer(ien megvalasztott paraméterekkel megbizhatébb ered-
ményeink lesznek.

Barmilyen komplex is a vizsgdlt minta és barmennyi MS/MS spektrumot gydjtottiink az
analizis sordn, a peptidek azonositdsa egyedileg, egymdstdl fuggetlentl torténik, és csak ezt
kovetSen fogja a lekeress szoftver az egyedi peptidtaldlatokat 6sszerendezni, hogy az azo-
nos fehérjéhez tartozo peptideket egylitt listdzza. Az azonositds sordn azt a peptidet fogadjuk
el a legvalészintibb taldlatnak, amelyik a figyelembe vett paraméterek alapjan a legjobban il-
leszkedik a mért adatokra, mindamellett kicsi annak a valészintisége, hogy a taldlat a vélet-
len eredménye. Ezt kiilonb6z6 valészintiségi probdkkal lehet szamitani. Ezen tilmengen to-
vdbbi sztir6ket is lehet alkalmazni, hogy mely peptid- és fehérjetaldlatokat fogadjuk el. Az el-
fogaddsi hatdrt meghtzhatjuk példaul egy adott pontszamnal. Komplex mintdk analizisénél
pedig a legaltaldnosabb eljdrds, hogy az adatok 6sszességét egy véletlenszer( vagy forditott
adatbdzisban is lekeressiik, és az elfogaddsi hatdrt tgy hizzuk meg, hogy a forditott vagy
random adatbdzisbol azonositott peptidek és/vagy fehérjék, tehat a biztosan téves taldlatok
ardnya 1% (vagy legfeljebb 5%) alatt legyen. Ezzel a médszerrel azt becsiljik meg, hogy
mekkora lehet a véletlen taldlatok ardnya a valédi adatbazisbol (FDR, false discovery rate).

22

A kilonbozé lekeress szoftverek ugyan eltéré pontozast alkalmaznak az azonositds sordn, és
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kiilonbség lehet abban is, hogy a spektrumokbdl mely csticsokat és hogyan vdlasztjdk ki,
azonban a megfelel§ statisztikai ellenérzésekkel hasonlé eredményre kell jussanak, eltérés
leginkdbb a gyengébb taldlatok kozott varhato.

De novo szekvenalas

Adatbdzis hidnydban lehet&ség van arra is, hogy az MS/MS spektrumokbdl mi magunk
olvassuk ki (esetleg szoftver segitségével) a keresett peptid szekvencidjat. Viszont amig egy
adatbdzis-lekereséshez azok az MS/MS spektrumok is tokéletesen alkalmasak, amelyek csak
részleges fragmentaciot tartalmaznak, de novo szekvendldashoz minden kétéshasaddst detek-
talnunk sziikséges, hogy a peptid szekvencidjat az elejétdl a végéig kiolvashassuk. Erre legal-
kalmasabbak az titkdzési cellas késziilékekkel nyerheté CID spektrumok, aminek tobb oka is
van. Egyrészt ez egy hatékony aktivaldasi mod, megfelelGen bedllitott tGtkdzési energidval a
prekurzor ionok nagy része elhasad. Mdsrészt ezek a spektrumok informdciégazdagabbak.
Az ioncsapdds rezonancia-gerjesztéssel ellentétben, itt nem veszitjiik el az alsébb tomegtar-
tomdnyt, igy a kisebb fragmenseket és a peptid aminosav-0sszetételérsl darulkodé immo-
niumionokat is jol detektaljuk. Harmadrészt pedig, triptikus peptideknél az a,-b, fragmensek
mellett elsédlegesen az y-ionok sorozatat ldtjuk (a b-ionok konnyebben bomlanak a tébb-
szoros Utkozések sordn), ami megkonnyiti a peptid szekvencidjdnak kiolvasdsat. Tovébbi
manké lehet, hogy az Gsszetartozé b- és y-ionok egylittes tomege a prekurzor ion plusz egy
proton tomegét adja ki, és semleges vesztéseikbdl eldonthets, hogy melyik ion tartozik a b és
melyik az y sorozathoz. Az ammonia- (-17 Da) vagy vizvesztés (-18 Da) egyardnt megfigyel-
hetd b- és y-ionokndl is, viszont a 28 Da vesztés mindenképpen b-ionra vagy belsé ionra utal.
Sajnos, az tkozési celldban torténd aktivdlds sordn keletkez6 belsé ionok a de novo
szekvenaldst akaddlyozhatjak. Féleg prolintartalmu peptideknél lehet intenzivebb belsé io-
nokra szamitani. Ugyanakkor a de novo szekvendldst segiti, ha nemcsak a prekurzor ion, de
a fragmensek m/z értékét is izotépfelbontdssal és nagy pontossaggal tudjuk mérni. Igy egy-
részt megdllapithatd, hogy az adott fragmens egyszeresen vagy tobbszorosen toltott-e. Mds-
részt pontos tomegmeéréssel az izobdr glutamin és lizin aminosavak megkiilonboztethetsk
(tomegkuilonbségiik 0,036 Da). Az izomer leucin és izoleucin megkiilonboztetésére ezek a
spektrumok sajnos nem alkalmasak, ahhoz egyéb fragmentdcios technikdkat kell segitségtil
hivni. Az lle/Leu megkilonboztetésére az immoéniumion (m/z 86) tovabbi fragmentdldsa
(MS3), az EThcD spektrumokban esetleg megjelend w-ion (z-ionbél aminosav-oldalldanc ha-
saddsdval keletkez& termék) vagy a z-ion tovdbbi fragmentdldsa (MS3) ad lehetGséget. Az
MS/MS spektrumokbdl torténd de novo szekvendlds fent emlitett elemeit szemlélteti a 7.4 db-
ra, a szdmoldsokhoz segitséget a 7.2 tablazat ad.

7.2 tablazat. Kiilonboz6 fragmens ionok tomegének kiszamitasa

Fragmens ion tipusa Fragmens ion tomege
b-ion T gyoksly + 1,0072
a-ion ¥ gyokstly — 26,9877
y-ion Y gyoksily + 19,0178
b + y ion egylittesen protondlt prekurzor ion (MH™) + 1,0072
immaoniumion gyoksuly — 26,9877
belsé ion T gyokstly + 1,0072
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Bar a manudlis spektrumértelmezés kell§ jdrtassdg birtokdban (a komplexebb megko-
zelités révén) jellemz&en eredményesebb, a de novo szekvendldsra kifejlesztett szoftverek
nagy mennyiségl adat feldolgozdsdara mindenképpen elényosek. Ezen tdlmenden egyes
adatbdzis-lekeresd algoritmusok hibrid médban mikodnek: a spektrumbdl de novo kiolva-
sott rovidebb szekvencia-darabkat is felhaszndljdk a peptidazonositds sordn. Ezzel a méd-
szerrel egyrészt a lehetséges peptid-jeloltek szama és igy a lekeresési id6 csokkenthets, mas-
részt nem vart poszttranszlaciés médositasok is felderitheték.
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7.4. abra. De novo szekvenalas MS/MS spektrum alapjan. A prekurzor iont kétszeres toltéssel detektaltuk,
m/z=740,402 Da. A fragmens ionok tévolsagabol (pontos tomeg) kiolvashaté a peptid szekvenciaja (y-ion so-
rozat), az dsszetartozo b-y parokat azonos szimbélum jeldli. A detektalt immonium ionok megerdsitik a Glu,
Phe és Tyr aminosavak jelenlétét a peptidben. Az izomer lle-Leu megkiilonbdztetése nem lehetséges ebbdl az
MS/MS spektrumbdl. A peptid szekvenciaja: [I/L]GEYGFQNA[I/L][I/L]VR. Az ébrén az aminosavakat az egybe-
tiis roviditésekkel jeldltiik.

Poszttranszlacios modositasok azonositasa

A poszttranszldciés médositasok azonositdsa és pontos helyének megdllapitdsa szintén
az MS/MS spektrumokbdl torténik. Azon médositdsok esetében, amelyek stabilak maradnak
az ionizdcio és a fragmentdcioé sordn, a modositasnak megfelel6 tomegvaltozast tapasztaljuk
a prekurzor ion és a médositast hordozé fragmens ionok tdmegében egyardnt. llyen médosi-
tds tobbek kozott az aszparagin/glutamin deamidacidja (+1 Da), a lizin oldalldncét érinté
acetilez&dés (+42 Da) vagy metilez6dés (+14 Da). Vannak olyan médositdsok is, amelyek az
ionizdcio sordn ugyan stabilak, igy a prekurzor ion témege még 6rzi az informdciét a médo-
sitdsrél, de a fragmentdcié sordn nyom nélkil elvesznek. Ilyen médositds példaul a szerin
vagy treonin oldallancan el6fordulé szulfatdlds, ami titkozéses aktivdlds vagy rezonanciager-
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jesztés hatdsdra teljesen lehasad és médositott fragmensek egydltaldn nem detektalhatok.
Egyes médositdsok ennél cifrdbban viselkednek. A metionin oldalldncdn torténd oxidacié a
prekurzor ion témegét 16 Da-nal noveli meg, viszont az titkozéses aktivalds vagy rezonan-
ciagerjesztés hatdsdra C-S kotéshasadds torténhet az oldalldncban, ami részleges 64 Da
vesztésben jelentkezik a prekurzor ion és a megfelel6 fragmens ionok tomegében. Hasonlé-
an viselkedik a szerin/treonin oldalldncan el6fordulé foszfatészter: a prekurzor ion tomege
80 Da-nal n6 meg, ugyanakkor részleges 98 Da vesztést detektalunk a CID spektrumokban.
A foszforildciérdél, valamint az N- és O-glikozilaciérol a kés6bbi fejezetekben részletesen is
sz6 esik majd. Amint ldthatjuk, a médositasok egyedi fragmentdcidja inkdbb az titkdzéses ak-
tivalds vagy rezonanciagerjesztés sordn figyelhet6 meg, ETD-ben a médositdsok jellemz&en
sokkal stabilabbak, ami a médositds helyének meghatdrozdasat nagyban segitheti.
Szerencsére az adatbdzis-lekeres6k az egyszer(ibb médositdsok j6 részénél képesek ke-
zelni a médositott peptidek fragmentdciojdt, sokszor még azokban az esetekben is, amikor a
modositds sajatos modon hasad el. A nehézséget inkdbb az okozza, hogy a médositdsok jel-
lemz&en szubsztochiometrikusak, sokszor alig néhdny szdzalékban fordulnak el6 egy-egy
fehérjén, egy-egy poziciéban. Igy a poszttranszldciés médositasokkal véltozé médositasként
kell szamolnunk, azaz vagy rajta taldlhat6 egy adott aminosavon vagy sem. Szemléltetéskép-
pen vegylk a metionin oxidaciéjdt, ami egy konnyen végbemend reakcié, nemcsak poszt-
transzldciés médositdsként fordulhat el6 a fehérjén, sokszor a minta-el6készitésnek és
emésztésnek is a velejardja, ezért annak lehetséges elSforduldsat rendszerint figyelembe
vessziik az adatbdzis-lekeresés soran. Igy, ha egy peptidben csak egy metionin taldlhaté, ak-
kor a lekeres6 azzal a peptiddel kétszer szamol: médositatlanul és egyszeresen oxiddlva. Ha
viszont két metionin van a peptidben, akkor mdr négyszer veszi figyelembe: médositatlanul,
egyszeresen oxiddlva egyik vagy mdsik metioninon, és kétszeresen oxiddlva is. Ahogy né a
peptidben a médosithaté aminosavak szdma, f6leg ha tobbféle vdltozé mddositast is bedlli-
tunk, tgy n6 exponencidlisan a figyelembe veendd szekvenciavaridciok szama. Ahogy azt
mar fentebb is emlitettik, banjunk a véltozé mdédositasokkal takarékosan, csak azokat a
modositdsokat vegytk figyelembe, amelyek a kisérleteink szempontjabdl Iényegesek és
szlikségesek, illetve korldtozzuk az egy peptiden megengedett médositdsok szamat.

Kisérlettervezés, gyakorlati szempontok

m A megfeleld késziilék és fragmentacios technika kivalasztasa

Azt, hogy milyen késziléket, milyen fragmentacios technikdt, milyen adatgyjtési mo-
dot vdlasztunk, nagyban befolydsolja, hogy mi a kisérlet célja, mi a megvalaszolandé kérdés.
Tulajdonképpen ez hatdrozza meg, hogy milyen tipusui adatokra van sziikségtink, mit és mi-
lyen pontossaggal kell mérniink. Fontos szempont tovdbbd, hogy mennyi vizsgdlandé anyag
all rendelkezéstinkre, illetve hogy milyen a minta komplexitdsa. Ha példdul egy komplex
minta fehérjetartalmat akarjuk feltérképezni, akkor az a cél, hogy minél tobb peptidrél gy(it-
stink MS/MS spektrumot, tehat minél jobb ciklusidével hasznaljuk a késziléket, akar a
fragmens ionok tomegmérésének pontossdga rovdsdra is. Hibrid készilékek esetén (pl.
LTQ-Orbitrap) ilyenkor jellemz&en CID adatokat gy(ijtiink az ioncsapddban kis felbontdssal,
amig ezzel parhuzamosan a prekurzor ionok m/z értékét méri nagy felbontdssal az Orbitrap.
Nagyon alacsony anyagmennyiségek esetén, mint az ,egysejt” analizisek, ugyancsak az ion-
csapddhoz nydlunk, ami hosszabb csapddzasi id6t és nagyobb érzékenységet biztosit, de a
pontossag rovdsdra. Poszttranszlaciés médositasok feltérképezése esetén egy komplex minta
analizisénél a fentebbiek érvényesiilnek, mig egy tisztitott fehérje teljes karakterizdldsa sztik-
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ségessé teheti, hogy tobbféle fragmentdcids technikat is alkalmazzunk a médositasi helyek
pontos meghatdrozdsdra. Fehérjék de novo szekvendladsandl dltaldban elegendd mennyisé-
gl, tiszta anyag &ll rendelkezésre, akdr tobbféle enzimmel is megemésztve, ilyenkor a 6
szempont az, hogy minél teljesebb legyen a fragmentacid, illetve hogy a fragmenseket is
nagy pontossdggal detektdljuk a teljes tomegtartomdnyon, ezért itt Gitkozéses aktivdlast hasz-
ndlunk és nagy felbontdsu analizdtorral (pl. Orbitrap) mérjiik a fragmenseket. Természetesen,
szlikség esetén tovabbi fragmentdcidt is bevethetiink.

m A megfeleld adathazis és lekeresési paraméterek kivalasztasa

A j6l megvdlasztott lekeresési paraméterek épp olyan fontosak, mint a j6l megvdlasztott
mérési médszer, hiszen a lekeresési tér (search space) szabja meg az eredményeinket és azok
josdgdt, megbizhatdsdgat. A lekeresési tér azon elemek 6sszessége, amiket a lekeresés sordn
figyelembe vesziink. Az elsé és legfontosabb elem az adatbdzis és annak mérete. Az adatbd-
zis kivdlasztdsdndl f6 szempont az, hogy tartalmazza mindazon fehérjéket, amelyek jelen le-
hetnek a mintdban, mindemellett elég nagy legyen ahhoz, hogy az adatok szignifikancidjat
jol lehessen becstilni. Ugyanakkor fontos, hogy ne legyen feleslegesen nagy, mert azzal a vé-
letlen taldlatok halmaza és vele egyditt a valds és véletlen taldlatok halmaza kozotti dtfedés
ng, és igy kdzvetve a valds taldlatokbdl veszitink. A legkézenfekvébb az, ha a lekeresés so-
ran csak a vizsgdlt faj szekvencidit vessziik figyelembe. Viszont elég gyakori, hogy még a leg-
nagyobb gonddal végzett minta-el6készités sordn is humdn keratinokkal vagy mds, a biol6-
giai laboratériumokban gyakran haszndlt fehérjékkel (pl. marhaszérum albumin) szennyezé-
dik a minta. Ezért mindig érdemes az adott fajra sztkités mellett egy dltaldnos szennyezé fe-
hérjelistdt is hozzdilleszteni az adatbdzishoz. Tovdbbd a teljes minta-el6készités ismereté-
ben figyelembe vehetlink egyéb fehérjéket is, ami belekertlhetett az emésztményiinkbe, pl.
az affinitds tisztitds sordn haszndlt oszlopra kotott fehérjék. Ha fajra (esetleg csalddra, osztdly-
ra, torzsre) szdkitink, érdemes ellendrizni, hogy mennyi fehérje bejegyzést tartalmaz az
adatbdzis. A Uniprot adatbdzisdt haszndlva egy jol annotdlt fajndl, mint a humadn, elegendd a
Swissprot adatbdzist kivdlasztani, mig egy kevésbé annotdlt fajndl (pl. Drosophila melano-
gaster) mdr érdemes a joval nagyobb Tremble adatbdzist is haszndlni. El6fordulhat az is,
hogy egy faj az NCBI adatbdzisdban jobban van reprezentdlva, ilyenkor toltstik le onnan az
adott faj fehérjeszekvencidit.

A tomegspektrometrids fehérjeazonositds sordn a legdltaldnosabban haszndlt enzim a
tripszin, de el6fordul, hogy adott mintdndl mds enzimet vagy enzimkeveréket sziikséges
haszndlni. Specifikus enzim esetén a lekeresési teret kevéssé befolydsolja, hogy mely amino-
savakndl hasit az adott enzim(keverék), illetve azoknak az aminosavaknak mekkora az els-
forduldsi valdszintsége és igy a detektdlt tomegtartomdnyba vdrhaté peptidek szama. Ennél
valamivel nagyobb hatdssal van a lekeresési térre az, ha kihagyott hasitéhelyet engedélye-
ziink. Altaldban az 1 kihagyott triptikus hasitéhely elegend6, csak akkor vegyiik ezt a para-
métert nagyobbra, ha limitdlt emésztést végeztiink vagy a fehérje szekvencidja/emészthets-
sége ezt szuikségessé teszi. Aspecifikus hasitdsokat pedig csak indokolt esetben haszndljunk,
mivel ez a paraméter a legkritikusabb a lekeresési tér mérete szempontjdbdl. Testfolyadékok
esetén egyéb (pl. a sejtekbdl kiszabaduld) protedzok is elhasithatjdk a fehérjéket, emellett a
szekretdlt fehérjék N-termindlis szigndl szekvencidjdnak lehasaddsa sem feltétlentl esik
triptikus hasitéhelyre, fgy ott érdemes lehet a féltriptikus peptideket is figyelembe venni.
A ,no enzyme” opciot peptidomikai méréseknél, pl. MHC (major histocompatibility
complex) analiziseknél szikséges haszndlni, ahol a szervezet dltal termelt immuno-
peptidekre vaddszunk, és eleve nincs emésztés a minta-el6készités sordn.
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A fehérjék sokszinliségét nemcsak az aminosavak és azok sorrendjének véltozatossdga
adja, de az aminosavak oldalldancén el&fordulé médositdsok is. A természetesen el&forduld
modositdsok mellett a minta-el6készités sordn is bevihettink tovabbi médositasokat a fehér-
jékbe/peptidekbe, amit a lekeresések soran figyelembe tudunk venni. Ha egy adott médosi-
tds a minta 0sszes fehérjéjét teljes mértékben érinti (pl. ciszteinek levédése a minta-elGkészi-
tés sordn), azzal dllandé médositdsként szamolunk. Ez a lekeresési teret nem befolydsolja, hi-
szen az adott aminosavat csak egyféleképpen, az adott médositdssal vessziik figyelembe. Ez-
zel ellentétben egy adott aminosavon véltozéként bedllitott médositds a lekeresési teret meg-
noveli (lasd fentebb a metionin-oxidacio kapcsan lefrtak), és ez a hatds tovabb fokozédik, ha
a moédositds tobb aminosavon is el6fordulhat (pl. a szabdlyozé szerepti foszforilacié Ser, Thr,
Tyr aminosavakon), vagy tobbféle modositdst szeretnénk egyditt vizsgdlni (pl. hiszton kéd:
Lys metilez6dés vagy acetilezdés, valamint Ser/Thr/Tyr foszforildcié). Ilyenkor eljarhatunk
ugy is, hogy el6bb elvégziink egy fajra sztkitett lekeresést vdltozé médositdsok nélkil a min-
tdban taldlhato fehérjék feltérképezésére, majd egy mdsodik korben tobb véltozé médositast
is megengediink, de mar csak az addig egyértelmten azonositott fehérjéken, azaz dgy tagi-
tunk az egyik paraméteren, hogy kozben lesz(kitink egy mdsik paramétert, igy kontrolldlva
a lekeresési teret, hogy ne veszitsiink értékes taldlatokat.

m Mit fogadunk el?

Az adatbdzis-lekeresdk statisztikai eszkozoket haszndlnak, ami alapjan megbecsiilhets
egy taldlat j6sdga. llyen statisztikai mérg a spektrumok szintjén a szignifikanciahatdr vagy a
minta egészére vonatkozé FDR-érték. Altaldnossdagban elmondhaté, hogy minél hosszabb
egy peptid, anndl inkdbb lesz egyedi, csak egy fehérjére jellemz& szekvencidja, illetve anndl
tobb fragmenst ad a spektrumban. Mindkét tényez& a peptid azonositdsdnak megbizhatésa-
gdt noveli, de csak akkor, ha mind a N-, mind a C-termindlisra jellemz& fragmenseket detek-
taltunk, azaz van bizonyitékunk a kezdetrél és a végrél is. Ugyanigy megbizhatobb egy fe-
hérje taldlat, ha tobb peptid alapjan tortént az azonositds. Mindemellett id6nként szlikség le-
het arra, hogy mi magunk ellendrizzik egy-egy taldlat megbizhatésagat, pl. egy adott médo-
sitdsi hely megerGsitésére. llyenkor kereshetiink jellegzetes fragmentdciét a spektrumban.
Mind a rezonancia-gerjesztés, mind az titkozéses fragmentdcio esetén megfigyelhets, hogy a
prolin vagy glicin N-termindlisdra és az aszparaginsav C-termindlisdra es6 hasaddsok prefe-
raltak, az ennek megfelels b- és y-ionok jellemzéen intenzivebb jelet adnak az MS/MS spekt-
rumokban. Az adott azonositds mellett szélhat, ha nem csak 6ssze-vissza detektdlunk kilon-
b6z6 tipust fragmens ionokat, hanem megjelennek roévidebb-hosszabb ionsorozatok.
A fragmens ionok tdmegpontossdgdnak szdrdsa szintén lehet egy indikdcio: ha a tomegpon-
tossdg mutat bizonyos tendencidt, az megbizhatébb azonositdsra utal. Ugyanakkor gyantra
adhat okot, ha a prekurzor mérési hibdja nagyon kilonbozik a tobbi prekurzorétol.

Hibakeresés

Ha eredményeink elmaradnak a varttdl, hiba lehet a minta-el6készitésben, a kromatog-
rafidban, a tomegspektrometrids analizisben, a lekeresésben vagy az elfogaddsi paraméte-
rekben. Az aldbbi ellen&rzésekkel le tudjuk sztkiteni a hiba forrasat.

— Kromatografia
B bdziscstics kromatogram (base peak intensity, BPI),
B teljes iondram (total ion current, TIC).

Ha nem érjik el a vdrt jelintenzitdst, akkor lehet, hogy kevesebb anyaggal dolgoztunk,
mint amire szdmitottunk. A kiinduldsi anyagmennyiség ellendrizheté fehérjekoncentra-



88 /7. reJezeT - FEHERJEAZONOSITAS MS/MS SPEKTRUMOK ALAPJAN

ci6-méréssel, emésztés utan peptidkoncentracié-méréssel, erre kiilonbozs tesztrendszerek
(BCA, Bradford, peptid kolorimetrids vizsgdlat stb.) elérhetSk. A kromatogram arulkodik a
kromatogrdéfids rendszer dllapotdrdl is (a kromatogram csticsgazdagsaga, a csticsok szimmet-
ridja, szélessége), lasd 4. feiezet,

- MS és MS/MS adatok

Bdrmi szokatlan az MS és MS/MS adatokban — pl. csticsdupldzédds, elromlott felbontds,
alacsony jel-zaj ardny vagy a prekurzor nem/alig fragmentdlédik — arra utal, hogy a tomeg-
spektrométer nem megfelelGen makodik.

— Lekeresési paraméterek, lekeresés eredményei

Egy gyors ellenérzéssel megbizonyosodhatunk, hogy valéban a megfelel6 paramétere-
ket dllitottuk-e be. A paraméterek bedllitasahoz/valtoztatdsdhoz segitség lehet olyan szoftver
alkalmazasa, amely egy gyors el6nézeti képet ad arrél, hogy megfelel6en hasitott-e az en-
zim, a derivatizdldsok milyen hatékonysdggal mentek, milyen aranyban fordulnak el6 a leg-
gyakoribb mellékreakcidk és modositdsok, megfelels volt-e a mérési pontossdg, és ha nem,
akkor djrakalibral. llyen szoftver hidnydban ezeket az informaciokat a lekeresés eredményei-
b6l mi magunk is kigydjthetjik:

B Tomegpontossdg

A prekurzor ionok és a fragmensek tomegpontossaganak ellenérzésével kidertil, hogy a

késztilék kalibrdcioja megfelel volt-e. Ha a tomegpontossdgok eltérnek a varttol, egyes

szoftvereknél lehetGség van az adatok utdlagos kalibrdldsdra, mas szoftvereknél szisz-
tematikus hibat is be lehet allitani, vagy a legegyszertbben a tomegpontossagot széle-
sebbre lehet nyitni, de utébbi megolddssal a lekeresési teret ndveljik meg.

B Kihagyott hasitohely

Ha rendben ment az emésztés, akkor az azonositott peptidek tobbsége nem tartalmaz

kihagyott hasitéhelyet és kevés az egy kihagyott hasitohelyes peptid is. Ha ez az ardny

eltolédik az egy kihagyott hasitohelyet tartalmazo peptidek felé, akkor az emésztés
nem ment végbe megfelelen. Ennek oka lehet, ha kevés enzimet adtunk a mintdhoz
vagy az emésztés kortilményei nem voltak megfelelGek (pH, hémérséklet, id6tartam),
esetleg egyéb reagens (detergens, protedzinhibitor) akaddlyozta az emésztést.

B Allandé médositasok megléte

Erdemes ellendrizni, hogy az dllandéként bedllitott médositds valéban 4llandé volt-e,

azaz teljes volt-e pl. a ciszteinek derivatizdldsa vagy kvantitdldskor a jelolés mértéke.

Amennyiben a derivatizacié nem volt teljes, a médositasokat valtozéként kell figyelem-

be venni, ami a lekeresési teret noveli.

B Vdltozé modositasok megléte

Ha bizonyos poszttranszldciés modositdsokra vaddszunk, akkor a médositott peptidek

hianya/alulreprezentdltsdga tobbféle okra is visszavezethet6. A mddositds alacsony

szintje esetén sziikség lehet dusitani vagy legaldbb frakciondlni az emésztményt, eset-
leg az adatgy(jtési paramétereken valtoztatni. Dusitds esetén el&fordulhat, hogy annak
hatékonysdga nem volt elégséges.

B Megfelel6 adatbazist haszndltunk-e?

Adatainkat a teljes SwissProt adatbdzisban, szikebbre vett paraméterekkel (kihagyott

hasitéhely, vdltozé médositasok elhagydsa) lekeresve felderithetd, ha esetleg mas faj fe-

P

hérjéi (pl. sejttenyészet befert6z6dése) szennyezik a mintdnkat.
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8. KVANTITATIV Csész Eva
PROTEOMIKA

A proteomikai kutatdsok hajnaldn elsGsorban a fehérjék mingségi analizisére volt lehe-
t6ség. Megbizhaté mennyiségi informdciot csak késébb, a megfelels analitikai médszerek és
kell6en érzékeny és gyors tomegspektrométerek kifejlesztésével, a 2000-es évek elejétsl tu-
dunk rutinszerten gy(ijteni (ldsd 2. feiezet).

A fehérjék mennyiségérél is adatot szolgaltatd, un. kvantitativ proteomikai médszere-
ket szdmos esetben lehet alkalmazni a biolégiai funkciok pontosabb megértéséhez, a beteg-
ségek patomechanizmusdnak megismeréséhez, valamint a diagnosztikai céllal felhaszndlha-
t6 marker molekuldk azonositdsdhoz. A fehérje jelenlétérél vagy dllapotdrdl informdciét ado
technikdk mellett, a kvantitativ proteomikai médszerek segitségével nyert adatok révén a bi-
oldgiai véltozdsok dinamikdja jobban nyomon kovethetévé vilik.

Szamos tanulmany, konyv és tsszefoglalé foglalkozik a témadval. E fejezet célja az alap-
ismeretek bemutatdsa, amelyek segitségével az olvasé eligazodhat a vdltozatos médszerle-
irdsokban, megérthet, tervezhet és értelmezhet kvantitativ proteomikai kisérleteket. Tovabbi
informdci6 nyerhet6 példaul az Eyers és Gaskell altal szerkesztett konyvbol. "

Amikor kvantitdldsrél beszéltink, legyen itt sz6 barmilyen tipusu kvantitativ adat nyeré-
sérél, mindig nagyon fontos a linedris dinamikus tartomdny megadllapitdsa. Fontos kiemelni,
hogy csak akkor tudunk pontos kvantitativ adatot megadni (és akkor érdemes azt elfogadni),
ha az analitikai mddszerrel kapott jel vdltozdsa egyenesen ardnyos a jelet add fehérje
mennyiségének a vdltozdsdval. Ez a feltétel csak a linedris dinamikus tartomdnyon belil tel-
jestl. Az ezen kivil es6 értékek nem megbizhatdk, és nem javasolt felhaszndldsuk kisérletek
tervezésénél vagy kovetkeztetések levondsdndl!

A kvantitativ proteomika keretén beltl tobb médszert haszndlhatunk a fehérjék relativ
vagy abszoliit kvantitaldsara.”*' Az abszolut kvantitalds soran a fehérje pontos mennyiségét
vagy koncentrdcidjat lehet megadni, mig relativ kvantitaldssal adott fehérjék egyes mintak-
ban mérhetd, egymdshoz viszonyitott mennyiségi véltozdsainak vizsgdlatat tudjuk elvégez-
ni. A tomegspektrometrids fehérjekvantitdldas mellett tobbféle médszer alkalmazhaté (mint
példaul az immunoldégiai médszerek, pl. ELISA, aptamer alapu technolégidk, vagy a kilon-
boz6 képalkoté mddszerek) a relativ vagy abszoldt kvantitativ informdcidk kinyerésére.
Mindegyik médszernek megvannak a maga el8nyei, hatranyai, valamint javasolt alkalmaza-
si tertletei. E fejezetben csak a tomegspektrometrids kvantitdldsi médszereket ismertetjuk.

A tomegspektrometria alapu kvantitdlds — az esetek igen jelentds részében — csak relativ
kvantitdldst tesz lehet6vé, viszont egy analizis sordn, az alkalmazott tomegspektrométertdl
faggden, egy mintdbdl tobb szdz fehérje mennyisége is megdllapithaté. Tobbféle —jelolést al-
kalmazé, illetve nem alkalmazé — tomegspektrometrids médszer dll rendelkezésre a fehérjék
relativ kvantitdldsdra, és az dn. célzott proteomikai médszerek alkalmazdsdval, akdr abszoldt
kvantitdldst is végezhetlink. Az abszolt kvantitdldst, amikor az adott fehérje pontos koncent-
rdciéjat (mennyiségét vagy képiaszamat) adjuk meg, elsGsorban a klinikumban, a gyégyszer-
iparban, és kismértékben a kutatdsban, csak bizonyos specidlis kutatdsi kérdések megvdla-
szoldsdra (pl. komplexek sztochiometridjanak tanulmdnyozdsa) haszndljuk. Fontos kiemel-
ni, hogy annak ellenére, hogy a tomegspektrometria alapt proteomikai analizis alkalmas ab-
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szolut kvantitdldsra, a legtobb kutatasi feladat sordn a feltett kérdések donté tobbsége megva-
laszolhaté az egyszer(ibben és olcsébban kivitelezhetd relativ kvantitdlds alkalmazasaval.
Ezért a tovadbbiakban csak a proteomikdban leggyakrabban haszndlt relativ kvantitdldsi
modszereket fogjuk bemutatni.

Fehérjék relativ kvantitalasa

A fehérjék relativ kvantitdlasa sordn egy (vagy tobb) fehérje kiilonb6z6 mintdkban mért,
egymadshoz viszonyitott aranydt, vagy egy adott fehérje egy ismert mennyiség(i standard fe-
hérjéhez képesti ardnydt tudjuk megadni. A relativ kvantitdlds torténhet shotgun vagy célzott
modszerek alkalmazdsaval is (a médszerek részletes lefrasat ldsd a 6. feiezethen). A shotgun
adatgyijtési modok jelolést vagy jelolés nélkili médszereket egyardnt haszndlhatnak.

Jelolést alkalmazo relativ kvantitalasi modszerek

A jelolést alkalmazé technikdk 1ényege, hogy stabil izotépot tartalmazé jel616 anyagot
kotnek az egyes mintdkban levé fehérjékre, peptidekre vagy juttatnak be a fehérjékbe, és
ezeket a csoportokat detektdljdk a tomegspektrometrids analizis sordn. A stabil izotépok ko-
ziil leggyakrabban a '*C és "N izot6pokat hasznaljék. A deutérium téinhetne egyébként ké-
zenfekvé megolddsnak, viszont itt el6fordulhat, hogy a deuterdlt peptidek/fehérjék eltérGen
viselkednek a kromatogrdfia sordn, és a jelolt és jeloletlen azonos szekvencidju peptidek
nem egyszerre eludlédnak. Ez jelentSs problémakat okozhat az adatok kiértékelése sordn,
emiatt a deutériumot csak nagyon ritkdn haszndljdk erre a célra.

Tobbféle jelolési médszer létezik, a tovdbbiakban csak a két leggyakrabban alkalma-
zott jelolési médszert, a kémiai és a metabolikus jelolést fogjuk ismertetni.

A kémiai jelolés soran barmilyen bioldgiai mintat lehet kémiai reakcio révén jel6lini az-
dltal, hogy egy reaktiv csoportot tartalmazé jel6!6 anyagot j6l meghatdrozott és gyors kémiai
reakcié sordn hozzdkapcsolunk a peptidlanc egy adott kémiai csoportjdhoz.

Minden vizsgalni kivant mintdt megjeloliink stabil izotépot tartalmazé reagenssel, majd
ezeket Osszekeverjuk.

Szamos stabil izotopot alkalmazé jelolGanyagot dobtak piacra, ezek kozil csak a legel-
terjedtebb tipust fogom ismertetni.

A TMT (tandem mass tag) esetében'® olyan stabil izotépot tartalmazé jelé16 reagenseket
alkalmaznak, amelyek elsGsorban a fehérjék N-termindlisdahoz, illetve a lizin-oldallancok
g-aminocsoportjdhoz kapcsolddnak. A jel6ls reagens tartalmaz egy jelols csoportot, egy ki-
egyenlit6 csoportot, valamint egy kapcsolé csoportot, amely a mintdban levs fehérjék
aminocsoportjdhoz valé kapcsoléddst biztositja (8.1. dbra). Kordbban hasonlé elven miko-
d6 iTRAQ (izobdr jelolés abszollt és relativ kvantitdldshoz — isobaric tag for relative and
absolute quantitation) jelolést is alkalmaztak,” de mara mar gyakorlatilag kiszorult a min-
dennapi haszndlatbdl. A jelol6 csoport tomege valtozo (iTRAQ esetén a 113-121 Da, mig
TMT esetén a 126-134 Da tartomdnyba esnek), és ennek megfelelGen a kiegyenlitd csoport
tomegét lgy vdlasztjdk meg, hogy a jelol§ csoporttal egylitt azonos tomeget biztositanak
(izobdr) mindegyik jel6ls reagensnek. A kiilonboz6 jel616 csoporttal rendelkezé izobar jelo-
|6 reagensekkel jelolt mintdkat 6sszekeverjik, és egy mintaként, egy tomegspektrometrids
analizis sordn vizsgdljuk. A tomegspektrometrids analizis sordn az MS1 spektrumban a
peptidekre jellemzd csticsok azonos m/z értéknél detektdlhatdk, de a fragmentdcio sordn a
jelols csoportra jellemzé fragmensek is megjelennek. Ezeket a fragmenseket riporter ionok-
nak nevezzik (8.1. dbra). A jelol6 csoportra jellemzé jeleket kiilon-kiilon lehet detektdIni az




92 /8. FEJEZET — KVANTITATIV PROTEOMIKA

. o EMESZTETT MINTA JELOLT MINTA
kiegyenlité
csoport A minta i :a
jelolé kapcsolo o

csoport csoport _——— H

B minta

@ - e
X —
R
_|_ C minta X —

e—a | — T
|—| { -o
izobar D minta
O D —
e ———
|
jelolés
) jeldlt mintak
prekurzorion 6sszekeverése
fragmentaciéja, MS/MS és MS-analizis
fehérjemennyiség a peptidazonositas a
riporter ionok alapjan b- és y-ionok alapjan

intenzitas

I

v
/z m/z

[ m

8.1. abra. Az izobar kémiai jeldlés sémaja. A jeldld csoport (kiilonbdzé szinnel jeldlve) és a kiegyenlitd
csoport (sargaval jeldlve) egyiittesen azonos tomeggel rendelkeznek (izobar csoport) minden jelél6 esetében.
A fehérjékhez/peptidekhez valé kapcsolast a kapcsold csoport (piros) teszi lehetdveé. A kiilonbozo jelolokkel
megjeldlt mintakat dsszekeverik, majd egy MS analizis soran vizsgaljak. A jeldlé csoport és a kiegyenlitd
csoport kozotti kotés nagyon érzékeny a fragmentaciora, ezért a tomegspektrométerben torténé fragmentacio
soran a peptidre jellemzo (tobbnyire b és y) ionok mellett a jelolGkre jellemzd, an. riporter ionok is
megjelennek. Igy egy spektrumbal kaphatunk a peptid szekvenciéjara, valamint az egyes mintakban jelen levé
fehérjék mennyiségére vonatkozo informaciot.

MS/MS spektrumokban, és a cstcsok alatti tertilet, az intenzitds vagy a jel-zaj ardny érték

minden esetben ardnyos az adott jel6l6 csoport koncentrdcidjdval, vagyis a jelolt peptid és
az annak megfelel§ fehérje mennyiségével.

El6nyok:

B a fehérjék aminosav-oldallancaihoz véltozatos kémiai szerkezet( jel6l6 anyagok kap-
csolhatok,
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B bdrmilyen biolégiai mintat lehet jel6Ini,

B multiplex, egyszerre t6bb, akdr 18 kiilonb6z6 minta is jelolhets (TMTPro18plex),

B |ehet jel6Ini a fehérjéket vagy enzimatikus emésztés utan a peptideket. Mivel a fehérjék
jelolése csokkentheti a tripszines emésztés hatékonysagat (médositott lizint nem biztos,
hogy hasit a tripszin), f6ként a peptideket javasolt jeloIni,

B a jelolt mintdkat 6sszekeverjik, ezért a tomegspektrometrids analizis variabilitdsa ki-
kiszobolédik, és az analizis ideje jelentGsen lecsokken,

B a mintdk keverésével novelhet6 az dteresztGképesség (idGegység alatt tobb mintat tu-
dunk vizsgdlni),

B a keverés miatt megnovelt fehérje mennyiség lehetGséget biztosit a frakciondlasra, és
ezdltal tobb informdcié nyerhet6 (,mélyebbre lehet dsni a proteomban”),

B a kulonbozs jelolGanyaggal jelolt mintdk egymdashoz viszonyitott ardnya megadhatd,

B a kvantitativ adatok mellett a peptid szekvencidjdra vonatkozé informdciét is nyerhe-
tink,

B a mddszer linedris dinamikus tartomanya viszonylag tdg — a bioldgiai vdltozasok vizs-
gdlatdra felhaszndlhaté.

Hatranyok:

B a kapcsolodds hatékonysdga sosem 100%,

B nem kivant melléktermékek keletkezhetnek (pl. mds aminosavak is jel6l6dhetnek, ami
komplikdciét okozhat az adatok kiértékelése soran),

B koltséges,

B a jelol6 anyag jelenléte miatt optimalizdlni kell a fragmentdciét, megfelel& fragmen-
tacios technikat kell vdlasztani,

B koeluldlédé komponensek torzithatjak az eredményeket,

B gondos tervezést igényel,

B avizsgdlat sordn begy(jtott adathalmaz a vizsgdlat befejezése utdn nem bévithets. Egy

masik vizsgdlatbol szarmazd, vagy késébb kivitelezett analizis eredménye nem illeszt-
het6 be egy az egyben az adatok kozé.

A metabolikus jel6lés sordn olyan stabil izotéppal jelzett anyagot juttatunk a tdpfolya-

dékba, amelyet a sejtek a novekedésiik sordn felvesznek, és beépitenek a sajat fehérjéikbe.
Célszer( tgy megvdlasztani a jelol6 anyagot, hogy legaldbb 4-6 Da tomegnovekedést bizto-
sitson a jelolt fehérjéknek minden egyes beéplilési ponton. A jelolt (nehéz) és jeloletlen
(konny) sejteket homogenizaljuk és 6sszekeverjiik, majd ugyanazon tomegspektrometrids
analizis sordn vizsgdljuk. Az adatok kiértékelése sordn a jelolés révén keletkezd tomegnove-
kedést tudjuk detektdlni a spektrumban (8.2. dbra), és a jelolt és jeloletlen peptidek intenzita-
sdnak vagy gorbe alatti teriiletének aranydbdl tudjuk megmondani a mintdban levé fehérje-

ardnyokat.
Elényok:
B 100%-o0s jelolést biztositanak, a jel6l6 anyag (pl. esszencidlis aminosav) teljes mérték-

ben beépl a fehérjékbe,

viszonylag konnyen kivitelezhetd,

a jelolt mintdkat 6sszekeverjuk, ezért a tomegspektrometrids minta-el6készités és anali-
zis variabilitdsa kiktiszobolédik, és az analizis ideje jelentGsen lecsokken,

a mintdk keverésével novelhet6 az dteresztGképesség (idSegység alatt tobb mintat tu-
dunk vizsgdlni),
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8.2. abra. A metabolikus jelolés sémaja

B a keverés miatt megnovelt fehérje mennyiség lehetGséget biztosit a frakciondldsra, és
ezdltal tobb informédcié nyerhetd (,mélyebbre lehet dsni a proteomban”),
B a kulonbozé jelols anyaggal jelolt mintdk egymdshoz viszonyitott ardnya megadhatd.

Hatranyok:
B koltséges,
B csak sejtkultdrakra alkalmazhato,

B bizonyos sejtek kiemelt figyelmet igényelnek (specidlis tapfolyadék stb.), ezért tenyész-
téstik nehézkes lehet,
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B viszonylag kevés (nagy felbontdsu késziilékkel is csak legfeljebb négy) minta 6sszeha-
sonlitdsa lehetséges,

B ajelols anyagot tgy kell megvdlasztani, hogy minden fehérjében megtaldlhato legyen,
és a sejt metabolizmusa sordn ne alakuljon &t mds vegyduletté.

A SILAC (Stable Isotope Labeling of Amino acids in Cell cultres) médszer segitségével
nyert kvantitativ adatok'® sokréttien felhasznalhaték komplex biolégiai kérdések megvala-
szoldsra. Hatrdnyai miatt a rutin kvantitativ analizisekb&l mdra mdr gyakorlatilag kiszorult,
viszont egy médositott vdltozata, az un. pulse SILAC médszer”® példaul, kivdléan alkal-
mazhaté fehérjéket érints vdltozdsok dinamikdjdnak nyomon kovetésére, fehérjék turno-
verének vizsgdlatdra.

Jelolést nem alkalmazo relativ kvantitalasi modszerek

A jelolés nélkiili kvantitalas (label-free quantification) olyan tomegspektrometrids
kvantitdldsi médszer, amely nem alkalmaz semmiféle jel5l6 anyagot.””’ A mintakat egymds
utdn vizsgdljak, és a vizsgdlat sordn bekovetkez6 MS/MS események szamat (spektrumszam-
I&lds) vagy a prekurzor ion intenzitdsat (MS1 alapd mennyiségi meghatdrozds) haszndljak a
kvantitdldshoz. Ugyanis minél tobb MS/MS késziil egy fehérjérsl vagy minél nagyobb a kiva-
lasztott prekurzor ion intenzitdsa, anndl nagyobb koncentraciéban van jelen a fehérje a min-
taban (8.3. dbra).

Figyelembe véve a médszer egyszer(iségét, ha van elegendd mintamennyiség, a jelolés
nélkili kvantitdlds az dltaldnosan elterjedt médszer a fehérjék mennyiségének vizsgdlatdra.

El6nyok:

B nem alkalmaz jel6l6 anyagot, emiatt egyszer(bb és olcsébb a minta-el6készités,

B megfelel§ optimalizéldssal j6l haszndlhatg,

B szdmos szoftver tdmogatja az adatok kiértékelését, pl. az egyes tomegspektrométer
gyartok dltal fejlesztett, sajdt adatokat tdmogaté ProteomeDiscoverer (ThermoScienfic),
Analyst (Sciex), a barmilyen tomegpektrométerrel gy(ijtott adatokat analizdlni képes,
un. platformfliggetlen szoftverek, mint a Scaffold (Proteome Software) vagy a szabadon
hozzéférhets MaxQuant,!"”

B relativ kvantitdlast tesz lehet6vé,

B egy projekten belil tetszéleges szamu minta vizsgdlhatd, az 6sszehasonlithaté mintdk
szama nem limitdlt,

B avizsgdlat sordn begydjtott adathalmaz a vizsgdlat befejezése utdn bévithets. Egy ma-
sik vizsgalatbdl szarmazo vagy késébb kivitelezett analizis eredménye beilleszthets az
adatok kozé. Azonban fontos itt megjegyezni, hogy ezt a lehet&séget csak jol bedllitott,
stabilan m{ikods rendszerek esetében, megfelels belsé standardokkal egyiitt érdemes
haszndlni, kilonben torzitott eredményeket kaphatunk,

B elterjedt.

Hatranyok:
B nem bdrmely tomegspektrométer dltal gydijtott adat alkalmas ilyen jelleg( kvantitdldsra,
B javasolt a mintdba belekeverhetd belsd standardok haszndlata (pl. iRT peptidkeverék —
ldsd 4. fejezel) az analizisek sordn, ami néveli az analizis koltségét.
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8.3. abra. A jeldlés nélkiili kvantitalas munkafolyamata. Az analizis soran a kvantitalashoz felhasznalhaté
mindkét adattipus rogzitésre keriil, az egyes alkalmazott analitikai szoftverek (vagy ha van erre lehetdség,
akkor a felhasznalo) dontik el, hogy a kvantitalas az intenzitas vagy a spektrumszamlalas alapjan torténik.

Célzott proteomikai modszerek

A célzott proteomikai analizisek sordn el6re meghatdrozott fehérjék mennyiségét vizs-
gdljuk. A shotgun kvantitdldsi médszerekkel ellentétben, a célzott médszerek sordn sziikség
van a vizsgdlni kivdnt fehérje ismeretére. Viszont azdltal, hogy pontos informdciéval rendel-
keztink a vizsgdlando fehérjérdl, specifikus és szenzitiv MRM/SRM vagy PRM mddszereket
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(ldsd 6, feiezet) lehet tervezni.!'"! A célzott médszerek sordn az egyes dtmenetekre (ldsd 6. fe-
jezet) kapott jelekbdl a kapcsolt kromatografids elvdlasztds (online LC) sordn kialakuld cstics,
pontosabban a cstics alatti teriilet ardnyos a fehérje mennyiségével, igy a fehérje mennyisége
megdllapithato.

Ahhoz, hogy megbizhaté informdciét kapjunk, az MRM/SRM mdédszerek esetében fel-
tétlentl sziikség van a stabil izotppal jelzett (SIL) szintetikus peptidek alkalmazasara.""
Ezek olyan peptidek, amelyek mindenben megegyeznek a mintaban jelen levd, vizsgdlandsg,
un. endogén peptiddel, viszont az egyik aminosavuk (tipikusan a C-termindlis lizin vagy
arginin) C- és N-atomok stabil izotépjat tartalmazza, igy 6-10 Da-nal nagyobb tomeggel ren-
delkeznek, mint az endogén peptidek. A mintdhoz hozzdkeverve a SIL peptidek kvalitativ és
kvantitativ referenciaként szolgdlnak. A spektrumban levd cstics csak akkor fogadhaté el, ha
atfedést mutat a vizsgdlni kivant endogén és a mintdhoz hozzaadott SIL peptid csticsa, vagyis
koeldcio figyelhet meg, és a csticsalak is azonos. Mivel mindegyik mintdhoz ugyanolyan
mennyiségben kevertiik hozzd a SIL peptideket, a SIL és az endogén peptid ardnyanak valto-
zdsa a mintdban levé endogén peptid mennyiségi valtozasat fogja tikrozni (8.4. abra).
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8.4. abra. Célzott proteomikai kvantitalas SIL peptidek alkalmazasaval. Az emésztett mintak mindegyikéhez
hozzakeverjiik a megfeleld SIL peptidet (kékkel jeldlve), majd elvégezziik a keverékek analizisét. A koelualodo
SIL (kék) és endogén (piros) spektrumok gorbe alatti teriilet aranyaib6l megadhaté az adott peptid relativ
mennyisége az egyes mintakban. Az abran bemutatott példaban a B mintaban a vizsgalt peptid hatszor
nagyobb mennyiségen van jelen, mint az A mintaban.
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A célzott kvantitdldsi médszerek megbizhatésdgat kihaszndlva klinikai laboratériumok-

ban diagnosztikai célokra is felhaszndlhaté mdédszereket is lehet létrehozni. llyen jellegl
modszergytjtemény a CPTAC (Clinical Proteomic Tumor Analysis Consortium) honlapjan
taldlhato (https://proteomics.cancer.gov/assay-portal).

Elonyok:
B nem jeloljik a biolégiai mintat, egyszertibb a minta-el6készités,
B megfelel6 optimalizdlassal jol haszndlhato,
B relativ vagy abszoldt kvantitdldst is lehetévé tesz,
B érzékenysége jo, a detektdldsi hatdr alacsony,
B a linedris dinamikus tartomdny széles,
B az adatok kiértékelése konnyen hasznalhatd, un. platformfliggetlen szoftverrel (Skyline
— www.skyline.ms) is torténhet,
B gyors, rutin analizisben is hasznalhato,
B olyannyira megbizhat6 és reprodukdlhaté eredményeket ad, hogy klinikai laboratériu-
mokban is haszndlhato.
Hatranyok:
B csak a kivdlasztott peptidekrdl kapunk informdcidt, a tobbi peptidrél nem,
B elengedhetetlen a SIL peptidek hasznalata, ami noveli a koltségeket,
B elengedhetetlen a vizsgdlni kivant fehérjék ismerete, azaz semmilyen mds informdciot
nem kapunk, csak a vizsgdlni kivdnt peptidek (fehérjék) mennyiségi viszonyait,
B pontos mdédszertervezés és optimalizalds szlikséges, ami koltséges és idSigényes lehet.

A PRM esetében'"? nem feltétlentil sziikséges a SIL peptidek haszndlata, ugyanis itt

minden fragmens ion begydjtésre kerl, és a felvett MS/MS spektrumok alapjan a peptid biz-
tonsdggal azonosithaté. Az MRM/SRM analizisekhez hasonléan, a kvantitdlds a PRM eseté-
ben is az egyes peptidek cstics alatti teriileteibdl torténik. A PRM rendelkezik az MRM/SRM
modszer el6nyeivel, ugyanakkor az MRM/SRM jonéhdny hatranya kikiiszobolhetd.

Elényok:

B nem jeloljuk a biolégiai mintdt, egyszertibb a minta-el6készités,

B nagy az dtereszt6képessége, egy mintdban tobb ezer peptid vizsgdlata lehetséges,

B elég a megfelel6 peptidek ismerete, nem sziikséges megtervezni az egyes dtmeneteket,
ami jelent&sen gyorsitja a médszertervezést,

B minden fragmensrél van informdcionk, fgy pontosan azonosithatok a peptidek,

B az egyedi SIL peptideket egy peptidkeverékkel lehet helyettesiteni (pl. a kordbban emli-
tett iRT peptidek vagy specidlis, az adott vizsgdlathoz készitett keverékek), és ez hasz-
ndlhaté a kvantitdldshoz, ami jelent8s koltségesokkentéssel jdr,

B SIL peptidek alkalmazdsdval nagy biztonsdggal haszndlhaté kvantitdldsra,

B az adatok kiértékelése konnyen haszndlhato, un. platformfliggetlen szoftverrel (Skyline)
is torténhet,

B a linedris dinamikus tartomdny széles,

B relativ vagy abszoldt kvantitaldst tesz lehet6vé.

Hatranyok:
B csak nagy érzékenységl és gyors tomegspektrométerekkel érdemes haszndlni, pl.

Orbitrap,
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B csak a kivdlasztott peptidekrél kapunk informdcidt, a tobbi peptidrél nem,

B ha a mintdban kisebb mennyiségben van jelen a vizsgdlt peptid, el6fordulhat, hogy a
fragmensek alapjdn a kvantitdlds lehetséges lenne, de nem tudjuk biztonsagosan azo-
nositani a peptidet. Emiatt, ha a kisérlet anyagi keretei lehet6vé teszik, mindenképp ja-
vasolt a SIL peptidek haszndlata.

Kvantitalas adatfiiggetlen modszerek segitségével

Az adatfliggetlen analitikai médszerekkel (DIA, SWATH, ldsd 6. feiezet) begyijtott ada-
tok a fehérjék azonositdsa mellett alkalmasak a fehérjék mennyiségének meghatdrozasara
is.'") A 6, feiezetben ismertetett médon, az adatfiiggetlen adatgyiijtéssel nyert informaciok-
bol a célzott tomegspekrometrids analizishez hasonld, egyedi peptidekre jellemz6 adatokat
tudunk kinyerni. Ha ismerjik a vizsgalni kivant fehérjét, akkor a rd jellemz& peptidekrél, va-
lamint annak fragmenseirdl begyijtott informdcio kikereshetd az adathalmazbdl. lly médon
kvantitativ informdcio nyerhetd ki a kordbban rogzitett, tn. digitdlis proteomokbdl.

Elonyok:
B nem alkalmaz jel6l§ anyagot, egyszer(ibb a minta-el6készités,

az osszes lehetséges adat begydijtésre kertl,

nem sziikséges el6re ismerni a kvantitdlni kivant fehérjéket és megtervezni a médszere-

ket,

relativ kvantitdlast tesz lehetévé,

B az adatok kiértékelésére a célzott proteomikai elemzéseknél haszndlt szoftver is hasz-
nalhatd,

B késébb, akdr mds szempontokat figyelembe véve (mas fehérjékre fékuszdlva) djraele-

P

mezhet6k az eredmények.

Hatranyok:
B csak nagy érzékenységl és kellGen gyors tomegspektrométerekkel lehet ilyen jellegi
adatokat begydjteni,
B az egyes analizisek kozotti variancia (CV%) sokszor magas,
B ha nem haszndlunk referencia peptidkeveréket, az egyes analizisek eredményeinek
osszehasonlitdsa problémds lehet.

Modszertervezési szempontok

A megfelel6 mdédszer kivdlasztdsdhoz t6bb szempontot kell figyelembe venni. A méd-
szertervezés sordn a legkritikusabb faktor a mintaszam, valamint az analitikai rendszer val-
tozatlansdgdnak a biztositdsa. Ezeket a faktorokat azért kiemelten fontos kontrolldlni, mert
csak igy biztosithatd, hogy a megfigyelt valtozasok ténylegesen a mintdk kozotti kiilonbsége-
ket mutassak.

A megfelel6 mintaszam meghatdrozdsa statisztikai probdk segitségével torténik. Fon-
tos, hogy legyen elég minta, hogy a megfelel§ kovetkeztetéseket vonhassuk le, és ha biztosak
akarunk lenni az eredménytink megbizhatésagaban, akkor példaul human betegmintak vizs-
gdlata sordn javasolt a tobb ezres, de legaldbb t6bb szdzas mintaszam. Ugyanakkor, ha a
koltséghatékonysagot és a rendelkezésre allé6 mintdk szamat is figyelembe vesszik, az egy
vizsgdlatba ténylegesen bevonhaté mintak/betegek szama dltaldban messze alulmarad az
idedlishoz képest. Ilyen esetekben elengedhetetlen a statisztikai prébak elvégzése, hogy las-
suk, hogy a rendelkezésre dll6 mintaszdm ténylegesen haszndlhaté-e a megfelel§ kovetkez-
tetés levondsara.?!
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Mivel kisérleteink dont6 tobbségében relativ kvantitaldst végziink, ezért javasolt, hogy
az egy kisérlethez tartozo 6sszes mintat a lehet6 legrovidebb id6 alatt, idedlis esetben, egy-
szerre mérjik le. Fontos, hogy a kisérlet elsé és utolsé mintdja kozott lehet&ség szerint ne tel-
jen el sok id6, ne legyenek médositasok a rendszerben (analitikai oszlop cseréje, alkatrészek
cseréje sth.), hogy tobbé-kevésbé ugyanazokat a korilményeket tudjuk biztositani minden
egyes minta analizise sordn. Ez az dllapot nem mindig fenntarthato, f6leg akkor, ha nagyobb,
tobb hétig tart6 vizsgdlat zajlik. Ahhoz, hogy az egyes csoportok kézotti 6sszehasonlithaté-
sagot biztositani tudjuk, a randomizaldst és a csoportositast szoktuk alkalmazni."”" A cso-
portositds sordn mintacsoportokat képeztink, amelyeket azutdn a vizsgdlat teljes ideje alatt
egységként kezeltink. A mintacsoportot (blokk) tigy allitjuk 6ssze, hogy mindegyik vizsgélan-
dé csoportbdl tartalmazzon egy véletlenszerlen kivdlasztott mintat. Az igy képezett minta-
csoportba tartozé mintdk esetében egyszerre végezziik el a teljes minta-el6készitést és a
tomegspektrometrids analizist. Ha ismételni sziikséges a kisérletet pl. mérési hiba miatt, ak-
kor a teljes blokk analizisét megismételjik. Ezen kiviil, ha van rd lehetGségtink, mindenképp
érdemes adott mennyiség( peptidkeveréket (pl. iRT peptideket, vagy dltalunk 6sszedllitott
peptidkeveréket) hozzdadni minden analizis el6tt a mintdkhoz. Az azonos mennyiségben
hozzdadott ismert peptidkeverék vizsgdlatdval kapott jel felhaszndlhaté normalizaldsra.
Hosszabb ideig tartd, nagyobb mintasorozatok analizisei esetén minden mintacsoportba ér-
demes egy min&ségellendrzs keveréket (QC — quality control) beiktatni. A QC keveréket ide-
alis esetben az 6sszes minta egyenl§ ardnyu keverésével készitjiik el, porciézzuk és az egyes
csoportba tartozé mintdkkal egytitt dolgozzuk fel és vizsgaljuk.

A mddszertevezésbe az is beletartozik, hogy melyik kvantitaldsi médszert hasznéljuk a
kérdéstink megvdlaszoldsdra. Természetesen ez elsGsorban a kérdés jellegétsl és a rendelke-
zésre 4ll6 mintdk mennyiségétsl és szamatdl fiigg."® A megfelel6 médszer kivdlasztdsa a
megvdlaszolandé kérdés, valamint a kordbban részletezett médszerek elényeinek és hatra-
nyainak figyelembe vételével torténik. Ismeretlen 6sszetételi minta vizsgdlatandl elsGsorban
a shotgun modszereket alkalmazzuk, ha viszont pontosan tudjuk, mely fehérjékrél kivanunk
kvantitativ informdciét begy(jteni, akkor mindenképp a célzott médszerek hasznédlata java-
solt. A mddszervidlasztast befolydsolja a rendelkezésre all6 analitikai rendszer és a minta-
mennyiség. Kis mennyiségl ismeretlen mintakndl érdemes elgondolkodni a TMT haszndla-
tan, mert a kiilonb6z& csoportba tartozé és kiilonbozs TMT jelolSvel kezelt mintdk dsszeke-
verésével novelni tudjuk a vizsgdlandé fehérje mennyiségét.

Kritikus lépések
A relativ kvantitdlds sordn kifejezetten fontos annak biztositdsa, hogy minden minta
proteomjat ugyanazok a hatdsok érjék, ugyantgy legyenek kezelve a minta-el6készités sordn
(tovabbi részletek a 3. fejezetben kertiltek ismertetésre) és ugyanugy legyenek elemezve a
tomegspektrometrids analizis alatt. A kritikus [épések az aldbbiak:
B sejtek/szovetek lizise,
fehérjék kinyerése a mintabdl,
tisztitdsi [épések sordn a fehérjék visszaolddsa,
enzimes emésztés,
jelolést alkalmazé médszerek esetében a jelolés.

Ezen Iépések esetében mindig kiemelt figyelmet kell forditani arra, hogy az adott 1épé-
sek hatékonysdga azonos legyen minden minta esetében.

Ahhoz, hogy valés mennyiségi analizist tudjunk végezni, kiemelten fontos, hogy azo-
nos emésztett peptidmennyiséget juttassunk be a tomegspektrométerbe minden vizsgdlt
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minta esetében. Ehhez meghizhaté és reprodukdlhaté ¢sszfehérje/peptid kvantitdldsi méd-
szer, megfelel& mintafelvitel és kromatogrdfids dramlasi rendszer sziikséges.

Ugyanakkor az is nagyon fontos, hogy megfelel6 szamu bioldgiai és technikai ismétlést
végezzlink. A bioldgiai variabilitds még sejtkultirak esetében is jelentds, viszont dllat- vagy
human mintak esetében nagymértékd lehet. Tobbféle megkozelitést lehet alkalmazni a varia-
bilitds kezelésére: egyesek legaldbb 3 bioldgiai és legaldbb 2 technikai parhuzamos bevona-
saval, mdsok technikai parhuzamos bevondsa nélkul, de kellen nagy szamu donorbdl szar-
mazo6 minta (bioldgiai parhuzamosok) analizisével prébaljdk kezelni a problémat. Minden-
képp érdemes statisztikussal egyeztetni a kisérlettervezés soran, mert amig egy sejtkultirds
vizsgdlat esetén elegendd lehet a 3 biolégiai parhuzamos alkalmazdsa, addig a betegmintdk
esetében tobb tiz, de lehet&ség szerint minél tobb minta bevondsa célszer( (ldsd Mddszerter-
vezési szempontok).

Az adatfiiggetlen médszerek alkalmazdsatdl eltekintve, ahol az esetek nagy részében
nem alkalmaznak technikai parhuzamosokat, a minimum két technikai parhuzamos alkal-
mazdsa javasolt. Ha van rd anyagi lehetGség és elegendd minta, akkor érdemes 3 vagy akar 4
technikai parhuzamost is alkalmazni. Ez abban az esetben lehet kiemelkedd jelent&ség, ha
a biolégiai parhuzamosok (mintdk) szama alacsony.

Hibalehetdségek
A kvantitativ proteomika soran leggyakrabban el6fordulé hibdk a kisérlettervezéshez és

2. 2

tomegspektrométerbe bejuttatott eltérs fehérje/peptid mennyiséghez kothetsk.

Kisérlettervezés soran gyakran felmertl6 hibak:
B csoportositds és randomizdlds hidnya,
B tdl alacsony mintaszdm.

Eltéré fehérje/peptid mennyiség vizsgdlatahoz vezetd hibak:

B a fehérjekinyerés és/vagy -emésztés ismételhetGsége nem megfelels,

B nem azonos 6sszfehérje/peptid mennyiséget juttatunk be a tomegspektrométerbe az
egyes mintdk vizsgdlata sordn,

B az alkalmazott tomegspektrometrids mddszer reprodukdlhatésdga nem megfelel
(eredhet hibds késziilékbedllitasbdl, elkoszolédott, nem megfelelGen miikods analitikai
rendszer haszndlatabdl vagy nem megfelel6 médszervalasztasbdl).

Eredmények kiértékelése

A kvantitativ proteomikai eredmények kiértékelése és a megfelels kovetkeztetések le-
vondsa ugyanannyira fontos |épés, mint a minta el6készitése, a megfelel& modszerek kiva-
lasztdsa és az analizisek pontos kivitelezése.

Igen intenziv vitdk és véleménykiilonbségek ldttak napvildgot a helyes kvantitativ
proteomikai adatelemzést illetGen. Tekintve, hogy az analizisek viszonylag széles linedris di-
namikus tartomdnyban megbizhatéan mikodnek, és az eredmények széles értéktartomanyt
olelnek fel, érdemes a logaritmikus skdldk haszndlata az eredmények dbrdzoldsandl és
kiértékelésénél.

Ami a statisztikai elemzést illeti, mindenképpen a statisztikusok dltal javasolt munkafo-
lyamatot sztikséges alkalmazni: normalitds vizsgdlat, az adatok eloszldsanak megfeleld sta-
tisztikai préba kivalasztdsa (két csoport 6sszehasonlitdsakor normdl eloszldsndl t-teszt, nem
normdl eloszldsndl dltaldban Mann-Whitney U teszt, tobb csoport 6sszehasonlitdsakor
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ANOVA) és az eredmények korrigdldsa, dltaldban Benjamini-Hochberg FDR korrekcio al-
kalmazdsaval."” Csak az FDR korrekci6 utdn szignifikdns valtozast mutaté fehérjéket fogad-
hatjuk el, mint statisztikailag szignifikdns vdltozdst mutaté fehérjék az egyes csoportok ko-
z6tt, és ezekkel dolgozhatunk tovdbb, ezeket haszndlhatjuk fel az eredmények komplex ér-
telmezéséhez, és a bioldgiailag relevans kovetkeztetés levondsahoz.
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Bevezetés

A foszforildcié az egyik legdinamikusabb szabdlyozé szerepekkel rendelkezé reverzi-
bilis poszttranszldcics médosulds (PTM), hiszen szémos enzim és receptor aktivdldsaért/
inaktivdldsaért felels. Foszforildcié sordn foszfatcsoportok éptilnek be kittintetett aminosa-
vak oldalldncaira észterkotés vagy amidkotés kialakitdsa kozben.

Kanonikus foszforildcios helynek nevezzik azokat az aminosavakat, amelyek oldalldn-
can foszfatészter-kotéssel alakulhat ki a foszforildcié. Ezek a szerin, treonin és a tirozin ami-
nosavak. Nem-kanonikus foszforildcios hely pedig az ettél eltérg kotést kialakité aminosav,
pl. foszfoamiddt-kotéssel a hisztidin, a lizin és az arginin foszforildlédhat, foszfotiondt kotés-
sel a cisztein, mig foszfokarboxildt kotéssel az aszparaginsav és a glutaminsav. Az egyes ami-
nosavakon megjelend foszforildcié gyakorisdga széles tartomdnyok kozétt mozog, elsGsor-
ban a vizsgdlt minta tipusdtol és a fizioldégids dllapottdl fligg. Mig a foszfoszerinek dltaldban a
teljes populdcié kb. 90-95%-4dt, a treonin néhdny szdzalékdt, a tirozin- és hisztidin- foszfo-
rildcié csupdn néhdny tizedszazalékat teszik ki az 6sszes azonositott foszforilaciés helynek
(9.1. dbra)."!

Emogott tobb ok is hizédhat, példdul a tirozin foszforilaciéja nagyon dinamikus és ro-
vid élettartamu, mig a hisztidin foszforildcidja kifejezetten instabil, igy nehéz meg6rizni az
izoldcio sordn. Az aldbbi fejezet a hidroxi-aminosavak foszforildcidjdt taglalja.

] magas megbizhatosag
[] kozepes megbizhatosag
. alacsony megbizhatosag
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azonositott egyedi foszfopeptidek szama

9.1. abra. Kanonikus és nem-kanonikus foszforilacios helyek gyakorisaganak jellemzése HelLa sejtlizatumban
azonositott foszfopeptidek szama alapjan [Forras: The EMBO Journal (2019) 38: e100847)]"
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A foszforilacio és jelentdsége

A foszforildcios/defoszforildcios folyamatok széleskord bioldgiai szereppel rendelkez-
nek, példaul szerepet jatszanak a sejtek kozotti jeldtvitel és a fehérje-fehérje, fehérje-DNS,
fehérje-RNS interakciok kialakitdsdban és szabdlyozdsaban. Emellett jelent6s hatdsuk van a
fehérjék szerkezetének kialakitdsaban és enzimek katalitikus aktivitdsanak szabdlyozdsdban.
Ezdltal fontos szereppel rendelkeznek a sejtek differencidléddsa, proliferdcidja, a teljes sejt-
ciklus szabdlyozdsa terén, igy nem meglepd, hogy pl. autoimmun és tumoros megbetegedé-
sek esetén jelentds valtozds tapasztalhat6 a foszforildciéban.” Taldn a legszélesebb korben
ismert kapcsolat a foszforildcié és kiilonb6z6 megbetegedések kozott a neurodegenerativ be-
tegségek (pl. Alzheimer-kor) sordn megvaltozo foszforilacids folyamatok. Ezek koziil a legje-
lentGsebb a Tau fehérjék hiperfoszforilacisja.””!

A foszforildciés folyamatokat a kindz enzimek végzik. Aktivdlédasuk olyan folyamato-
katindit el, mely kiilonb6z6 aminosavak foszforilaciéjahoz vezet (9.2. dbra). A kindzok akti-
vdldsa és inaktivdldsa tobb médon torténhet, pl. autofoszforildcién keresztil, aktivdtor vagy
inhibitor fehérjével valé kot6dés révén. A kindzok révén az emberi fehérjék kb. 30%-a mé-
dosulhat, fgy aktivan szabdlyozzdk a legtobb intracelluldris jeldtviteli Gtvonalat. A kindzok
csoportositdsa az dltaluk foszforildlt aminosavak alapjan torténik, igy megkiilonboztetiink
szerin-treonin-kindzokat, tirozin-kindzokat, illetve a mindhdarom aminosav esetén foszfo-
rilalé, un. dudlspecificitdsd kindzokat.” Itt jegyeznénk meg, hogy kb. 15 esztendével ezelstt
azonositottdk az els6 ,Golgi-laké” kindzt, amely az extracelluldris térben el6fordulé foszfo-
rildcioért felels. Ezt a felfedezést tobb is kovette, pl. a kazein modositdsdért felelSs fehérjét
(FAM20C) 2012-ben azonositotta a Dixon-csoport.'®’ Ez azért is érdekes, mert a kazein volt a
legelsé fehérje, amin a foszforilaciét felfedezték.

A kindzokkal ellentétes funkciéval rendelkezé fehérjéket foszfatdizoknak nevezziik.
Feladatuk a foszfoproteinekrél a foszfdtcsoportok eltdvolitasa hidrolizissel, mely eredménye-
ként egy foszfdtcsoport és egy szabad hidroxilcsoport képzddik. A foszfatdzok a kindzoknal
gyorsabb kinetikdval rendelkeznek. A proteomikai minta-el6készités (lisd 3. feiezet) soran a

aktivalt
protein-
foszfataz

aktivalt
protein-
kinaz

defoszforilacid foszforilacié

9.2. abra. A foszforilacio/defoszforilacio folyamata
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denaturaldsi |épésben vagy enziminhibitorok hatdsara a foszfatazok aktivitdsa csokken (idea-
lis esetben inaktivalédnak), igy a minta foszforilaciéja minimdlis vdltozdsokkal (idedlis eset-
ben vdltozatlanul) vizsgdlhaté. Azonban foszfatdz inhibitorok jelenlétében is gyorsan kell
dolgozni, mert teljesen nem inaktivdljdk a foszfatdzokat. A foszfatdzokrdl fontos bioldgiai
szereplik ellenére sokkal kevesebbet tudunk, ennek egyik oka az lehet, hogy eltéré szerkeze-
tiik miatt nehezebben azonosithatéak.”

Vizsgalati modszerek, a dusitas és a frakcionalas

A foszforildcios helyek vizsgalatanak tradiciondlis médszerei kozé tartozik a kiilonb6z6
antitestek alkalmazdsa immunhisztokémiai médszerekkel. A modern, nagy ateresztSképes-
ségl vizsgdlatokhoz azonban elengedhetetlen a tomegspektrometrids médszerek alkalmaza-
sa. A foszforildlt fehérjék bottom up vizsgdlata sordn a bel6lik képz6ds foszfopeptidek
(PP-k), azaz a betoltott foszforildcids helyek relative kisebb mennyiségben vannak jelen a
nemfoszforilalt peptidekhez (NP-k) képest. Ez az ionizdcié sordn jelent8s ionelnyomdst
okozhat amellett, hogy a foszfdtcsoport pozitiv ionizdciés méd alkalmazdsa esetén egyéb-
ként is csokkenti a peptidek/fehérjék ionizdcids hatdsfokdt. Emellett a leggyakrabban alkal-
mazott adatfliiggs elemzési médszer (DDA) sordn is nagyobb valészintséggel kertilnek kiva-
lasztdsra a nagyobb mennyiségben jelen 1évs (nemfoszforildlt) peptidek. A fent emlitett okok
miatt a HPLC-MS mérések el6tt sziikséges a mintdk foszfopeptid-tartalmdnak ddsitdsa (9.3.
dbra).

A folyamat sordn a vizsgdlni kivant komponensek (foszfopeptidek vagy foszforildlt fe-
hérjék) részhdnyadat noveljik a mintdban, altalaban olyan médon, hogy eltavolitjuk a vizs-
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9.3. abra. Hela sejtlizatumbdl szarmazo triptikus peptidkeverékek mérése soran felvett kromatogramok.
A dasitas nélkiili mintaban jelentds a nemfoszforilalt peptidek (NP-k) darabszama és mennyisége is,
mig dusitassal ez az arany akar meg is fordithato



106 /9. FEJEZET - FOSZFORILACIO VIZSGALATA

galni nem kivant komponenseket (nemfoszforilalt peptidek vagy fehérjék). A dusitds a foszfo-
proteomikai munkafolyamatok hatékonysdgdt alapjaiban hatdrozza meg, igy a fejezet sordn
ezzel fogunk a legrészletesebben foglalkozni. A dusitds torténhet fehérje- vagy peptid-
szinten, az utébbi jéval elterjedtebb a szakirodalomban. A dusitast leggyakrabban ,offline”
modszerekkel végzik, azonban megfelel6 HPLC késziilékkel megvaldsithaté online médon
is. Dusitast végezhetlink fém-oxidokkal (metal oxide affinity chromatography, MOAC), gyan-
tdba immobilizdlt fémion (immobilized metal affinity chromatography, IMAC) all6fazisok al-
kalmazdsaval, HPLC elvdlasztds sordn a frakciok legydjtésével, valamint specifikus antitestek
segitségével.” Emellett tovabbi, ritkdbban alkalmazott médszerek a Ca**-ionokkal torténd
kicsapads, a foszfatcsoportok szarmazékképzése és egyéb folyamatosan fejlesztés alatt all6 af-
finitdsanyagok alkalmazdsa (9.4. dbra).

Altaldnos elv, hogy a specifikusabb kétédést biztosité anyagokat (antitestek, IMAC,
MOAC) ddsitasra, mig a kevésbé specifikus dlléfazisokat (ioncserélsk, HILIC dlléfazis) kro-
matografids elvdlasztassal megvalositott frakciondldsra alkalmazzuk. Az affinitds dusitdsok
és a frakciondldsi eljarasok alapvetd jellemz&inek 6sszehasonlitdsa az 9.1. tablazatban lat-
hatd.
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9.4. abra. Dusitasi megkozelitések csoportositasa, altalanos formaik
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9.1. tablazat. Disitasi és frakcionalasi médszerek altalanos tulajdonséagainak ésszehasonlitasa

Affinitas dusitasok Frakcionalas
All6fazis Multivalens fémek oxidjai Kation- és anioncserélék
Gyantédba dgyazott fémionok HILIC
Megvalésitds Szilard fazisu extrakcié (SPE) Online és offline kromatografids

altalanos médja | Offline gyakoribb, de online is lehet  |elvalasztds,
offline elektroforézis

Alkalmazott Lewis sav-bdzis kolcsonhatds Elektrosztatikus és hidrofil interakcis
kolcsonhatasok kolcsonhatdsok
Szelektivitas Nagy szelektivitds foszfopeptidekre, Mérsékelt szelektivitds
akdr foszforildciés helyre is
Duisitds szintje Peptid Peptid és fehérje
El6nyok Nagy dusitdsi hatékonysdg Robusztus
Automatizdlhaté Automatizdlhaté
Hatrdnyok Gyakran nem MS-kompatibilis Mérési id6 sokszorozéddsa
oldészerek Mérsékelt dusitdsi hatékonysdg

Jelentds érzékenység a minta eredetére
€s mennyiségére

Affinitas disitasok

Az affinitds dusitdsok a foszfdtcsoportok nemkots elektronpdrijai és multivalens fémio-
nok betoltetlen d-pdlydi kozott kialakuld kolcsonhatdsokon alapulnak. Az all6fazis mintafel-
vitel sordn Lewis-savként viselkedik, fgy a foszfdtcsoportok elektrontobbletét fogadni képes,
er6s mdsodrend( kolcsonhatdsokat eredményezve. A kolcsonhatdsok ergssége miatt elsGsor-
ban peptidszint( dusitdsra alkalmasak, a tdl sok foszfatcsoport ugyanis permanens kotGdést
idéz el6 az dll6fazison. A kialakulé mdsodrend( kolcsonhatdsok viszonylag specifikusnak te-
kinthetsk, elsgsorban a poldris oldalldncot tartalmazé és glikozildlt (f6leg szializalt) peptidek
jelenhetnek meg szennyezgként. Fontos azonban leszogezni, hogy még tokéletesen optima-
lizalt modszerekkel sem lehetséges teljes mértékben eltdvolitani a nemfoszforildlt peptide-
ket, azonban a foszfopeptidek részhdnyaddnak jelentSs (akdr néhdny szdzszoros) novelése
megvaldsithatd, igy novelve detektdlhatdsdgukat.

,Offline” és ,,online” alkalmazdsok sordn egyardnt a szildrd fazisu extrakcio (SPE) elve a
legelterjedtebb. Az SPE sordn a mintat egy megfelel§, gyenge eluenserdsségl oldatban (ldsd
kovetkezé két alfejezet) felvissziik az dll6fazisra. A vizsgdlni kivant komponensek megkotéd-
nek az dll6fdzison, mig az egyéb komponensek a felvitel és a mosdsi ciklusok sordn eltdvolit-
haték.® Ezutdn az eldciés lépésben a megkstsdatt komponensek leoldhaték az SPE oszlop-
rél (9.5. abra).

Hasonl6 elven alapul a mdgneses gyongyok alkalmazdsa. Ebben az esetben az 4ll6fa-
zisként alkalmazott részecskék magjdt egy mdgneses anyag, dltaldban vas-oxidok adjdk,
amit a ddsitdshoz alkalmazni kivdnt vegytletekkel vonnak be. A mintafelvitel sordn a mintdt
és a mdgneses gyongyoket egy eppendorf csébe helyezzik, és razatds mellett inkubdljuk. Ez-
utdn a gyongyoket egy mdgnes segitségével az eppendorf csé aljdra vagy faldra rogzitjuk, és a
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O szennyezd

"\ nemfoszforilalt peptid

/J foszfopeptid
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9.5. abra. Az affinitas ddsitasok munkafolyamata

sz 2oz

felviteli oldatot lepipettdzzuk. Ezt a mosdsi oldatokkal torténg inkubalds koveti, és az el6z6-
hoz hasonlé médon az oldatot lepipettdzzuk. Majd az eldcids oldattal torténd inkubdcié
utdn a dusitott mintdk kipipettdzhatok az eppendorf cssbél.”! A magneses gyongyoket alkal-

maz6 modszertan dltaldnos bemutatédsa a 9.6. dbran lathato.
Fém-oxid affinitas kromatografia (MOAC)

m Allofazisok

A fém-oxid kromatogréfidhoz leggyakrabban alkalmazott dll6fazis a titdn-dioxid (TiO,).
Olcso, konnyen hozzéférhetd, és széleskor alkalmazdsa miatt szamos irodalmi protokoll 4ll
rendelkezésre. A TiO, elGdllitdsa sordn az dll6fézis morfolégidjanak széleskord valtoztatdsd-
ra van lehetGség, amellyel a kapacitds, de akdr a szelektivitds is befolydsolhaté. Tovabbi els-
nye, hogy a foszfopeptidekkel kozepesen erds kotéseket alakit ki, igy akdr a tobbszorosen
foszforildlt komponensek eltcidja is megvaldsithatd. Kismértékd szelektivitdst mutat a
szerin-foszforildlt (pS) és egyszeresen foszforildlt peptidekre, azonban teljes specificitdsrol
nem beszélhettink.

Ezzel szemben, a mdsodik leggyakrabban alkalmazott cirkénium-dioxid (ZrO,) esetén
a kialakitott kolcsonhatdsok jéval ergsebbek a TiO,-hoz képest, igy ez jelentds szelektivitdst
mutat az egyszeresen foszforildlt peptidekre (ugyanis a tobbszorosen foszforildlt peptidek ne-
hezen eludlhatok az all6fazisrél). Tovabbi dll6fézisok is rendelkezésre dllnak mint példdul az
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9.6. abra. A magneses gydngyokkel végzett disitasi folyamat

aluminium-hidroxid vagy alumiium-oxid gyongyok alkalmazdsa, valamint a vas-oxid alapu
alléfazisok, amelyek a magneses gyongyok alkalmazdsa miatt lehetnek fontosak. Ezenkiviil
taldlhaté még irodalmi példa niébium-oxid, hafnium-oxid, valamint tallium-oxid alapu all6-
fazisok alkalmazdsara is.!"%"'?

m Felviteli és elacids pufferek

A fém-oxid alapu dlléfazisokkal megvaldsitott dusitdsok hatékonysdgdt alapveten be-
folydsolja a médszer sordn alkalmazott felviteli és elticids pufferek osszetétele. A felvitel so-
rdn elsGdlegesen két célt sziikséges szem elétt tartanunk. Az elsé cél, hogy a lehet6 legtobb
foszfopeptid kotédjon meg az dlléfazison, a mdsodik cél pedig, hogy a lehet6 legkevesebb
nemfoszforildlt peptid kot6djon meg. Ehhez az sziikséges, hogy a foszfopeptidek deprotondlt
formdban legyenek, mig a nemfoszforildlt peptidek lehet6 legnagyobb részhdnyada
protondlt formdban legyen. Ezt megfelel§ pH-ji savas kozeg biztositdsdval, dltaldban
0,1-5% koncentracidju trifluorecetsav (TFA) alkalmazdsaval célszerd megvaldsitani, azon-
ban hangyasav és ecetsav alkalmazdsa is lehetséges. A nemfoszforildlt peptidek kotGdését az
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Ugynevezett kiszorité dgensek haszndlatdval minimalizélhatjuk. A kiszorité dgensek felada-
ta, hogy a szabadon maradt kotShelyeket blokkoljak, ezdltal csokkentve a nem foszforildlt
peptidek kotGdésének valdszinlségét. Tehdt olyan molekuldk alkalmazdsdra van sziikség,
amelyeknek a savi disszocidcios dllanddja (pK,) a dusitani kivant foszfopeptidek és az eltdvo-
Iitani kivdnt nemfoszforildlt peptidek pK,-értéke kozé esik. A legaltalanosabban alkalmazott
kiszorité dgensek a hidroxisavak, mint példdul a 2,5-dihidroxibenzoesav, a tejsav, a citrom-
sav, a fahéjsav, de gyakran alkalmaznak példaul glicerint is. A savkoncentracié (pH) és a ki-
szorité dgens koncentrdciojanak bedllitdsa kiemelt fontossagi a modszer hatékonysdgdra és
szelektivitdsdra nézve. Az oszlop holttérfogatdban maradt peptidek és a nem specifikusan
kotsdott molekuldk eltavolitdsdra haszndlt mosé puffer dltaldban megegyezik a felviteli puf-
ferrel. Az elicié sordn célunk a kordbban kialakitott Lewis sav-bdzis kolcsonhatasok meg-
szlintetése, igy az eliciét bazikus kémhatdsu oldészerekkel valdsitjuk meg. Az eltciés oldé-
szer tartalmazhat szervetlen bazist (pl. 1-10% ammonia) és szerves bazist (pl. 0,1% pipe-
ridin) is, azonban figyelni kell az oldészerek, adalékanyagok MS-kompatibitdsara.

18004 TUL TUL | 100
KEVES SOK
16004 TOLTET TOLTET | 90
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is megvdltoztathatjdk a felvi- ~ mara, a dusitas hatasfokara (foszfopeptidek aranya a mintaban) és a sze-

teli puffer kémhatdsat és a Iek,li_vila'!_sra (fo_szforil:’!cié mérléké_pek megoszlésa). Lathato, hogy az opti-
nemspecifikus kotGdések tu- malis tpltet-mmtg arany fplett csokken az azonositott qu_z[opephdek sza-
ma, aranyuk a mintaban és emellett eltolodik a szelektivitas az egyszere-

lajdonsdgait is. Ezenkiviil ter-  sen foszforilalt peptidek (1P) iranyaba. =Forras: J. Proteome Res. 2009,
mészetesen a felviteli puffer- 8, 11, 5375-5381. Copyright 2009 American Chemical Society]"®!
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ben alkalmazott vegyiiletek és azok koncentrdcidja is jelentds hatdssal bir. A MOAC méd-
szerek elsGsorban egyszeresen és kétszeresen foszforilalt peptidek dusitdsdra alkalmasak.

Immobilizalt fém affinitas kromatografia (IMAC)
Az IMAC médszerek alapelve megegyezik a MOAC modszerekével.

= Allofazisok

A tradiciondlis IMAC mddszerek esetén a fémionok egy iminodiecetsav (IDA) vagy
nitrilodiecetsav (NTA) alapu gyantdba keldtként dgyazva helyezkednek el, azonban napja-
inkban egyre gyakoribb a kulonb6z6 foszfondtok alkalmazdsa, kilondsen szilikagél alapu
all6fazisok esetén. Az alkalmazott fémionok leggyakrabban Fe’*, Ga**, Zr**, Ti**, azonban
kiemelked§ vdltozatossdg tapasztalhaté a hordozék kialakitdsdban kereskedelmi forgalom-
ban kaphat6 és laborban készitett dll6fdzisok esetén egyardnt.

m Felviteli és eluciés pufferek

A mintdk felvitele savas kozegben torténik, legdltalanosabban TFA, sésav, hangyasav
vagy ecetsav alkalmazdsaval. IMAC mddszerek esetén nem alkalmazunk kiszorité dgense-
ket, azonban az ioner@sség bedllitasa (pl. NaCl segitségével) elengedhetetlen az &ll6fazis
megfelel§ dllapotban tartdsdhoz. A kot6édés a MOAC mddszerekhez hasonléan Lewis
sav-bdzis kolcsonhatdson alapul. A mosdsi 1€pés sordn a felviteli puffer tovdbbi adagoldséval
eltdvolitjuk a nemspecifikusan kot6dott peptideket. Az eldcids lehetGségek IMAC esetén na-
gyobb vdltozatossdgot mutatnak. A legegyszer(bb lehet6ség ebben az esetben is magas
pH-ju oldatok (dltaldban ammonia) segitségével megsziintetni az dlléfdzis Lewis-sav karakte-
rét, ezaltal csokkenteni a kdlcsonhatdsok ergsségét. Emellett gyakori a foszfopeptidek leszo-
ritdsa is az oszloprol, amelyet elsgsorban nagy koncentrdciéju TFA-val, foszforsavval vagy
foszfdtsokkal (pl. amménium-dihidrogénfoszfat) tehetiink meg. A gyakorlatban dltaldban a
fenti modszerek tobblépéses kombindcidjdt valdsitjdk meg a foszfopeptidek teljeskord
elticiéja érdekében.

m Hatékonysagot befolyasolo tényezdk

Az IMAC médszerek hatékonysdgdt és szelektivitdsat szintén szdmos paraméter befo-
lydsolja, igy ebben az esetben is gondos optimalizélast kell végezni rutinszerd alkalmazds
elétt. Alapvetd fontossdgui a megfelel fémion és a hordozo kivdlasztasa és a toltetmennyiség
is. Kiinduldsi alapnak érdemes a legelterjedtebb Fe’*-IMAC mdédszereket alkalmazni. Emel-
lett, a MOAC-hoz hasonléan, jelentGsen befolydsoljak a dusitds hatékonysdgat a mintdban
taldlhaté métrix komponensek, melyeknek hatdsat a felviteli pufferben alkalmazott vegyiile-
tek és azok koncentracidjdnak alapos optimalizdldsaval ellenstilyozni lehet. Az IMAC méd-
szerek dltaldnossdagban nagyobb kapacitdssal rendelkeznek a MOAC médszerekhez képest,
a dusitds mértéke és specifikussdga azonban jéval alacsonyabb. Emiatt az IMAC médszerek-
kel dusitott mintdk dltaldban jéval tobb savas karakteri nemfoszforildlt peptidet tartalmaz-
nak. Ez az alacsonyabb specificitds elsésorban a gyengébb kolcsonhatdsoknak koszonhets,
amely azonban lehetévé teszi a tobbszordsen foszforildlt komponensek elticidjat is az osz-
loprél. Ezért ha tobbszorosen foszforildlt peptidek dusitdsa a cél, egyértelmen az IMAC
modszerek alkalmazdsa javasolt.
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Frakcionalasi eljarasok

A frakciondlas elsédleges célja a minta komplexitdsanak csokkentése. A mintdkat adott
fizikai-kémiai tulajdonsdgaik alapjdn tobb részletre, un. frakciéra bontjuk. Ezutdn ezeket a
frakcidkat kilon-kilon mérjik le, ezaltal csokkentve a mérend6 minta komplexitasat. A mé-
rési adatokat utélag egyesitve jelentGsen novelhetjik a proteom lefedettségét, ahhoz képest,
mintha egy ,frakcioként” mértiik volna le a mintdt. A moédszer hdtranya természetesen a
tobbszorosére ndvekedett mérési id8, és hogy az affinitds dusitdsokhoz képest jéval kisebb
szelektivitdssal bir az egyes poszttranszlaciés médositdsok esetén. Altaldnossagban véve a
frakciondldst célszer(i a HPLC-MS mérésekre nézve minél ortogondlisabb médszerrel végez-
ni. Ezen témakor részletezésétsl ebben a fejezetben eltekintiink, az érdekl&dé olvaso figyel-
mébe ajdnljuk a vonatkozé szakirodalmat (példaul ') és a 4. fejezetet. A foszforilaciés mé-
rések elvégzése sordn a frakciondldssal a célunk foszforildlt fehérjékben vagy peptidekben
gazdag frakciok és nemfoszforildlt molekuldkban gazdag frakcidk létrehozasa és elkilonité-
se. Ezutdn célzottan azon frakcidk vizsgdlhaték a HPLC-MS analizisek sordn, amelyekben a
foszforildciét hordozé molekuldk felddsultak. A mintdkat fehérjeszinten frakciondlhatjuk
elektroforetikus technikdkkal (pl. SDS-PAGE, izoelektromos fékuszdlds), valamint ioncserés
(IEC) és méretkizdrasos (SEC) kromatografia alkalmazdsaval. Peptidszintti frakciondldsdra
szamos madszer all rendelkezésre, példaul az ioncserés kromatografia, a hidrofil interakcids
kromatogrdfia (HILIC) és az elektrosztatikus taszitdson alapuld hidrofil interakciés kromatog-
rafia (ERLIC). Foszfopeptidek dusitdsdra irdnyuld frakciondldsok esetén kevésbé elterjedt
modszerek még a magas pH-ju forditott fazisi kromatografia és a grafitalapu elvdlasztdsok.
Jelen fejezetben csak a leggyakrabban alkalmazott médszerek (peptidszint IEC, HILIC és
ERLIC kromatografia) részleteit targyaljuk. A médszerek részletesebb megismeréséhez ajanl-
juk a 4. fejezetre valé visszatekintést.

m Frakcionalas ioncserés kromatografiaval
loncserés médszerek targykorében megkiilonboztetiink gyenge és erds ioncseréld dllo-

fdzisokat. ErGs ioncserélSk esetén a retencids funkciot betolts csoportok erds savak/bézisok,
igy a toltetfelszin a teljes alkalmazhaté pH-tartomdnyban ionizélt. Gyenge ioncserél6k ese-
tén a retencids funkciét betoltd csoportok gyenge savak/bdzisok, igy a toltetfelszin egy szG-
kebb pH-tartomdnyban ionizdlt. Ez a pH-figgs ionizdltsdgi dllapot elsdre tisztdn hatrdnynak
tlinhet, azonban a valésagban az extraszelektivitds lehetGségét hordozza magdban. Ugyanis
az olddszer-osszetétel és a pH vdltozdsdval akdr az eredeti ioncserés kortilmények részleges
megsz(inését is elGidézhetjik a kromatografids futds kozben. Pozitiv toltésd toltetfelszin ese-
tén anioncserérsl (WAX és SAX), negativ toltést toltetfelszin esetén kationcserérsl (WCX és
SCX) beszélunk.

Anioncsere esetén a pozitiv toltés( dll6fazis és a peptidek negativ toltést funkcids cso-
portjai (foszfatcsoport, glikopeptidek szidlsav csoportja és C-termindlis) kozott vonzé kol-
csonhatds alakul ki. Ezzel szemben az dll6fézis taszitja az N-termindlist és a nettd pozitiv tol-
tés(i peptideket. Ezzel ellentétes a kationcsere mechanizmusa, ahol a foszfdtcsoporttal ren-
delkez6 peptideket taszitja az 4ll6fazis (9.8. dbra). igy anioncsere esetén a nagyobb retencié-
val rendelkezg frakcidkban ddsulhatnak a foszfopeptidek, mig kationcsere esetén a kordb-

ban eludlédé frakciokban fognak ddsulni."™

m Frakcionalas hidrofil interakciés kromatografiaval

A hidrofil interakciés kromatogrdfia (HILIC) sordn a toltet felszinén kialakulé vizben
gazdag hatdrréteg és a szerves olddszerben gazdag mozgdéfazis kozott alakul ki egy megosz-
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9.8. abra. Anioncseréld és kationcseréld tolteteken kialakuld kélcsdnhatasok. A nyilak szélességének valtoza-
sa utal a kolcsonhatas erdsségére [Forras: Anal Chem 2010 82 (12), 5253-5259. Copyright 2010 American
Chemical Society]"®
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9.9. abra. HILIC-alapu elvalasztasok soran létrejovd kdlcsonhatasok a (foszfo)peptidek és az alléfazis kozott.
Az allofazis toltésallapota jelentdsen modosithatja a vizes hatarrétegben kialakulé megoszlasi
tulajdonsagokat [Forras: Anal. Chem. 2008, 80, 1, 62—76. Copyright 2008 American Chemical Society]"®
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lasi egyensuly a molekuldk hidrofil jellege alapjan (részletesebben ldsd 4. feiezet). A médszer
alkalmazhatésagat foszfopeptidekben dus frakcidk létrehozdsara az teszi lehetévé, hogy a
foszfatcsoport(ok) jelenléte jelentGsen megndveli a peptidek hidrofil karakterét. Ezaltal egy
foszfopeptid retenciéja nagyobb, mint az azonos szekvencidjd nemfoszforildlt peptidé.

A HILIC kromatogrdfia egy specidlis fajtdja az ERLIC.I"® Ebben az esetben jelentds ion-
cserés karakterrel rendelkez6 HILIC fézist vagy HILIC oldészerrendszerrel tizemeltetett ion-
cserés kolonnat haszndlunk a frakciondldshoz. Ezdltal a normal HILIC elvdlasztdsokhoz ké-
pest extraszelektivitds nyerhet6 a HILIC és ioncserés kolcsonhatdsok kombindcidjaval.
Kationcserél§ tulajdonsaggal rendelkezé oszlop a bézikus szekvenciarészletekre vonzo kol-
csonhatdst, mig a foszforildlt szekvenciarészekre taszité kolcsonhatdst fejt ki. Anioncsere
esetén pedig ennek forditottja igaz, az dlléfazis taszitja a bdzikus csoportokat, mfg a foszfo-
rilalt peptidek esetén er6sebb vonzé kolcsonhatds tapasztalhaté (9.9. dbra). Igy kationcserés
ERLIC esetén a kordbban eludlédoé frakcidkban ddsulnak a foszfopeptidek, mig anioncserés
ERLIC esetén a retencids ablak végén taldlhatok a foszfopeptidekben dus frakcidk. A fejezet-
ben részletezett frakciondldsi médszerek koziil az ERLIC alkalmazdsdval érhet6 el a legna-
gyobb hatékonysagnovekedés foszfopeptidek vizsgdlata tekintetében.

Tomegspektrometrias vizsgalati lehet6ségek

A foszforildcié vizsgdlata méréstechnikai szempontbél hasonlit a tipikus proteomikai
eljarasokhoz. Megkozelités tekintetében a bottom up vizsgdlatok az elterjedtek, elsésorban a
,top down” technika vizsgélati és adatértékelési nehézségei miatt."”! A peptidek/fehérjék
azonositdsdrodl és kvantitativ vizsgdlatdnak lehet&ségeirdl 7. és 8. feiezetekben taldlhatok to-
vabbi részletek.

m lonizacio

Foszfopeptidek vizsgdlatdra a peptidekhez hasonléan a 14gy ionizdcids technikdk hasz-
ndlatosak. Nagy teljesit6képességébdl adédéan komplex biolégiai mintdk vizsgdlatdra a leg-
elterjedtebb a nanoUHPLC-MS/MS alkalmazdsa ESI ionizdciéval. A MALDI ioniz4cié alkal-
mazdsa egyszeriibb, néhdny foszforildlt fehérjét tartalmazé mintdk esetén elterjedt, pl. a tej-
ben taldlhaté kazeinek elemzése sordn alkalmazzdk gyakran. Mivel a foszfatcsoport kismére-
tl PTM, a pozitiv ionizdcié alkalmazdsa az elterjedt (a nemfoszforildlt peptidekhez hasonlé-
an). Azonban a foszfatcsoport jelenléte csokkenti az ionizdciés hatdsfokot, igy nehezitve a
foszfopeptidek analizisét.

m Fragmentacié

Az alkalmazott felvételi és fragmentdciés mdédok dltaldban a standard proteomikai
modszerekkel megegyeznek, magukban hordozva az el6nyoket és a hdtranyokat is. Kieme-
lendd a fragmentdcids technikdk (ldsd 7. feiezet) kozil az Gtkozésindukdlt disszocidcio (CID)
és az elektronbefogdsos technikdk (ETD/ECD), melyeket az aldbbiakban hasonlitunk ¢ssze a
foszfopeptidek vizsgdlata tekintetében.

A CID a legelterjedtebb fragmentdcids technika, viszonylag gyors fragmentdcids reakci-
6k sordn b és y tipusu ionok keletkeznek (ldsd 7. feiezet). Hatrdnya a médszernek, hogy a
foszfétészterkotések joval labilisabbak a peptidvaz amidkotéseinél, fgy igen gyakori a frag-
mentdcidval egyidej( foszfatvesztés, nehezitve ezzel a foszfopeptidek és foszforildcids he-
lyek azonositdsat. A foszfatvesztés tobb kilonb6z6é mechanizmus alapjdn is lejatszédhat.
Leggyakoribb S és T foszforildcids helyek esetén az ortofoszforsav semleges vesztése (98 m/z
eltolédds), mely Sn2 mechanizmus alapjén jatszédik le oxazolinképzéssel. S, T és'Y amino-
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savak esetén megjelenhet metafoszforsav semleges vesztés is, ami 80 m/z eltolédast eredmé-
nyez. A metafoszforsav vesztését gyakran koveti vizvesztés is, ami igy szintén 98 m/z eltolo-
dast eredményez. A foszfatvesztés mértékét elsGsorban a peptidszekvencia és a proton-
mobilitds befolydsolja. Részletesebb mechanisztikus értelmezést keresd olvasok figyelmébe
ajanljuk az aldbbi két publikacist."®!?

Elektronbefogdsos technikdk (lasd 7. feiezet) alkalmazdsa sordn ezzel szemben az
elektrontobblet a peptidvdzon lokalizadlédik, igy csokkentve annak stabilitdsét. Ezaltal c- és
Z-tipusu ionok keletkezése soran maximalizalhato a peptidldnc fragmentaciéja és minimali-
zélhaté a foszfdtvesztés. Hatranya ezen mddszereknek azonban, hogy joval lassabbak a
fragmentdcids reakciok, ezdltal csokken az MS/MS mérésekkel azonosithaté komponensek
szama. Ennek kikiiszobolésére Orbitrap tipust késziilékek esetén alkalmazhaté az elektron-
befogdsos és (itkozés aktivalt technikak kombindcidja, az EThcD. igy az azonositott kompo-
nensek szama jelent&sen novelhets az ETD-hez képest, de mégis elmarad a CID technikdval
azonosithaté komponensek szamatél, azonban a helymeghatarozas meghbizhatébb.®

Alkalmazott késziiléktipusok

Még a fent részletezett dusitasi médszerek alkalmazdsdval is szamos kis relativ mennyi-
ségl (intenzitdsd) foszfopeptid taldlhaté a vizsgdlni kivdant mintakban. Emiatt a szakiroda-
lomban az igen érzékeny Orbitrap késziilékek terjedtek el leginkdbb a HPLC-MS/MS méré-
sekhez. Az Orbitrap késziilékek tovabbi el6nye a nagy felbontds és a tobbféle fragmentacids
technika megbizhaté egyuttes alkalmazdasa, amely kompenzadlja az analizétor kis sebességét
mds analizdtorokhoz képest (lasd 5. feiezet). Nagyfelbontdsu készulékek tekintetében a md-
sik dltaldnosan alkalmazott késztléktipus a kvadrupdl és repulési id6 analizatorral szerelt
hibrid késztilékek (QTOF). Ezen tipus is szamos el6nyt hordoz magdban, dgymint a nagy se-
besség (rovid ciklusidék alkalmazhaték névelve az azonositds hatékonysdgdt), a szamos k-
l6nb6z6 ionmobilitds-celldval valé kapcsolhatésdg, valamint az Orbitrapnél jéval alacso-
nyabb beszerzési és fenntartdsi koltségek. A célzott foszfoproteomikai HPLC-MS vizsgdla-
tokhoz, a peptidekhez hasonléan, a hdrmas kvadrupdl késziilékek hatékonyan alkalmazha-
tok nagy sebességiik és kiemelked§ szelektivitasuk miatt. Ezen vizsgalatokndl igen gyakori a
foszforsavak semleges vesztését célzo foszfopeptid azonositdsok. A MALDI ionizdciés tech-
nika alkalmazdsa mellett szinte kizarélagosan QTOF késziilékek taldlhatdk, a kordbban fel-
sorolt el6nyok és a piacon elérhets késztilék osszedllitasok miatt.

Adatértékelés

A peptidek azonositdsa, mennyiségi meghatdrozdsa és a foszforildcios helyek lokaliza-
ldasa a nyers adatokbdl szamos kihivdst rejt, és az alkalmazott algoritmusokto! fliggen akar
igen eltéré eredményeket is kaphatunk. Ez noveli a kozzétett foszfoproteomikai adatkészle-
tek heterogenitdsdt, ezdltal a kiilonbodz6 publikdlt eredmények 6sszehasonlithatésdga igen
korldtozott. Az adatelemzéshez leggyakrabban a MaxQuant, a Proteome Discoverer, a
Byonic és a SkyLine programokat alkalmazzdk. A keres6motorok (pl. Andromeda, Comet,
Mascot, SequestHT, X!Tandem) és a foszforildciés hely lokalizdcids algoritmusok (pl.
D-score, PTM-score, phosphoRS) dltal alkalmazott taldlati josdgra vonatkozé pontozdsi
rendszerek alapvetSen hatdrozzdk meg az elfogadott taldlatok min&ségét. A valds és hamis
taldlatok szdrésére vonatkozé nehézségek hasonléak a glikomika tertiletén felvdzoltakkal
(lasd 10-12. feiezet). A kivdlasztandé adatelemzési médszer, munkafolyamat elsésorban a
megvdlaszolandé kérdéstsl és a mintdk tipusatdl figg, azonban befolydsoljdk az alkalmazott
késziilékek és fragmentdcios technikak is.”>*'" Mindebbé| az kovetkezik, hogy nem létezik
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dltaldnosan ajdnlott ,legjobb” adatelemzési munkafolyamat, azonban az adott projekthez
idedlis modszerek kivalasztdsdhoz ajanljuk az olvasé szives figyelmébe Lars Jensen és mun-
katarsai nemrégiben publikalt kozleményét, amelyben 22 foszfoproteomikai munkafolyamat

hatékonysdgat hasonlitottak Gssze.%?

Osszefoglald

A foszforildcié széleskord bioldgiai funkci-
okkal rendelkezik, ezért vizsgdlata kiemelt je-
lentGségi kiilonbozé jelatviteli folyamatok fel-
térképezésére és potencidlis terdpids célpontok
azonositdsdra. A tomegspektrometria alapu
vizsgdlata azonban tdvolrdl sem trividlis feladat.
Szdmos minta-elSkészitési [épés sziikséges (pl.
frakciondlds, dusitds, tisztitds) a megfelel§ vizs-
gdlhatosdg elérése érdekében. Ezen lépésekhez
szamos lehetGségiink van a laborban rendelke-
zésre all6 technikdktdl fiiggden (9.10. dbra).

Tovdbb neheziti a feladakort, hogy az opti-
madlis kortlmények mintatipusonként eltéréek
lehetnek, gy egy nagyobb sorozat megkezdése
el6tt mindenképp érdemes optimalizdlni a dusi-
tdsi és tisztitasi munkafolyamatokat.'*-%
A modszerfejlesztéshez segitséget nyujthat egy
nemrégiben megjelent tsszefoglalé/oktatd jelle-
gl kozlemény.**!

A tomegspektrometrids felvételi és adatér-
tékelési modszerek sordn a mintdk elkészitésé-
hez hasonléan nagy vdltozatossdg tapasztalha-
t6. Ebben az esetben azonban érdemes figyel-
met forditani ezen két 1épés Gsszehangoldsdra,
ugyanis a megfelel6 kombindcié megvalaszta-
saval jelentSs nyereség érhetd el az azonositds
és kvantitativ meghatdrozds hatékonysagdban
egyardnt.

H

dusitas
IMAC
MOAC
antitestek
méagneses gyongyodk
frakcionalas

kvantitativ
stratégia

iTRAQ
TMT
SILAC
jelélésmentes
célzott proteomika

kromatografia és
frakcionalas

forditott fazis
HILIC
ERLIC
ioncsere

tobbdimenzids

elvalasztasok

MS/MS technika

CID
ETD/ECD
HCD
ETheD
stb.

adatértékelés

MASCOT
Byonic
MaxQuant
Proteome Discoverer
SkylLine
stb.

9.10. abra. Altalanosan alkalmazhato
modszerek a foszfoproteomikai
munkafolyamat egyes Iépéseiben
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) 10 BEVEZE,TES Medzihradszky F. Katalin
A FEHERJEGLIKOZILACIO
SZOVEVENYES VILAGABA

A fehérjék taldn leggyakoribb poszttranszlaciés médositdsa (PTM) a glikozildcié. Ennek
egyik oka, hogy tobbféle, kilonb6z6 maédositdst kategorizadlunk igy, kozos vondsuk, hogy
egy cukormolekula kozvetlentl egy aminosav-oldalldncdhoz kétédik. Ez a direkt kapcsold-
dds torténhet C-, N-, O- vagy S-atomon keresztil, az érintett aminosavak pedig Trp (C-gli-
kozildcié az indolvdz C2-n), Asn (N-glikozildcié az amid N-en), Ser, Thr, Tyr, hidroxi-Lys,
hidroxi-Pro (glikozidos kotés alifds vagy aromds OH-n) és Cys (glikozidos kotés az -SH cso-
porton). A fehérjéket dekordlé glikdnok vdltozatos nagysdgiak és osszetételliek, rdaddsul
egyes cukoregységek lehetnek pl. foszfat-, szulfit- vagy acetilcsoportokkal médositva. A cu-
korszerkezetek kialakitdsdra nincs sablonunk, mint pl. a fehérjeszintézisre az mRNS. Leg-
gyakrabban hexézok vagy ezek szdrmazékai az épitGelemek. Az aldohexézok 4 aszimmet-
riacentrummal rendelkeznek, azaz 16 kilonboz6 izomer tartozik a csalddba, amelyeket az
5. szénatom relativ konfigurdcidja alapjan mindésitiink D vagy L vdltozatnak. A gerincesek
tobbnyire a D konfigurdciét preferdljdk.
A konyviinkben tdrgyalt szénhidrat-szer-
kezetekben egyedul a fukéz L konfigura-

p-teralias ciéji. A cukoregységek a glikdnokban
.~ OH tobbnyire gy(irds formdban vannak jelen.

A ciklizdlds sordn viszont létrejon egy Uj
kiralitdscentrum, az in. anomer centrum,

o-térallas amelyben a hidroxilcsoport két kiilonbo-
z6 térdlldsban (alfa, béta) lehet jelen
10.1. abra. A hexozok pirandzgyiiriijének szamozasa, (10.1. dbra). Az alfa/béta jelslés a gliko-

és az alfa és béta térallas hemutatasa D-gliikozon zidos hidroxilcsoportot hordozé szén-

atom, illetve a cukor nyiltldncd formdjé-

ban ett§l legtdvolabb es§ kiralitds-
centrum szubsztituenseinek egymdshoz viszonyitott helyzetére vonatkozik, pl. p-D-glikéz
esetén a C1 hidroxilcsoportja és a C5 hidroxi-metil-csoportja cisz, a-D-glikéz esetén pedig
transz helyzetGek.

Mindebbdl kovetkezik, hogy mdr két épitSelem is sokféle médon kotddhet egymdshoz
a glikozidos kotés gyrin belli pozicidjdt és térdllasat illetGen, poliszacharidok esetén a le-
hetséges szénhidrdt-szerkezetek szdma beldthatatlan. Szerencsére, dgy tinik, a természet
csak véges szdmu varidciét hasznosit. Az emberi szervezet pl. a kovetkez6 mono-
szacharidokat haszndlja: D-galakt6z (Gal), D-glukéz (Glc), D-mannéz (Man), D-xiléz (Xyl),
L-fukéz (Fuc), N-acetil-D-galaktézamin (GalNAc), N-acetil-D-glikézamin (GlcNAc),
D-glikuronsav (GlcA), N-acetil-neuraminsav (szidlsav, NeuAc) (10.2. abra).

A szerkezeti varidcidk tovdbbi korldtozdsét/szabdlyozdsat a glikoziltranszferazok vég-
zik, amelyeknek specificitdsa kiterjedhet a médosithato teljes glikdnra, vagy csak a termindlis
poziciéban levé monoszacharidra, a kialakithat6 kotés pozicidjdra és a glikozidos kotés tér-
dlldsdra. Hogy milyen szabdlyok szerint, arrél egyel6re kevés tudomdsunk van.
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HO
oH HO [l OH COOH
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OH Ho 0 OH
AcHN
HO HO oH
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L-fukéz,Fuc 4 | D-Xiléz, Xyl * | | N-acetil-neuraminsav, szialsav, NeuAc ’ ‘

10.2. abra. A gerincesekben altalanosan eldéfordulé monoszacharidok szerkezete, neve, elfogadott roviditése
és a Consortium of Functional Glycomics (CFG) altal javasolt jele.

(http://www.functionalglycomics.org/static/consortium/Nomenclature.shtml)

Azt viszont tudjuk, hogy a glikozildcio fajspecifikus, fajon belil is mds lehet a kiilonbo-
z§8 szervekben, szovetekben, st sejttipusokban is. A fehérjék glikozildciés mintdzata véltoz-
hat kornyezeti hatdsokra, fizioldgids véltozdsokra, betegségek kialakuldsa sordn is. A gerin-
cesek tobbnyire ugyanazokbdl a fentebb felsorolt monoszacharidokbdl épitkeznek, gliko-
zildciés folyamataik, alapszerkezeteik hasonléak. Ugyanakkor az emberre nézve veszélyes,
immunogén glikoformdkat is termelnek, pl. a szerkezetek lezarasara N-glikolil-neuramin-
savat (NeuGc) is haszndlnak. A hasonlésdgok és kiilonbségek részletesebb targyaldsa tdlmu-
tat ezen a fejezeten. Viszont a szénhidrdtok izgalmas vildgat bemutaté ,Essentials in
glycobiology”  legljabb ~ kiaddsa  minden  érdekl6d6  szamdra  elérhetd:
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/books/NBK579918/.

A glikdnok pontos szerkezetét a kovetkez§ szabdlyok szerint kell bemutatni. Balrdl, a
nemredukalé vég felsl kezdjik a ldncot, a cukoregységek kozott feltiintetjik a glikozidos ko-
tés térdllasdt és pozicidjat a nemredukdls vég felSl kezdve (10.3. dbra). Természetesen az
oligoszacharidok szerkezetét megjelenithetjiik az CFG dltal javasolt szimbdlumokkal is (lasd
10.2 dbra), ez a fajta rajzos megjelenités kilonosen alkalmas a tomegspektrumok annotdla-
sara. Elvileg a szimbdlumok kozotti kotésekre is beirhatndnk a pozicidra, és térdlldsra vonat-
kozé6 informdacidkat, de tomegspektrometrids adatokbol ez tobbnyire nem all rendelkezé-
stinkre (ldsd aldbb).
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NeuAca2-6GalB1-4GIcNAcB1-2Mana1 L

g Manp1-4GIcNAcB1-4GIcNAcB1-Asn

NeuAca2-6Galf1-4GIcNACB1-2Manat~”

N-glikan

Asn

mucin tipusu O-glikan

NeuAca2 ~
6
3

e

Ser/Thr GalNAca-Ser / Thr

NeuAca2-3Galf1

10.3. abra. Oligoszacharidok szerkezetének megjelenitése a glikozidos kotések preciz definialasaval, illetve
a CFG szimbolumok segitségével

A glikdnszerkezeteket ilyen mélységig tobbnyire csak dgy lehet kideriteni, hogy az
oligoszacharidokat ,megszabaditjuk” a fehérjéktdl, az igy kialakult keveréket frakciondljuk,
és az elvdlasztott komponenseket jellemezziik/azonositjuk. Ez torténhet bonyolult kémiai re-
akcidkkal (a h@si mult), NMR-rel, megbizhaté standard vegyuletekkel valé 6sszehasonlitds-
sal. A szénhidrdt-analizis kilon konyvet érdemel. Itt azt szogeznénk le, hogy bdr vannak rd
igéretes kisérletek, pillanatnyilag rutinszertien nem tudunk ilyen mélységbe hatolni a tomeg-
spektrometria segitségével, kulonosen akkor nem, ha glikopeptideket vagy pldne gliko-
proteineket vizsgdlunk. Arra van esélytink, hogy azonositsuk a médositott peptidet és meg-
hatdrozzuk a médosité szerkezet monoszacharid-Gsszetételét. A fragmentdciébdl kovetkez-
tethetiink a glikdnok szerkezetére is, bizonyos épitSegységek egymdshoz viszonyitott elhe-
lyezkedésére, bsszekapcsoléddsdra példdul. De nem tudjuk azonositani per se melyik hexéz
izomerrel van dolgunk, és az milyen konfigurdcidju glikozidos kotéssel kapcsolédik a szom-
szédos monoszacharidhoz. Tobbnyire az ismert glikdnszerkezetekre és bioszintetikus ttvo-
nalakra tdmaszkodva azzal a feltevéssel éltink, hogy egy az Gsszetételnek megfelels, a frag-
mentdciénak nem ellentmondd ismert oligoszacharidot azonositottunk egy adott peptiden.

A kovetkez6 fejezetek témdja az N-glikozildcié jellemzése és az O-glikozildcié legel-
terjedtebb alosztdlydnak, a mucin tipusi O-glikozildciénak az analizise lesz. Az analizis so-
rdn természetesen sziikség van MS/MS adatok gy(ijtésére. Glikopeptidek elemzésénél lénye-
ges kiemelni, hogy a glikozidos kotés gyengébb, mint a peptidkotés, igy az titkozéses aktiva-
lassal felvett spektrumokban intenziv glikdnfragmensek képz&dnek, s6t nemritkdn ez a
fragmentdcié vélik domindnssd. Tehdt célszerd, ha a peptidfragmensek nevezéktana mellé
(MS/MS fejezet) megismerjik a szénhidrdtok fragmentdciéjanak némenklatirdjét is (10.4.
abra).

A glikozidos kotés hasaddsdbdl szarmazd, a cukor nemredukdlé végét tartalmazé iono-
kat B-, illetve C-ionoknak nevezziik, és a nemredukdlé vég fel6l szamozzuk; a redukdlo vé-
get tartalmazo fragmenseket Y-, illetve Z-ionokként kategorizéljuk, ezeket is a megfelel ter-
minus fel8l szdmozzuk. A gy(rihasaddssal képz8da fragmensek (A- és X-ionok) két azonosi-
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1’5X1 poliszacharidban
1

nemredukalé vég Y, Y4
A A
CH,OH ? CH,,0H CH,OH

'5XO peptidben

journal 1988, 5, 397]. Azokat a fragmenseket, amelyek a redukald véget tartalmazzak, piros szinnel jeldltiik,
a nemredukalé vég fragmenseit pedig kékkel. A kotések szamozasat — zold szinnel— a két szélsé gyiiriin
mutatjuk be.

tét is kapnak: jobb alsé indexben azt jelezziik, hogy a megfelel§ végtsl szamitva hanyadik

gy(rd érintett (A fragmens), dm az X-ionokndl a mdsodik gytir( kapja az egyes szamot, mig

bal felsg indexben feltintetjik, hogy a gyGrin belil mely kotések hasadtak. Amennyiben el-

dgazé szerkezettel van dolgunk, a gorog abce betdit alkalmazzuk a ldncokra, a leghosszabbal

kezdve. A glikopeptidek CID/HCD spektrumdban leggyakrabban megjelend fragmensek a

glikozidos kotés hasaddsdval képzddé B oxdniumionok és a megfelel§ Y fragmensek. Az

utébbiak gyakran intenzivebbek, hisz a glikdn redukdlé vége a jobban protondlédé

peptidhez kapcsolddik. Itt emelném ki azt is, hogy

amennyiben  ketts  kotéshasaddsok  lehetségesek

CH,OH | (HCD/CID iitkozési celldban), a cukrokbdl is képzGdhet-

0 nek belss fragmensek, azaz néhdany monoszacharid egy-

\ ségbdl dll6, a szerkezet belsejébdl kiszakaddé darabok de-

tektdlhaték B-tipust, azaz oxéniumion formdjdban. Be-

mutatom a HexNAc oxénium szerkezetét (m/z 204.087),

OH NHAC amely N- és mucin tipust O-glikdnokbdl egyarant képzs-

dik, peptidionokkal 6ssze nem keverhetd, igy detektdldsa

10.5. abra. HexNAc oxéniumion egyértelmten GIcNAc vagy/és GalNAc jelenlétére utal
(10.5. dbra).

Amennyiben az MS/MS fragmentdcié elektronbefogds vagy -transzfer eredményeként
egy gyokionban megy végbe, az ltkozéses aktivdldsban torékeny glikdn tobbnyire épen
marad.

Az N- és O-glikozildciordl sz616 fejezetekben részletesen kifejtiink tobb pontot, amit
csupdn érint6legesen emlitettiink itt, mert a médszereket a vizsgalt mintdkhoz kell szabni, és
a titok a részletekben rejlik.

HO
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Szerkezet, osztalyozas

Az emlGsokben az N-glikdn ldncokat leggyakrabban az aldbbi monoszacharid-egy-
ségek épitik fel: Man, Gal, GlcNAc, Fuc, NeuAc és NeuGc (ldsd_10. feiezet). Az N-gliko-
zildcio olyan aszparagin (Asn) oldallancon kovetkezhet be, ahol az Asn-t kovet6 mdsodik
aminosav szerin vagy treonin (Asn-X-Ser/Thr, X = barmilyen aminosav, kivéve prolin), ez az
lgynevezett konszenzus szekvencia."" Nem minden konszenzus szekvenciaban taldlhaté
Asn amid csoportjdhoz kapcsolédnak azonban N-glikdn-ldncok, ezt befolydsolja a konszen-
zus szekvencia meglétén til tobbek kozott a C-terminustdl valé tavolsdga és a konszenzus
szekvencidt megel6z6 aminosav tipusa is.” Az N-glikdn bioszintézis a citoszolban egy
foszfolipid prekurzormolekuldn, a dolikol-foszfaton kezdédik, melynek oldalldnca 2
GlcNAc-ot, 9 Man-t és 3 glikozt tartalmaz. Az endoplazmatikus retikulum membrénjdban a
lipid dolikol-foszfét-molekula oldalldncdrdl kertl dt a 14 monoszacharidbdl dll6 oligo-
szacharid-egység a meghatdrozott konszenzus szekvencidban taldlhaté Asn oldalldncdn le-
v6 amid nitrogénre."" Ezt kovetGen glikoziddz enzimek bontjak és glikoziltranszferaz enzi-
mek médositjdk az oligoszacharid ldnc szerkezetét az endoplazmads retikulum lumenében és
a Golgi-appardtusban. A szintézis utolsé |épéseiben Fuc és szidlsav (NeuAc vagy NeuGc) ke-
rilhet a ldnc meghatdrozott részeire. A glikdnldnc végs6 szerkezetét az adott sejt fiziologids
dllapota hatdrozza meg.""

Az eukaridtdkban az N-glikdnoknak hdarom osztdlydt kialonboztetjik meg, melyek
mindegyikében megtaldlhaté egy kozos, pentaszacharidbdl allé magszerkezet (11.1. ab-

oligomannoéz komplex hibrid
antenna
fukozilacio

o © l

Q9

fukoéz

N-acetil-glik6zamin

mannéz
mag-

szerkezet galaktoz

N-acetil-neuraminsav (Neu5Ac)

OR JOX N N

N-glikolil-neuraminsav (Neu5Gc)

@ @ @

mag-
fukozilacioé

11.1. abra. Az N-glikanok harom f6 osztalya és a leggyakoribb monoszacharidok szimbolikus jeldlése
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ra).""! A magszerkezet felépitésében 2 db GIcNAc és 3 db Man vesz részt. A magszerkezeten
kivil csak Man-t tartalmazé N-glikanokat oligomanndz tipusnak nevezziik. Amennyiben a
magszerkezetben levé Man-okhoz ,antenna” kapcsolédik, komplex N-glikdnokrdl beszé-
link. Az N-glikdnok harmadik osztdlyat a hibridtipus alkotja, melyben az egyik Man-hoz an-
tenna, a mdsik Man-hoz pedig tovdbbi Man cukrok kapcsolédnak. Az oligoszacharid-
lanchoz Fuc is kapcsolédhat, a magon taldlhat6 legbels6 GlcNAc-hoz (mag-fukozildcid)
vagy az antenndban taldlhaté GlcNAc-hoz (antenna-fukozildcié). Az oligoszacharid-ldncot
a termindlis Gal-hoz csatlakoz6 szidlsav (NeuAc vagy NeuGc) zdrja le. Fontos megemliteni,
hogy a komplex és hibrid glikdnok szerkezete varidbilis, az ,antenndk” sok esetben csak
részben éplilnek fel, illetve tartalmazhatnak egy un. bisecting GIcNAc egységet is, mely a
magon taldlhaté k6zépsé Man-hoz csatlakozik. Ez a variabilitds irdnyitja a bioldgiai funkci-
okban bekovetkez§ valtozdsokat.

Biolagiai funkciok

Az N-glikozildcié biolégiai szerepe rendkiviil fontos és vdltozatos, a bioszintézis soran
bekovetkezd zavarok stlyos betegségekhez vezethetnek."”! Az N-glikozilalt fehérjék legfon-
tosabb szerepe a sejtek kozotti kommunikdciéban van. A sejtfelszini glikdnok szerkezete be-
folydsolja tobbek kozott a sejtek kozotti jeldtvitelt, molekuldris felismerést, pl. az antigén-
prezentdlo fehérf'ék is glikozilaltak. Virusok sejtekbe torténd bejutdsa is a sejtfelszini gliko-
zilaciotol fiigg." Kiilonbozs immunolégiai eredetii és daganatos betegségekben frtdk le bi-
zonyos glikoproteinek N-glikozildciés mintdzatanak megvdltozdsat, melyek diagnosztikus
jelentgséggel is birnak.”’ A daganatos és gyulladdsos kérképek kezelésére alkalmazott
monoklondlis antitestek is glikozikdltak. Példaképp érdemes megemliteni, hogy amennyiben
a monoklondlis antitesten taldlhato glikan fukozildlt, az H'elentc’isen megvdltoztatja a moleku-
la tulajdonsagait, csokkentve terdpids hatékonysagat.® A glikozildcié biolégiai és klinikai
fontossdganak megértésére célzott, nagy dteresztképességl vizsgdlatokat végeznek, me-
lyekhez nélkiilozhetetlen a vizsgdlati médszerek validdldsa és standardizdldsa. Ezen vizsgd-
latok kozéppontjdban dltalaban egyedi glikoproteinek dllnak, melyek megvaltozott glikozi-
lacios mintdzatdt detektdljak betegségekben vagy akdr az életkor el6rehaladasaval.

Tomegspektrometrias vizsgalati megkozelitések

Az N-glikozildlt fehérjék szerkezetének jellemzése harom megkozelitéssel lehetséges:
i) intakt glikoproteinek vizsgalata, ii) lehasitott glikanok vizsgdlata, iii) proteolitikus emésztés
sordn keletkezé glikopeptidek vizsgdlata (11.2. dbra). Az utébbi két technika esetén minden
esetben szlkséges hasitds (emésztés) a vizsgdlandé molekuldk méretének csokkentéséhez.
Glikopeptidek vizsgdlatandl a proteolitikus emésztést kovetSen keletkezd glikopeptideket
elemezziik. Az oligoszacharidok fiiggetlen tanulmdnyozdsdhoz kémiai reakciéval vagy
enzimatikusan lehasitjuk az N-glikdnokat a fehérjékrél, igy azok kulondlléan vizsgdlhatéva
valnak.

m Lehasitott glikanok vizsgalata

A legrégebbi me$kézell’tés az oligoszacharidlanc peptidvdzrél torténé kémiai vagy
enzimatikus hasitdsa.”’ Ez a legegyszer(ibb és gyakran alkalmazott médja az N-glikdnok
vizsgdlatanak. A kémiai hasitds hidrazinolizis segitségével végezhets, amely sordn a h6mér-
séklet vdltoztatdsaval szelektiven hasithatéak az O-, illetve N-glikanok. El6bbiek 60 °C ko-
ral, mig utébbiak 95 °C-on hasadnak. A reakcié sordn alkalmazott magas hémérséklet és
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INTAKT GLIKOPROTEIN VIZSGALAT

bonyolult spektrumok, draga készilékek

kémiai vagy hasitas

enzimatikus hasitas proteazzal

| |

LEHASITOTT GLIKAN VIZSGALAT GLIKOPEPTID VIZSGALAT

hely- és proteinspecifikus informaciok elvesznek hely- és proteinspecifikus mintazat

.

ers bdzis azonban hdtranyos, hiszen roncsolhatja a peptidek kozotti kotéseket, illetve a
glikdnstruktdrdkat is (monoszacharid-vesztések).

Kiméletesebb és elterjedtebb az enzimatikus hasitds peptid N-glikoziddz-F (PNGaz-F)
enzim haszndlatdval. A PNGdz-F az Asn és a hozzad kozvetlenul kapcsolédd legbelsd
GlcNAc kozott hasit, kivéve, ha a mag szerkezeten a1-3 tipusu kotésben Fuc taldlhaté vagy
ha egyetlen GIcNAc kapcsolédik az Asn-hoz. Az enzim legaldbb hdrom aminosav hosszisd-
gu glikopeptidek és glikoproteinek esetén is hatékonyan alkalmazhaté. Az enzimatikus hasi-
tast 37 °C-on végzik, dltaldban egy éjszakdn 4t tarté inkubdldssal. A reakcié eredményeként,
a glikdnldnc hasitdsat kovetden a peptidszekvencidban taldlhaté Asn aszparaginsavvd (Asp)
alakul, fgy egy proteomikai mérés sordn a tomegeltol6ddsbdl kovetkeztetni lehet, hogy egy
adott peptid glikozildlt volt-e. Rendelkezésre dllnak tovdbbi enzimek is, példaul a peptid
N-glikoziddz A enzim, mely mag-fukozildlt glikopeptidek esetén hatékonyabb, illetve az ala-
csony pH-optimummal rendelkez6 peptid N-glikoziddz H enzim, mely az esetleges szidlsav-
vesztések miatt nem kedvezd.

11.2. abra. Glikoproteinek vizsgalati lehetdségei
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A lehasitott oligoszacharidokat dltaldban szarmazékképzést kovetSen vizsgaljak.”
A szarmazékképzés egyik célja a glikdanok hidrofobicitdsdnak és a detektdlds érzékenységé-
nek (fluorofér vagy kromofér csoport) novelése, mely lehet6vé teszi forditott fazisd kroma-
tografids oszlopon torténd elvdlasztasukat. A kromofér csoport tovdbbd lehet6vé teheti fluo-
reszcens detektdlasukat is. Szdrmazékképzés sordn a glikdnokat permetilaljak, vagy reduktiv
amindldsi reakciéban fluorocsoportokat épitenek a glikdnldancba, javitva ionizdciés haté-
konysagukat.”! A permetildldssal egy tovabbi cél a ldncban elhelyezkeds labilis mono-
szacharidok, mint a szidlsav és Fuc stabilitdsdnak biztositdsa, hogy az ionforrasban ne kovet-
kezzen be nemkivdnatos fragmentdcio és dtrendez&dés, amely a szerkezetmeghatdrozast
hatréltatja.

Nativ és jelolt oligoszacharidok elvdlasztdsa folyadékkromatogrdfia vagy kapillaris
elektroforézis segitségével torténhet, utébbi esetben ritkdbb az on-line tdmegspektrométeres
detektdlas. Forditott fazisu folyadékkromatogrdfiat jelolt oligoszacharidok esetén alkalmaz-
nak, mig porézus grafit oszlop és hidrofil interakciés kromatogrdfia nativ és jelolt glikanok
esetén is haszndlhatd. Porézus grafit oszlopok esetén a retencids id6 novekszik a glikan mé-
retével és a savas csoportok szamanak novekedésével. Rendkivil hatékony technika izomer
szerkezetek elvdlasztdsdra. A médszer hdtrdnya, hogy a sok szidlsavat tartalmazé szerkeze-
tek nehezen eludlhatéak, igy visszanyerési problémak adédhatnak. Hidrofil interakcids kro-
matografidban vdltozatos all6fazisok (pl. amin, amid, ikerionos) dllnak rendelkezésre, ame-
lyek a glikdnok 6sszes osztdlydra jol mikodnek.

A lehasitott glikdnok elvdlasztds nélkil, kozvetlenil is vizsgalhatéak tomegspektro-
metridval. Az ionmobilitds-tomegspektrometria hatékonyan alkalmazhato a kiilonb6z6 izo-
mer szerkezetek elvdlasztdsdra (ldsd_15. feiezet). MALDI ionizdciot is sok esetben alkalmaz-
nak jeloletlen és jelolt oligoszacharidok vizsgalatdra. A MALDI képalkotds kilonbozé glikan
szerkezetek szoveten belili elhelyezkedésérél nydjthat informdciét (lasd_13. feiezet).

m Glikopeptidek vizsgalata

A glikoproteint vagy glikoproteineket is tartalmazé keveréket hasithatjuk protedz en-
zimmel, mely egy peptideket és glikopeptideket tartalmazé keveréket eredményez. Ebben az
esetben a vizsgdlat hatékonysdgdt nagymértékben noveli, ha a mintdban a glikopeptideket
ddsitjuk. Dusitdsra tobb médszer éll rendelkezésre,'® azonban 4ltaldnosan elmondhatd,
hogy mindegyik torzitja bizonyos mértékben a glikozildciés mintdzatot, hiszen az egyes
modszerek a kilonbozé oligoszacharid-szerkezetekre eltérg szelektivitdst mutatnak.

A glikopeptidek vizsgdlatdnak bonyolultsdga a kiinduldsi mintdtdl is nagymértékben
flgg. Izoldlt glikoproteinek esetén (pl. monoklondlis antitest) a minta-el6készités és az érté-
kelés is egyszertbb. Bonyolultabb keverékek esetén (pl. vér, szovetminta) a glikopeptidek
vizsgdlata nagyobb kihivdst jelentd feladat, a lehasitott glikdnokndl az izoldlt glikoproteinek
vizsgdlatdval ellentétben, szinte elengedhetetlen egy glikoproteinek/glikopeptidek részara-
nydt novel§ dusitdsi lépés beiktatdsa a munkafolyamatba. Dusitds alkalmazhaté az
enzimatikus hasitdst megel6z&en glikoprotein szinten, vagy azt kovetSen glikopeptidszinten
is. A dusitds célja az ionszuppresszié mértékének csokkentése, és az érzékenység novelése.
A kulonboz6 mddszereket sokszor kombindljdk. Ddsitdsra alkalmazhaté modszerek kozé
sorolhaté az affinitdskromatografia, a kovalens interakcion alapulé kolcsonhatdsok és kro-
matografidn, valamint szilardfdzisd extrakcién alapulé médszerek.

Affinitdskromatogrdfian beltl az immunaffinitds és lektinaffinitas kromatogrdfia alkal-
mazdsa terjedt el a glikoproteomikdban. Immunaffinitds kromatogrdfiat célzott glikopro-
teinek vizsgdlata esetén haszndlnak és jelentGs érzékenység novekedés érhet6 el a médszer-
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rel, pl. protein-G alkalmazasa immunoglobulinok dusitdsara. A természetben el&fordulé no-
vényi lektinek nagy affinitassal képesek bizonyos glikdnstruktirdk megkotésére. Lektin-
affinitds kromatografia soran nem ritka tobb névényi lektin egytttes alkalmazdsa az eltéré
glikdnszerkezetek egyidej( dusitasara. A lektineket dltaldban kilonb6z6 gyantdkhoz vagy
HPLC kompatibilis matrixokhoz kotik, és centrifuga vagy kromatografids oszlopokba toltik.
A lektinek irdnt affinitdst mutato glikdnszerkezeteket tartalmazé glikopeptidek megkotddnek
az oszlopon, mig a nem glikozildlt peptidek és a lektin irdnt affinitdst nem mutaté glikopep-
tidek dtesnek az oszlopon. Ezt kovetd |épésben a megkotddott glikopeptidek eludlhatok.

Kovalens interakcion alapuld ddsitds sordn kovalens kotés alakul ki a funkcionalizalt fa-
zis és a glikoprotein kozott. A médszernek két tipusa létezik: a hidrazid kémidn és a bérsav
kolcsonhatdson alapuld. A hidrazid kémian alapulé ddsitds f6 |épései az aldbbiak: 1. szén-
hidratok cisz-diol csoportjainak aldehiddé torténé oxidacidja perjoddttal, majd 2. az
aldehidcsoportok és a szilard fazis immobilizélt hidrazidcsoportjai kozétti hidrazonképzés,
mely |épés sordn kovalensen kétédnek a glikoproteinek, mig a nem glikozildlt fehérjék le-
moshatok. Kovetkezg 1épésben az immobilizalt glikoproteinek tripszines hasitdsa sordn a
nem glikozildlt peptidek eltdvolithaték, mig a glikopeptidek tovabbra is a szildrd fazison ma-
radnak. A glikopeptidek PNG&z-F enzim segitségével hasithatok le. A bérsav a cisz-diol cso-
portokat tartalmazé glikdnokkal képez kovalens kotéssel ciklikus észtereket, melyek magas
pH-n képz&dnek szelektiven és a reakcié savas kortilmények kozott reverzibilis. A lekti-
nekkel ellentétben, a szacharidok szélesebb tartomanya dusithato, hiszen nemcsak specifi-
kus glikdnokat kot a bérsav.

Kromatografian és szildrdfazisu extrakcion alapulo mddszerek kozul glikopeptidek du-
sitasdra gyakran alkalmazzdk a poldris vegytletek esetén hatékony hidrofil interakciés kro-
matografidt (ldsd 4. feiezet) és az elektrosztatikus taszitason alapulé hidrofil interakciés kro-
matografidt (ERLIC). Ez utébbi a hidrofil és elektrosztatikus kdlcsonhatdsok segitségével sem-
leges és NeuAc-tartalmu glikopeptidek egyidejd dusitasat teszi lehetévé. Egyéb modszerek
kozil az erds kationcsere sordn a termindlis szidlsavval rendelkezé glikopeptidek dusithatok,
mig titdn-dioxid dll6fdzis a magas szidlsavtartalmu glikanok szelektiv vizsgdlatdra haszndla-
tos.

m Oldészeres kicsapas

A hidrofil glikopeptidek és a nem glikozildlt peptidek eltérg oldékonysdggal rendelkez-
nek acetonban, igy a glikopeptidek a megfelel kisérleti paraméterek bedllitdsaval szelekti-
ven dusithatok.”" A glikopeptidek tobbsége a csapadékban ddsul, mig a nem glikozilalt
peptidek a feltiliszoba kertilnek. A két frakciot kilon vizsgdlva informdciét nyerhetiink a
mintdnkban taldlhaté glikopeptidekrdl és peptidekrél egyardnt.

m Glikopeptidek tomegspektrometrias mérése

A dusitdsi lépést kovetSen a glikopeptid-keverék tomegspektrometridas mérése MALDI
és ESI ionizdciéval is lehetséges. Bonyolultabb keverékek vizsgdlata sordn el6nyos egy
elvdlasztdstechnikai |épés alkalmazdsa. Folyadékkromatografia esetén a forditott fézis a leg-
gyakoribb, mely sordn a retenciét elsGsorban a peptidszekvencia befolydsolja, az oligo-
szacharid-ldnc hatdsa kisebb. Glikopeptidek elvdlasztdsa grafit és HILIC dll6fézison is lehet-
séges. Kapilldris-elektroforézis haszndlata ritkdbb, de felfutéban lévé technika. Egy j, felfuté
kutatdsi irdny a glikopeptidek ionmobilitds-tomegspektrometridval torténé analizise (ldsd 15.
fejezet).
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m Lehasitott glikanok és glikopeptidek vizsgalatanak dsszehasonlitasa

A lehasitott glikdnok vizsgdlatdval foglalkozé glikomika és glikopeptidek esetén alkal-
mazott glikoproteomikai médszerek 6sszehasonlitdsa a 11.1. tabldzatban taldlhaté minta-
el6készités, ionizdcié, elvdlasztastechnika és tandem tomegspektrometridn alapuld
szerkezetmeghatdrozds szempontjdbdl. A glikomika ugyan egyszer(bb technika, de f& hatra-
nya, hogy csak egy Osszesitett (atlag) glikozildcids profilt kapunk, azaz i) elvész az informa-
ci6, hogy egy adott oligoszacharid-struktdra, melyik fehérje melyik Asn-hoz kapcsolédott,
valamint ii) az egyedi vdltozdsok beleolvadhatnak az &tlagha. A helyspecifikus glikozildcié
ismerete viszont fontos lehet tobbek kozott kiilonboz6 betegségek vizsgdlata esetén, és szik-
ségessé teszi a nehezebben megvaldsithaté glikopeptid-analizist. Lehasitott glikdnok vizsga-
lata esetén tovdbbi problémat jelenthet, hogy a kiilonb6z6 fajokbdl és fehérjékbdl szarmazé
oligoszacharidok nem elkilonithetdk, pl. ha sejtvonalbdl izolalt glikoproteineket vizsgdlunk,
a tdpoldatbdl szarmazé marhaszérum glikoproteinek glikdnjai is jelen lesznek az Gsszesitett
glikozildcids profilban.

11.1. tablazat. Lehasitott glikanok és glikopeptidek vizsgalatanak dsszehasonlitasa

Glikomika Glikoproteomika
Vizsgdlt minta Lehasitott glikdnok Glikopeptidek
MintaelGkészités Derivatizdlds fontos az érzékenység  |Glikopeptidek dusitdsa altaldban
noveléséhez sziikséges
Elvdlasztastechnika, |Izomerszerkezetek meghatdrozdsa Fontos, f6ként ESI ionizdcié
ionizacié esetén fontos, MALDI és ESI ionizdcio
Szerkezet Féleg ioncsapda CID CID, HCD, elektronbefogdsos
meghatdrozas technikdk és ezek kombindcidja
Informacié Mintdra jellemzé &tlagolt mintdzat Részletes, fehérjére jellemzs
helyspecifikus glikozildciés mintdzat
Adatértékelés Egyszer(bb, amennyiben csak az Bonyolultabb, szoftveres tdmogatds
Osszetétel a fontos elengedhetetlen

m Intakt glikoproteinek vizsgalata

Vizsgdlhatjuk tomegspektrometria segitségével magdt az intakt glikoproteint, de keve-
rékek esetén ez jéval bonyolultabb feladat. A minta-el6készités viszonylag egyszerd, gyak-
ran alkalmaznak oldészercserét vagy affinitdson alapulé dusitdst a mérések elvégzése el6tt.
MALDI ionizdcié, direkt inflizié vagy elvdlasztastechnikai kapcsolds is megval6sithaté
ESl-vel. Vizsgdlatukhoz elengedhetetlenek a nagyfelbontdsd tomegspektrométerek (TOF,
Q-TOF, Orbitrap, FT-ICR), melyekkel meghatdrozhaté a glikoprotein fehérjeszekvencidja és
osszes glikozildcids helye. Nagy méretiiknek koszonhetSen a glikoproteinek kisebb érzé-
kenységgel vizsgdlhatok és a spektrumok értelmezését nehezitik a bonyolult, sok esetben &t-
lapolé spektrumok. Fragmentdcidjukhoz elektronbefogdson alapulé technikdk haszndlato-
sak (ldsd 7. feiezet). Tobb intakt glikoproteint tartalmazé keverékek csak elvdlasztdst kovets-
en vizsgdlhatéak, a kis mennyiségben jelen levs glikoformdk megbizhaté azonositdsa mi-
att."” Intakt glikoproteinek kromatografias elvalasztdsa nem trividlis, a médszerek nagy ré-
sze (pl. ioncserés és hidroféb interakcids kromatogrdfia) nem kompatibilis tomegspektro-
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metrids detektdldssal, vagy nem rendelkezik kell§ szelektivitdssal (pl. forditott fazis) a gliko-
formak elvdlasztasdahoz. Glikoproteinek elvdlasztdsara is alkalmazhaté a poldris vegyletek
esetén gyakran alkalmazott hidrofil interakciés kromatografia."” Sziikséges a mobilfazisban
ionpdrképzé alkalmazdsa, igy a retenciét a szénhidratrész befolydsolja. Bonyolultsdganak
koszonhetSen az intakt glikoproteinek vizsgalata terjedt el legkevésbé, és elsésorban mono-
klondlis antitestek szerkezetének jellemzésére hasznaljak.

m Tandem tomegspektrometrias technikak a glikomikaban, glikoproteomikaban

Az N-glikdnok tomegspektrometridn alapulé vizsgdlata sordn szémos nehézséggel kell
megbirkézni.""! A fehérje és oligoszacharid-lanc szerkezetének egyideji meghatarozasa bo-
nyolult feladat, dltaldban kulon [épésben torténik. A glikdnok a peptideknél konnyebben ha-
sadnak, vizsgdlatukra ldgy ionizdcids technikdk, leggyakrabban ESI és MALDI haszndlato-
sak. Nativ oligoszacharidok vizsgdlatakor pozitiv ionizdcié esetén a lancvégi szidlsav
konnyen lehasad, igy célszer( a negativ ionizdcioé alkalmazdsa.

m Oligoszacharidok szerkezetének meghatarozasara hasznalt tandem
tomegspektrometrias technikak

Hasitott oligoszacharidok részletes szerkezetérgl tandem tomegspektrometrids méré-
sek és exoglikoziddz enzimek alkalmazdsaval tdjékozédhatunk.” A glikanldnc mono-
szacharid 6sszetételére a molekulaion pontos tomegébdl kovetkeztethetiink. loncsapda, il-
letve kis energidjd beam-type CID esetén a glikozidos kotések hasaddsaibdl a lanceldgazas-
rél kaphatunk informdciét. Nagyobb energidji beam-type CID esetén a gydirik fragmenta-
ciéjabol a glikozidos kotés tipusardl kapunk felvildagositast. Mig a protondlt oligoszacharidok
esetén f6ként a glikozidos kotések hasadnak, addig fém adduktok esetén kisebb energidju
CID soran a gy(r( fragmentdciok is bekovetkeznek, mivel a gy(r{ oxigénjéhez kapcsolédé
fémion lokalizalja az elektronokat és gétolja a glikozidos kotések hasadasat."”

Az Ujabb, elektronbefogdson alapulé tandem tomegspektrometrids technikdk lehet6vé
teszik az oligoszacharidok még részletesebb szerkezetmeghatdrozasat, azonban a tomeg-
spektrometriai adatok értékelése meglehetGsen bonyolult és nagymértékben tdmaszkodik
adatbazisok és keres6motorok hasznalatdra.”’ Egy széles korben alkalmazott szoftver a
Glycomod," amely nativ és derivatizalt glikanok ésszes lehetséges szerkezeti Gsszetételét
josolja a kisérletileg meghatdrozott tomeg alapjan. Léteznek glikomikai adatbazisok, mint
példaul az UniCarbKB,"" melyben az egyes szerkezetekhez bioldgiai eredet, lehetséges
funkcio és kisérleti adatok vannak hozzarendelve.

Az oligoszacharid-lanc teljes szerkezete visszakovetkeztethet§ sorozatos exogliko-
ziddz emésztéssel, amikor is a lanc nem redukdlé végérdl tavolitjuk el egyenként vagy kis
csoportokban a szacharidegységeket.”! Az exoglikoziddz enzimek véltozatos specificitassal
rendelkeznek, vannak széles specificitasi (pl. Osszes termindlis galaktézra) és szik
specificitdsu (pl. meghatdrozott kotéstipussal kapcsolédé monoszacharidra) enzimek is. Az
enzimatikus hasitast kovetGen a képz6ds glikdnok UV, fluoreszcens vagy tomegspektro-
metrids detektdldssal azonosithaték.

m Glikopeptidek szerkezetének meghatarozasara hasznalt tandem tomegspektrometrias
technikak
Az N-glikopeptidek tomegspektrometrids karakterizdldsa és azonositdsa leggyakrabban
forditott fazisti kromatogrdfids elvdlasztdst kovetSen torténik. Kvalitativ analizisik magdban
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foglalja a peptidszekvencia, a hozzd kapcsolédé glikdanszerkezet és a kapcsolodasi hely
meghatdrozdsat. Ezeket a szerkezeti informdciokat az N-glikopeptidek fragmentdcids spekt-
rumdbdl nyerhetjiik, amelyet dltalaban adatfliggd adatgydjtési médban (ldsd 6. feiezet) ve-
sziink fel. A mar emlitett nehézségek mellett tovabbi kihivdst jelent, hogy az oligo-
szacharid-ldncok glikozidos kotései jéval gyengébbek, mint az aminosavldnc peptidkotései.
Ennek kovetkeztében vizsgdlatukhoz gyakran egymast kiegészit fragmentdcios technikak
egylttes alkalmazdsa vagy adott modszer esetén tobbféle kisérleti paraméter kombindldsa
sziikséges.!"

Az azonositdst kovetSen végezhetjiik el a kvantitativ vizsgdlatot, azaz a glikozildcids
mintdzat meghatdrozdsat. A kvantitativ analizis fontossagdt tobbek kozott az adja, hogy a
mintdzat vdltozdsai, pl. az eldgazdsi fok megnovekedése, az oligomanndz-szerkezetek meg-
jelenése vagy a termindlis szidlsavak szdmdnak vdltozdsa, szdmos betegséggel tsszefliggés-
be hozhatd, igy diagnosztikus szereppel bir. A mennyiségi meghatdrozds altalaban MS1 fel-
vétel alapjan torténik, ahol az N-glikopeptid relativ mennyiségét a molekuldra jellemzé m/z
értéknél mért intenzitds id6beli vdltozdsanak, azaz ionkromatogramjdnak (extracted ion
chromatogram, XIC) csuics alatti tertilete adja.

Tandem tomegspektrometridban szamos fragmentdcios technika dll rendelkezésre, me-
lyek eltérd, részben komplementer szerkezeti informdaciét szolgdltatnak az N-glikopepti-
dekr6l.""! Az ioncsapda tipust CID sordn a gerjesztést sok, kisenergidju titkozéssel érjk el,
és szelektiven a prekurzor gerjesztédik (rezonanciaaktivdlds), a fragmensek nem hasadnak
tovabb. Ennek kovetkeztében a legkisebb disszocidcids energidju kotések hasadnak fel, va-
gyis N-glikopeptidek esetén f6ként az oligoszacharid-lanc glikozidos kotései bomlanak.
A spektrumban a Domon—Costello-nevezéktan szerinti B és Y fragmensek (ldsd_10. feiezet)
domindlnak, fgy elsésorban a glikdnstrukttra szerkezetérsl kaphatunk informdciét. A peptid-
szekvencia meghatdrozdsahoz egyéb technikdkat is be kell vetni, példdul ETD (elektron-
transzfer disszocidcio, electron-transfer dissociation), ECD (elektronbefogdsos disszocidcio,
electron-capture dissociation) vagy QTofCID/HCD fragmentdcid.

A proteomikdban jéval gyakrabban alkalmazzuk az dn. beam-type CID fragmentdcios
maodszert. llyen tipusd fragmentdcio jdtszodik le QTof (kvadrupdl-repiilési idS, quadrupole
time-of-flight) és QQQ (hdrmas kvadrupdl, triple quadrupole, QQQ) készuilékek Uitkozési
celldjaban, valamint Orbitrap késziilékekben HCD (higher-energy collisional dissociation,
HCD) fragmentdciés médban. A {6 kiilonbségek az el6z6 mddszerhez képest, hogy a
fragmens ionok is gerjesztédnek, valamint kevesebb, de nagyobb energidju titkozés torténik.
igy az er6sebb kotések is bomlanak, és egymast kovets, tobbszoros kotéshasaddst kivalté
(konszekutiv) fragmentacios folyamatok is lejatszodhatnak.

Ezen technika esetén az MS/MS spektrumot nagymértékben befolydsolja az alkalma-
zott Utkozési energia nagysaga, amely egy viszonylag tdg tartomdnyban vdltoztathaté. Ki-
sebb (itkdzési energia esetén az N-glikopeptid glikdn része hasad, B- és Y-ionok keletkeznek,
és a peptidlanchoz kapcsolédé oligoszacharid szerkezetét hatdrozhatjuk meg (11.3. dbra,
A). Tipikusan a fukéz- és a szidlsavegységek szakadnak le legkonnyebben, annyira, hogy a
fukéz helyzetének (mag vagy antenna) és a glikanban taldlhaté szidlsavak szamdnak megha-
tdrozdsa még minimadlis Gtkozési energidval is kihivds lehet. Nagyobb (itkozési energidval
felvett MS/MS spektrumban megjelennek a gydriihasaddssal jaré folyamatok fragmens ionjai.
Az Utkozési energia tovdbbi novelésével az amidkotések bomlanak b- és y-tipusd fragmen-
seket eredményezve (ldsd 7. feiezet), amelyek lehet6vé teszik az aminosav-szekvencia azo-
nositdsat (11.3. dbra, B).
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Utkozési energia: 33 eV
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11.3. abra. Az SVQEIQATFFYFTPNKTEDTIFLR-HexNAc(4)Hex(5)NeuAc(2)** N-glikopeptid CID MS/MS spekt-
ruma kiilonbozd iitkdzési energia beallitasok mellett: A) 33 el/, B) 66 eV és C) kétlépcsds modszer 33 eV
és 66 eV kombinalasaval. A spektrumokat Bruker Maxis Il ETD QTof késziilékkel vettiik fel.
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A fentiekbdl kovetkezGen, beam-type CID fragmentdcios technikdval gy kaphatunk az
N-glikopeptidek glikdn és peptid részérdl is informdciot, ha az MS/MS spektrum felvételekor
tobb, kulonboz6 titkozési energiat haszndlunk, igy Un. kevert energids spektrumot vesziink
fel (11.3.dbra, C). Az igy kapott spektrumban egyszerre lesznek jelen az oligoszacharid szer-
kezetre jellemz& B- és Y-ionok, valamint a peptidszekvencia meghatdrozdsahoz sziikséges
b- és y-fragmensek. Ez megvaldsithaté néhany (tipikusan 2 vagy 3) Gitkozési energidval, ame-
lyek kozott az MS/MS felvételi id6 felosztdsra keril (stepped collision energy, sce médszer;
pl. Thermo Orbitrap és Bruker QTof késziilékek), vagy az titkozési energia két érték kozotti
folyamatos linedris vdltoztatdsaval (ramp technika; pl. Waters QTof készulék).

A kis m/z értékeknél megjelend oxéniumionok (B fragmensek) az N- és O-gliko-
peptidek MS/MS spektrumdra egyardnt jellemzé diagnosztikus fragmensek. llyenek példaul
az N-acetilhexézamin és annak egy, illetve két vizvesztett vdltozata (m/z = 204, 186, 168), a
hex6z-N-acetilhexézamin (m/z = 366), a szidlsav (m/z = 292) és a hexéz-N-acetilhexdz-
amin-szidlsav (m/z = 657). Ezeknek a markerionoknak a megjelenése az MS/MS spektrum-
ban egyértelmden utal arra, hogy glikopeptid prekurzorral van dolgunk (lasd még Fehérie
O-glikozilacio vizsgalata). Ezdltal egyardnt hozzdsegithetnek hatékonyabb mérési médszer
alkalmazasahoz (lasd ETD és EThcD) és az N-glikopeptidek megbizhatobb azonositdsahoz
(lasd 12. feiezet).

Az N-glikopeptidek aktivdldsa és fragmentaldsa elektrondtaddssal is torténhet (ldsd 5.
fejezet, ETD/ECD fragmentdcio). Az elektronbefogds kovetkeztében a glikopeptid toltése
eggyel csokken, gyokos elektronszerkezet alakul ki, amelynek hatdsara f6ként az amino-
savlanc N-C* kotései bomlanak. Az MS/MS spektrumban c- és Z-tipust fragmensek jelennek
meg (ldsd 7. feiezet), mikozben a labilis PTM-ek — igy a glikozilacié is — érintetlen marad. En-
nek megfelel6en az ECD/ETD kivaléan alkalmas a kapcsoléddsi hely meghatdrozdsara, és in-
formdciot ad az N-glikopeptid aminosav-szekvencidjardl is.

Az ETD és ECD technikdk gyenge pontja a kis fragmentdcios hatékonysdg, ugyanis a
nemkovalens kdlcsonhatdsoknak kdszonhetSen gyakran disszocidcio nélkili elektrondtadds
torténik (ETnoD). Ennek kikliszobolésére jottek létre az ETciD és ETheD hibrid moédszerek,
melyeket N-glikopeptidek analizisére is gyakran hasznalnak. Lényegtik, hogy az elektrondt-
addst kovetben titkozéses aktivaldssal (CID/HCD) segitik el6 a disszocidcidt. Ezdltal n6 a c-
és Z-tfpusu ionokat létrehozé fragmentdcié mértéke, valamint az ETD 1épés sordn nem rea-
galo prekurzorokbdl b- és y-ionok is keletkezhetnek. Az utobbi években, ahogy az
ETciD/EThcD széles korben elérhetévé valt, az N-glikopeptidek azonositdsdra és a kapcsolo-
ddsi hely meghatarozdsdra az egyik leggyakrabban haszndlt médszercsaldddd Iépett el6.

Az ETD és ETciD/EThcD fragmentdcios technikdk hatrdnya, hogy lassiak — lassabbak,
mint a CID/HCD mddszerek. Mivel az N-glikopeptideket tartalmazé mintakban taldlhatok
peptidek is, gyakran alkalmazunk olyan stratégidt, hogy igyeksziink csak a glikopeptid pre-
kurzorokrél felvenni ETD/ETciD/EThcD MS/MS spektrumot. Ennek érdekében egy el6zetes
CID/HCD MS/MS felvételt készitiink, és csak a glikopeptidekre jellemz& diagnosztikus
fragmensek (ldsd N-glikopeptidek MS/MS spektruma) megjelenése esetén torténik meg az
idsigényesebb ETD/ETciD/EThcD MS/MS felvétel (product-dependent triggering médsze-
rek).

Az N-glikopeptidek azonositdsa és szerkezetének pontos meghatdrozdsa meglehets
kihivast jelentd feladat, tébbnyire kombindlt tdmegspektrometrids megkozelitést igényel.
A mintatdl és céltol figgben tobbféle hatékony megoldds létezik. A két leggyakrabban alkal-
mazott médszer az sceHCD és az EThcD, melyek kozil egy nemrég késziilt 6sszehasonlité
tanulmany N-glikopeptidek vizsgdlatdra a sceHCD-t taldlta hatékonyabbnak."®’
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m Glikopeptidek modern szerkezetazonositasanak szoftveres lehetdségei

2z P

Az N-glikopeptidek MS/MS spektrumokbdl torténé azonositdsa tobbnyire bioinfor-
matikai eszkozokkel torténik."”! Az elmdlt években — részben az egyre jobb témeg-
spektrométereknek és mérési stratégidknak koszonhetSen — ugrdsszerd fejl6dés kovetkezett
be ezen a terlleten. Az (j szoftverek fejlesztése virdgkordt éli, és folyamatosan jelennek meg
a kilonbozE programok hatékonysdgdt teszteld, illetve 6sszehasonlité tanulmanyok.

Az azonositdst leggyakrabban adatbdzis-kereséssel valésitjuk meg a peptidek azonosi-
tdsdval analég médon (ldsd 7. feiezet). Ennek sordn a keresés szempontjdbél a peptidldnchoz
kapcsolédé glikdn egy nagyméret, varidbilis médositdsnak tekinthets. A kereséshez a fehér-
je-adatbdzis definidldsa mellett egy — a lehetséges oligoszacharid-struktidrdkat tartalmazé —
glikdn-adatbdzis megaddsa is szlikséges. Az N-glikopeptidek vizsgdlata megkoveteli tobbfé-
le fragmentdcids technika vagy paraméterkészlet haszndlatdt, ami szlikségessé tette a kombi-
ndlt mérések feldolgozdsara is alkalmas szoftverek fejlesztését. Tovdbbi kihivdst jelent a
glikdnldncok nagyfoku heterogenitdsa: a véltozatos monoszacharid-6sszetétel és tobbféle le-
hetséges kapcsoléddsi sorrend a keresési tér nagymértékld novekedésével jarhat, amelyet a
rutin proteomikai fehérjeazonositdsra fejlesztett szoftverek nem képesek kezelni. Emellett
nehézséget okozhatnak az azonos tomegl Gsszetételek, amilyen pl. a hexéz-NeuAc és
fukéz-NeuGce, mig a NeuAc és 2 fukézegység kozotti tomegkiilonbség egy peptidldncon be-
kovetkezd deamiddldsnak feleltethetd meg.

A nehézségek ellenére szamos, nagy hatékonysdgi megoldds létezik, amelyek egyszer-
re célozzak a mintdban 1évég glikoformak minél nagyobb hanyadanak (high coverage) minél
nagyobb megbizhatdsdgu (high accuracy) azonositdsat. Mkodésik alapelve megegyezik a
peptidazonositdsndl bemutatottakkal: a mért spektrum osszevetésre keriil az adatbdzis alap-
jan lehetséges N-glikopeptidek elméleti spektrumdval. Az adatbdzis-keres6k kozotti kilonb-
séget elsGsorban az egyezés josdgdt jellemz§ pontozds médja, vagyis a kilonbozé tipusd
fragmensek (pl. glikdn- és peptidfragmensek) figyelembevételének stlyozdsa, illetve a taldla-
tok elfogaddsi kritériuma jelenti. Ez utébbi hatdrozza meg, hogy mely taldlatokat fogadjuk el,
és tobb lehetséges N-glikopeptid szerkezet esetén melyik mellett tesszik le a voksunkat.
A pontozdsi séma megvdlasztdsa, kilonosen sokféle fehérjét tartalmazd, komplex mintdk
esetén, szamottevs befolydssal lehet a végeredményre. '

Az adatbdzis-keresést felgyorsithatjuk és megbizhatébbd tehetjik a karakterisztikus
fragmensek segitségével (Iasd N-glikopeptidek MS/MS spektruma). igy példdul a mért MS/MS
spektrumokat szdrhetjik oly médon, hogy csak a glikopeptidekre jellemzé diagnosztikus
oxdéniumionok jelenléte esetén vessziik figyelembe ket és keresstik le glikopeptidként. Ezt a
megkozelitést vagy eleve beépitik a szoftverekbe (pl. pGlyco, MAGIC), vagy opciondlis funk-
cioként teszik elérhetévé (pl. Byonic).

A glikoproteomikai adatbdzis-keresés kritikus pontja a hibds taldlati ardny (false
discovery rate, FDR) meghatdrozdsa. A peptidazonositdsban bevett megkozelités az un.
target-decoy mddszer (ldsd 7. feiezet), melynek sordn randomizalt vagy forditott amino-
sav-szekvencidkon torténd keresésbdl becstilhetjuk az FDR értékét. Proteomikai vizsgdlatok-
ban tipikusan dgy hizzdk meg a taldlatok elfogaddsdnak hatdrdt, hogy 1%-os FDR-t kapja-
nak. Mivel ennek a stratégianak glikopeptidekre valé adaptdciéja nem trividlis, a gliko-
proteomikdban haszndlatos programok jelentds része csak peptidszintd FDR szdmoldst vé-
gez, és nem ad becslést a glikdnstruktirdra vonatkozéan, igy annak megbizhatésdga kérdé-
ses marad.

Az alkalmazott mérési technikdtdl, a mintatdl és a megvdlaszolandé tudomdnyos kér-
déstdl is fugghet, hogy melyik adatbdzis-keres6t érdemes haszndlni. Rdaddsul folyamatosan
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jelennek meg Uj szoftverek, és a mar meglévék is folyamatos fejlesztés alatt vannak. Az egyes
programok eltérg erésségekkel és gyengeségekkel rendelkeznek. Jelenleg a legelterjedtebb
kereséprogram a Byonic.'"” Egy nemrég késziilt 6sszehasonlité tanulmany N-glikopeptidek
azonositdsdra ezt és a Protein Prospectort?”’ taldlta a legjobbnak egy kombinalt (lefedettséget
és specificitdst is tartalmazo) kritériumrendszer alapjdn. Mig az el6bbi egy kereskedelmi
szoftver, utébbinak ingyenes volta elényos lehet.!"® Mindkét programra jellemzs, hogy bar
annotdlja a glikdnfragmenseket is, az FDR becslést peptidszekvencia szinten végzi. Ezaltal
foként a glikopeptid lefedettség teriletén mutattak kiemelked§ hatékonysdgot. Az
IQ-GPA™", GlycoPat'?? és glyXTool™ 12 keressk bizonyultak még kiemelkedének, mind-
harom programot az elmdlt néhdny évben fejlesztették ki. Glikan FDR-t is meghatdroznak,
ennek megfelelGen a specificitasra vonatkozé paraméterekben voltak erGsebbek az 6sszeha-
sonlitds soran. Szémos keress pedig annyira Uj (pl. MSFragger-Glyco, pGlyco®”,
StrucGP®) vagy nem vizsgaltak részletesebben (pl. a hazai fejlesztést GlycoMiner®”)), hogy
pontos teljesit6képességiiknek feltérképezéséhez tovabbi tanulmanyok sziikségesek. Emel-
lett Gj megkozelitések térnyerésének is tandi lehetlink. Kilonodsen az oligoszacharid strukttra
de novo szekvendldsa és a gépi tanuldsos modszerek alkalmazdsa tiinik fgéretesnek. El6bbire
példa a StrucGP program, mely azdltal, hogy nem haszndl glikdn adatbdzist, dj oligo-
szacharid szerkezetek feltérképezésére is lehetEséget ad.

m Mennyiségi meghatarozas

Ahhoz, hogy az N-glikozildcié biolégiai szerepét megértsiik és hasznositsuk betegsé-
gek diagnosztikdjdban, kvantitativ informdcidra is szlikségtink van. Ezt tobbféleképpen hata-
rozhatjuk meg: megvaldsithatjuk a lehasitott glikdnok szintjén, ekkor a mintdban 1évé 6sszes
glikoprotein, illetve glikozildcids hely &dtlagos mintdzatdt kapjuk. Vizsgdlhatjuk egy adott
glikozildcids hely glikozildltsdgdnak mértékét, ekkor viszont a kapcsolédé oligoszacharid
struktdrdk szerkezete nem hatdrozhaté meg. A legrészletesebb informdciét a protein- és
helyspecifikus glikozildciés mintdzat adja, amelyet tipikusan N-glikopeptidek kvantitativ
analizisével kapunk.®

A mennyiségi meghatdrozds alapjai megegyeznek a peptidek és fehérjék kvantitativ
vizsgdlatdndl alkalmazottakkal (ldsd 8. feiezet); a meghatdrozds torténhet abszoldt vagy rela-
tiv skdldn. Elébbihez izotépjelzett standardok haszndlata sziikséges, emiatt koltségesebb, és
foként klinikai alkalmazdsokban taldlkozhatunk vele (pl. mAb-ok). A relativ mennyiségi
meghatdrozds egyszer(ibb, felfedezd kutatdsokban ez terjedt el. Ekkor a glikozildcié mérté-
kének megvdltozdsat nem tudjuk meghatdrozni, a kapott informdcié az adott helyhez tartozé
glikoformok egymdshoz viszonyitott ardnya. A peptidekhez hasonléan az N-glikopeptidek
mennyiségi analizise is torténhet kilonféle jeloléses technikdkkal vagy jelolésmentesen, il-
letve adatfiiggetlen vagy célzott (MRM/SRM vagy PRM; ldsd 6. feiezet) médszerekkel.

Kémiai jelolés esetén a proteomikdhoz képest médositott minta-elSkészités javasolt, és
még igy is probléma lehet, hogy a kapcsolédé glikdn miatt a jelolés eltérd hatékonysdgu a k-
|6nb06z6 glikoformokra. Az izobadr jelélés elénye (pl. TMT, iTRAQ) az 6sszehasonlithaté min-
tdk nagyobb szdma, mig az izotép jelolés (pl. dimetil) olcsébb és hatékonyabb. A meta-
bolikus jel6lés kevésbé elterjedt, mert szémos esetben (pl. szovetmetszetek) nem alkalmaz-
hatd, és csak néhany kondicié 6sszehasonlitdsdra alkalmas. A jelolésmentes analizis olcsé,
és tetszGleges szamu minta Gsszevetésére alkalmas. Ugyanakkor nagy a mérési idé igénye,
kevésbé reprodukdlhaté és a kis mennyiségben lévs speciesek nem kertilnek meghatdrozds-
ra. Utébbi az N-glikopeptidek kis koncentrdcidjaval egylitt nagyszdmu hidnyzé adatot ered-
ményez. Emiatt a kiértékelés nehézkesebb és az adatok posztprocesszaldst igényelnek.
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Az N-glikopeptidek célzott médszerrel torténd kvantitativ analizise j6 szelektivitdst és
reprodukalhatésdgot szolgdltat, ami kiilonosen a kis koncentraciéju glikoformok szempont-
jabdl elényos. Fragmensként felhaszndlhaték a B oxéniumionok, valamint Y- és Yj-ionok is.
Hétrdnya, hogy mivel egy adott peptidhez tartozo glikoformok kevéssé vdlnak el kromatog-
rafidsan, limitdlt az egyszerre vizsgdlhato glikoformok szama.

A mérésekbdl a kvantitativ informaciét tobbféle szoftverrel kinyerhetjik; a kutatécso-
portok jelent8s része sajat scripteken alapulé egyedi munkafolyamatot alkalmaz. A kisérlet
tipusa is befolydsolja, hogy mely programok hasznalhatok. Kilonféle jelolést alkalmazé mé-
rések kiértékelését elvégezhetjik pl. a Byonic/Proteome Discoverer, GPQuest, pGlyco/
pQuant, GPSeeker/GPSeekerQuant és SugarQB/Proteome Discoverer szoftverkombindciok-
kal. Szamos program alkalmas N-glikopeptidek jel6lésmentes méréseinek elemzésére is, a
teljesség igénye nélkil pl. LFQuant, iBAQ), Byologic, Proteome Discoverer, Xtractor, Mascot
Distiller, GlycoPattern, Skyline és I-GPA. A fentiek tiikrében az elkovetkez& években tovdbbi
jelent6s fejlesztések varhatok e téren.
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A fehérjék O-glikozildciéja mind extra-, mind intracelluldrisan el&fordulhat. Az
intracelluldris térben el6fordulé O-glikozildcié sordn csupdn egyetlen GIcNAc-ot kapcsol az
O-GlcNAc-transzferdz (OGT) béta-térdllasban a fehérjék Ser/Thr oldalldncdra. Ez a médosi-
tds dinamikus és reverzibilis, a foszforildciohoz hasonlé szabdlyozé szerepet tolt be a sejten
belil. Feladatdt betoltve az O-GlcNAc lehasité enzim (OGA) el is tdvolitja a médositdst. Az
extracelluldris térben el6fordulé O-glikozildcié a Golgi-rendszerben torténik. A fehérjéhez
kozvetlentl kapcsolédd kilonbozé cukrok felkotésében (inicidcid) szdmos glikozil-
transzferdz vesz rész, mint ahogy a teljes glikdnszerkezet kiépitésében is (elongdcio). A fehér-
je adott Ser/Thr oldalldncdhoz kozvetlenil kapcsolédé cukor lehet GalNAc, Fuc, Glc,
GlcNAc, Man vagy Xyl (ldsd_10. feiezet); és ezek tobbnyire tovdbbi monoszacharid-
egységek kapcsoléddsdval nagyobb linedris és eldgazoé glikdnstruktdrdkat alkotnak. llyen
oligoszacharidok a szekretdlt fehérjéken, illetve membranfehérjék extracellularis szakasza-
in, valamint bizonyos sejtszervecskék, pl. Golgi-appardtus, lizoszéma stb. lumindlis oldaldn
fordulnak elé.

A fehérjékhez GalNAc-on keresztil kot6dd cukorszerkezetekrsl E. Eichwald és E.
Hoppe-Seyler mér a XIX. szdzadban beszamolt.!" Felfedezték, hogy testiinkben sokfelé el6-
fordulnak olyan fehérjék, amelyek GalNAc-alapd cukorldncok szdzait viselik strd csopor-
tokban, és ezeket a fehérjéket mucinoknak nevezték el. A késébbi kutatdsok sordn kivildglott,
hogy ilyen oligoszacharidok nemcsak a mucinokon, hanem szamos szekretdlt vagy memb-
rankotott fehérjén is el6fordulnak, és nemcsak strin egymds mellett, hanem jél elkulonithets
poziciékban is. Ettél flggetlentl a GalNAc-alapu oligoszacharidokat most is mucin tipust
szerkezetként kategorizdljuk. A mucin tipusid O-glikdnok szdmos biolégiai folyamatban jat-
szanak szerepet, pl. patogének célsejtbe valé behatoldsaban, vagy éppen egy ilyen témadds
kivédésében, szekretdlt fehérjék, prohormonok enzimatikus hasitdsanak szabdlyozasaban,
sejtadhéziéban, immunreakcidkban stb. Fejezetiinkben a mucin tipusu glikozildcié analizi-
sét fogjuk bemutatni. Az itt ismertetett megfigyelések azonban érvényesek valamennyi O-gli-
kopeptid tomegspektrometrids viselkedésére fuiggetlenul attél, milyen monoszacharid kap-
csolédik kozvetlentl a fehérjéhez.

A mucin tipusi glikozilacion' bell tovabbi alcsoportokat, tn. alapszerkezeteket
(,,core structure”) kiilonboztetiink meg annak alapjdn, hogy a fehérjéhez alfa térdllasban kap-
csolédé GalNAc-hoz milyen tovdbbi monoszacharid egységek kapcsolédnak (12.1. abra).
Ezen alapszerkezetekre Gjabb épitSelemek, példaul laktézamin egységek kertilhetnek. A lan-
cok tobbnyire szidlsavval zdrédnak, ez emberben N-acetil-neuraminsav (NeuAc), eml&sok-
ben gyakori az N-glikolil-neuraminsav (NeuGc) is. Testfolyadékokban elsGsorban core-1 és
core-2 O-glikanokkal dekordlt glikoproteinek fordulnak el8, a szoveti fehérjék glikdn reper-
todrja valtozatosabb. Az ABO vércsoport antigének megjelennek a vorosvértestek felszinén
ugy fehérjéken, mint glikolipideken, de kapcsolédhatnak a szekretdlt és membran-kotott fe-
hérjék N- és O-glikdnjaihoz is. Ez utébbinak eléfeltétele, hogy az egyén rendelkezzen domi-
nansan 6rokléds, aktiv fukozil-transzferdz 2 (FUT2) enzimmel (,szekretor” statusz); az em-
beriség 80%-a ebbe a kategoridba tartozik.
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12.1. abra. A mucin tipusu 0-glikozilacio 8 alapszerkezete

Az N-glikozildciéhoz hasonléan, az O-glikozildcidra is jellemzé a heterogenitds. Egy
adott médositdsi hely dltaldban csak részben glikozildlt, és az is vdltozd, hogy milyen mér-
tékben (makroheterogenitds). Ugyanakkor tobb kiilonb6z6 glikdn is dekordlhatja ugyanazt a
modositdsi helyet, viszont az egyes szerkezetek el&forduldsa és ardnya is poziciéfiuggd
(mikroheterogenitas).

Az O-glikozildcié tomegspektrometrids jellemzése torténhet glikdn, glikopeptid és na-
tiv glikoprotein szinten (ldsd_11. feiezet), helyspecifikus informdciét legegyszertbben gliko-

peptidek vizsgdlatdval nyerhettink.

Glikopeptidek vizsgalata

0-glikopeptidek dusitasa

Az Un. bottom-up (ldsd 2. feiezet) glikoproteomikai megkozelitésnél a glikoproteinek
proteolizissel vagy kémiai hasitdssal elGdllitott emésztési elegyeit vizsgdljuk. Erdemes ész-
ben tartani, hogy a makro- és mikroheterogenitas miatt a glikozilalt szekvencidk szamos ku-
[6nb6z6 formdban, igy a médositatlan peptidekhez képest jelentGsen kisebb mennyiségben
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lehetnek jelen, azaz komplex mintdk esetén mindenképp sztikséges a glikopeptidek dusitasa
is. Ez torténhet glikankots fehérjék, dn. lektinek segitségével végzett affinitds tisztitdssal, eset-
leg hidrofil kolcsonhatdson alapulé kromatogrdfidval (HILIC és ERLIC, [dAsd 4., 9. és 11. feje-
zet?l]<), immobilizalt fémion affinitds kromatografidval (IMAC) vagy TiO,-on torténd izoldlas-
sal.”

A lektinek sordbdl kiemelked6 figyelmet érdemel a biizacsira agglutinin (WGA, wheat
germ agglutinin), amely dltaldnosan haszndlhaté glikopeptid ddsitdsra, mivel a legvéltozato-
sabb N- és O-glikanokkal médositott peptidek kifogasdra alkalmas."*® Ezt a lektint akkor ér-
demes haszndlni, ha atfogo képet szeretnénk alkotni egy rendszer glikozilaciéjardl. A Jacalin
és a foldimogyoro agglutinin (PNA, peanut agglutinin) lektinnel a leggyakoribb, mucin-1
glikdnokat visel6 glikopeptidek dusithatok. Viszont a féldimogyoré agglutinin mar a mucin-1
triszacharidot (NeuAc(a2,3)Gal(B1,3)GalNAca) sem koti hatékonyan, mig a Jacalin kotéshez
a GalNAc 6-os hidroxiljdnak szabadnak kell lennie, fgy a mucin-1 tetraszacharidot
[NeuAc(a2,3)Gal(B1,3)GalNAc(NeuAc(a2,6))] hordozé peptideket ez a lektin nem fogja
ki. Tehat az eredményesebb dusitds érdekében sziikséges a szidlsavak neuraminidaz keze-
léssel torténd eltdvolitdsa. Ez a [épés egyben a mikroheterogenitds csokkentését is jelenti, igy
nagyobb esélyiink van a glikozildciés helyek sikeres azonositasara. A mucin-1 szerkezetek
B-galaktozidaz segitségével tovdbb egyszerdsithetdk, fgy csupan a GaINAc médositds marad
a peptideken. Hogy ugyanilyen glikopeptideket kapjunk a mucin-2 szerkezetekbdl, ahhoz
még egy enzim, a B-N-acetil-hexézaminiddz is sziikséges. Ezek a glikoformak izoldlhatok
sz6jabab (SBA, soybean agglutinin) vagy szo6szos bukkony (VVA, Vicia villosa agglutinin)
agglutininnel. Ezen lektineknek kulcsszerepiik van az tn. Simple Cell kutatasokban,”’ ahol a
glikdnelongdcié blokkoldsdval csak a-GalNAc, illetve NeuAc(a2,6)GalNAca cukrokkal (az
un. T,, illetve ST, antigénekkel) médositott O-glikoproteinek képz&dnek. Ezenkiviil fontosak
lehetnek a rdkkutatasban, mivel bizonyos kutatdsok arra utalnak, hogy a T, antigén mennyi-
sége tumoros dllapotokban megnovekszik.

HILIC-kel els&sorban tobbszorosen médositott vagy nagyobb glikanstruktirakat hordo-
26 O- glikopeptidek dusithaték. Az IMAC- vagy TiO, alapu dusitds elsGsorban szidlsavat hor-
dozo glikopeptidek esetén haszndlhatd, bar a kolcsonhatds részben hidrofil jellege miatt
nagyméret(i aszialo-glikanokat hordozé glikopeptideket is lehet gy izoldlni.” Szialo-
glikoproteineket viszonylag szelektiven lehet dusitani kihaszndlva azt, hogy a szidlsav kova-
lensen kotédik hidrazin gyantdhoz, endoprotedz kezelés utdn a glikopeptid elereszthets, ha
savas kezeléssel bontjuk a szidlsav glikozidos kétését.” Természetesen ezzel a médszerrel is
sok informdciét veszitiink a mikroheterogenitasrol.

Fontos megemliteni, hogy a fent emlitett dusitasi médszerek tobbsége N-glikopeptidek
(s6t bizonyos esetekben foszfopeptidek, ldsd 9. feiezet) izoldldsdra is alkalmas, ezért komp-
lex elegyek esetén nagyban megkonnyiti a minta analizisét, ha az N-glikdnokat PNGaz-F en-
zimmel eltavolitjuk. Mivel a PNGaz-F a kisebb, csonkolt N-glikdnokat nem hasitja hatéko-
nyan,""” mindenképpen szamithatunk némi N-glikopeptid interferenciara az O-glikopepti-
dek analizise sordn.

0-glikopeptidek MS/MS fragmentacidja

A (dusitott) O-glikopeptid-elegyek tomegspektrometrids jellemzését a fehérje-azonosi-
tdsndl bemutatott LC-MS/MS analizissel végezzik, azaz a peptideket forditott fazist oszlo-
pon vdélasztjuk el, majd adatfiigg6 MS/MS analizist végziink. Az adatok értelmezésénél na-
gyon fontos tisztdban lenniink azzal, hogy az alkalmazott fragmentdcios technikatol fliggéen

z. oz

a glikopeptidek nagyon eltéré fragmentaciés mintdzatot mutathatnak.!"! Az titkozéses akti-
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valdsndl (CID) a gyengébb kotések hasadnak elszor. Miutdn a glikozidos kétés gyengébb a
peptidkotésnél, igy a cukorfragmentacié mindenképp domindns lesz. A dominancia mértéke
flgg természetesen attol, hogy ioncsapdaban vagy ttkozési celldban torténik az aktivalds, ez
utobbi esetben az titkdzési energia nagysagatdl és a glikozildcio mértékétsl is. Fogalmazhat-
nank gy is, hogy a cukor/peptid ardnytol fligg, de feltehet6en nem mindegy, hogy azonos
monoszacharid-0sszetétel mellett hdny glikdn kotédik egy adott peptidhez. Az alternativ
elektrontranszfer-aktivalds elkertli ezt a buktatét, mert az titkdzéses aktivalasban torékeny
modositdsok a helyikon maradnak, de ezért jelentGsen alacsonyabb hatdsfokd fragmen-
tacioval fizettink (lasd 7. feiezet).

Vegytik sorra, hogy milyen informdcidkat nyerhetiink az egyes fragmentdcios techni-
kdkkal az O-glikopeptidekrél!

1. Azioncsapddkban egyszeres kétéshasaddsok torténnek (rezonancia aktivalds), igy els6-
sorban a glikozidos kotések hasadnak (12.2. dbra), tehdt f6képp B- és Y-fragmenseket
detektdlunk (lasd_10. feiezet). Az Y-ionok alapjdn a spektrumbdl megadllapithaté a
glikdn osszetétele, és a monoszacharidok kapcsoléddsi sorrendjérél is nyerhetd infor-
macié. A megfelel§ B-fragmensek tovabbi megerdsitést, informaciét szolgaltathatnak
err6l, annak ellenére, hogy a prekurzor m/z értékének fliggvényében rendszerint elve-
szitjik a kisebbeket (ldsd 7. feiezet). Monoglikozildcié esetén intenziven megjelenik a
teljes glikdn gdzfazisd elimindcidjdval képz6d6, mdédositatlan peptidet képvisel§ Yo
ion, amely felfedi a peptid molekulatomegét. A peptid szekvencidja, illetve a médositas
helye viszont nem hatdrozhaté meg, illetve az sem derdl ki, hogy egy adott glikdn-
Osszetétel egyetlen nagyobb, vagy tobb kisebb glikdn médositdsnak felel meg. Ez az
O-glikozilacié esetén relevdns probléma, mivel gyakran egy peptiden beliil tobb lehet-
séges glikozildcios hely is van, és az O-glikozildcié gyakran tobbsz6ros médositasként,
szomszédos vagy egymads kozelségében levs aminosavakon jelenik meg (pl. a human
hemopexin N-termindlis triptikus peptidje, a processzalt szekvencia (1-26) szakasza,
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12.2. abra. 0-glikopeptid CID spektruma (prekurzor m/z: 711,027, z=3). A glikozidos kotések hasadasa
a dominans fragmentacios esemény. Az Y ionsorozathol és az alacsony tomegtartomanyban megjelend cukor
oxonium ionok alapjan megallapithaté a glikan szekvenciaja: NeuAcHexHexNAc, ami megfeleltethetd
a monoszialo-mucin-1 alapszerkezetnek (NeuAcGalGalNAc). A peptid szekvenciaja és a modositas helye
nem hatarozhato meg.
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akdr négyszeresen is glikozildlt), és bizonyos glikdnkombindciok tobbféleképp is értel-
mezhet6ek; hogy a legegyszerlibb példat emlitsiik, két monoszialo-mucin-1 szerkezet
(2*NeuAcGalGalNAc) additiv tomegét és Osszetételét tekintve megegyezik egyetlen
diszialo-mucin-2 szerkezettel (NeuAcGal(NeuAcGlcNAc)GalNACc).

Utkozési celldban kivitelezett CID sordn (pl. QTof CID vagy Orbitrap HCD frag-
mentdcio, ldsd 7. feiezet) az elsédleges hasitdsi termékek tovdbbi titkozésnek vannak
kitéve, igy tovabb fragmentdlodnak. A t6bbszoros kotéshasaddsok miatt gyakran mar
nem tudunk kovetkeztetni a monoszacharidok kapcsolédasi sorrendjére és azt sem tud-
juk eldonteni, hogy egy vagy tobb glikdn van a peptiden. A magasabb tomeg(
Y-fragmensek eltlinhetnek, viszont a tébbszorosen glikozilalt peptidek is produkélhat-
nak jelentds Y- és Y;-ionokat. A B-ionok is kevesebb informdciét hordoznak az eredeti
oligoszacharid szerkezetrél, alacsonyabb ttkozési energiandl is tobbnyire csak két,
esetleg hdrom monoszacharid-egységhdl dll6 B-fragmenseket figyelhetink meg.
Ugyanakkor az alacsony tomegtartomanyban megjelené cukor-oxénium-ionok és
azok tovabbi fragmensei diagnosztikus értékkel rendelkeznek (12.1. tablazat).

12.1. tablazat. Glikopeptidek CID spektrumaban megfigyelheté cukor-oxonium-ionok

szacharid m/z
HexNAc 204, 186, 168, 144, 138, 126
NeuAc 292, 274, 256, 197
NeuGc 308, 290
HexNAcHex 366
HexNeuAc 454
HexNAcNeuAc 495
HexNAcHexNeuAc 657

a vastagon szedett ionok jellemz&en nagyobb intenzitdssal jelennek meg
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12.3. abra. m/z: 711,027, z=3 ionrol késziilt HCD spektrum. Glikopeptid jelenlétére utalnak a pirossal jelolt
diagnosztikus HexNAc és NeuAc oxdoniumionok. A peptid szekvenciaja (TPIVGQPSIPGGPVR) meghatarozhato
az y-ionokbdl, amit megerdsit a két toltésallapotban is megjelend deglikozilalt peptid ion (Yo). A glikan additiv
tomege 656 Da, ami megfelel a mucin-1 alapszerkezetnek (NeuAcGalGalNAc). Az m/z 1082,587 ion megfelel
a GalNAc-ot hordozo ye-ionnak, tehat a peptiden beliili két lehetséges modositasi hely koziil a Ser-8 modosi-

tott. A bal felsd indexben G-vel jelzett ionok HexNAc maédositast hordoznak.
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Tovébbd a peptidszekvencidra jellemz6 b/y, esetleg tobbszoros peptidkotés hasadasbol
szarmazo belsé ionok jelennek meg az MS/MS spektrumban. Ezekbdl a spektrumokbdl
tehdt gyakran meghatdrozhaté a peptid szekvencidja és a glikdn additiv tomege, a mo-
dositds helye viszont nem (12.3. dbra). Id6nként megfigyelhet6k olyan peptid-
szekvencia-ionok, amelyekhez még kotédik egy vagy két monoszacharid-egység (tipi-
kusan Xxx-Pro hasaddssal képz&d6 y ionok egyetlen HexNAc médositdssal), ilyenkor a
médositds esetleg a peptid egy szikebb régidjara korldtozhaté. Erdemes azt is tudni,
hogy a glikdn-peptid ardny novekedésével a fragmentdcié egyre hasonlébba vdlik az
ioncsapdds spektrumokban megfigyelhet6hoz, tehat a glikdnfragmentacié domindnssa
vélhat a peptidfragmentaciéhoz képest (12.4. dbra).
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12.4. abra. Az AVAVTLQSH peptid két glikoformajarol felvett HCD spektrum. A peptid-fragmentaciobol
szarmazo ionokat zélddel, a glikan-fragmentaciobol szarmazokat pirossal jeleztiik. A nagyobb glikant hordozo
0-glikopeptid HCD spektrumaban mar nem figyelhetdk meg peptid fragmens ionok.

Felsé panel: prekurzor m/z 791,372, z=2, glikan: HexNAcHexNeuAc; Alsé panel: m/z 868,372, z=3,
glikan: HexNAcsHex;NeuAcs.

3. A gyokos mechanizmusu elektronbefogdsos (ECD) vagy elektrontranszfer-disszocidcios
(ETD) fragmentdci6 sajdtossdga, hogy az aminosav-oldalldncokon levs (poszttransz-
ldciés) modositdsok nem, vagy csak kevéssé fragmentdlédnak, elsésorban a peptid
szekvencidjdra jellemzd dn. c- és Z-ionok képzddnek (12.5. dbra). (Megjegyzésként
megemlitenénk, hogy vannak olyan ,ultralabilis” médositdsok, pl. a szulfatédlds, melyek
még ETD-ben is lehasadnak.) A médositds, jelen esetben O-glikdn csak ,additiv tomeg-
ként” jelenik meg. Ezekbdl a spektrumokbdl meghatdrozhaté a peptid szekvencidja,
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12.5. abra. 0-glikopeptid ETD spektruma (prekurzor m/z: 743,361, z=4). A c- és z--ionokbdl meghatarozhato
a peptid szekvenciaja: RTFVLSALAQPSPTHSSSNTQR. A glikan additiv tmege 656 Da, ami megfelel a mucin-1
triszacharidnak (NeuAcGalGalNAc). A médositas helye a Thr-13, melyet a modositatlan z,- és a glikozilalt
Zg-ionok bizonyitanak (pirossal kiemelve). A csillaggal jeldlt ionok egy koelualodo 2+ peptidbdl szarmaznak.

A prekurzor ionok (pr) szialsavvesztését jelzd ionokat kékkel kiemeltiik.

a glikdn(ok) tomege és a médositas(ok) helye is. ltt kell azonban megemliteniink, hogy

Lo o

az ETD az titkdzéses aktivalasnal joval kisebb hatdsfokd, és elsésorban nagy t6ltéssdrd-
ségl (kis m/z érték), sokszorosan t6ltott prekurzorokra mikodik jél.
4. Alegteljesebb informdci6 egyetlen spektrumon beltil az ETD és HCD kombindaciéjaval

nyerhetd

. Jelenleg ez a technika nagy felbontdssal csak a Thermo Scientific bizonyos

késziilékein érhets el. Az analizis els6 fazisaban elektrontranszfer-disszocidcio torté-
nik, majd az 6sszes jelenlévé iont, beleértve a nem fragmentdlédott prekurzor ionokat
is, alacsony Gtkozési energidval aktivaljuk (HCD).""” Ebben a folyamatban az ETD-vel
képz&dott ionok zome véltozatlan marad, de a prekurzor ionok maradéka fragmentalé-
dik. Az O-glikopeptidek EThcD spektruma nagyjabdl dgy néz ki, mint egy ETD és CID
spektrum szuperpoziciéja: a peptidszekvencidra jellemzé c- és z-ionok, valamint a
glikanfragmentaciéval képz&ds B- és Y-ionok domindlnak (12.6. dbra). Ez utébbiak jel-
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12.6. abra. 0-glikopeptid EThcD spektruma (prekurzor m/z: 146,661, z=3). A ¢c- és z--ionokbdl meghatarozha-
t0 a peptid szekvenciaja: IPTNAR. A glikan additiv tomege 1370 Da, ami megfelel egy A vércsoport antigént
horduz() mucin 2 heptaszacharidnak A glikén fragmentécit’)val képz6dé B, ion igazolja, hogy a vércsoport
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lemz&en egyszeres kotéshasaddssal képz&dnek, és akar az intakt glikdn oxéniumionja
is megfigyelhetd, feltéve, hogy kis HCD (itkozési energidt (,supplemental activation
HCD NCE”) haszndlunk. Ergsebb HCD aktivdlasndl mar a tobbszoros kotéshasaddsok
felé tolodik el a fragmentdcio, igy értékes szerkezeti informdcidt veszitiink. Detektdlha-
tunk tovdbbd a peptidkotés hasaddsdval 1étrejové b- és y-ionokat, és idénként w-ionok
is megjelennek, melyek a z--ionokbdl a béta-szubsztituens levdldsaval keletkeznek.
Osszességében tehdt egy j6 mindség EThcD spektrumbdl kiolvashaté a peptid szek-
vencidja, a glikdn(ok) épitéelemeinek egymdshoz viszonyitott kapcsolata és a médosi-
tas(ok) helye is.

N- és 0-glikopeptidek megkiilonbhdztetése

Az olvasé bizonydra mar észrevette, hogy az N- és az O-glikopeptidek MS/MS
fragmentdcidja sok hasonlésagot mutat. Hogyan donthet6 akkor el, hogy egy glikopeptidré|
felvett MS/MS spektrum N- vagy O-glikopeptidhez tartozik? A leger&sebb bizonyiték a HCD
spektrumokban megfigyelhets, glikdn fragmentdciébdl eredé ionok intenzitds-viszonya.
O-glikopeptideknél a teljes glikan gdzfazisu elimindcidja a preferdlt fragmentdcids esemény,
mig N-glikopeptideknél az Asn-GIcNAc kotés sokkal stabilabb. Ezért az N-glikopeptideknél
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12.7. abra. A glikan fragmentacio alapjan megkiilonboztethetok az N- és 0-glikopeptidek.

A fels6 panelen a DVSTPPTVLPDNFPR mucin-2 hexaszachariddal modositott 0-glikopeptid
(prekurzor m/z: 989,773, z=3), az als6 panelen a YWLGNGSFIEHLPGR Man5GIcNAc2 heptaszachariddal
modositott N-glikopeptid (prekurzor m/z: 988,105, z=3) HCD spektrumai Iathatok.

A jobb felsé indexben G-vel jelzett ionok HexNAc modositast hordoznak.
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jellemzéen az Yi-ion domindl, az O-glikopeptideknél az Y,-ion sokkal intenzivebb (12.7.
dbra). Mdsrészt a HexNAc m/z 204.0867 oxéniumionbdl képz&ds fragmens ionok intenzi-
tdsmintdzata is eltéré: N-glikozildcié esetén a GlcNAc-bél az m/z 138 és 168 ionok képz&d-
nek inkdbb, mig O-glikozildcio esetén a GalNAc jellemzSen m/z 126 és 144 fragmenseket
produkal (12.8. dbra).""*! A megfelels intenzitdsokbdl képzett (138+168)/(126+144) hanya-
dosbol megallapithaté, hogy GlcNAc vagy GalNAc van-e jelen, azaz N- vagy O-gliko-
peptidrél késziilt az MS/MS spektrum (természetesen GIcNAc-ot és GalNAc-ot egyardnt hor-
doz6 glikopeptideknél nem ennyire egyszer( a helyzet).
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12.8. abra. A HexNAc-bol képz6dd fragmens ionok intenzitaseloszlasa kiilonbdzé GalNAc és GIcNAc esetén.
A GalNAc esetén (felsé panel) azm/z 126 és 144 ionok erésebbek, mig a GIcNAc (alsé panel) dominansan
mj/z 138 és 168 ionokat ad. Ezek alapjan a mucin-1 0-glikozilacié megkiilonboztethetd az N-glikozilaciotol.

0-glikopeptidek azonositasa adathazis kereséssel

A peptidek azonositdsahoz hasonléan a glikopeptideket is adatbazis kereséssel szoktuk
azonositani. Az O-glikopeptidek dusitdsara haszndlhaté médszerek koziil egyik sem olyan
szelektiv, hogy ne kellene tobb-kevesebb nemglikozilalt hattérre szamitani, ami az adatbdzis
kereséssel kapott azonositdsok megbizhatésdgdt csokkenti. Ezen viszonylag konnyen segit-
hettink dgy, hogy adatbdzis lekeresés el6tt elkilonitjik a glikopeptidekrdl felvett spektrumo-
kat. Az titkozési aktivdldssal gy(ijtott adatokndl ez elég egyszer(, mivel az N- és a mucin tipu-
st O-glikdnokban mindig van HexNAc, amely(ek) oxéniumionja (m/z 204.0867) intenziv és
a modern késziilékek tomegfelbontdsa mellett mdssal nem 6sszekeverhetd (ldsd 10. feiezet).
Ennek jelenlétére lehet sztirni az HCD csticslistdkat (pl. a Protein Prospector MS-Filter prog-
ramja segitségével). Ezt az egyedi fragmens iont hasznositja az un. termékion-fiiggs ET(hc)D
adatgydjtési stratégia is: egy prekurzor ionrél csak akkor késztil ET(hc)D spektrum, ha ugyan-
ezen prekurzor HCD spektrumdban megfigyelhetd a felhaszndlé dltal megadott ion vagy ion
kombindcié. Glikopeptideknél dgy dllitjuk be a méréseket, hogy a HexNAc-specifikus m/z
204.0867 bizonyos intenzitdsu detektdldsa nélkal (pl. a 10-20 legintenzivebb HCD frag-
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mens ion kozott kell lennie) nem kezd6dhet ET(hc)D analizis. Itt tehdt nem az adatok utdla-
gos sz(résérdl van sz6, hanem mar az adatgyjtésnél biztositjuk, hogy csak glikopeptidekrdl
készuljon ET(hc)D spektrum.

A glikopeptidek két kiilonb6z6 biopolimer kapcsoléddsdval jonnek létre, gy két kilon-
b6z6 adatbdzisbdl kell az Osszetartozo alkotéelemeket azonositani, hogy helyesen irjuk le
szerkezetlket. Mint fentebb ismertettik, az alkotéelemek karakterisztikus fragmentdcidja is
kiilonboz6, ami nem teszi a feladatunkat egyszer(ibbé. A keresésekhez mind egy fehérje-,
mind egy glikdn-adatbdzist definidlnunk kell, tehdt tudnunk kell, hogy milyen glikdnok lehet-
nek jelen az analizdlando elegyben (erre majd késébb visszatériink). Mi mindenesetre azt ta-
ndcsolnank, hogy els6 megkozelitésben csak a leggyakrabban el6fordulé cukorszerkezete-
ket engedélyezziik valtozé mdédositasként. EmIGs és human mintakban is leginkdbb mucin-1
és -2 alapszerkezeteket lathatunk, azaz a glikdnadatbdzis tagjai HexNAcHexNeuAc;., és
HexNAHex,NeuAc; legyenek. Amennyiben a termindlis szidlsavakat eltavolitottuk (vagy a
glikopeptid izoldldsakor, vagy neuraminiddz segitségével), akkor természetesen mar csak két
szerkezettel kell szdmolnunk. Ennek a megkozelitésnek az az egyszer( indoka, hogy feltehe-
téen minden O-glikoprotein médositdsai kozott szerepelnek a leggyakoribb glikdnok. A ta-
gabb oligoszacharid-adatbazissal végzett keresés pedig eredményesebb lehet, ha egy sziki-
tett fehérjelistaval kell csak végrehajtanunk (erre majd visszatériink).

Szamos glikopeptid- analizisre alkalmas szoftver létezik. Ezek a lekeres6 programok
tobbnyire a peptidrész meghatdrozasaval foglalkoznak el6szor. Ez pedig nem megoldhaté a
peptidgerinc hasaddsa, azaz szdmos peptidfragmens képz&dése nélkiil. Azaz pl. az ioncsap-
ddban felvett glikopeptid CID spektrumok erre a célra nem haszndlhaték. A médositott szek-
vencia azonositdsa tulajdonképp magdban hordozza az oligoszacharid méretének (mért
molekulatomeg-peptidtomeg) és gy Osszetételének valdszinl meghatdrozasat is. Az gy
meghatdrozott monoszacharid-kompozicié alapjan a lekeres6 program jelenti, hogy egy
vagy tobb glikan kotédik a peptidhez, és a modositds helyét is megadhatja. A peptidazono-
sitdsokhoz hasonléan ezeket a taldlatokat a szoftverre jellemzd pontszammal, és a megbiz-
hatdsdgdt valamilyen szinten jelz8, valészintségszamitdson alapulé mérészammal listaz-
zdk. A glikozilaciés hely meghatdrozasanak megbizhatdsagat vagy annak hidnyét kalon jel-
zik (ldasd késobb). llyen médon, csupdn a leggyakoribb médositasokat megengedve, megis-
merhetjiik a mintankban levé glikoproteinek jelentds részét.

Tovébbi vizsgdloddsainkat mar egy tdgabb, remélhet6leg ,teljes” adatbdzissal végez-
ziik. Ebben nagy segitségiinkre lehet, ha azonos mintabdl kordbban glikdnanalizissel feltér-
képezték a varhato szerkezeteket. Ugyanakkor a potencidlis cukorszerkezetek listdjat szak-
irodalmi adatokbdl is 6sszedllithatjuk. Ennek hidnydban ttkozéses aktivaldssal felvett spekt-
rumokbdl mi magunk is készithetlink egy glikdn-adatbazist, ha végziink egy un. ,wild-card”
keresést, ahol nem definidljuk el6re, hogy milyen médositdsok lehetnek a peptiden, de meg-
adhatjuk, hogy mely aminosavakon varunk moédositdst egy adott tomegtartomanyban. A ke-
resés eredménye egy peptid+mddositds-tomeg lista, melyben a gyakran el6fordulé additiv
tomegeket érdemes megvizsgdlni, hogy a bioszintetikus utak figyelembevételével értelmez-
hetSk-e glikdnként.

Természetesen az adatértelmezést nagyban egyszer(sitené, ha csak egyszeresen gliko-
zilalt peptideket kellene analizalnunk, illetve a médositott aminosav peptiden beliili pozicié-
ja el6re ismert lenne. Az elmdilt években felfedeztek jonéhany bakteridlis endoproteazt, me-
lyek specifikusan csak O-glikoproteineket hasitanak. Mivel a hasitasi hely jellemz&en az
O-glikozilalt poziciok N-vagy C-termindlisa, a legnagyobb hozadék az lehet, hogy a médo-
sitasi helyek akar ETD fragmentdcié nélkul is ,meghatdrozhatok”. Ez sajnos csak megszorita-
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sokkal igaz, mivel el6fordulhat, hogy s(r(n glikozilalt fehérjerégidkban nem torténik meg az
0sszes helyen a hasitds, vagy a hasitds helye nem kozvetleniil a médositott aminosav. Tovéb-
bi limitdcid, hogy ezen enzimek egy része csak bizonyos O-glikan-struktirakat tolerdl, mig
masok erésen szelektdlnak a glikozildciés hely kornyékén eléfordulé aminosavakra. Egyels-
re ezeket az enzimeket tisztitott O-glikoproteinek jellemzésére hasznaltdk, komplex mintak-
ra valé alkalmazhatésaguk kérdéses. Elfordulhat, hogy strtn glikozildlt fehérjeszakaszok-
bél a hagyomdnyos adatfliggs LC-MS/MS analizissel nem kompatibilis, illetve kevésbé egye-
di, rovid peptideket kapunk, mig az egymastdl tavoli glikozildcios helyeket képviseld
peptidek tdlsdgosan is nagyok lesznek. Ez utébbi dthidalhaté kombindlt enzimhasznalattal,
pl. ha az O-glikoproteindzzal kapott peptidelegyeket tovabb emésztjik tripszinnel."* Véle-
ménytink szerint O-glikoproteindzok hasznalataval is megkertilhetetlen az ETD analizis az
O-glikozilacids helyek, illetve az ezeket dekoralé glikdnstruktirdk egyértelmd meghatdroza-
sahoz.

Az aldbbiakban hdrom O-glikozildcié adatértelmezésre alkalmas szoftver lényeges tu-

lajdonsdgait foglaljuk dssze.

Elényok

- csak akkor adja meg a glikozilacié helyét, ha ar-
ra taldl bizonyitékot a spektrumban

— megadja a médositdsi hely meghatdrozdsanak
megbizhatésagat (SLIP score [15])

- a médositdsok kategorizalhatok ,gyakori” és
ritka” csoportokba, el6forduldsuk korlatozha-
t6, ami a lehetséges kombindcidk limitdlasdval
megbizhatébb eredményekhez vezethet (csak
ETD adatok esetén relevdns)

— a ,mass modification” opcié haszndlatdval fel-
mérhet6 a kiilonb6z6 tomegli aminosav-speci-
fikus médositdsok gyakorisdga, ennek segitsé-
gével optimalizdlhaté az adatbdzis keresésre
hasznélt glikdn adatbdzis

— ingyenes

— HCD adatokndl mind a teljes, mind a részleges
glikdn vesztéssel keletkez6 fragmensi onokat
automatikusan értelmezi

— megadja a médositdsi hely meghatdrozdsanak
megbizhatésagat (Delta Mod score!™®, 1dsd hat-
ranyok is!)

— a médositdsok kategorizdlhatok ,gyakori” és
ritka” csoportokba, el6forduldsuk korlatozha-
t6, ami a lehetséges kombindcidk limitdlasaval
megbizhatébb eredményekhez vezethet

— a ,wild card” opcié haszndlatdval felmérheté a
ktlonbozé tomegli aminosav-specifikus médo-
sitdsok gyakorisdga, ennek segitségével optima-
lizdlhat6 az adatbdzis keresésre haszndlt

Hatranyok

Protein Prospector

- a fragmentdciés adatokat (HCD, EThcD) kilon
kezeli

HCD adatokndl a glikozildciét semleges-
vesztésként kell definidlni, ami megneheziti a
glikdn adatbdzis felépitését (az osszes glikdn
Osszes lehetséges kombindcidjat —definidlni
kell); tovabbad fgy a médositds helye sem sz(kit-
het6 le csak a valdban glikozildlhat6 aminosa-
vakra (tekinthetjik ezt beépitett negativ kont-
rollnak)

a peptid fragmentdci6jabdl szarmazoé ionokat
veszi csak figyelembe az értékelésnél: az azo-
nositdsok gyengébbnek tlinnek, mivel a glikdn
fragmentdciobdl szarmazé ionokat nem értel-
mezi (de ezek utélag jelolhetsk)

Byonic!"®

a fragmentdciés adatokat (HCD, EThcD) kilon
kezeli

a peptid és a glikdn fragmentdciéjabdl szdrma-
z6 ionokat egytittesen veszi figyelembe a pon-
tozdsndl: a HCD alapu azonositdsok megbizha-
tésdga kérdéses (elSfordulhat, hogy nincs
peptidszekvencidt bizonyité adat)

akkor is médositdsi helyet rendel az azonositd-
sokhoz, amikor nincs erre utalé egyértelmd
adat a spektrumban

éves licensz dijat kell fizetni a haszndlataért

glikdn-adatbdzis
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0-Pair [17]

— HCD- és ETD-adatokat egyitt kezeli - amddositdsok nem rangsorolhaték ,gyakori” és
- megadja a médositasi hely meghatarozasanak| ,ritka” csoportokba, ami szignifikansan noveli a
megbizhatésdgat (Glycan Localization Level| lehetséges kombindciok szamdt és csokkenti az
specifikdcié és localization score) azonositdsok megbizhatésdgat
— jelzi, ha a peptid N-glikozildciés konszenzus|— az ETD-adatokat csak a HCD-azonositdsok
motivumot tartalmaz, azaz van esély O-glikozi-| megerdsitésére haszndlja, gyenge HCD-spekt-
l4ci6 helyett vagy mellett N-glikozildciéra is rum esetén j6 ETD-adatok mellett is sikertelen a
- ingyenes glikopeptid-azonositds, sét félreértelmezés is
el6fordul
— nagyobb adatbdzis haszndlata esetén lasst a le-
keresés

Az O-glikopeptidek kvantitativ elemzésére elvileg a 8. fejezetben bemutatott 6sszes
technika alkalmazhaté. Viszont ahogy azt fentebb bemutattuk, az izomer glikopeptidek kro-
matografids elvdlasztdsa, illetve tomegspektrometrids megkiilonboztetése kordntsem megol-
dott analitikai kihivas. Ezért az 6sszehasonlité vizsgdlatok lehet&sége erdsen korldtozott, sok
esetben nem tudunk egyértelmlien meghatdrozott egyedi glikdnszerkezeteket és pontos
glikozilacids hely(ek)et rendelni egy adott cukordsszetételhez a peptiden. Tovdbbi limitdcid,
hogy az O-glikopeptidek dusitdsara haszndlt médszerek reprodukdlhatésdga ersen befolya-
solja az eredményeket (pl. az immobilizalt lektin oszlopok affinitdsa a haszndlat soran foko-
zatosan csokken).

Intakt 0-glikoproteinek vizsgalata

Természetesen a legdtfogobb jellemzést akkor kaphatjuk, ha a glikoproteinek tomeg-
spektrometrids vizsgdlatat enzimes kezelés nélkil, természetes dllapotukban tudjuk kivite-
lezni, hiszen igy felderithets, hogy milyen szekvencia varidnsok, illetve poszttranszldciés
modositds-kombindcidk vannak jelen egy adott mintdban (proteoformadk). llyen vizsgalatokat
egyelGre még csak tisztitott rekombindns fehérjéken, vagy egyszer( fehérjeelegyeken végez-
nek. Komplexebb mintak MS jellemzését erésen korldtozza, hogy keverékek analizisénél a
ktlonbozs fehérjékbdl szarmazo jelek erésen atlapolédnak, nagyon megbonyolitva az ada-
tok értelmezését, mdsrészt az egyes fehérjék egymads ionizacidjat befolydsoljak, ezért a ki-
sebb mennyiségben jelenlevs fehérjéket esetleg nem is detektdljuk (ionszuppresszio, ldsd 5.
fejezet). A peptidek elvdlasztdsdra haszndlhaté kromatogréfids eljarasok hasznalhatok fehér-
jékre is, de kozel sem olyan hatékonysdggal/felbontdssal, mint peptidekre. A fenti megszori-
tasok természetesen barmilyen fehérjekeverékre vonatkoznak, de gondoljunk bele, mennyi-
re bonyolitja a helyzetet a glikozildciéra jellemz& makro- és mikroheterogenitds! Ezért a fe-
hérjeszintl tomegspektrometrids méréseket glikoproteinek esetén mindig kiegészitik glikdn
és/vagy peptid szint(i analizisekkel is."®

0-glikan-analizis

Fontos kulonbség az N-glikdnok analiziséhez képest, hogy O-glikdnok eltdvolitdsdra
nem létezik univerzalis endoglikoziddz. Viszont a Ser/Thr hidroxilcsoportjaihoz kapcsol6dé
glikozidos kotés ldgra érzékeny, azaz bazikus kezeléssel a kiilonboz6 O-glikdnokat egysége-
sen le tudjuk hasitani." A visszamaradé fehérje az erGsen bazikus kozegben degradalédik.
Tovdbbi nehézséget okoz, hogy a béta elimindcidval képz8d6 oligoszacharid nem stabil, ba-
zikus kozegben a redukdlé vég fel6l egy tobblépcsds, spontdn, dn. ,lehdmozdddsi”
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(,peeling”) reakcio jatszodik le. Ennek minimalizéldsara tobbfajta kémiai megoldds sztiletett,
viszont tobb-kevesebb veszteséggel mindig szamolni kell."””’ Reduktiv béta eliminacié ese-
tén NaOH és NaBH, egyiittes adagoldsaval a képz6d6 oligoszacharidok in situ cukoralko-
holld redukalédnak. A nemreduktiv béta-elimindcié el6nye, hogy a lehasadé cukor redukélé
vége derivatizdlhaté. Végil az O-glikdnokat hidrazinnal is lehasithatjuk (az N-glikanokhoz
képest alacsonyabb hémérsékleten és gyorsabban), a lehdmozddds viz- és somentes kortil-
mények kozott visszaszorithato. It jegyeznénk meg, hogy a glikdnok analizisét gyakran el&zi
meg derivatizalds.?" Ez igen gyakran bazikus kozegben végrehajtott permetilezés a hidroxil-
csoportok védelmében. A hidrofobicitds novelése elényos lehet a kromatogréfia és az MS-
analizis sordn is, nemcsak a tomegspektrometrids jelet néveli, hanem a hidroxilcsoportok
,blokkoldsdaval” megakaddlyozza egyes monoszacharid-egységek vandorlasat az titkozéses
aktivdlas soran, ami médositatlan glikdnoknal kismértékben ugyan, de el6fordul. Szintén
gyakori az un. cimkézés (tagging), azaz amikor az oligoszacharid redukalé végére hidroféb,
jol ionizaléds, UV-elnyeld vagy fluoreszcens csoport kertil. A ,cimke” beépitése elsGsorban
az elvdlasztasnal, detektdldsndl jelent segitséget, és rogton kvantitativ jelet is biztosithat. Ter-
mészetesen ezt a fajta derivatizdciét a reduktiv hasitds utdn nem lehet végrehajtani.

Az oligoszacharidok szerkezetét eredetileg komplex kémiai reakciokkal, késébb NMR
segitségével fejtették meg. Manapsdg az izoldlt O-glikan-elegyek jellemzésére is tomeg-
spektrometridt haszndlunk leggyakrabban, amit jellemz&en valamilyen elvdlasztdsi techni-
kaval kapcsolunk, hogy a minta komplexitdsdt csokkentstik, és az izomer szerkezeteket egy-
mastdl elvalasszuk. Legnagyobb felbontoképessége a porézus grafit oszlopoknak (porous
graphite chromatography, PGC) van, de hasznalhatunk HILIC-et vagy forditott fazisd kroma-
tografiat is (ldsd 4. fejezet).”” Glikanelegyeket szeparalhatunk elektroforézissel is, amely a
kromatogréfidandl jéval nagyobb felbontdst biztosit, hdtranya viszont, hogy nehezebben kap-
csolhaté tomegspektrometridval és kisebb érzékenységet biztosit, ugyanakkor egy feljové-
ben lévé metddus.

A glikdnok tomegspektrometrids jellemzése a redukalt nativ glikdnok esetén negativ io-
nizaciés médban, mig derivatizalt cukrok esetén pozitiv ionizaciés médszerrel torténik. !
A cukrok szerkezeti jellemzésére tobbfajta fragmentdcios médszert is haszndlhatunk. Ha re-
dukalt nativ glikdnokat vizsgdlunk ioncsapda CID-vel (rezonanciagerjesztés), az aktivdlds a
glikozidos kotések egyszeres hasaddsét valtja ki, igy a cukor osszetételérsl kapunk informa-
ciot, de a kapcsolédasi helyek (,linkage position”), tehdt hogy a monoszacharidok mely
hidroxil csoportokon keresztiil kapcsolédnak egymdshoz, nem derithet6k ki. Permetildlt
glikdnok esetén viszont mar megfigyelhets a cukorgyirik fragmentdcidja is, ami a kapcsolo-
ddsi helyek meghatdrozdsdt is lehet6vé teszi. Utkozéses aktivdldson kivil gyokos
fragmentdciét (ETD, EThceD), titkdzési celldban kivitelezett titkdzéses aktivaldst (QTof, HCD),
infravoros multifoton disszocidciét is alkalmazhatunk. Altalanosan igaz azonban, hogy izo-
mer szerkezetek megkiilonboztetéséhez MS" (n=3-5) analizisre van sziikség, ami komplex
elegyek, pl. testfolyadékokbol vagy szovetekbdl izoldlt limitdlt mennyiségl minta analizisére
nem alkalmas. Az ionmobilitds-tomegspektrometria esetleg megoldds lehet az izomerek el-
vdlasztdsdra, de ezt a technikdt egyel6re még csak egyszerlibb elegyeken tesztelték.
A glikanokrdl felvett MS/MS adatok értelmezésére szamos szoftvert fejlesztettek, de jelenleg
ezek még nem képesek az izomer szerkezetek megkiilonboztetésére vagy kvantitativ dssze-
hasonlitasokra.
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13. LEZERDESZORPCIOS Mark Laszlo
TOMEGSPEKTROMETRIA

Bevezetés
Nagy energidju impulzuslézer nyaldbjdt egy szildrd feltletre fékuszdlva olyan lokalis

teljesitménys(irdiség (10°~10"* W/cm?) érhetd el, amely elegendd az adott teriilet pillanatsze-
rd szublimdldsdahoz. Ennek megfelel6en, a minta molekuldinak gdzfazisba juttatdsa, illetve
ionizdcidja torténhet gyors, tipikusan nano- és femtoszekundum impulzushossz-tartomany-
ba es6 monokromatikus, jél kollimdlt fénynyaldbbal. Az alkalmazott lézer hullimhossza
tobbnyire az UV vagy infravoros tartomdnyba esik, mig frekvenciatartomdnya 60-2000 Hz
kozotti, ennek megfelelGen igen népszeriek a nitrogén-, Nd:YAG szildrdtest- és mid-IR léze-
rek.

Tehdt az alkalmazott lézer energidja kettds hatdsu: elvégzi a szildrd minta gdzfazisba
juttatdsdt (abldciéjdt) és ionizdlja a feltleten taldlhaté vegytleteket, azonban nem minden
esetben torténik meg mindkét folyamat. Vannak ionizdciés technikdk, amikor a lézer csupdn
elpdrologtatja a mintdt és az ionizdcidt egy mdsodlagos ionforrds végzi el. llyen technika tob-
bek kozott a lézer abldcids elektroporlasztdsos ionizdcié (LAESI) vagy a madtrix segitette
|ézerdeszorpcids elektroporlasztdsos ionizdcié (MALDESI).

A lézerdeszorpcids ionizacié (LDI) [ényege a mintamolekuldk lézersugdrral torténd el-
pdrologtatdsa és ionizdcidja, azonban ilyenkor gyakran keletkeznek rovid élettartamd
fragmens ionok. Ezen probléma megolddsat a 1980-as évek végén kifejlesztett matrix segi-
tette Iézerdeszorpcids ionizacié (MALDI) jelentette. llyenkor a mintamolekuldkhoz kis mo-
lekulatomeg( szerves, kromofér molekulaszerkezetet tartalmazé (pl. aromds elektronrend-
szer( csoportot tartalmazé kismolekuldk), dn. matrix anyagot kevertink, amely elnyeli és
kozvetiti a |ézer energidjdt a vizsgdlandé anyagnak, illetve ionizdlja azt, mikozben megga-
tolja a keletkezett ionok fragmentdcidjat. A médszer egyik legkényesebb pontja az optimdlis
matrix kivdlasztdsa egy adott vizsgdlathoz, koncentrdciéjdnak, olddszerének és mennyiségé-
nek meghatdrozasa. Altaldban mustdrsavat (sinapinic acid, SA), a-ciano-4-hidroxi-fahéjsavat
(HCCA, CHCA), 2,5-dihidroxi-benzoesavat (DHB) vagy 9-aminoakridint (9-AA) alkalma-
zunk, de vannak specidlis applikdciokhoz optimalizdlt mdtrixok is (pl. fullerén, szén-
nanocsd, fémvegytiletek).

A minta-el6készités sordn a mdtrix- és a mintaoldat keverékét (0,2-2 pl) a mintatartéra
szdrftjuk dgy, hogy lehetleg homogén mikrokristdlyos szildrd elegyet kapjunk. Kilonleges
applikdcick (pl. képalkotdsi tomegspektrometria) esetén a matrix felvitele torténhet kodkép-
zéssel, szublimdltatdssal vagy nanocseppek formdjdban, igy biztosithaté az optimdlis mat-
rix-minta ardny és a kristdlyok homogenitdsa egyarant. A gyors lézerimpulzusok ebbél a szi-
lard feltletbsl pdrologtatnak el anyagot, és ez az ionizdlt részecskefelhd, néhdny nano-
szekundum (tipikusan 80-200 ns) ,vdrakozds” utdn keriil az analizdtorba. A MALDI segitsé-
gével kiméletesen, jelentds fragmentdcio nélkul és hatékonyan ionizdlhaték még nagy tome-
gl, bomlékony molekuldk is (fehérjék, lipidek, szénhidratok, oligonukleotidok, polimerek)
igy igen elterjedt ionizdciés mddszer a bioldgiai és orvos-bioldgiai kutatdsokban. Tovdbbi
elénye az dridsi minta-dtereszts képessége, amely napi tobb ezer mintdt is jelenthet, illetve a
tomegspektrum egyszer( felépitése, hiszen tobbnyire egyszeresen, esetleg kétszeresen toltott
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ionok jelennek meg rajta. A médszer hatranyai f6ként a heterogén minta-matrix kristalyszer-
kezetre vezethet6k vissza, igy az eredmények kvantitativ kovetkeztetések levondsara csak
korldtozottan haszndlhaték. Alapvet§ fontossagl a mérések tomegtartomdnyahoz optimali-
z4lt gyakori, akdr minden minta mérése el6tti tomegkalibracié. A kis molekulatomeg( vegyi-
letek mennyiségi vizsgdlatanak tertiletén a legigéretesebb megoldasok a nanorészecskék ho-
mogén fellletének alkalmazdsa (nano particle-assisted laser desorption ionization, NALDI) a
mintatarto tdlcan. Ebben az esetben ugyanis maga a fellilet segiti a |ézer energidjanak elnye-
|ését és az ionizdciot, és igy az eredményeket nem befolydsolja a minta-madtrix ardny és kris-
talyszerkezet.

Elonyok:
B egyszer( minta-el6készités,

B egyszer(, konnyen értelmezhetd spektrum,

B koltséghatékony Gizemeltetés,

B alacsony karbantartdsi koltség,

B kis mintamennyiség (1-2 mikroliter),

B nagy mintadtereszt6 képesség,

B korldtlan ismételhetGség,

B nagy érzékenység,

B képalkotdsi lehetdségek,

B rosszul old6dé mintdk, szuszpenzidk vizsgdlata.
Hatranyok:

B gyakori kalibréciés igény,

B korldtozott kvantitativ informdcia,

B erds ionszupresszio,

B vdltozé min6ségli MS/MS adatok,

B érzékenység a sétartalomra,

B kis molekulatomegek interferencidja a mdtrixszal,

B széles prekurzor ion szelekcids ablak.

A MALDI ideélis analizdtora a repulési id& analizdtor (TOF). Ugyanis a lézer abldcids
ionizdcio sordn tobbnyire egyszeresen toltott ionok képz&dnek, igy a nagyobb tomeg(l ve-
gylletek (pl. fehérjék, polimerek, poliszacharidok) molekula-, illetve kvdzimolekula-ionjai
csupdn TOF analizétorral detektdlhatok.

Emellett a repulési id6 analizdtor alkalmazdsdval nagy érzékenység érhet6 el (ldsd 5. fe-
jezet), amely reflektron médban kiegészul a nagy spektrélis felbontdssal is. A MALDI TOF
tomegspektrometria dltal biztositott tomegtartomdny miatt célszerten két detektort alkalma-
zunk. A kis tomeg( ionokat a nagyobb tthosszt és jobb ionfékuszéldst biztosité reflektron de-
tektorban, mig a nagyobb tomegteket linedris médban mérjuk.

A kimutatdsi hatdr rutinszerten femtomol nagysdgrendd, de mivel a minta kristdlyos dal-
lapotban a mintarté télcan van, igy a mintdk tetsz6leges alkalommal és szdmban djramérhe-
t6k, szallithatok, fagyaszthatok, archivdlhatok. Az egyedi lézerimpulzusok dltal generdlt
spektrumokat ondlléan is kiértékelhetjik, vagy akdr tobb ezer spektrumot egyesithetiink a
jobb jel/zaj viszony és a nagyobb érzékenység érdekében.

A reflektron detektorral rendelkezd MALDI készilékek alkalmasak tandem tomeg-
spektrometrids vizsgdlatokra kozvetlenil az ionforrds utdn bekoévetkezg fragmentdldssal
(post source decay, PSD). Ilyenkor a megemelt |ézerenergia segitségével bekovetkezs
unimolekuldris bomldsokbdl keletkezett fragmens ionokat detektdlhatjuk. Bizonyos kortil-
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mények kozott, tiszta, nagy mennyiségl (néhdny mikrogramm) fehérjeminta esetében a
modszer alkalmas intakt fehérjék termindlis szekvencidinak meghatdrozasdra. Néhdany tipu-
si MALDI TOF/TOF MS készilékkel megvalésithaté a prekurzorion-szelekcié és
-fragmentdcid is, melynek sordn az ionforrasbdl kilépé részecskéket a PSD mellett argongdz
segitségével egy erre a célra kialakitott titkdzési celldban (collision-induced dissociation,
CID) is fragmentdlhatjuk.

MALDI TOF MS a proteomikai vizsgalatokban

Az utébbi évtizedben a MALDI TOF MS egyre inkdbb kiszorul a proteomikai applikdci-
okbol, hiszen a nano- és mikrokromatogréfidval kapcsolt nagy felbontdsu és tomegpontossa-
gu tandem tomegspektrométerek Iényegesen megbizhatébb, akar kvantitativ eredményeket
is szolgdltatnak. Ennek ellenére a MALDI technikdk kivaléan alkalmasak nagy dtereszt6ké-
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13.1. abra. Egészséges csoporttdl gyiijtdtt teljes nyalmintak reprezentativ MALDI TOF tdmegspektrumjai
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13.2. abra. Fej-nyaki tumorral diagnosztizalt csoporttél gyiijtdtt teljes nyalmintak reprezentativ MALDI TOF
tomegspektrumjai
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pességl szlrésjellegli, molekuldris ujjlenyomat elemzésre épuils fehérje és peptid analitikai
vizsgdlatok elvégzésére. Az egyszerl minta-elGkészités és a sziikséges minta csekély térfoga-
ta (0,5-10 mikroliter) miatt szinte minden fajta mintan gyorsan és kénnyen alkalmazhato
(13.1. és 13.2. dbra).

A lézerablacios készilékek és igy a MALDI berendezések is robosztus, nagy mintasza-
mon, rutinszer(ien és megbizhatéan alkalmazhatd, nem szervizigényes technikak. Ennek és
a jo minGségl 1ézerek drdanak folyamatos csokkenése miatt a MALDI tomegspektrometria al-
kalmazdsa jelent meg elséként a rutin orvosi diagnosztika tertiletén. Szamos prébalkozds
volt az LC-MS technikdk diagnosztikai laboratériumi bevezetésére, azonban ezek kevés si-
kerrel jartak. Ezzel ellentétben napjainkban, a modern mikrobiolégiai laboratériumok ezré-
vel alkalmazzak kiilonb6zé gyartok, kisméretld (benchtop) MALDI TOF MS késziilékeit a kor-
okozdk fajszint azonositdsdban és a mikrobidlis fert6zések rutin diagnosztikdjdban. Ezek a
mikrobiolégiai felhaszndldsra optimalizalt MALDI késztilékek linedris detektorukkal és tipi-
kusan 50-1000 Hz-es UV lézeriikkel egy koltséghatékony, de napi rutinban megbizhat6an
haszndlhat6 megolddst jelentenek, amelynek segitségével szovetekbdl, vérbél, vizeletbsl a
toredékére csokkent a humdn patogén baktériumok, gombdk fajszintl detektdldsanak ideje
és koltsége. A vizsgdlatok sordn 96 minta felvitelére alkalmas rozsdamentes acél mintatarté
tdlcdra cseppentve a mintdt és a mdtrixoldatot, azt beszdritva mérhetiink. Az analizis tipikus
vizsgdlati ideje a |ézer frekvencidja fliggvényében 30-50 masodperc/minta. A vizsgdlatok so-
rdn a készulék kalibrdldsdhoz dltaldban egy baktériumfajbél (pl. E. coli) készitett kivonatot
haszndlunk. A gyarték a késziilékekhez egyszertien haszndlhatd, az egyes felhaszndlasi tert-
letekre kifejlesztett (pl. vérmintdk elemzése, baktériumok vagy gombdk vizsgdlata) kitteket
forgalmaznak, amelyek segitségével néhdny 6rds betanulds utan barki megfeleld, klinikailag
validdlt eredményeket kaphat. Az eredmények kiértékelése automatikusan a megfelels
fajspecifikus adatbdzis segitségével torténik, amely tetsz6legesen bévithetd, fejleszthets.

Képalkotasi tomegspektrometria

Napjaink egyik legizgalmasabb fejlesztése a MALDI TOF tomegspektrometria képalko-
t6 mddszerként torténd alkalmazdsa (MALDI Imaging Mass Spectrometry, MALDI IMS),
melynek sordn egy specidlis mintatartéra 10-20 um-es szovettani metszetet és mdtixot szdri-
tunk (13.3. dbra).

13.3. abra. Specialis, un. ITO lemezek befogadasara alkalmas MALDI mintatarto



154 /13, FeJezeT - LEZERDESZORPCIOS TOMEGSPEKTROMETRIA

A MALDI tomegspektrometria képalkotdsi alkalmazdsa sordn alapvet6 fontossagu a
matrixkristdlyok homogenitdsa és mérete, ennek megfelelGen a matrix felvitelének technolo-
gidja meghatdrozé jelentGségti. A matrixoldat késziilhet barmilyen dltaldnosan hasznalt mat-
rixbol, a vizsgalandé molekulacsoporttél és az ionizdcié polaritdsatdl flggden dltaldban
CHCA-t, DHB-t vagy 9-AA-t haszndlunk. A matrixoldatok frissen, 10-25 mg/ml koncentraci-
oban késziilnek, oldészerként 0,1%-os trifluor-ecetsavat és acetonitrilt vagy metanolt alkal-
mazva. A madtrixoldat felvitele a szovetmetszetre tobb, akdr 50-100 ciklusban torténik,
amely a homogén miatrixeloszlds mellett biztositja a vizsgdland6 vegytletek felszini
extrakciojdt is.

Amennyiben a szoveti fehérjék lokdlis eloszldsdanak meghatdrozdsa a célunk, akkor a
matrix felvitele el6tt lipidmentesiteni kell a szovetmetszetet, hiszen ennek hidanydban jelen-
tGs ionszuppresszids hatdst tapasztalndnk.

Ezt kdvetGen a mintdrol el6re meghatdrozott szisztémaban és |ézerintenzitdssal tobb
tizezer tomegspektrumot vessziink fel, és a megfelel szoftver az egyes m/z értékekhez tarto-
z6 intenzitdsok eloszlasat képként jeleniti meg (13.4. abra).
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13.4. abra. A szoveti metszet mérési pontjainak kiosztasa

A vizsgdlatok alkalmasak lipidek, peptidek, fehérjék lokdlis eloszldsdanak akar 5-10
mikrométer felbontdsu feltérképezésére. A térbeli felbontds fugg az alkalmazott l1ézer hul-
ldmhosszdtol, fékuszdlt méretétsl és alakjatdl, a Iézerimpulzusok kiosztdsdnak geometridjd-
t6l, a vizsgalt terllet nagysdgdtdl és a madtrix felvitelének technoldgidjatdl, de tipikusan
50-100 mikrométer. A nagyobb felbontds nagysagrendileg megnoveli a vizsgdlat idejét és az
Osszegzett mérési adatok méretét, igy az optimdlis felbontds értékét az adott bioldgiai, klini-
kai kérdéshez és mintaszamhoz kell igazitani. Ne feledjlk azt sem, hogy egy-egy szovetmet-
szet mérése sordn akdr 200 000-300 000 lézerlovést is alkalmazhatunk, amely befolydsolja
a lézer élettartalmdt és az ionforrds tisztitdsdnak gyakorisdgat.
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A médszer 6ridsi elénye, hogy parhuzamosan alkalmazhaté az egyéb (in vivo fluoresz-
cens, NMR, MRI, CT, FT-IR, Raman) képalkotdsi modszerekkel, fgy olyan uj tudomanyos és
diagnosztikai eredményeket szolgdltathat, amelyek forradalmasitjdk a klinikai diagnosztika
mai médszertandt. A MALDI IMS mddszer kivalé eredményeket szolgdltathat az j patoldgi-
as biomarkerek felfedezése sordn, mivel az egyes vegylletek, vegytiletcsoportok lokdlis el-
oszldsdnak vizsgdlatdval azok kozvetlenul kothetSk az adott, gyakran nagy heterogenitdssal
rendelkezd egészséges vagy patoldgids szoveti struktirdkhoz. Példaul, jol elkiilonithetSk és
meghatdrozhatdék az egészséges, sztromadlis vagy neoplasztikus sejtekben expresszal6dé po-
tencidlis biomarker molekuldk (13.5. dbra)

13.5. abra. Fej-nyaki tumorral diagnosztizalt paciensek hematoxilin-eozin festett szovettani képe.
H: egészséges szdvet, S: stroma, T: tumor, E: epithelium

A MALDI IMS vizsgdlatok eredményei statisztikai szempontbdl is értékelhetSk specidlis
szoftverek segitségével. Ezek a programok normalizalds utdn a kiilonb6z6 csoportokba ren-
dezett tomegspektrumokat 6sszehasonlitva meghatdrozzak azok dltaldnos statisztikai és
diszkrimindcios értékeit. LehetGség van egyes teriiletekrdl felvett tomegspektrum-csoportok
kozvetlen spektrdlis 6sszehasonlitasara is, amely bizonyithatja az egészséges és patolégids
szovetekbdl kimutatott patolégids jelz6molekuladk prediktiv értékét (13.6., 13.7. dbra).

A tomegspektrometrids képalkotds 6ridsi el6nye, hogy a molekuldris vdltozdsokat
in-situ a szoveti struktdrdkkal egyuttesen tudjuk vizsgdlni, azonban a mintdk 6sszetételének
komplexitdsa miatt az ionszuppresszids hatdsok is kiemelten jelentkeznek. A mindennapi
gyakorlatban a prediktiv értékd molekuldris vdltozdsok kvantitativ meghatdrozasa érdekében
az IMS vizsgdlatokat célzott immunhisztokémiai elemzésekkel egészitjuk ki.

13.6. abra. MALDI TOF képalkotasi vizsgalat eredménye. A: S100 A8, B: S100 A9, C: hemoglobin alfa-lanc,
D: kompozit kép
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Magenta: egészséges régio, zold: neoplasztikus lézié

A MALDI mellett képalkotdsra barmely lézer-deszorpcids technika alkalmazhaté azon-
ban ezek érzékenysége és térbeli felbontdsa dltaldban elmarad a hagyomdanyos MALDI IMS
technikdtdl. Specidlis kiegészitGkkel, pl. optikai szdl segitségével torténd fokuszaldssal akdr 5
mikrométer alatti térbeli felbontdst is elérhetiink, amely fontos informdcidkat szolgdltathat a
sejtszintéi metabolomikai, peptidomikai, lipidomikai és proteomikai kutatdsokhoz. Az
in-vivo kortlmények kozott is alkalmazhaté atmoszférikus nyomdson miikodé médszerek-
nél (pl. LAESI) él5 sejtek molekuldris valtozdsait pl. neurdlis hdl6zatok metabolizmusat,
kommunikdcigjat is vizsgdlhatjuk.

Specidlis fluoreszcens festéket és az adott hulldmhosszra optimalizalt [ézert alkalmazva
megvaldsithatd, hogy a lézerlovés hatdsdra egy fluoreszcensen megjelolt sejt vagy sejtcso-
port parologjon el, igy ezek molekuldris felépitése akar sejtszinten detektdlhaté legyen. Ezt a
technikdt kénnyen kombindlhatjuk a hagyomdnyos immunhisztokémiai, fluoreszcens mik-
roszképids modszerekkel, amelyek novelik az eredmények orvosdiagnosztikai, klinikai al-
kalmazdsdnak lehetGségeit (13.8. dbra).
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13.8. abra. Nagy mocsari csiga neuronjainak egyseijt proteomikai vizsgalata.
A zold szin egy neuropeptid (FMRFa) lokalis eloszlasat mutatja.
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14. GELELEKTROFOREZISEN | Xékesi Adrienna Katalin
ALAPULO TECHNIKAK

A proteomikai kutatdsok célkitlizése kétirdnyd, egyrészt célja lehet, hogy a vizsgalt
mintdban jelen Iévé minél tobb fehérjét ki tudja mutatni, mdsrészt legaldbb ennyire fontos a
kisérleti alanyok/mintdk fehérjekészletének 6sszehasonlité vizsgdlata. Ez utébbihoz az egyik
gyakran haszndlt, a legutébbi id6kben kifejlesztett metodika a kétdimenziés differencidl-
gélelektroforézis (2-D DIGE), melynek részletes bemutatdsdval foglalkozik jelen fejezet. Mie-
[6tt azonban részletesen bemutatndnk a metodikdt, rovid torténeti és elméleti ismertetést
adunk a hozzd vezet§ (it fontosabb dllomdsairdl.

Az elektroforézis kifejezés gorog eredetd, az elektro (dram) és forézis (sz4llit) szavak
Osszekapcsoldsdbdl sziletett. Ha toltéssel rendelkezé részecskéket valamilyen hordozén
vdltozo elektromos er6tér hatdsdnak tesziink ki, azok kiilonbozé sebességgel elmozdulnak
az adott hordozéban, s ezdltal a részecskék elkilonithetSk lesznek egymadstél. Mozgdsukat
tobb tényez§ befolydsolja, igy a térerd, a részecske toltéss(irtiségébsl adodé elektroforetikus
mozgékonysdga, a részecske toltése (amely a kozeg pH-jdtdl fiigg), a molekula mérete, s
végll a viszkozitds, ami a hordozé striségétsl fugg.

A metodika gyakorlati alkalmazdsdrdl az elsé publikdcidk a mdlt szdzad elején jelentek
meg, folyadékfdzisi hordozon torténd elvdlasztdssal, Arne Tiselius svéd biokémikus nevé-
hez kotheten.""! Az azéta eltelt évek alatt az elektroforézis elvén szamos nagy felbontéké-
pességl analitikai szepardcids eljdrds kerult kifejlesztésre, melyek kiilonboz4 bioldgiai mak-
romolekuldk — fehérjék, szénhidratok, DNS, RNS — elvdlasztdsdt teszik lehetévé. Jelen feje-
zetben a fehérjék elvdlasztdsdra, ezen belll is a gélelektroforézisre koncentrdlunk, az azt
megel6z8, am kordntsem elhanyagolhaté metodikdkkal, mint a zénaelektroforézis vagy a ka-
pilldris elektroforézis, nem foglalkozunk.

Hordozokozegként legegyszertbbnek valamilyen folyadékfdzisi hordozé alkalmazdsa
tdnt, azonban problémdt jelentett a diffizid, valamint a hémérséklet-kiilonbségek hatdsdra
felléps mikrodramldsok jelensége, amelyek az elvdlasztds hatdsfokdnak romldsdval jdrtak
egyltt. Ezért a folyadékoknal szildrdabb kolloid hordozékozegre volt sziikség, amely csok-
kenteni tudja vagy kikiiszoboli ezeket a problémédkat. A megolddst a diffizibilis részek sza-
madra dtjdrhato térhdlds gélek alkalmazdsa jelentette. Haszndlatuk sordn kilon elényt jelent,
hogy fizikai tulajdonsdgaik széles hatdrok kozott vdltozhatnak a gélt felépits térhalo szerke-
zetétdl és a polimerduzzaszté kozeg kozotti kolcsonhatdstdl figgsen, ezdltal szabdlyozhaté
molekulaszlréként is alkalmazhatok. A térhdlds gélek egyik legjelent&sebb csoportjdba azok
tartoznak, amelyek vdza szerves makromolekuldkbdl, dn. polimerekbdl épiil fel. Bioldgiai
alkalmazdsukhoz azonban a gélek anyagdval szemben tdmasztott kovetelmények miatt — ké-
miailag inert, hidrofil, széles pH- (3—10), ionerd- és h6mérsékleti tartomdnyban stabil, neut-
ralis (tehdt toltott csoportokat nem tartalmazo), fizikailag ellendlld, dttetszd, a kimutatdsra
haszndlt festékkel nem fest6d6 — csupdn két vegytlet felelt meg, az agardz és a poliakrilamid.
Felhaszndlhatésdgukat tovdbb korldtozta eltérg pérusméretiik, ezért az agarézt elsGsorban a
nagyméretd nukleinsavak elvdlasztasdra haszndljdk, mig a poliakrilamid géleket a fehérjék
és peptidek szepardldsdra.
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Az akrilamid vizes oldatban katalizator és inicidtor jelenlétében polimerizalédik nagy
molekulatomegli linedris polimert létrehozva. Leggyakrabban katalizdtorként ammadnium-
peroxidszulfatot, mfg inicidtorként TEMED-et (N,N,N’,N’-tetrametil-etilén-diamin) alkalma-
zunk. Ha az oldathoz keresztkots dgenst, N,N’-metilén-biszakrilamidot is adunk, térhdlos
szerkezet( gélt hozhatunk létre, ahol az egyes poliakrilamid-ldncokat metilénhidak kotik
Ossze. A gél porozitdsat, elasztikussagat, dttetsz&ségét az akrilamidlanc hossza és a térhals-
sodds mértéke hatdrozza meg, amelyeket az akrilamid és a N,N’-metilén-biszakrilamid kon-
centrdcidjaval, valamint szdzalékos aranyukkal szabdlyozhatunk. Az akrilamidkoncentracié
széles (4-20%) tartomdnyban alkalmazhato, a keresztkots dgens a monomer 1-3%-a lehet.
Ezdltal, ha ismerjik az adott kisérletben elvdlasztdsra varé fehérjéink mérettartomanyadt, ak-
kor annak megfelel§ pérusméretti gélt tudunk onteni. A gél a fehérjék méretének fliggvényé-
ben befolydsolja a részecskék vdndorldsdnak sebességét, a kisebb méretli részecskék
gyorsabban vdndorolnak, de a gél pérusméreténél nagyobbak akar el is akadhatnak.

A poliakrilamid gél polimerizacidja két, igen gondosan megtisztitott tiveglap kozott
megy végbe, amelyek egymastél 1-1,5 mm tdvolsagra vannak (a késébb ismertetend6 meto-
dikdnal alacsony fluoreszcencidju tiveglapokat kell haszndlnunk). A gélek polimerizdciojat
gdtolhatja a molekuldris oxigén, ezért gélontés el6tt az oldatbdl a levegét vizlégszivattydival
vagy ultrahangos készilékkel el kell tévolitani. Gélontés utdn kozvetleniil az oldat felszinét
desztilldlt vizzel telitett n-butanol oldattal le kell fedni, hogy meggdtoljuk az O, gélbe old6-
ddsat, egyben egyenletes felszint biztositva a polimerizalédé gélnek. Egyszerre tobb (akar 6)
gélt onthettink.

A kereskedelemben kaphatok kilonbozé osszetételd, elGre ontott tn. ,pre-cast” gélek,
azonban ezek dra tobbszorose a sajat magunk dltal ontott gélekénél.

Izoelektromos fokuszalas (IEF)

A fehérjéket felépit6 aminosavak mindegyike kiilon toltést hordoz, és a fehérje teljes
toltése az 6t felépitd aminosavak egyedi toltéseinek sszege. A fehérjék amfoter vegytletek,
azaz hidrogénion (proton) leaddsdra és felvételére egyarant képesek, nettd toltésiik az Sket
kortlvevs kozeg pH-értékétdl fugg. Izoelektromos pontnak (pl) nevezziik azt a pH-értéket,
ahol netté toltésiik nulla. Az izoelektromos fékuszdldsnak nevezett metodika a fehérjék izo-
elektromos pontjainak kiilonboz8ségén alapul. Ha a fehérjéket egy véltozé pH-tartomanyd
gélmadtrixra, elektromos térbe helyezziik, vandorolni kezdenek izoelektromos pontjuk pH-
tartomdnya felé. Toltésiik vandorldsuk sordn pontrél pontra vdltozik, ha a kozeg pH-értéke
alacsonyabb a fehérje izoelektromos pont értékénél, a fehérje pozitiv t6ltésii lesz és a katéd
felé mozdul el, mig, ha a kozeg pH-értéke a magasabb, negativ toltés(i lesz és az andd felé
vandorol, egészen addig, amig nett6 toltése zéréva nem vdlik. Ez a gélmadtrixnak azon a
helyén kovetkezik be, ahol a pH a fehérjemolekula izoelektromos pontjdval megegyezik,
err6l a pontrél a molekula mdr nem mozdul el.

Az elvdlasztashoz tehat szikségiink van egy gélmatrixban létrehozott meghatarozott
tartomdnyon belli pH-gradiensre. Ezt amfoter elektrolitok (amfolitok) segitségével tudjuk el-
érni. Az amfolitok olyan kis molekulatomegl (300-500 Da) alifds poliamino-polikarbon-
savak keverékébdl dllnak, melyek izoelektromos pontjai néhdny szdzad pH egységben ku-
|6nboznek egymdstdl. Immobilizdlt pH-gradiens alkalmazdsaval ez az érték akar 0,001 pH-
egység is lehet. A fehérjéknél leirt médon, toltésiiknek megfelel&en elvandorolnak az andd,
vagy a katdd felé, és izoelektromos pontjukndl megdllva hozzak létre a pH-grddienst, azaz a
gradiens maga az izoelektromos dllapotban levé poliamino-polikarbonsavak sorozata, me-
lyek pufferként mdkodve stabilizaljak kornyezetik pH-értékét. Az igy létrehozott pH-gra-
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diens segitségével tudjuk a fehérjéket rabirni arra, hogy 6k is izoelektromos pontjuknak meg-
felel6 helyen megdllva fékuszélodjanak. A kereskedelemben kaphaték kiilonb6z6 pH-tarto-
manyt lefed§ szdritott gélcsikok, amelyek immobilizélt pH-grddienseket tartalmaznak, ezek
segitségével sokkal reprodukdlhatébban tudjuk elvégezni az elvdlasztdst, mintha magunk
hozndnk létre a pH-gradienst amfolitok alkalmazdasdval. A fékuszalds hatdsfokdanak novelése
érdekében az elvdlasztandd fehérjemintankhoz is célszer( adni 1-2%-ban amfolitot.

A fokuszalédast, azaz a pH-gradiens feloldéképességét tobb tényezd befolydsolja, a fe-
hérje diffliziés egyitthatdja, a pH gradiens meredeksége, az alkalmazott fesziiltség dltal Iétre-
hozott elektromos térerGsség, valamint az oldott anyag mozgékonysdgdnak valtozdsa a
pH-val a pl kornyezetében. Az elvdlasztast az elektromos térerésség novelésével, tovabbd a
pH tartomany szlkitésével tudjuk javitani. A térer6sség novelésének azonban gdtat szab a
fejléds hé, ennek elvezetésérsl gondoskodni kell. Fontos tovabbd, hogy a gélt védeni kell a
kiszdradastol, immobilizdlt gélcsikok alkalmazdsakor ezt legegyszer(ibben a gél paraffinnal
torténd lefedésével tudjuk elérni. Figyelntink kell tovdabbd a mintdk sétartalmdra, mert na-
gyobb sé koncentrdcié zavarhatja az elvalasztast.

SDS-PAGE

A fehérjék molekulatomeg szerinti elvdlasztdsdra leggyakrabban az SDS-PAGE
(natrium-dodecilszulfat-poliakrilamid gélelektroforézis) metodikét” hasznaljuk, ahol az el-
vdlasztds a fehérjék denaturdlt, azaz konformdcidvesztett dllapotdban torténik. A metodika
sordn a Na-dodecilszulfét (SDS) (NaCy,H,5S04) és a poliakrilamid gél egyuttes alkalmazdsa
lehet6vé teszi a szerkezet és toltés hatasanak kikiiszobolését, igy a fehérjéket kizarélag mole-
kulatomegtik kiilonbsége alapjan vélasztjuk el.

A denaturdcio tobb Iépésben torténik. ElGszor a szolubilizalt fehérjéket redukdlnunk
kell, majd detergenssel kezelni. A diszulfid-hidak hasitdsa legtobbszor merkaptoetanol vagy
ditiotreitol (DTT) segitségével valosul meg. Ezt kbvetSen a fehérje-fehérje, illetve a fehérje-
lipid kodlcsonhatdsokat kell megsziintetni. Fehérjék elvdlasztdsdhoz a leggyakoribb detergens
az SDS, amely feltletaktiv anyagként mikodve elfedi a fehérjék belsg toltését, létrehozva egy
SDS-fehérje komplexet. Az SDS anionos detergensként alkilldncdval a fehérje apoldris feliile-
téhez tapad, a molekula masik oldaldn taldlhaté szulfonsavcsoport tovabbi negativ toltést
biztosit a fehérjének, egy negativ toltésli burkot képezve. Ez egyenletes toltéseloszldst ered-
ményez egységnyi tomegre vonatkoztatva, biztositva ezzel a kizdrélag molekulatomeg sze-
rinti frakciondldst. A fehérjék teljes denaturdcidjahoz 4:1 (w/w) SDS/fehérje koncentrdcié
ardny sziikséges. 1,4 gramm SDS kotédik egy gramm fehérjéhez, ami két aminosavanként
egy SDS-molekuldanak felel meg. A redukdlt dllapot stabilizdldasat az -SH csoportok
jodacetamidos alkildldséval érhetjik el. Ennek eredményeképpen a fehérjék egy hosszu,

o

pdlcikaszer( struktirat vesznek fel, a ,pdlcikak” hosszisdga molekulatomegtikkel ardnyos.

2-D SDS-PAGE

Mind az izoelektromos fékuszélds, mind az SDS-PAGE 6nmagdban is alkalmas fehérjék
szétvdlasztdsdra, azonban ha olyan komplex (pl. szoveti) biolégiai mintdt akarunk vizsgdlni,
amely tobb ezer fehérjébdl dll, akkor ezek hatékonysdga nem elégséges. Az 1970-es évek-
ben szilettek az els6 publikdciok, amelyek a két metodikat kombindltdk, azaz elGszor az izo-
elektromos pont alapjan tortént a fehérjék szepardcidja, majd ezt kdvetGen molekulatome-
giik killonbozdsége alapjan valasztottdk el Gket.
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Kétdimenzids differencial-gélelektroforézis (2-D DIGE)

A komplex biolégiai mintdkban nemcsak nagyszdmd fehérje egyideji meghatdrozdsa a
cél, hanem sokkal inkdbb annak vizsgdlata, hogy melyek azok a fehérjék, amelyek egy adott
beavatkozasra (pl. epilepszids roham kivdltdsa dllatmodellben) koncentraciéjuk megvaltoza-
sdval vdlaszolnak. De ugyanennyire fontos segitséget nyujt kiilonb6z6 betegségek hattér me-
chanizmusainak feltdrdsandl a beteg, illetve egészséges emberekbdl (kontroll) szarmazé szo-
veti mintdk fehérjekészletének 0Osszehasonlitdsa. Bizonyos mértékig a hagyomanyos
(IEF/SDS-PAGE) elektroforézis technikdk is lehet&séget nydjtottak erre, de ahhoz, hogy sta-
tisztikailag megbizhaté eredményt kapjunk, nagyon nagy szamu (minimum 36) elvdlasztdst
kellett végezni, mivel a kiilonbozd kortilmények kozott futtatott géleknek nagy volt a variabi-
litdsa. Cél volt tehdt egy olyan metodika kidolgozdsa, amellyel csokkenthetd a futtatdsok
szdma.

Marouga munkatdrsaival 2005-ben publikdlta a kétdimenzios differencial-gélelektro-
forézis technikat [two dimensional differential gel electrophoresis (2-D DIGE)], mely lehet&-
vé tette egy adott kisérlet soran a futtatdsok szamanak drasztikus csokkentését (6-12 gél meto-
dikatél fiiggsen).”™ A médszer tobb tdjdonsaggal bir. Elssként azzal, hogy belss standardot
haszndlva egy gélen egyszerre tobb minta fut. Mindezt az tette lehet6vé, hogy kifejlesztettek
kilonb6z6 spektrdlis tulajdonsdgu fluoreszcens festékeket (CyDye), ezdltal a kiilonb6zé
mintacsoportok jel6lése mds festékkel torténik, és értelemszerden a fehérjék jelolését nem a
szokvdnyos médon elvdlasztds utdn, hanem elétte kell elvégezni (14.1. dbra). Annak flggvé-
nyében, hogy mennyi fehérjét tartalmaz a mintank, kétféle mdédszert vdlaszthatunk.
A Minimal dye-hoz sziikséges fehérjemennyiség 20-50 pg/minta, a Full stain festéshez en-
nek tizede, 2-5 pg/minta is elég. Mig a Minimal dye metodikdndl Cy2, Cy3 és Cy5 festék all
rendelkezésiinkre, addig a Full stain jel6lésnél Cy3 és Cy5. Fontos megjegyezni, hogy a festé-
kek neve azonos a két metodikdban, ugyanakkor a jelolés elve, azaz hatdsmechanizmusuk
kiilonboz6. A Minimal dye metodikdndl a fluoreszcens festékek NHS észterként vannak akti-
valva, fgy amid kotést tudnak létesiteni a lizin e-aminocsoportjdval. A fluoreszcens festék
koncentrdcioja korldtozza a reakcidt, igy a fehérjét alkoto lizinek csupan 1-2%-a jelolédik,
azaz a 30 perces reakcié id6 alatt mindossze egyetlen lizin. A Full stain jel6lés soran a festék
a fehérjék redukcidja utdn a cisztein aminosavak SH-csoportjdhoz kotédik, igy a fehérjéket
elsd 1épésben redukdlnunk kell.

Bdrmelyik metodikat is hasznaljuk, az egyik festékkel mindig a belsé standard mintét je-
l6ljuk. A belsd standard mintdt dgy dllitjuk 6ssze, hogy az dsszes, egyszerre vizsgdlt minta
egy adott, azonos fehérjekoncentrdcioji hanyadat tartalmazza, ezaltal minden minta min-
den fehérjéje reprezentdlva van benne. A gélek kiértékelésekor az egyes mintdkban lévs
egyedi fehérjék mennyiségét az ugyanazon a gélen futo belsé standard fehérjék koncentraci-
6ihoz tudjuk ardnyositani (14.1. dbra). A bels6 standard hasznalata megnéveli a biztos tald-
latok, s ezdltal az azonosithat6 fehérjék szamat, tovabba az tin. technikai parhuzamos mé-
rések szama is jelentGsen csokkenthetd.

A munkafolyamat tehdt a kovetkez6képpen zajlik. A szoveti mintdk feltdrdsa utdn, a
mintdkat a jel6lés el6tt lizis pufferben szuszpendaljuk, majd a pH-jukat az adott metodika-
nak megfelel§ értékre dllitjuk be (Minimal dye 8,5; Full stain 8,0). Fontos a preciz pH bealli-
tds, mert néhdny tized eltérés is rossz min&ség (halvany) jelolést eredményez. Ezutdn kovet-
kezik a mintdk fehérjekoncentraciéjanak meghatdrozasa, majd az azonos fehérjekoncentra-
ci6éju minta térfogatok kimérése, illetve a belsd standard minta 6sszemérése. Ezt koveti a jelo-
lés, melyet a Minimal dye esetében 4 °C-on végzlink. A jel6lés ledllitdsa a reakcid id6 lejdrta
utdn a feleslegben adott lizinnel torténik. A Full stain jel6lésnél mind a redukdlast, mind a je-
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14.1. abra. A kétdimenzids differencial-gélelelktroforézis jeldlési sémaja

l6lést 37 °C-ra bedllitott razégépben végezziik. A belsd standardként alkalmazott, a vizsga-
land6 mintdk egyenld ardanyu 6sszekeverésével nyert mintat mindig azonos festékkel jeloljik
(Cy2-vel a Minimal dye és Cy3-mal a Full stain jel6lés esetében). Fontos tovabba, hogy a
Minimal dye jelolésnél a kontroll, illetve a vizsgdlni kivdant mintdkat Cy3-mal és Cy5-tel fele-
fele ardnyban jeloljik, hogy elkeriljik a festékekbdl fakadé esetleges kiillonbségeket. A jelo-
lések utdn az egy gélen futtatott kulonbozs festékekkel jelolt mintdkat elegyitjik és
redukdldszert, valamint amfoter elektrolitot (1-2%) tartalmazé pufferrel, adott térfogatra ki-
egészitjik. Készulék tipustol figgben, egyszerre maximum 6, illetve 12 gélt tudunk egyditt
futtatni.

Az izoelektromos fékuszdldshoz a kereskedelemben kaphat6 szdritott gélcsikokat
(strip-eket) haszndlunk, amelyek immobilizdlt pH-grddienseket tartalmaznak. Mintatdl flg-
g6en vélaszthatunk kilonb6zd pH tartomdnyu stripeket, széles (3-10) és sztkebb (3,5-4,5,
4-5,4-7, 5-6, 6-8, 9-11) tartomdnyokban. Tovdbba léteznek linedris és nem-linedris (NL)
pH-gradienst tartalmazé gélcsikok is, ez utébbiak elvdlasztdsi hatékonysdga a gradiens koze-
pén a legjobb, mig a gradiens szélei felé logaritmikusan csokken. Tovdbba maguknak a
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stripeknek a hossza is kiilonboz6 (7, 11, 13, 18 és 24 cm). Az izoelektromos fokuszalast vég-
z6 készulékek gy vannak kialakitva, hogy barmelyik hosszisagu gélcsikkal mikodtethetSk.
Ertelemszertien, minél hosszabb stripet valasztunk, anndl jobb felbontéképesség(i elvalasz-
tast érhettink el. A felbontoképességet tovdbb javithatjuk széles tartomdnyud pH valasztdsa-
val, ezdltal a proteomrdl is teljesebb képet kapunk. Tovdbbd fontos megjegyezni azt is, hogy
a komplex biolégiai mintdk fehérjéi legnagyobb hdnyaddnak izoelektromos pontja a 4-7
kozotti pH tartomdnyba esik, emiatt a nem-linedris gélcsikok haszndlata is ajdnlott. Ezért a
leghatékonyabb elvdlasztds a 24 cm hosszi 3—-10 NL strippel érhet§ el.

A fokuszalds el6tt a szdrftott stripet rehidratdlni kell és a mintat fel kell vinni. A mintafel-
vitel torténhet aktivan, alacsony fesziiltség alkalmazasaval, vagy passzivan. Ekkor a szarftott
minta rehidratdldsdra alkalmazott rehidrdlé pufferbe keverjiik bele a mintdt, és egy éjszaka
alatt a minta a rehidrdlé oldat komponenseivel egyttt beszivédik a gélbe. A rehidratdlas so-
ran nagyon fontos, hogy a gél és a minta kozott ne legyen buborék, mivel a buborék egyenet-
lenné tenné a rehidratdlast, ami késébb az izoelektromos fékuszdlds sordn gatolnd a fehérjék
mozgdsat. Fontos tovabba megvédentink a mintakat a kiszdradastdl, ezt paraffinnal torténé
lefedéssel oldhatjuk meg. Az egy éjszakdn at tart6 rehidratdlds utdn kovetkezik a fehérjék
izoelektromos fékuszdldsa. Komplex biolégiai mintdknal, ahol a kordbban emlitett 24 cm-es
strippel dolgozunk, 30-8000 V értékek kozott torténik az elvdlasztds. Kis fesziltségnél (2-3
ora alatt) a sok futnak ki a rendszerbél, majd gradiens médban folyamatosan emelhetjik az
értéket, végil un. step izemmaddban magas fesziiltségérték mellett érhetjiik el a fehérjék tel-
jes szepardciojdt. Célszer( az egyes értékeket/idStartamokat gy bedllitani, hogy a teljes el-
vélasztdsi id6 24 6ra legyen, mert igy harmadik nap reggel kezdhetjik a masodik dimenzids
elvdlasztdst. Az IEF utdn els6 [épésként a gélcsikokat redukdlészert tartalmazd tin. ekvilibralé
oldatba helyezziik, mely SDS-t, uredt, glicerint, Tris-t és festékként bromfenolkéket tartal-
maz. Minimal dye jelolés esetében a fehérjéinket a redukciot kovetéen jodacetamiddal
alkildljuk, mfg Full stain jelolésnél csak az els6 |épést végezziik el. Ezutdn a stripeket az el6-
z8 nap megontott gélekre csusztatjuk és Gvatosan, hogy a gél felszine ne sériiljon, szorosan a
gél széléhez illesztjiik, majd buborékmentesen 0,5%-o0s agar6z gél oldattal rogzitjik. Az
agaréz megdermedése utdn a géleket a futtatékddba helyezziik, ezt kdvetSen fesziiltséget
kapcsolunk a rendszerre. A toltott részecskék elmozduldsdhoz sziikséges térerGsség-
gradienst egy egyendramdu tapegység szolgdltatja. Az 5 kDa-nal kisebb molekulatomeg( fe-
hérjék alkotjak a pufferfrontot, a pufferek anionos komponenseivel egyitt. A pufferfrontot a
kis molekulatomeg( anionos brémfenolkék festék mintapufferhez torténé hozzdadasaval
tudjuk lathatéva tenni, melyre kis molekulatomege révén nem hat a gél molekulasziré
hatdsa, és t6ltése miatt gyorsabban vandorol a gélben, mint az elvdlasztandé fehérjék, igy
jelzi a futdsi frontot. Az elvdlasztast 2—12 W kozotti értékeken végezzilk, amig a pufferfront
eléri a gél aljat.

Fontos megjegyezni, hogy az elektroforézis hatékonysagat a gél koncentrdciodjan kiviil
nagymértékben befolydsolja az alkalmazott puffer, melynek szerepe a stabil pH biztositdsa
(reprodukdlhatésdg), de ezen tdlmenden a puffer ionjai végzik az dram vezetését. Ha az opti-
madlisndl nagyobb a pufferkoncentracio, az elvalasztandé toltott részecskék mobilitdsa csok-
ken, tdl alacsony koncentrdciéndl megné a fehérjeionok szerepe az dram vezetésében, ami
egyltt jar az elvalasztds min&ségének romldsdval, azaz diszkrét fehérjefoltok helyett diffiz,
elkenédott fehérjesdvokat kapunk.

Az elektroforézis sordn hé keletkezik, amelynek elvezetésérsl — a pufferek hiitésével —
gondoskodni kell; ennek hidnydban ugyancsak romlik az elvdlasztds min&sége. Ennek ki-
kiiszobolésére a késziilékek legtobbszor beépitett hiitGrendszert tartalmaznak.
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Az elektroforézis végeztével a géleket nagy felbontdsi |ézer-szkenner segitségével
beszkenneljiik az adott fluoroférnak megfelel& gerjesztési és emissziés hullamhosszok alkal-
mazdsdval. A 2-D DIGE sordn haszndlt fluoroférok sajatsdga, hogy a fehérjék kovalens jelo-
lése utdn nem vdltoztatjak meg azok izoelektromos pontjat, és tomegtiket kozel azonos mér-
tékben noveli minden festék, azaz az adott fehérje a haszndlt fluorofdr tipusatdl fuggetlenl
ugyanabba a pontba kertl. Mindez azt jelenti, hogy a kiilonboz6 festékekkel jelolt gélek/fe-
hérjefoltok egymadsra vetithet6k és a beszkennelt gélképek megfelel§ szoftverek (2-D
Differential Analysis Software csomag, Progenesis, Delta2D stb.) segitségével kiértékelhetdk.
igy az egy gélen futé mintak fehérjéket tartalmazé foltjainak intenzitdsa dsszehasonlithatéva
vdlik. A kvantitatfv eredményt a statisztikailag szignifikdns valtozasokat mutaté fehérjefoltok-
rél (P < 0,05) fuggetlen, kétoldali Student-féle t-préba haszndlataval kapjuk meg.

Fehérjék azonositasa

A szignifikdns véltozdst mutaté foltokbdl a fehérjék azonositdsdhoz preparativ gélt fut-
tatunk, ahol a kiinduldsi fehérjekoncentrécio joval magasabb és a belsd standard mintédhoz
hasonléan, minden minta adott hanyadat tartalmazza. A futtatds sordn ugyanazokkal a para-
méterekkel dolgozunk, mint a 2-D DIGE-ndl, de ez esetben a fehérjefoltok festése a fehérjék
elvdlasztdsa utan torténik meg. Tobbféle festési eljdrdst alkalmazhatunk. A kolloiddlis
Coomassie Brilliant Blue G250 (CCB G250) festék kimutathatésagi hatdra kb. 10 ng. A festék
savas és alkoholos kozegben a fehérjék hidroféb oldalldncaival és NH;*-csoportokkal ép re-
akcioba.”’ A médszer elénye, hogy olcsé és MS-kompatibilis. Az elvalasztds utdn a fehérjé-
ket a gélben savas kozegben fixdljuk a diffizié megakaddlyozdsa céljabol. A festés tobb na-
pig is eltarthat, célszer( a gélt alacsony fordulatszamu rdzégépen tartani 4 °C-os szobaban.
A gél vastagsdga 1 mm, ezért konnyen sériilhet, szakadozhat, ezt megel6zhetjiik azzal, hogy
gélontéskor az egyik tiveglapot szilanizdlé oldattal bevonjuk, ami a gélt az tiveglaphoz ,ra-
gasztja”. Kolloiddlis CCB G250 festés helyett végezhetlink tn. ezist festést is, ennek érzé-
kenyse?e a legjobb. Shevchenko munkatarsaival 1996-ban dolgozta ki az MS kompatibilis
eljarast’ az ezustfestésre. A festés itt is savas kozegben torténik, az ezustionok a fehérjék tol-
téssel rendelkezé oldallancaihoz kapcsolédnak és formaldehiddel redukdlhatéak. Ha érzé-
kenyebb kimutatdst szeretnénk elérni, haszndlhatunk fluoreszcens festékeket. A SYPRO
Ruby kimutathatésdgi hatdra kb. 1 ng, megfesti a glikoproteineket, lipoproteineket, kalcium-
kotd fehérjéket, fibrillaris fehérjéket és mds nehezen festhets fehérjéket is. EI6nye, hogy nem
zavarja a fehérjék késébbi tomegspektrometrids elemzését. Ha az elébbieknél is nagyobb ér-
zékenységre van szikséglink, vdlaszthatjuk a Flamingo Fluorescent Protein Gel Stain-t,
melynek alsé kimutathat6 hatdra 0,25-0,5 ng. A festék oldatban nem fluoreszkald, csak fe-
hérjéhez kotddve valik azza. A festési eljdrds egy egyszer(, kétlépéses protokoll, s szemben a
fent leirt Coomassie-s festéssel, akdr 5 dra alatt is elvégezhetd. A megfestett gél (fehérjefolt)
akar 8 éran keresztil is ki lehet téve szobai fénynek anélkiil, hogy ez befolydsolna a festett fe-
hérjesavok vagy foltok fluoreszcencia intenzitdsdt. A festett gélek sotétben, 2—8 °C-on 6 hé-
napig tarolhatok a képalkotdsi érzékenység jelentds csokkenése nélkiil. A megfestett fehérjék
MS-kompatibilisek.

Miutdn a fehérjefoltok vizudlisan lathatova véltak, a meghatdrozni kivant fehérjefolto-
kat a gélbdl kivagjuk, és 0,5-1%-o0s ecetsavban tdroljuk. A géldarabkdk 4 °C-on hosszu ideig
eltarthatok. A fehérjefoltok kivagdsakor kiilonosen figyelni kell a szennyez6dések elkertilésé-
re, mivel a humdnkeratin-szennyez&dés elfedheti a meghatdrozni kivant fehérje jelét a
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tomegspektrometrids mérés soran. Ajanlott a teljes folyamatot kopenyben, gumikesztytiben,
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maszkban, véd&szemiivegben végezni és a kivdgdshoz levagott vég( steril pipettahegyeket
hasznalni.

A fehérjék azonositdsa a triptikus emésztési fragmensek tomegspektrometrids mérési
eredményeinek bioinformatikai feldolgozdsaval torténik (ldsd 7. feiezet).

Elonydk-hatranyok

A 2-D SDS-PAGE technika alkalmazdsdval egy 24x20 cm-es standard méretnek tekint-
hetd gélen tobb ezer fehérjefoltot is el tudunk kiloniteni. Ugyanakkor egy-egy fehérjefolt a
legritkdbb esetben tartalmaz csupdn egyféle fehérjét. A tomegspektrométerek fejlédésével, a
kimutathatésdgi hatdrok javuldsaval parhuzamosan azt tapasztaljuk, hogy egy kis, kb. T mm
atmérgji géldarabkdban is akdr 5-10 fehérje azonosithaté/mutathaté ki. Mit jelent ez? Egy-
részt azt, hogy nem tudunk minden szignifikdns vdltozast mutaté fehérjét megtaldlni, mert le-
het, hogy az egy foltban futé fehérjék egyikének koncentrdcidja novekszik, mig a masiké
csokken, de ezek a vdltozdsok nem detektalhatdk, hiszen ,kioltjak” egymdst. Mdsrészt nem
tudjuk megmondani 100%-os biztonsaggal, hogy a foltban azonositott fehérjék kozil me-
lyik, vagy melyikek okoztdk a valtozast. Indikdcionk lehet, mert legtobbszor a fehérjék az
adott foltban nagyon eltéré koncentrdciéban vannak jelen, igy az MS azonositds sordn a tébb
peptiddel megtaldlt fehérje nagyobb valdszintiséggel bir a detektalt valtozas létrehozdsdban.
De ahhoz, hogy biztosak legylink benne, tovdbbi validaldsra van szlkség. Felmerl a kérdés
hogyan tudnank megbizhatébb eredményeket kapni. Ennek egyik médja a minél homogé-
nebb mintdk el&allitdsa. Vagyis szoveti mintdk helyett azonos sejtmintdk vizsgdlata, de még
relevdansabb adatokat kapunk a szubcelluldris frakcidk (pl. szinaptoszéma, szinaptikus
vezikula, mitokondrium, mitokondrium asszocidlt membran) vizsgdlataval. Az irodalomban
szamos metodikat taldlunk ezek létrehozasdra.”'*!

A proteomika egyre er6so6dd dga a fehérjék bioldgiai processzdldsdnak, azaz poszt-
transzldciés médositdsainak (PTM) feltérképezése. A fehérje poszttranszldcios médositdsai a
leggyakoribb és leghatékonyabb mechanizmusok, amelyek a fehérjefunkcié dinamikus sza-
balyozasdnak hétterében allnak mind az egyedi molekulak, mind halézatok szintjén.""! A fe-
hérjék a transzlacié utdn kilonbozé médositdsokon mehetnek keresztil (folding, darabolds),
megvdltoztatva ezaltal miikodésiiket, elhelyezkedésiiket, de akar a tobbi molekuldval kiala-
kitott kapcsolatukat is. Bar a PTM-ek kimutatdsdra a legalkalmasabb médszer a folyadékala-
pu tomegspektrometrids analizis, a két-dimenziés gélalapu elektroforézissel is ki tudjuk mu-
tatni 6ket. Ennek hattere, hogy bizonyos mdédositdsok megvdltoztatjak a fehérjék olyan tulaj-
donsdgait, amelyek az elvdlasztasukban szerepet jatszanak, mint pl. a foszforildcié az izo-
elektromos pontot, ami az els6 dimenzios elvdlasztds alapfeltétele, igy az egy fehérjén torté-
né foszforildcids vdltozdsok a gélen ldtvanyosan ,egy vonatban futnak”. A foszfo-, illetve
glikoproteinek jeloléséhez a ProQ Diamond, illetve a ProQ Emerald festékeket haszndlhat-
juk.

A proteomikai eredmények megbizhatésaganak egyik legfontosabb feltétele a relevans
biologiai minta. A fehérjék in vivo koncentrdcidja a fehérjeszintézis, illetve a fehérjék lebon-
tdsdnak sebessége dltal szabdlyozott egyenstilyi folyamat eredménye. Mindkét folyamat fe-
hérje-specifikus, ezért nehéz egy dltalanos idGablakot kijeldIni a mintavételre. Mindez azt is
jelenti, hogy a mintavétel id6pontjdnak fliggvényében mds és mds eredményre juthatunk, va-
gyis a proteomikai eredményiink a mintavétel idépontjanak aktualis dllapotat jellemzi csu-
pdn. A publikdciokndl az dj eredmények bemutatdsa a kovetelmény, a proteomikai kisérle-
tek eredményeinél akkor lehetiink biztosak azok megbizhatésdgdban, ha bizonyos szdzalék-
ban taldlunk atfedd, véltozast mutaté fehérjéket kordbban hasonlé témaban megjelent publi-
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kdcidkkal. Azaz egy adott kisérleten beltl (pl. epilepszia tanulmdnyozdsa) minél tobb publi-
kdciéban kimutattdk egy adott fehérje adott irdnyd szignifikdns véltozasat, anndl biztosabbak
lehettink az adott fehérje szerepében.

Az eredmény mindségét nagymértékben befolydsolhatja a mintdk kivételének maddija,
annak gyorsasdga, precizitdsa, ezdltal a mintdk homogenitasa. Humdan mintak kisérleti fel-
haszndldsa szigoru szabdlyok alapjan torténhet csak, a szabdlyozds orszdgonként vdltozé.
Engedélyek birtokdban a mtéti tton eltdvolitott mintdk esetében friss szoveti mintdkhoz jut-
hatunk, azonban legtobb esetben csak post mortem minta all rendelkezéstinkre. Kiiléndsen
igaz ez a kozponti idegrendszert érint6 betegségek vizsgdlatandl. A haldl bedllta utan eltelt
id6, amikor a minta kivétele elkezd&dhet a holttestbdl, a legenyhébb szabdly szerint is mini-
mum 2 6ra, de vannak orszagok, ahol 10-24 6ra a megengedett id6. Mindez azt jelenti, hogy
a fehérjék proteolitikus bomldsa nem kivédhets, igy humdan mintdakbol megbizhaté ered-
ményt csak akkor kaphatunk, ha azonos post mortem idej mintak dllnak rendelkezéstinkre,
mind a beteg, mind a kontroll oldalrél. Tovdbbi nehézség, hogy a kontroll és beteg mintak-
nak azonos nem( és legaldbb kozel azonos életkort személyektsl kell szarmazniuk, amit
megnehezit a human mintdk relative alacsony szdma. A mintakat szévetminta bankokban
-80 'C-on, N, atmoszférdban tdroljdk, az agyszovetet struktiranként elkilonitve. A humdn
testfolyadékok vizsgdlata, mint a konny, nyal, vérszérum, vérplazma, konnyebben engedé-
lyeztethetS, mig liquor mintdkhoz nehezebb kisérleti engedélyt kapni.

A kisérleti dllatokbdl torténé mintavétel homogénebb mintdkat eredményezhet, azonos
nemd, azonos koru (akdr ugyanabbdl az alombodl szarmazd) dllatokon dolgozhatunk, a min-
tak kivétele (disszekcid, lézer mikrodisszekcié) is konnyen reprodukalhaté. Allati mintak ese-
tén a szervkivétel maximum 1-2 perccel a haldl bedllta utdn torténik és a mintdk azonnal
szdrazjeges h(tésre kertilnek, tovdbbad a proteolizist gatolni tudjuk enziminhibitorok azonna-
li hozzdaddsaval. Ugyanakkor elmondhato, hogy nem dll rendelkezéstinkre minden humadn
betegség megfelels allatkisérleti modellje, mely az emberi betegség tiinetegylttesét produ-
kdlja. Vagyis az dllatmodellek az esetek igen jelentSs részében csak kozelitéek, és nem ad-
nak azonos informdciét a human mintdkbol nyerhetékkel. A proteomikai kisérletek legtobbet
haszndlt dllatmodelljei a patkdnyok és az egerek, s kérdés, hogy a bel6lik szarmazé adatok
mennyire transzlalhaték emberre.

Végil meg kell emliteni a metodika hatrdnyaként, hogy a hidroféb régidkat tartalmazé
fehérjék (pl. a membranproteinek), ezzel a metodikaval nehezen vizsgalhatok. Ennek oka,
hogy az izoelektromos fékuszdldst megel6z6 delipiddlast kovetSen ezek a fehérjék kevéssé
oldhatdk vissza, tovdbba a fékuszalds alatt kicsapédhatnak, igy nem jutnak &dt az SDS-
poliakrilamid gélekbe. Ahogy kordbban is frtuk jelen metodikdval a fehérjefoltok, s ezaltal a
benntik taldlhaté fehérjék koncentrdciéjanak véltozasdt tudjuk detektdlni, és sziikséges a
fehérjék tomegspektrometrids azonositdsa.
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_15. IONMOBILITAS- Sehlosser Gitta
TOMEGSPEKTROMETRIA

Bevezetés az ionmobilitas-spektrometriaba

A biolégiai mintdk proteomikai elemzése hatalmas mennyiség molekuldris informdcio
kinyerését jelenti, amelynek a lehetd leghatékonyabb végrehajtdsdhoz a technikai, mészeres
hattér folyamatosan fejlgdik. Minél jobb a tomegspektrométer érzékenysége, minél kifino-
multabb a kromatogréfids elvdlasztds, anndl tobb peptid és ezdltal anndl tobb fehérje lesz
azonosithaté a mintdbdl. Mind a tomegspektrométerek, mind pedig a folyadékkromato-
grafok terén folyamatos a fejl6dés. A detektdlhaté peptidek szdma novelheté példaul a
komplex 6sszetétell fehérjemintdk, fehérje-emésztmények elSzetes frakciondldsdval vagy
kétdimenzids kromatogréfids elvdlasztds tomegspektrométerhez csatoldsdval. Az utbbi né-
hdny évben alternativ elvdlasztdstechnikai mddszerként egyre inkdbb elterjedt az ion-
mobilitds-tomegspektrometria (IM-MS). Az ionmobilitds-spektrometria (IMS) alapjai tobb
mint szdz évre nyulnak vissza: Zeleny 1898-ban irta le azt a megfigyelését, amely szerint kui-
|6nb6z6 ionok eltero sebességgel haladnak gdzokban és a sebességlik az ionok méretétsl és
a toltéséts| fugg."

Az ionmobilitds- spektrometrla egy tomegspektrométerbe integrdlhatd, gazfézisd elva-
lasztdstechnikai médszer.”?! Az elvdlaszts soran a tomegspektrométer ionforrasaban kelet-
kezd ionokat inert gdz (in. puffer gdz) jelenlétében elektromos térrel gyorsitjdk a tomeg-
spektrométer analizdtora felé. Gz jelenlétében az ionok ldgy litkozések sorozatdt szenvedik
el, amely befolydsolja a mozgdsukat (elektroforetikus mobilitdsukat). A mobilitds sok fizikai
paramétertdl fligg, de egy adott rendszerben az ionok mérete, alakja, tomege és toltésszdma
hatdrozza meg. A mobilitds szerinti elvdlasztds tehdt a tomegspektrométer m/z szerinti elva-
lasztdsdhoz képest egy mdsik dimenzidt, alternativ szelektivitdst jelent — egy mérésen beltl!
Az elemzés sordn a méret, mint az ion jellemzg fizikai paramétere 6nmagdban is hasznosit-
haté informdcid. A gdzfazisd porgd-forgs iont dtlagosan gombszertinek feltételezve ugyanis
meghatdrozhaté annak Gtkozési hatdskeresztmetszete (collision cross section, CCS), amelyet
négyzetangstromben fejeziink ki (A2). Egyes modern berendezések felbontoképessége lehe-
t6vé teszi minimdlis szerkezetbeli eltérések kimutatdsdt is, ami nagy elény, ha komplex min-
takat vizsgdlunk.

Jelen fejezetben az ionmobilitds-elvdlasztdst a proteomikai alkalmazdsok szemszogé-
b6l mutatom be, de fontos megjegyezni, hogy az ionmobilitds-tomegspektrométerek széles
korben alkalmazhat6é berendezések és hasznosak minden olyan esetben, amikor komplex
mintdkat elemeznek (lipidomika, metabolomika) vagy amikor a cél szerkezeti eltérések ki-
mutatdsa (izomerek, konformerek). Minden olyan kilonbség, ami a gdzfdzisu ionok alakjat,
méretét befolydsolja, lehetGséget ad arra, hogy az eltérg szerkezeti molekuldkat megkisérel-
juk elvdlasztani és azonositani ionmobilitds-tomegspektrometridval. A médszer univerzali-
san alkalmazhaté akdr kismolekuldk esetén, példdul izomer szerkezetd, vagy kozel azonos
molekulatomegl molekuldk vizsgdlatdban, peptidek, oligonukleotidok, oligoszacharidok
analizisében, vagy akdr makromolekuldk, fehérjék szerkezeti valtozdsainak kimutatdsdban
(15.1. dbra).
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15.1. dbra. Példa ionmobilitas-elvalasztasra. Fent a tomegspektrum: egy polialanin minta nagyfelbontasu
tdmegspektrumanak kis részlete, amely egy négy tdltéssel rendelkez6 ionpopulacio izotopeloszlasat mutatja.
Az izotopesucsok inhomogenitasa tobb atfedé komponens jelenlétére utal. Lent a mobilogram: az ionpopula-

ci6 mobilitas szerinti elvalasztasa harom komponens jelenlétét bizonyitja, amelyek pontos molekulatomege
igy kiilon-kiilon meghatarozhaté (alkalmazott miiszer: ciklikus ionmobilitas-timegspekirométer).

Az ionmobilitas-tomegspektrométerekben tehdt az ionok térben vagy idében a mobili-
tasuk szerint vdlaszthatok el, ezutdn torténik meg a tomegspektrumok felvétele. Egy megha-
tarozott elektromos térben a kisebb, kompakt ionok mobilitdsa nagyobb, ezek gyorsabban
képesek haladni a puffergdzban, mint a nagyobb kiterjedés(i, kevésbé mobilis ionok. A CCS
adatok bizonyos esetekben kozvetleniil meghatdrozhatéak a mérésbél, mas esetekben az
m/z skdla kalibraciéjahoz hasonléan megfelel6 referenciaionokra kalibraljuk az ion-
mobilitdsi skaldt (az érkezési id6t) is. A mdszer kialakitdsatol fliggéen az ionmobilitas alapu
elvdlasztdst gyakran MS/MS fragmentdldssal is kombindlhatjuk, ez a proteomikai alkalmaza-
sokndl sziikséges is. Az ionmobilitds-spektrometridt a proteomikaban leginkdbb az LC-MS
alapu, shotgun mérésekhez alkalmazzak, ahol egy tovabbi elvdlasztdstechnikai dimenzié-
ként noveli az azonosithaté fehérjék szamat, a mennyiségi meghatdrozasok pontossdgat, a
dinamikus tartomanyt és javitja a jel/zaj viszonyt (15.2. dbra).

Az ionmobilitas-tomegspektrométerek tipusai

Sokféle ionmobilitas-tomegspektrométer létezik, amelyek mikodési elve is eltérs an-
nak fliggvényében, hogy milyen alkalmazasi tertletekre fejlesztették ki. Az alapkoncepcio-
nak a driftcsoves ionmobilitas-spektrometriat tekinthetjuk (drift tube ion mobility
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15.2. abra. Az LC-IMS-MS/MS elemzés egyszeriisitett Iépései

spectrometry, DTIMS), amelyben az ionokat egy gdzzal t6ltott celldn, meghatdrozott, homo-
gén elektromos térrel sodorjak at, adott nyomdson. A celldba az ionokat ioncsomagok forma-
jdban juttatjdk be, majd a mobilitdsuk szerint elvdlasztott ionokat detektdljdk. A proteomikai
gyakorlatban leginkdbb hdrom teljesen kilonb6z6 IMS megolddst alkalmaznak, ezeket te-
kintem 4t részletesebben. A legelterjedtebb hibrid LC-IMS-MS/MS berendezések kvadrupél-
TOF analizdtor-kombindcidra épiilnek, amelyben az ionmobilitds-cella a tomegszelektdlds-
ra haszndlt kvadrupdl és a nagy felbontdsi TOF analizdtor kozott helyezkedik el. Az IMS-
cella gy(rd alakd lemezek sorozatabdl dll, amelyben az ionok elérehaladdsa fesziltséghulla-
mok segitségével torténik (traveling wave ion mobility, TWIMS). Puffergdzként nagy tisztasa-
gu nitrogén alkalmazhatd. A celldba belépd ionokat a feszlltséghulldmok sorozata sodorja a
TOF irdnydba. A peptidek fragmentdcidjdra leggyakrabban Gtkozésindukdlt disszocidciot
(CID) alkalmaznak, amelyre lehet&ség van az IMS cella el6tt és utdn is. Ily médon tetszés sze-
rint torténhet meg a prekurzor ionok vagy a fragmens ionok IMS elvélasztdsa. A proteomikai
gyakorlatban a prekurzor ionok IMS elvdlasztdsa jellemzd, adatfliggetlen analizis mellett.
A TWIMS tomegspektrométerek egy specidlis esete, amikor az IMS-cella gy(r( alaku (cikli-
kus ionmobilitds-tomegspektrométer, cIM-MS)."”! Az igy kialakitott kézel egy méter hosszd,
onmagdba korbe zdrt gydrtben az ionokat nemcsak egy korben, de akdr egymds utdn tobb
korben elvdlasztva is elemezni lehet. A tobbkoros elvdlasztds elénye a nagyobb thosszbdl
fakadé nagyobb ionmobilitas-felbontds, amelyet elsGsorban tomegszelektdlt ionpopuldciok
vizsgdlatdra alkalmaznak, specidlis esetekben.

A TWIMS el6nye, hogy a mobilitdsi adatok felhaszndldsdval megbizhatébbak a peptid-
azonositdsok, alacsonyabb lesz a téves pozitiv adatok szama. llyen mdszerekkel a proteo-
mikai mérések sordn adatfiiggetlen (DIA) MS/MS adatgy(jtést alkalmaznak. Bér ilyenkor
nagyszamu peptid egydtt fragmentdlédik, a prekurzor ionok és a bel§lik szérmazo fragmens
ionok az IMS érkezési id6 alapjdn csoportosithatéak, amely jelentGsen noveli az azonositott
fehérjék szamat a hagyomdnyos DIA méréshez képest.

Proteomikai elemzésekhez elterjedten haszndljék a csapddzdsos ionmobilitds-spektro-
metriat (trapped ion mobility spectrometry, TIMS), amely szintén Q-TOF tomegspektro-
méterbe integrdlva érhets el. A TIMS esetén az ionmobilitds-cella egy szegmentdlt lindris
ioncsapda és az elvdlasztds elve pont a forditottja a TWIMS-nek: az ionokat a csapddban
elektromos térrel visszatartjdk, mikozben a velik azonos irdnyban bedramlé gaz elére hajtja
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6ket. A nagyobb méretl ionok a gazmolekuldkkal valo ttkozések révén gyorsabban el6re
sodrédnak, mint a kompaktabb ionok. A kisebb CCS érték( ionok igy lemaradnak a nagyob-
bakhoz képest. A potencidlkiilonbség idébeli csokkentésével az ionok csokkend méretiik
szerint eludlhaték a celldbdl. A TIMS cella kbzvetleniil az ionforrds utdn helyezkedik el, igy
az elvalasztott prekurzor ionokat a kévetkezé 1épésben szintén fragmentdlni lehet. Az irodal-
mi adatok azt mutatjak, hogy a TIMS alkalmazdsa jelentdsen csokkenti a koeludlodo
peptidek szamadt, fgy a mérés tisztdbb, jobb mingségli MS/MS spektrumokat és megbizhatébb
azono{sft?sokat eredményez, még akkor is, ha a kromatografids elvdlasztas rovid idejd (15.3.
dbra).”>’

.

retenciés idé (min)
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érkezésiidé (ms)
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15.3. abra. LC-IMS-MS peptidtérkép adatok megjelenitése hotérképen.
Felsd abra: LC-MS kromatogram; alsé abra: IMS érkezési idok a retencios idé fiiggvényében
(alkalmazott miiszer: ciklikus ionmobilitas tdmegspektrométer).

Mind a TWIMS, mind pedig a TIMS el8nye, hogy az IMS elvdlasztashoz sziikséges id6
csupdn néhdny tiz milliszekundum, amely tokéletes 6sszhangban van a kromatogréfids eld-
cios id6kkel és a TOF spektrumfelvételhez sziikséges id6vel. Mindkét esetben lehet&ség van
tovdbbd a CCS adatok kisérleti meghatdrozdsdra, kalibrdcié utdn.

A harmadik elterjedten haszndlt, mobilitdsalapu elvdlasztdst kihaszndlé megoldds a
FAIMS (field asymmetric-waveform ion mobility spectrometry). Ez a l1égkdri nyomdson md-
kodd technika a gdzfdzisd ionokat aszerint vdlasztja szét, hogyan viselkednek egy viltozé
elektromos térben. Proteomikai mérések sordn az eszkozt a tomegspektrométer belépdrése
elé poziciondljdk, és alkalmazdsanak f& elénye, hogy segitségével a kémiai zaj jelentds része
eltdvolithatd. A gdzfazisd ionok a tomegspektrométer belépdrése el6tt egy gdzfliggdonyon ha-
ladnak keresztll, amelynek dramldsi irdnya meréleges a létrehozott elektromos mezd
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irdnydra. Az elektromos teret aszimmetrikus hullamként generdljdk, amely az egyik pélus fe-
|61 nagyobb fesztiltséget jelent, mint a masik pélusndl. A potencialhullam alacsony szakasza-
nak magnitiddja fele akkora, hossza pedig kétszer akkora, mint a potencidlhulldm nagy fe-
szlltségl szakasza (ezdltal a negativ és a pozitiv polaritdsu teriilet 6sszességében véve azo-
nosnak adédik). Az oszcilldlé polaritds miatt az ionok mozgdsa megvdltozhat. Amennyiben
egy ion mobilitdsa nem vdltozik az aszimmetrikus elektromos tér hatdsdra, akkor tovabbjut a
tomegspektrométer felé. Amennyiben egy ion mobilitdsa az egyik vagy a mdsik mezé&ben na-
gyobb, 6sszességében véve elmozdul az egyik elektréd felé. Az ion az elektrédig is eljuthat,
és ez esetben semlegesit6dik, nem detektdlhato. Egy ion mobilitdsa megn&het a magas po-
tencidltérben, amennyiben csokken az (itkozési hatdskeresztmetszete, példdul azaltal, hogy
az adduktjait kozben elvesziti. Csokkenhet viszont a mobilitdsa példaul egy peptidnek,
amennyiben a haladdsa sordn véltozik a konformdcidja, és titkozési hatdskeresztmetszete ez-
dltal nagyobb lesz. Annak érdekében, hogy a mérés szempontjabdl fontos ionok a tomeg-
spektrométerbe jussanak, az aszimmetrikus valtéfesziiltséget egy kis értékl egyenfesziiltség-
gel kompenzaljdk, amely a tomegspektrométerbe tereli az eltéril§ ionok kivdlasztott popula-
ciéjat. A FAIMS tehdt egy folyamatos tizemben miikodd elvdlasztdstechnikai eszkoz, amely
egy jellemzé ionpopuldcié kiszlrését segiti. Ez a megoldds elérhet6 példdul Orbitrap
tomegspektrométerek opcidjaként, és nem alkalmas a CCS értékek kisérleti meghatdrozasa-
ra. Irodalmi adatok azt mutattdk, hogy a FAIMS elvdlasztds proteomikai méréseknél jelents-
sen csokkenti a héttérzajt és javitja a kimutatdsi, illetve kvantitdldsi hatart.®'"!

Amennyire eltérGek lehetnek a tomegspektrométerek, annyira mas minden ionmobili-
tas-tomegspektrométer is. Bar az ionmobilitds-elvalasztas miiszeres megolddsa kiilonbozik a
kulonféle gyartok esetén, és a modszer felbontéképessége dltaldban alacsony, ezek a mUsze-
rek Uj lenduletet adtak a proteomikai, metabolomikai és szerkezeti kutatdsoknak. Annak elle-
nére, hogy az ionmobilitas-spektrometria hosszu évtizedek 6ta fejl6dik, a lehetGségek szinte
kiakndzhatatlan tarhdza még csak most nyilt meg igazan a kutaték szamara.

A fehérjék poszttranszldciés médosuldsainak pontos azonositdsa kilonosen kifinomult
szerkezetkutatdsi modszereket igényelhet. Sok esetben izomer szerkezetek johetnek létre, a
modosulatok az MS-mérés sordn labilisak lehetnek, vagy a fehérjébdl keletkezd peptidekben
egyszerli MS/MS alapjan nem lokalizdlhat6 egyértelmiien a médositds pozicidja. Lemr és
munkatdrsai izomer szerkezet(i foszfopeptideket vizsgdltak az Alzheimer-kér kialakuldsdban
szerepet jatsz6 tau fehérjébdl.""" A mérések soran harom, kiilénboz6 poziciéban foszfo-
rilezett peptidet fragmentdlva izomer szerkezet( fragmens ionokat vdlasztottak ki, amelyeket
ionmobilitas-szepardciéval elvdlasztottak, majd ujra fragmentdltak. Az gy kapott adatok
alapjdn igazolni tudtdk a modositdsi helyeket rendkivil alacsony, csupdn 0,1 nmol/l kon-
centrdciéban is.

Kevin Pagel kutatécsoportja fehérjék glikozildciéjanak vizsgalatdban haszndlta az
IM-MS technikdkat. A humadn alfa-1-savas glikoprotein (AGP) N-glikdnjait a fehérjérél valé
lehasitds utdn HILIC folyadékkromatogrdfidval vdlasztottak el és meghatdroztdk az 6sszetéte-
liket."?" A glikdnokat ezutdn IMS-sel vizsgdlva képesek voltak elvélasztani alfa-2,3- és
alfa-2,6- szializdciot tartalmazé izomereket is, amelyek pontos szerkezetét fragmenseik alap-
jan azonositottdk. Eredményeik azt mutatjak, hogy az IMS hatékony technika a szializaciés
és fukozildciés mintdzatok felderitésére. Ugyanez a csoport hepardn-szulfat szacharidok
,shotgun” szekvendldsdra fejlesztett ki IMS-alapi médszert.®! A komponensek CID
fragmentdcidja utdn a keletkezd fragmensekre meghatdroztak a CCS értékeket, amelyeket
Osszevetettek ismert szerkezet( referencia molekuldk eredményeivel. Az egymdssal atfedd
fragmensek adatai alapjan ismeretlen szerkezet(, természetes eredet(i szacharidok szerkeze-
tét is képesek voltak meghatdrozni, ideértve kilonféle 30-szulfatalt izomereket.



15. FEJEZET — IONMOBILITAS-TOMEGSPEKTROMETRIA/ 173

Az ionmobilitds-tomegspektrometria biotechnoldgiai alkalmazdsa is jelent&s és elss-
sorban a fehérjealapu gyodgyszerek szerkezeti és analitikai vizsgdlata sordn alkalmazzék.
Arndt és munkatdrsai egy monoklondlis ellenanyag esetén 96,5% szekvencialefedettség(i
LC-MS/MS peptidtérképezési eredményt tudtak elérni egy csupan 20 perces folyadékkroma-
tografids elvdlasztas mellett oly médon, hogy az MS/MS szekvendlas el6tt a peptideket egy
13 m tthosszUsagu IMS celldban elvalasztottak.! Az IMS nagy felbontéképessége lehet6vé
tette szamos, a médositatlan formdval egyébként koeludl6do oxidalt vagy dezamiddlt peptid
elvdlasztdsat, izobdar és izomer szerkezetli komponensek megkiilonboztetését. A mono-
klondlis ellenanyagok magasabb rend szerkezete jelentGsen befolydsolja azok aggregdcios
képességét és immunogenitdsdt, ezért a magasabb rend( szerkezet pontos ismerete és
nyomonkovetése kulcsfontossagu a fehérjealapi gydgyszerek gyartasa és forgalmazdasa so-
ran. IM-MS mUszerekben lehetGség van a fehérjék tkozésindukadlt konformdciévaltoza-
sanak vizsgdlatdra (collision-induced unfolding, CIU), amelyet példaul degraddcios vizsgdla-
tok soran alkalmaznak, vagy pontmutéciok hatdsat vizsgaljak a konformerekre.""”! Ruotolo és
munkatdrsai a modszert 1gG-molekuldk 6sszehasonlité elemzésére haszndltédk ho- és pH
stressz hatdsdanak kimutatdsara, és megdllapitottdk, hogy a monomer és dimer formdk CCS
valtozasai jelentSsen eltérnek a CIU mérések soran.""® A CCS ujjlenyomatokbdl kévetkeztet-
ni tudtak az aggregdcio sordn bekovetkez§ szerkezeti vdltozdsokra.
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16. ADATELEMZES Csész Eva,

Emri Miklés

A kordbbi fejezetekben a proteomikai adatgydijtés bemutatdsdra koncentrdltunk. Rész-
letesen megismerhettiik a minta-el6készités és mintafeldolgozds Iépéseit, valamint informd-
ciét nyerhettiink arrél, hogy milyen szempontok alapjén, az el6nyoket és hatrdnyokat mérle-
gelve, a rendelkezésre &ll6 lehetGségeket figyelembe véve vdlaszthatjuk ki az adott biolégiai
kérdés megvdlaszoldsdhoz optimdlis analitikai médszereket. Azt is megismerhettik, hogy a
spektrumokbdl hogyan nyerhetlink peptidszekvencidra vonatkozé informdcidt, és ez alapjan
hogyan tudjuk megmondani, hogy mely fehérjék, milyen mennyiségben vannak jelen a min-
tdban. Mindezen ismeretek elengedhetetlenek ahhoz, hogy megfelel6 mingségl proteomi-
kai adathoz jussunk, viszont sok esetben még nem vdlaszoltuk meg a kapott eredményekkel
a vizsgdlatok elején megfogalmazott biolégiai kérdést. A proteomikai és tdgabb értelemben
véve az omikai adatok értelmezése, a benniik rejl§ biolégiailag relevans informdcié kinyeré-
se egy komplex kérdéskor, amely elsGsorban a bioinformatika tdrgykorébe tartozik, és
messze tdlmutat ezen konyv terjedelmén. Szamos konyv és interneten elérhetd oktatdsi tan-
anyag foglalkozik a témadval, és nagyszamu program és applikdcié dll a kutaték rendelkezé-
sére. Sajnos nincs egyetlen olyan program vagy munkafolyamat (workflow, pipeline), amely
felhaszndlébardt médon, a proteomikai adatokat haszndlva bemenetként megvdlaszolnd az
dltalunk feltett biolégiai kérdést. Ahogy a kordbbi fejezetekben bemutatott tomegspektro-
metrids és elvdlasztdstechnikai moédszerek esetén is lattuk, nincs idedlis médszer. Minden
esetben ismerni kell az adott médszerek elnyeit és hdtrdnyait. Ugyanigy van ez az adat-
elemzésre és adatvizualizdcidra specializdlédott szdmitégépes programok és applikdcick
vildgdban is.

A fejezetben, a teljesség igénye nélkil, néhdny ilyen applikdciot és szamitégépes prog-
ramot fogunk bemutatni, amelyek segitségével adatokat lehet elemezni. Természetesen, a
szoftverek bemutatdsdnak megvan az a veszélye, hogy akdr mdr a konyv megjelenése elétt is,
elavulnak, lesz egy madsik, jobb, egyszertbben, felhaszndlébardtabb médon haszndlhaté
véltozat, és akkor az itt bemutatott szamitégépes lehet&ségek érvényiiket veszitik. Eppen
ezért nem igazdn a szoftverkornyezetet kivanjuk bemutatni, hanem inkdbb azokat az elve-
ket, amelyek segithetnek az adatelemzés megtervezésében, a leginkdbb megfelel§ szoftve-
rek kivdlasztdsdban. Az egyes szoftverek haszndlatat a szoftverek honlapjan levg oktats-
videdk (tutorial-ok) segitségével viszonylag egyszer( elsajdtitani.

A masik fontos és nem elhanyagolhat6 szempont, amit mindig figyelembe kell venni az,
hogy az alkalmazhaté programok és applikdciok egy része ingyenesen hozzaférhets. Ezek a
lehet&ségek megfelel§ programozdsi ismeret birtokdban alakithatdk, testre szabhatdk, és &l-
taldban egy fejlesztdi kozosség all mogottik, ahol informdcidt lehet cserélni, az esetleges hi-
bdkat ki lehet kiiszobolni. A programok és applikdciék mdsik része kereskedelmi forgalom-
ban kaphatd, tébbnyire jelent&s anyagi raforditdst igényl& lehet&ség, amelyeket nem kell (és
dltaldban nem is lehet) alakitani, viszont felhaszndldbardt, viszonylag egyszerden haszndlha-
t6 kornyezetet biztositanak. Megfelel6 anyagi forrds birtokdban sem egyszer( a vdlasztds,
mert olyan szoftver, amely minden kérdéstinkre vdlaszt ad, nem létezik. Mindenképp vala-
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milyen kompromisszumot kell kotni, és ezt rendszeresen feliil kell vizsgdlni a valtozo lehetd-
ségek fuggvényében.

A proteomikai adatok elemzésekor hagyatkozhatunk a sajat magunk vagy a kollabora-
cios partner dltal el&dllitott, vagy szolgdltato laboratériumban az dltalunk kiktldott mintak
vizsgdlatdbol szdrmazoé eredményekre, vagy letolthetiink proteomikai repozitériumokbdl,
szabadon hozzéférhetd, j6 min6ségl proteomikai adatokat. A rangos proteomikai szaklap-
okban torténd publikdlas kritériuma, hogy az analizisek sordn nyert nyers és feldolgozott
adatokat szabadon hozzaférhet6vé tegytik publikus repozitériumokban. Az egyik ilyen leg-
nagyobb  repozitérium  az = EMBL-EBI  dltal  feltgyelt =~ ProteomeXchange
(https://www.proteomexchange.org/) adatbdzis, amely jelenleg tobb fajbdl szarmazé, tobb
mint 25000 adatsort tartalmaz.

A fejezetben két kérdéskorrel fogunk foglalkozni. Az egyik a szignifikancia kérdése, a
masik pedig a fehérjehdl6zatok vizsgdlata biztositotta lehet&ségek.

Szignifikans valtozas - az omikai vizsgalatok szent Gralja?

Mennyire fontos az, hogy szignifikdns legyen egy vdltozds? Csak és kizdrélag akkor fo-
gadhatok el egy eredményt, ha a vdltozas szignifikdns? Ha ehhez hasonlé kérdésekkel bom-
bdznak egy kutatot, természetesen a vdlasz az, hogy a szignifikancia vizsgdlata elengedhetet-
len. Altaldban olyan nagy variabilitdssal dolgozunk, és ehhez képest olyan kevés a minta-
szam, hogy az esetleges valtozdsokat, a bioldgiai egyedek (donorok) kézott megfigyelhetd
egyéni variancidt és a soklépéses mintafeldolgozds sordn okozott kiilonbségeket csak a szig-
nifikdns vdltozasok tikrében érdemes vizsgdlni, kiilonben hibds eredményeket kaphatunk.

Szamos statisztikai médszer [étezik, amelyeket a biolégiai rendszerekre lehet alkalmaz-
ni, de néhdny nehezit tényezével szamolni kell. Az omikai vizsgdlatok eredményei csak na-
gyon ritkdn mutatnak normdl eloszlast, emiatt meg kell taldlni az adott eloszldsra alkalmaz-
haté statisztikai modellt pl. korreldcidk, csoportkiilonbségek, variancia-analizis, multi-
linedris modellek, esetleg gépi tanuldsi algoritmusok, de ez utébbi esetekben a mintaszam
kritikus az alkalmazhatésdg szempontjdbdl. Sokszor sziikséges az adatsor normadldsa, ami
kiilonboz6 paraméterek (belsd standardok, a teljes jelintenzitds stb.) alapjan végezhet6 el.
Ugyanakkor fontos hangstilyozni a tébbszoros 6sszehasonlitds jelentGségét (FDR korrekcid,
vagy mds hipotézis vizsgdlat) az els6- és mdsodfaju hiba kikiiszobolésére, valamint kezelni
kell a hidnyzo6 értékeket. A bioldgiai mintdk vizsgalata sordn gyakran el6fordul, hogy az al-
kalmazott biolégiai és/vagy technikai parhuzamosok nem mindegyikében jelenik meg egy
adott fehérje. Ennek tobb oka lehet, tobbek kozott a mérési bizonytalansag, a nem megfelels-
en reprodukdlhaté minta-el6készités, nem megfelel6en megvdlasztott maddszer stb.
Amennyiben nem kezeljik ezeket a hidnyzé adatpontokat, tgy a szigord statisztikai modsze-
rek dltaldban elvetik az ilyen adatsorokat és nem tudjuk felhaszndlni azokat. A probléma or-
vosldsdra olyan eljdrdsokat (pl. imputdcio) fejlesztettek ki, amelyek segitségével potolni lehet
adatokat, viszont ez djabb kérdéseket és problémadkat vetett fel a statisztikai analizisek szint-
jén. Kevés mérési adat esetén statisztikai szempontbdl nincs korrekt megoldds!

Mivel hasonlé problémakkal a nem(csak) proteomikai adatokat haszndls, gépi tanuld-
son alapuld klinikai prediktiv modellek keresése, fejlesztése sordn is taldlkozunk, érdemes az
elemzési folyamatba a korszer( adattudomany eszkoztdrat minél tobb szinten bevonni. Eb-
b6l a szempontbdl hasznos terllet az dn. ,feature engineering”, ami az elemzés elétti
adattranszformdcioval foglalkozik, vagy az automatizdlt ,explorative data analysis”, ami az
adathalmazunk statisztikai megismerését tamogatja. Az adattudomadny fontos eszkoze lett az
un. notebook technolégia, amivel az adatelemz& programok jegyzékonyv szerden fejleszt-
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hetSk és ami lehet6vé teszi az elemzés egyszer( reprodukdlhatésagat abban az esetben, ha
az adatok véltoznak. A tipikusan R és Python nyelvet haszndlé notebook alapu adatfeldolgo-
zds a lokdlis szamitasok mellett lehet&séget ad szerver—kliens architektira haszndlatdra is.
Ezzel megoldhato, hogy olyan médszereket is alkalmazzunk, amelyekhez nagy szamitdsi ka-
pacitdsra van sziikség, vagy amikor az adatok tdvoli szerveren vagy valamely felhGszolgalta-
tonal (pl. Amazon AWS, Microsoft Azure) érhetSk el. Ebben az esetben egy laptop-rél egy
bongészén keresztiil olyan elemzéseket is futtathatunk, amelyek adattaroldsi és szdmitdsi
igénye jéval meghaladja a laptop hardveres lehet&ségeit.

A kiilonbéz6 bonyolultsagi statisztikai médszerek alkalmazasaval''?' megtalalhatok
azok a fehérjék, amelyek statisztikailag szignifikdns véltozast mutatnak, az angolszdsz szak-
irodalom szerint differencidltan expresszalédnak (DE) az egyes csoportok kozoétt. Ez nagyon
fontos informdcidt jelent szamunkra és az ilyen fehérjék segitségével jobban megérthetjiik az
dltalunk vizsgdlt biolégiai rendszer miikodését. A fejezetben egy példan illusztralva mutatjuk
be a leggyakrabban hasznalt vulkadn diagramot (volcano plot) és h6térképet a statisztikailag
szignifikdns valtozdsok vizualizdldsdra nagy adatsorok esetén (16.1. dbra).
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16.1. abra. Proteomikai eredmények megjelenitésére gyakran alkalmazott abrazolasi madok.
A: Vulkan diagram (volcano plot), B: Hétérkép. Az abrakat a ProteomeXchange repozitériumbol letoltott
PXD030266 proteomikai adatsor LFQAnalyst szoftverrel torténd tjraelemzésével nyertiik.

A kérdés csak az, hogy ha mdr van ilyen fehérjénk, vagy ilyen fehérjéink, akkor ezek
elégségesek-e a vizsgdlt vdltozds mélyebb megértéséhez? Amennyiben néhany ilyen fehér-
jénk van, akkor azt mds kisérletekben ellenérizziik, és ha ott is a proteomikai vizsgdlattal
megegyez6 eredményt kapunk, akkor nagyobb mintaszdmon (lehetéleg tobb ezer donor be-
vondsaval) az eredményt validalni sziikséges. Csak a validdlds utan fogadhatjuk el az adott
fehérjét biomarkerként, amely el6rejelezheti egy adott betegség megjelenését, stilyosboda-
sat, esetleg javuldsdt, vagy terdpids célpontként, amelyet megcélozva gyogyszerek tervezhe-
k.

Viszont ha a statisztikai vizsgdlatunk eredménye tobb szdz statisztikailag szignifikdns
véltozdst mutato fehérjét ad, akkor hogyan valasztjuk ki, melyek azok, amelyek fontosak le-
hetnek?
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Ugyanakkor, visszatérve kissé az alfejezet elején megfogalmazott kérdésre, felmeriil az
is, hogy egy komplex rendszerben a véltozast csak a szignifikdnsan véltozé fehérjék mutat-
jak? Sziikséges-e mindig csak és kizardlag a szignifikdns valtozasokra hagyatkozni?

Az, hogy csak a statisztikailag szignifikdns vdltozasokat fogadjuk el egyfajta minGségel-
lendrzést jelent, viszont ugyanakkor egy korldtot is, amely miatt biztosan veszittink informa-
ciét. Valahogy fontos e kérdésben is megtaldlni az arany kozéputat. A statisztikusok és az
omikai kutatdsokat végzsk dllandé vitdban dllnak, és probdljak legjobb tuddsuk szerint, ko-
zosen megkeresni a vdlaszt a szignifikancidt érint6 kérdésekre.

A kizdrélag egyes fehérjéket érintd statisztikailag szignifikdns valtozasok keresésén ki-
vil a kapott omikai adatokat kezelhetjuk ugy is, hogy figyelembe vessziik a fehérjék kozotti
kapcsolatokat is.

Fehérje-fehérje interakcios halozatok

A fehérje-fehérje interakcios hdl6zatok tanulmdnyozdsa sordn elsGsorban azt a tényt
tartjuk szem el6tt, hogy a fehérjék a sejtben tobbnyire nem egyedil végzik feladatukat, ha-
nem fehérje komplexekbe rendez&dve, egymdssal tobbféle kapcsolatot kialakitva dolgoz-
nak. Amennyiben fel tudjuk rajzolni az egyes fehérjék kapcsoléddsi viszonyait, és a hdlézat-
elemzés modszereit haszndljuk, a kapott hdlézatok elemzésére olyan vdltozdsokat, torvény-
szer(iségeket is megfigyelhetlink, amelyek az egyes elemek, fehérjék vizsgdlatdval rejtve
maradnak.

A hdlézatok vizsgalatanak matematikai alapjdt a grafelmélet szolgdltatja, amely a hals-
zatok csomdpontjait és az ket 0sszekots élek viszonyait vizsgdlja. A hdlozatok felrajzoldsa-
hoz adatbdzisokban megtaldlhatd, mar kordbban leirt, kisérleti bizonyitékokon alapulé ada-
tokat, valamint ezek alapjan végzett predikciokat vagy adatbdnydszat alapjdn megtaldlt fe-
hérje-fehérje interakcidkat haszndlunk. Ezeket az interakciokat lekérjik adatbazisokbdl pl.
IntAct (https://www.ebi.ac.uk/intact/home), String (https:/string-db.org), és ezek segitségével
megrajzoljuk a fehérjehdlozatot.

Ahhoz, hogy teljes képet kapjunk, nem haszndlhatunk csak egyetlen adatbdzist, mert
jelenleg egyetlen adatbdzis sem teljes. Viszont, ha tobb adatbazisbdl vessziik az adatokat,
akkor figyelntink kell arra, hogy az adott adatbazist haszndlé halézatrajzolé applikacié tobb-
nyire nem tudja haszndlni mds adatbdzis adatait, igy a halézatokat magunk kell megrajzol-
juk. Ha nem rendelkeziink megfelel§ programozasi ismeretekkel, akkor kompromisszumra
kényszeriiliink, és valamelyik dltalunk kivalasztott, nem teljes adatbdzist véve alapul az adott
adatbdzis hdlézatrajzolé applikdcidjat haszndlva értelmezziik az adatokat. Nem bioinfor-
matikus omikai adatelemz&knek egy j6 kompromisszum a StringDB (https://string-db.org/)
haszndlata, amely folyamatosan bévilg, de nem teljes fehérje-fehérje interakcios adatbdzis
konnyen hasznalhaté halézatrajzol6 funkciéval. A String DB haszndlata mellett sz6l az is,
hogy az dltala készitett hal6zatok kiexportdlhatdk és sajat hdl6zatelemz6 mdédszereket alkal-
mazva vagy a felhasznalébarat Cytoscape' programcsomaggal vizsgalhatok.

Bdrmelyik vdltozatot is vdlasztjuk, fontos szem el6tt tartani, hogy az adatbdzisokban le-
v6 interakciok alapjdn megrajzolt hdl6zatok csak az elméleti lehetGséget jelentik az interak-
ciokra. Arrél, hogy az dltalunk vizsgdlt mintdban ténylegesen milyen interakciék vannak je-
len, ez nem ad felvildgositast. Egy lehet6ség a probléma kezelésére, ha beépitjik a proteo-
mikai analizisekben mért mennyiségi adatokat is a hdl6zati modellbe, azaz un. silyozott ha-
l6zattal szamolunk.'® Ezt ravetitve az adatbazisokbdl letoltott elméleti lehetéségekre jobb
képet kaphatunk a mintaban levé valés viszonyokrdl. Figyelembe véve ezt a tényt, valamint
az adatbdzisok tokéletlenségét, nyilvanvaléva vdlnak a hdlozati megkozelitések korlatai. Ezt
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nagyon fontos szem el6tt tartani, mert, amint mdr sokszor emlitettiik, a vizsgalémédszerek
tokéletlensége és a rendelkezésre allé adatok hidnyos volta nem teszi lehet6vé, hogy teljes
képet kaphassunk a biolégiai rendszerekrél. Ezen korldtokat nem elfeledve nagyon sok fon-
tos, mds modszerekkel rejtve maradé osszefliggéseket fedezhettink fel a komplex bioldgiai
rendszerek vizsgdlata sordn.

A tovdbbiakban egy példan keresztil prébaljuk bemutatni, hogy milyen informdcick
nyerhetSk ki egy fehérje listdbdl és hogyan lehet tobbé-kevésbé egyszerlien értelmezni a
proteomikai adatokat. A példa csak egy viszonylag felliletes értelmezést tesz lehet6vé, tulaj-
donképpen csak segiti a gondolkoddst és a bioldgiai probléma jobb megkozelitését, de a mé-
lyebben rejl6 osszefliggések megkereséséhez mindenképp érdemes bioinformatikus vagy
hdl6zatelemzésben jartas matematikus segitségét kérni.

A hdlézatelemzés sordn a hdl6zat megrajzoldsat kovetSen két f6 irdnyt lehet vdlasztani.
Az egyik a csomépontok és élek viszonyanak elemzése a klasszikus halézatelemzés modsze-
reivel, a mdsik a hdlézatban levé fehérjék funkciondlis elemzése, a halézatra vagy alhdlo-
zatra jellemz6 funkcidk felddsuldsdnak megdllapitdsa. Teljesen mindegy, hogy melyik irdny-
bél kezdjik az elemzést, mindkét vizsgalatot fontos elvégezni, hogy teljesebb képet kaphas-
sunk.

A halézat megrajzoldasdhoz munkacsoportunkban az esetek tobbségében a StringDB
adatbdzist hasznaljuk, kikeresve azokat az interakcidkat, amelyek a proteomikai adatsorunk-
ban szerepl& fehérjék kozott ismertek. Ha tdil kevés fehérje van a bemeneti adatokban és csak
néhdny, egymadssal nem kapcsolédoé fehérjét ad ki az adatbdzis, akkor a vizsgalt fehérjék el-
s6rend( interakciods partnereit (az dltalunk vizsgdlt fehérjékkel interakcioba 1ép6, nemcsak a
vizsgdlati eredményeinkben megjelend partnerek) is bevonjuk a vizsgdalatba (16.2. dbra).

A StringDB altal rajzolt hdl6zatok esetében lekérhetdk a felddsult Gene Ontology (GO)
funkciok, mint a molekuldris funkcid, biolégiai folyamat és a lokalizacié. Ezek alapjan a ha-
|6zatokra jellemz6 torténések jobban értelmezhetdk, viszont figyelembe kell venni, hogy a

16.2. abra. StringDB segitségével generalt fehérje-fehérje interakcios halézatok.

A: A PXD030266 adatsor elemzésével nyert differencialtan expresszalodo fehérjék halozata. A differencialtan
expresszalodo fehérjék kevés egymas kozotti kapcsolattal rendelkeznek, ezért a tovabbiakban a differencial-
tan expresszalodo fehérjék elsérendii interakcids partnereit is bevontuk a vizsgalatba. B: Differencialtan
expresszalodo fehérjék és azok elsdrendii interakcids partnereinek interakcios halozata. Mindkét halozat
esetében a kordk a fehérjéket jeldlik, feltiintetve a génnevet, a vonalak pedig a fehérjék kozotti kapcsolatot
jeldlik. A nyil a kisérletben kiiitott PURA fehérjét mutatja.
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felddsult funkcié Gnmagdban nem ad felvilagositast arrél, hogy a funkciét mutat6 fehérjék
mennyisége nétt, vagy csokkent a mintdban. A mdsik lehetGség a funkciondlis analizisre a
Cytoscape program ClueGo applikdcidjdnak haszndlata, ahova be tudjuk tolteni a StringDB
altal készitett hdl6zatokat és a funkciondlis analizist itt végezhetjiik el. Ez dltalaban jobban
értelmezhetd funkciondlis hdl6zatot mutat (16.3. dbra), de nagyon komplex hdlézatok eseté-
ben nehezen attekinthetd.

16.3. abra. Az el6zéekben bemutatott PXD030266 adatsor Cytoscape-ben torténd elemzésével kapott
funkcionalis haldzat

A funkciondlis vizsgdlat eredményének megjelenitésére gyakran haszndljuk a kor-
diagrammot, amely megmutatja azt is, hogy az adott funkciéhoz tartozé fehérjék hany szdza-
|ékat teszik ki a hdl6zatban szerepl§ Osszes fehérjének (16.4. dbra).

A Cytoscape-be betoltott hdl6zatokon a Cytoscape mds applikdcidival hdlézatanalizist
végezhetiink. Altaldban érdemes megkeresni a hal6zatban kozponti szerepet betoltd, sok
mds fehérjével kapcsol6dé csomépontokat (hub), mert azok mennyiségi vdltozdsa vdrhato,
hogy a hdlézatban egy nagyobb mértékd véltozdst eredményez, mint a kevés kapcsolattal
rendelkezd, a hdlézat periféridjdn levs fehérjék mennyiségi vdltozdsa. A csomépontok vizs-
gdlatdra a CytoHubba alkalmazds kivdléan haszndlhaté.

A CluePaedia alkalmazads segitségével az tin. gén-gén interakcids hdlézatok rajzolhaték
meg. Ezek az egyszer(i kapcsoléddsi adatok mellett az aktivdlds, gétlds, koexpresszié infor-
madcidkat is tartalmazzdk, és vizsgdlatuk teljesebb képet ad az adott hdlézatrdl (16.5. dbra).
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16.4. abra. A ClueGO altal elvégzett funkcionalis elemzés kdrdiagramon torténé megjelenitése.
A funkciok melletti szazalékok azt mutatjak, hogy az adott funkciohoz tartozo fehérjék szama hogyan aranylik
a hélozatban levé dsszes fehérje szamahoz.

16.5. abra. A: A PXD030266 adatsor elemzésével nyert gén interakcios halozat. B: Kinagyitott haldzatrészlet.
A pontok a fehérjéket abrazoljak, feltiintetve a génneveket is, a vonalak pedig az interakciokat jeldlik.
A vonalak szine az interakcid tipusara utal: a piros gatlast, a zéld aktivalast, a lila katalizist, a sarga
koexpressziot, a kék kotddést jelent.
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A StringDB segitségével megrajzolt hdl6zatok esetében vizsgdlhatok a hal6zatban meg-
jelend, lokdlisan tobb egymads kozotti kapcsolattal rendelkez& csoportosuldsok, a klaszterek.
A rendelkezésre all6 adatok alapjan klasztereket definidlhatunk, amelyek sok esetben
egy-egy funkciéhoz kothetsk.

Afehérje halézatok vizsgdlata sordn népszerd az ttvonalak elemzése is. Ez elvégezhetd
egydtt a funkciondlis analizissel, vagy kiilon, attol fliggetlentl. A StringDB feliiletén informd-
ciét kaphatunk a KEGG (https:/www.genome.jp/kegg/), Reactome (https://reactome.org/)
vagy WikiPathways (https://www.wikipathways.org/) adatbazisokban definidlt ttvonalak fel-
disuldsarsl, viszont ha egy részletesebb analizist szeretnénk elvégezni, akkor a Reactome'”!
feliiletet érdemes haszndlni (16.6. dbra).

/ Expressionand
'~ translocation of

16.6. abra. A PXD030266 adatsor Reactome-han torténé elemzésével nyert megvaltozott utvonalak kiilonbozo
vizualizaciés modokban. A: Voronoi vizualizacios mod. A szinek mélysége a valtozas mértékére utal.
B: Utvonal vizualizaciés méd (részlet).
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A megfelel§ adatbazis vagy webfellilet kivalasztdsakor érdemes figyelni arra is, hogy fo-
lyamatosan bévitett, j6l annotdlt és megfelelGen karbantartott repozitériumot vdlasszunk (pl.
EMBL - EBI, ELIXIR stb. altal feltgyelt adatbazisok).

A szdmos szoftvervdltozat helyett haszndlhatjuk az Ingenuity Pathway Analysis
(Quiagen) szoftvert is, amely kereskedelmi forgalomban kaphatd, viszonylag koltséges, de
egyszer(en haszndlhaté és folyamatosan bévitett és annotdlt adatbazissal rendelkezé lehets-
ség a hdlézatok és ttvonalak elemzésére.

Az esetek jelentds részében nem hagyatkozhatunk csak a statisztikai, vagy csak a hdlo-
zatelemzési médszerekkel kapott informdcidkra, célravezetd ezek kombindldsa. Szamos dif-
ferencidltan expresszal6do fehérje esetében ezek hdldzatét szoktuk vizsgdlni, vagy a fehérje
hdlézatokban és alhdlézatokban megfigyelt jelenségeket elemezziik statisztikai modszerek-
kel.

Az omikai adatok elemzésének egy mdsik szintje, amikor a kiilonb6z6 tipusd omikai ki-
sérletekbdl szdrmazo adatokat prébdljuk egylttesen elemezni. A genomikai, proteomikai,
lipidomikai, metabolomikai vagy egyéb omikai adatokat egytttesen, multiomikai megkoze-
litéssel probdljuk egységes rendszerben kezelni. Ez a teriilet intenziv fejlédésen megy keresz-
tul jelenleg, igen gyakran jelennek meg szoftverek és applikacidk, amelyek kilonb6zé tipusd
omikai adatokat prébdlnak egyitt kezelni. Még nincs letisztult munkafolyamat, tébbnyire
csak tobbé-kevésé sikeres probdlkozdsok ldtnak napvildgot, de egyértelm( a kutatokozos-
ségben, hogy igen nagy az igény az olyan adatelemz6 és vizualizdciés mddszerek irdnt,
amelyek tobb omikai adat egylttes értelmezését teszik lehetévé. Az Ingenuity Pathway
Analysis és a Reactome, hogy csak néhany példat emlitsek, biztosit lehet&séget a kiilonbozé
tipusui omikai adatok egyuttes vizsgalatdra, viszont tovabbi fejlesztések sziikségesek, és var-
hatok a kozeljovében ezen a teriileten.

Az omikai adatok komplex elemzése jelentGs mértékben gazdagithatja a bioldgiai
rendszerek mikodésérdl szerzett tuddsunkat, azonban az elemzés sordn nagy kortltekintés-
sel kell eljarni. A terlleten jelent&s fejlesztések varhaték a kozeljovében, és egyre elterjed-
tebb a mesterséges intelligencia alkalmazadsa is. El6fordulhat, hogy roévid idén beltl mar tel-
jesen masképp lehetne megirni e fejezetet, viszont a fejezetben megfogalmazott szempontok
és a kritikus gondolkodds mindig j6 tdmpontot szolgdltatnak barmilyen adatelemzési folya-
mat sordn.
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17. PROTEOMIKA, Junasz Gavor
RENDSZERBIOLOGIA,
LUNBIASED” KUTATAS

Az él6 anyagrdl vald tuddsunk nagy fejlédésen ment &t az utébbi évszdzadban. Kezdet-
ben dgy gondoltuk, hogy egy Brown-mozgdssal mozgé diszperz kolloid rendszert alkot a ci-
toplazma, amelyben a mikroszképosan detektdlhaté organellumok rendezetlentl mozog-
nak. A citoplazmat alkoté fehérjék pedig nagy amfoter molekuldk, melyek alakjukat véltoz-
tatva szabadon mozognak a citoplazmdban. Rendezettség és strukturdltsdg csak az
organellumokban, illetve bizonyos szovetekben, mint az izomszovet, alakul ki. A proteinek
mdsodlagos és harmadlagos szerkezetének vizsgdlatdval, a rontgen-krisztallografia és az
NMR alkalmazdsaval azonban vildgossa vdlt, hogy a fehérjék dltaldban tobb energiaminimu-
mot jelentd dllapot kozott tudnak vdltozni, amihez energia befektetés kell. Arra is fény derdlt,
hogy a citoplazma egydltalan nem egy diszperz, Brown-mozgast produkdlé osszetett rend-
szer, hanem molekuldris struktdrdja van, amiben tobb fehérje komplexe egy energetikailag
stabilis dllapotban funkciondl. Tehdt a sejtek kis kompakt fehérje-lipid-nukleinsav komple-
xekbdl épllnek fel és az egyes molekuldris kompartmentek funkciondlisan is eltér6ek. Nem-
csak az organellumokra érvényes ez az elv, hanem a ldtszélag strukturdlatian citoplazma ré-
szekre is. A strukturdlatlansag elképzelése tehdt a vizsgdlati médszerek korldtai miatt alakult
ki és nem a valdsdgot tukrozte.

A sejtek miikodése sordn az egyes kompartmentek kozti anyagkicserél6dés és moleku-
ladtadds egy nagyon komplex, becstlten tobb millié proteoformdbdl dll6 kotési energidkkal
Osszetartott rendszerben zajlik. Mai terminolégidt haszndlva kis molekuldris gépek dllnak
Ossze egy sejtté, amelyben nagyon dinamikus tér, id6 és molekula darabszdm vdltozdsok
folynak. Tul vagyunk a redukcionalista biokémia nagy korszakdn, amikor a szervezetekbdl
izoldlt egyes fehérjéket kémiai modszerekkel behatéan tanulmanyoztdk, feltdrva a szerkezet
és funkcio osszefuiggéseit. Bar ma is folynak ilyen kutatdsok nem is kis szdmban, de kiderlt
hogy ha kiilonb6z6 fehérjéket tsszetesziink egy kis heterooligomerré, akkor abban az egyes
komponensek tulajdonsdgai vdltoznak a vizes oldatban mérhet6hoz képest. Ismertté vlt te-
hat, hogy az életfunkcidkban fehérje komplexek vesznek részt, amikben a komplexitds sze-
repe nem elhanyagolhatd, azaz nem elég a fehérjék in vitro kémiai és szerkezeti vizsgdlata,
hanem a fehérjék valés komplex rendszerekben torténg kolcsonhatdsain alapulé kooperativ
mukodését is fel kell tarni. Helye van tehdt olyan vizsgdlatoknak, amelyek az éI6 protein
struktdra komplexitdsdnak megtartdsa mellett végeznek funkciondlis kutatdsokat. Ez nehe-
zebb, mint az in vitro szerkezeti biokémiai kutatds, és a médszereink is viszonylag kezdetle-
gesek a probléma komplexitdsdhoz képest. Parhuzamosan, a genetikai informdciorél alko-
tott kép is vdltozott. Eleinte dgy gondoltuk, hogy gének milliéi, az él6 sejt minden részletére
kiterjedGen, pontosan leirjdk az él6lényeket. Azaz, ha ismertté vdlik a teljes genom, akkor
abbol minden informdciét meg tudunk szerezni az adott éI6lényre vonatkozéan. Ma mar &t-
juk, hogy a fehérjére lefordithaté gének szdma emberben 20 000 koral van csupdn
(https://hupo.org/ hpp-progress-to-date), ugyanakkor az egyes életfolyamatokban részt vevg
fehérjemddosulatok, proteoformdk szdma jéval magasabb ennél. Ennek kovetkeztében pl.
felértékel5dott az ,alternativ splicing” jentGsége, amely sordn egy génbdl akdr negyven pro-
tein is készulhet, valamint az egyedi nukleotid polimorfizmusok (SNP) és a poszttranszldcids
modositdsok szerepe is jelentSs (ldsd 2. és 3. feiezet).
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Mivel a fehérjék az mRNS kédjukrél frédnak &t, kézenfekvs lenne, hogy a transz-
kriptom véltozdasaibdl kovetkeztessiink a proteom vdltozdsaira. Ezzel azonban tobb jelent&s
probléma van. Egyfel6l a konverzié az mRNS-fehérje viszonylatdban in vivo nehezen mér-
hetd, ezért nem is ismertek a szabdlyok, csak annyi, hogy maga az mRNS-vdltozas tobbnyire
csak a fehérjevdltozds iranydval egyezik, a mértékével nem. Tovabbi komplikdciot vet fel az
atény, hogy a gének dtirdsa utdn az mRNS kijutva a sejtmagbdl atirédik fehérjévé, mikozben
jelent&s id6 telik el, gyakran tobb 6ra. Mivel az RNS bomldsa nagyon gyors, a képiaszam ha-
mar nulldra csokken, illetve csak azok a képidk vannak jelen, amelyek riboszéméhoz kétot-
tek. A megindulé fehérjeszintézis sokkal lassabb, a fehérjekoncentracié csak érak mdlva né
meg. Hasonléan a fehérjék degraddcioja is lassu, néha nagyon sokdig megmarad egy protein
a sejtekben. Az id6zitések és a bomldsi és atirdsi sebességek pontos ismerete nem all rendel-
kezésre csak néhany fehérje esetében van réla irodalmi adat. Bonyolitja a helyzetet az is,
hogy a kvantitativ 6sszefliggés a keletkez6 proteinldncok szdma és az mRNS-szalak szama
kozott ismeretlen. Tudjuk, hogy vannak kevés, kozepes és nagy képiaszdmrol atirédo fehér-
jék, azonban nem tudjuk, hogy ez a jellemz& konstans, vagy esetleges és stochasztikus.
Ugyanakkor a gének dtirdsa ismereteink szerint nem folyamatos, hanem hulldamokban torté-
nik, rdadasul csak ritkdn frodik dt egyetlen gén, sokkal inkdbb génlavindk frédnak &t, amely-
ben bizonyos gének atiréddsa kapcsoltan torténik. A szabdlyok megértésére kutatasok foly-
nak a genetikusok részérél, de egyenldre kvantitativ becsléseket nem tudunk tenni. Ismerete-
ink arra korlatozédnak, hogy ha egy mRNS kijut a sejtmaghdl az nagy valészinGséggel &t is
irédik, de a legtobb esetben nem tudjuk, hogy egy mRNS-képia hanyszor frédhat at. Vannak
olyan citoplazmadban zajl6 atirdst szabdlyozé folyamatok is, melyek biztositjak, hogy az at-
irds a sziikségleteknek megfelelen torténjen. Mindezek torzitjak a mért mRNS-protein
ardnyt. Jelenleg alapszabalynak tekinthetd, hogy egy atlagos fehérje emelkedett szintjéhez
5-6 6ranyi id6 kell az mRNS-szint megemelkedéséhez képest, azonban vannak akik ennek
kétszeresét tartjdk redlis értéknek. Nehéz objektiv dontést hozni ilyen kérdésekben, mert egy
fehérje aktudlis szintje fligg az expresszié mértékétsl (ami mRNS mennyiség fliggd), de deg-
raddciotdl is. Amit mériink, az a transzldcid, lebontds és diszlokacié eredménye. Figyelembe
kell venni a kordbban frtakat is, azaz, hogy a gének transzkripcidja hullamokban megy vég-
be. Egyszerre tobb gén rodik at egy transzkripcios hullamban, majd az atiras ledll.

A géntranszkripcio tobb szinten torténd szabalyozdsa miatt a géntranszkripciobdl a fe-
hérje Osszetétel egy sejtben nem josolhato.

A fehérjék komplex bioldgiai kornyezetben valé vizsgdlatdra jott létre a proteomika,
melynek f6 célja a bioldgiai mikodések komplex fehérje mechanizmusainak feltardsa.
A proteomika a rendszerbiolégia részeként alakult ki a genomikat kovetve.

A Human Genom Projekt kapcsan feléplt hatalmas génszekvenaldsi adatbdzisok tet-
ték lehet6vé, hogy a géneket és a splicing varidnsokat szamitégépes modszerekkel konvertdl-
juk fehérjékké, s6t azokat is megjosoljuk, amelyeket még gyakorlatban nem sikertlt izoldlIni
a szervezetb6l. Megforditva, a génekbd! extrapoldlt primer szekvencidkat Osszevetve az
adott fehérjébdl szarmazé peptidek szekvencidival, a kérdéses fehérje azonosithato. Ez azt
jelenti, hogy nem kell az 6sszes feltételezett fehérjét egyesével szekvendlnunk koltséges és
lassu eljdrasokkal, hanem példdul tripszines emésztés utdn, a kapott fragmentumokbdl, ha
2-5 illeszkedik egy adatbdzisban tarolt fehérje szekvencidra, akkor az a fehérje nagy valészi-
nlséggel jelen van a mérési mintdnkban. Ez a lehet§ség volt a kulcs a proteomika létrejotté-
hez, mivel a kordbbi fejezetekben részletesen tdrgyaldsra kerllt tomegspektrometrids méd-
szerek igy lehet6vé tették a fehérjék azonositdsat és kvantitativ mérését nagyon komplex ele-
gyekbdl. Azonban a jelenlegi méréstechnika nagyfokd fejlettsége sem teszi lehetévé, hogy
egy szoveti minta teljes proteomjdt lathassuk. A mai becslések szerint szerencsés esetben a
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proteom 15-20%-dt tudjuk azonositani egyszerre egy mintabol, tehdt az egész proteomot
nem lathatjuk, hanem annak egy fragmentumdt csak, ami maximum néhdany ezer fehérje. Be
kell latni ezt a korlatot, ugyanakkor ez a 15-20% is hatalmas el&relépés az in vitro rendsze-
rek kevés molekulat haszndlé médszereihez képest. A proteomika tehat jéval tobb, mint a fe-
hérje készletek kvantitativ és kvalitativ detektdldsa, beletartozik a kdlcsoénhatdsi hdlézatok
megértése és a dinamikus véltozdsok tér és idébeli vizsgdlata is. A mai technolégiai szinten a
proteomika segitségével olyan adat-alapi munkahipotézisek allithatok fel, melyeket klasszi-
kus kisérletekkel validdIni lehet. A vdltozdsok toredékének mérésébdl kell tehat a meglévs
tudds alapjan integrdlt, funkciondlis modellekig eljutni.

A rendszerbiolégia definicidja dltalanos. Mindazon molekuldris kélcsénhatdsok komp-
lex és dinamikus 6sszességét értjlik alatta, ami egy val0s fiziologiai vagy patologiai probléma
mogott van. Elesen elkiilondl tehdt a rendszerbiol6gia, mint molekularis komplexitds alapt
diszciplina a biolégiai rendszerek szupramolekuldris vizsgdlatatél. Nem része a hdlézati mo-
delleken alapuld, komplex 6kolégiai vagy populdciédinamikai kutatds sem. A rendszerbio-
|6gidnak szdmos dga van, mint a genomika, transzkriptomika, proteomika mellett a metabo-
lizmussal foglalkozé metabolomika vagy a lipidekkel foglalkozo lipidomika. A rendszerbio-
|6giai tudomdnyokat metodikailag az fogja 6ssze, hogy mindegyik egyszerre nagyon sok mo-
lekuldt mérg, pdsztazo eljarasokat alkalmaz. Kovetkezésképpen egyszerre nagy adathalma-
zokat generdl, amelyeket un. ,big data” eljardsokkal lehet csak elemezni, és meglehetGsen
problematikus a valtozdsok szignifikancidjanak becslése. Az eredmények interpretdcidja
gyakran nagy adatbdzisokon alapulé bioinformatikai médszerekkel torténik, mint a gén on-
toldgiai adatbdzisok vagy a protein adatbazisok (SWISSPROT, NextProt, PDB, GenCard stb.).
A rendszerbioldgia adja azt a komplex keretet, amelyben a proteomikai mérési eredménye-
ket el lehet helyezni. A klasszikus redukcionalista biokémia és molekuldris biolégia dn.
,biased” médon mikodik, azaz feldllitanak egy nullhipotézist, és a mérések az att6l vald el-
térést vagy azonossagot vizsgdljak, igen-nem, né-csokken vélaszokat adnak. A biased kisér-
letek megismételhetGsége is sok gondot okoz, mert a leggyakrabban haszndlt statisztikai elja-
rasok csak az adott adathalmazok kilonbségeire adnak szignifikanciaadatot, a megismétel-
hetGségre nem. Arra a Bayesian statisztikai eljarasok vonatkozndnak, de a biased kisérleti fel-
allasban ritkdn keletkezik szamos, figgetlentil mért, parallel adathalmaz ugyanabbdl a kisér-
letb&l. A rendszerbiolégiai adatok esetében gyakran alkalmaznak f6leg ,R”-ben frt Bayesian
statisztikdkat, ahol sok parallel adat dll rendelkezésre ugyanazokbdl a mintakbdl, de az ada-
tok figgetlensége gyakran vitathaté, mert pl. a gének transzkripcioja nem fliggetlentl, hanem
csoportosan szabdlyozott. Hasonléan a proteomikai eredményekben a fehérjék koncentraci-
Oi is Osszefliggenek hiszen in vivo a fehérjék bonyolult, 6sszekapcsolt struktirakat alkotva
nem véletlenszerd, hanem szabdlyozott ardnyokban vannak jelen a sejtekben, stabil
sztochiometridval. Bonyolitja a helyzetet az is, hogy szdmos szévetbdl csak nagyon hetero-
gén, tobbféle sejttipust tartalmazé minta vehet6. A mérések relevancidja ilyenkor azon mu-
lik, hogy tudunk-e egysejt szint(i informdciét is nyerni, legaldbb egy sejttipusra relevans ada-
tot. Az egysejt-transzkriptomika ma az egyetlen médszer, amellyel az egyes sejtek éppen é&t-
irdsban 1évd dsszes génterméke szinte kivétel nélkil mérhets, de nem a fehérjék szintjén.
A transzkriptom az amplifikdcids technolégiak miatt sokkal érzékenyebben mérhets, mint a
proteom. Mivel a nukleinsav-polimerek sokszorosithatok, mfg a fehérjék nem, a nukelinsa-
vakbdl 1-2 képia mdr mérhet6, ezzel szemben az egysejt proteomika még nagyon kezdetle-
ges problémakkal kiizd. Az egysejt proteomika ma maximum 3000 fehérjét tud azonositani
ugyanabbdl a mintdbdl, amelybdl sejtenként 19 000 RNS-varidns is kimutathat6. Azaz el-
mondhatd, hogy a mai technolégiai fejlettséglinkon az egysejt proteomika még kezdeti, de
felfutd fazisban van. A proteomikai vizsgalatokra altalanossagban jellemzg, hogy a proteom
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egy kis részét mérve kell kovetkeztetni a proteom egészének vdltozdsaira. Ez, a meglévé tu-
ddsanyag hidanydban csak nehezen oldhaté meg, ami az eredmények interpretaciéjakor je-
lent&s korlatot eredményez. A megoldds legtobb esetben azon mdilik, hogy a genomikai és
transzkriptomikai informdcié rendelkezésre dll vagy sem. Rendelkezésre dllnak-e j6 adatba-
zisok és bioinformatikai eszkozok. Itt érkeziink el oda, hogy a proteomika csak egy része an-
nak a molekuldris, komplexitds alapu biolégiai szemléletnek és kutatdsi irdnynak, amit kozo-
sen rendszerbiolégidnak hivunk. Tehdt egy biologiai kérdés komplex megkozelitése nem all
meg a proteomikai mérésnél, hanem egy halézati modellezés és egy transzkriptomikai vizs-
gdlat sziikséges az adatalapd munkahipotézis feldllitdsahoz. Majd klasszikus biased kisérle-
tekkel az adatalapi munkahipotézist validalni kell, vagy elvetni, ha nem sikertl a hipotézis
validdldsa.

Az €6 fehérjék a sejtekben egy energetikailag jél definidlt dllapotban egyetlen nagy
komplex halézatot alkotnak, amelyben minden molekuldnak megvan a maga helye és da-
rabszdma. Ami ebbdl a komplex métrixbdl kilég, azt a protedzok eltavolitjak. A sejt tekinthe-
t6 lokdlisan m(kodd és sejtszinten Osszekapcsolt, kis fehérje és nukleinsav alapu gépek
Osszeszervezett rendszerének, ami dinamikusan koveti a kiilsé behatdsokat és optimalizaltan
mukodik, amikor az egészségesnek nevezett egyenstilyi dllapotban van. Ha a molekuldris
komponensek vagy azok darabszdmai megvaltoznak, megvaltozik a miikodés is. Mindez azt
jelenti, hogy van egy fiziolégids tartomdny, amiben ez a komplex rendszer egy sokdimenzids
allapottérben mozog, és amint kimozdul ebbdl az allapottérbdl, vagy masik sejttipusd valto-
zik, vagy patoldgidsan kezd mikodni. Szamos olyan fehérjét ismeritink, ami multifunkciona-
lis, illetve szerkezetileg is tobb stabil dllapotban tud Iétezni, ami igazolja ezt a komplex halé-
zati dinamika modellt. Egyetlen sejtbSl a mai technolégidval féleg a legnagyobb abundan-
cidju fehérjék mérhetsk, ezért olyan heterogén szovetekbdl, mint az agy, a mért eredmények
relevancidja gyakran vitathaté. Megoldas lehet a sejttipusok markerei alapjan FACS-szal sze-
pardlni megfelel§ szdmu azonos tipusu sejtet. A sejttipus markerek azonban gyakran &tfed-
nek vagy félrevezetSek és leginkabb az aktudlis emberi tuddst tikrozik, s nem a valés bioldgi-
at. Ugyanis a sejtek m(ikodése a proteom plaszticitdsdval jar, és a sejttipusok ezaltal gyakran
id6legesek. Egyes sejttipusok egymdsba alakulhatnak, illetve felmerdl a tipus vagy dllapot
problémdja. Olyan esetekben azonban, amikor egyértelm( a minta és a funkcio6 6sszefiiggé-
se, mint pl. az idegrendszerben a szinaptoszéma prepardtumok esetében, akkor a proteo-
mikai mérések lefedettsége és specificitdsa jelentésen novelhetd.

A rendszerbiolégiai médszerek segitségével szoveti vagy sejtfragmentumokbdl szarma-
z6 mintak adataibdl tudunk informdciét nyerni, amely mintdk azonban errél a nagyon dina-
mikus él6 rendszerrél csak pillanatfelvételeket nydjtanak. Mindezek alapjén felvet6dik a kér-
dés, hogy mit lehet reprodukdlhatésagnak értelmezni a rendszerbiolégiai mérésekben. Egy-
értelm(, hogy egy minta tobbszori lemérése informdciét ad a reprodukdlhatésagra, de a k-
|6nb6z8 mintdk esetében a konkrét adatok a dinamikus véltozas miatt gyengén reprodukdl-
hatok egyesével. Azonban az egyes fehérjék dltal indexdlt biolégiai molekulahdlézatok és
maga a funkcié jol megismételhet§. Mds széval, ha azonos kisérletbdl tobb alanybdl kivett
mintdkat vetlink 6ssze, akkor a bioldgiai folyamatok és azok halézatainak érintettsége repro-
dukdlhaté, de az hogy mindig pontosan ugyanaz a fehérje né vagy csokken az ritkdbban
fordul el6. Sokan megijednek ettél, pedig mindez annyit jelent, hogy folyamatosan valtozé
él6 szervezeteket vizsgdlunk.

A fehérjék hdlozatokba szervez&dott molekuldris gépként valé mikodése felveti, hogy
ha analitikai szempontbdl egyes fehérjékre kell szétbontani egy sok ezer elembél all6 komp-
lex rendszert, akkor energidt kell befektetni, de sem til nagyot, sem tdl kicsit, hogy az egyes
elemek maguk ne sériiljenek, de a komplex szétbomoljon. A fehérjéket tehat szeparalni kell
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egymadstol kromatogrdfids vagy mds eljarasokkal, majd meg kell akaddlyozni, hogy a fehérjék
in vitro elkezdjenek tjraszervez&dni komplexekké, oligomerekké vagy fehérje-lipid részecs-
kékké. A genomszekvendlds nem érzékeny a gének szamadra, de a proteomikai technikdk és
f6leg a tomegspektrometrids modszerek igen a fehérjék esetében. Az ilyen komplex rendsze-
rek szétvdlasztasdval kilon tudomanytertlet foglalkozik, az elvdlasztastechnika. A fehérje
analitikai modszerek ezért vannak kombindlva elvdlsztastechnikai rendszerekkel, mint a ka-
pilldris kromatografia, kapillaris elektroforézis, vagy a 2D gélelektroforézis. Ezeket a techni-
kdkat az egyes tomegspektrometrids médszereknél részletesen ismertettiik. Erdemes azon-
ban felhivni a figyelmet arra, hogy a kordbbi fejezetekben targyalt elvdlasztastechnikai és du-
sitasi eljardsok alkalmazdsa ergsen befolydsolja a reprodukdlhatésdgot és a kvantitativitdst is.
Az egyes |épések szordsai 6sszeadddnak. Ha hozzatessziik, hogy j6 esetben is csak egy tore-
dékét latjuk a mintdt alkoto proteineknek, akkor a levonhato bioldgiai kovetkeztetések erd-
sen figgnek a mérési technoldgia felbontdsatdl és szenzitivitasatél. Kulcsfontossdgu az egyes
ismertetésre keriil6 proteomikai tomegspektrometrids médszerek esetében tehdt a mérés sa-
jat hibdjanak ismerete és annak becslése, hogy a teljes proteom mekkora hdnyadat tudjuk de-
tektdlni. A proteomikai, bioinformatikai és adatbdnydszati technikak ugyan kicsit szélesithe-
tik a mért adatok felhaszndlhatésdgat, azonban nem téveszthetjiik szem el6l, hogy az omikai
metodikadk adatalapi munkahipotézis gyartasi médszerek, amelyek eredményeibSl nem
megolddsok, hanem munkahipotézisek keletkeznek, amiket késébb klasszikus kisérletekkel
validdlni kell, vagy el kell vetni. A hasznalt méréstechnika pedig alapjdban megszabja a fel-
allithaté munkahipotéziseket. A mérési limitek mellett tehdt a munkahipotézisek lehet&ségé-
nek limitjeit is ismerni kell. Példaul egy kis érzékenységli mérésben kiemelten sok a vazfehér-
je, ami sejtvdz valtozasi hipotéziseket sugall annak ellenére, hogy szamos mds valtozast is |a-
tunk. Mindezek hétterében az dll, hogy kozismerten a vazfehérjék abundancidja magas a
szoveti mintdkban. Az egyes bioldgiai funkcidk protein hdlézatait a meglévs ismeretanyag-
bél rekonstrudlva azonban j6 becslés adhaté az adott folyamat lefedettségére egy konkrét
mérésben. A lefedettség egy nagyon fontos adat, novelésére szdmos lehet&ség kindlkozik.
Péddul, ha a mitokondridlis anyagcsere vdltozdsdra vagyunk kivdncsiak, akkor mito-
kondrium preparatumokon érdemes dolgozni, teljes szoveti minta helyett, mert igy a méré-
sek jobban lefedik a mitokondridlis proteomot, tovabba a mas strukttirdakbol szarmazé fehér-
jék nem fedik el a mitokondrialis fehérjék valtozasait. Altaldnosan beldthatd, hogy a sejtfrak-
ciondldsi médszerek alkalmazdsa noveli a lefedettséget, amennyiben a vizsgdlni kivant bio-
|6giai folyamat egyes sejtkompartmentekre korldtozhat6. Természetesen a frakciondlds jar-
hat veszteségekkel is.

Itt kell megjegyezni, hogy a proteomika jelenleg f6ként a minta fehérje tsszetételével és
annak kvantitativ jellemzgivel, valamint a poszttranszlaciésan médositott formdkkal foglal-
kozik. Gyakran azonban a fehérjék lokalizaciéja van a biolégiai jelenségek mogott, ezért a
molekuladk dinamikus dthelyez&dését is sziikséges vizsgdlni, ugyanis funkciondlis szempont-
bél az is vdltozas, ha egy adott fehérje a sejt egyik kompartmentjébdl a masikba megy at. Pél-
ddul az endoplazmatikus retikulumbdl kikertil a mitokondriumba. Ez funkciondlisan nagyon
nagy hatdsu lehet, de a homogenizalt mintdkban nem lathaté a valtozas a teljes koncentrdci-
oban. Nagyon gyakori az ilyen reguldcié a proteomban, mint pl. a neurotranszmitter recep-
torok internalizaciéja vagy externalizaciéja, ami totdlis koncentrdciévaltozas nélkil okoz
hatalmas atviteli kapacitds b6viilést a szinapszisokban. A proteomikai méréseket tehat a szu-
per-rezoltcios mikroszkdpidval vagy a krio-elektron-mikroszképidval is érdemes kombindl-
ni. llyenkor fontos, hogy a tdmegspektrometridasan mért minta egy része kertljon mds méd-
szerekkel is felhaszndldsra a mintaazonossdg miatt.

A fehérjék térbeli dtrendez&dését a leggyakrabban ultracentrifugdldsi épések beiktatd-
saval nyert sejtszervecskék nagy dteresztGképességli proteomikai vizsgdlataval tanulma-
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nyozzak (LoPIT technika), de gyakran kombindljak tobbszords immunfestés utdn végzett
nagyfelbontdsi mikroszképidval is. A Human Proteome Atlas egy folyamatosan b&viil6 adat-
bdzis, amely kombindlja a rendelkezésre dll6 informdcidkat és a fehérjék lokalizacisjardl (is)
pontosabb képet ad.

Hasonldéan nagy probléma az excitabilis szovetek proteomikai vizsgalata. Kizdrdsos
alapon, az idegrendszeri proteom az, amelybe a kilvildg informdciéi befrédnak, tehdt ha
szoveti mintdkat gydjtiink, akkor fontos az azonos fizioldgiai allapot biztositdsa. A proteo-
mika tehdt az dllapotfliggd vdltozdsokat is relevdnsan tudja feltarni, ha a fiziolégiai mérések-
kel kombindltan alkalmazzuk. A mérések sordn a szignifikdnsan valtozo fehérjékre vagyunk
kivdncsiak, a kilonbségeket pedig csak akkor lehet egyértelmten a funkciéhoz kotni, ha
minden mads kiils6 hatds azonos. Nem csak az fontos, hogy pl. kisérleti dllatok vizsgdlatakor a
genetikai dllomdny, azaz a t6rzs legyen azonos, hanem az dllatok kora, neme és fizioldgiai
allapota is. Megjegyezziik, hogy a human agyi proteomikai eredmények relevancidjaban a
legzavarébb tényez6 a minta heterogenitdsa. A fizioldgiai dllapot és az elGélet, az esetleges
kordbbi betegségek annyira heterogénné teszik a mintdkat, hogy jobban befolyasolhatjdk az
eredményeket, mint a genetikai heterogenitds a paciensek kozott. A humdn alkalmazhatésag
esetében nagyon koriltekintSen kell eljdrni az eredmények interpretaciéjakor, de mar a min-
takivdlasztds periéddusaban is gondolni kell rd. A minta homogenitds szempontjabdl a szévet-
tenyészetek vagy tiléls szovetszeletek alkalmazdsa sem nagyon egyértelmd. A szovettenyé-
szetekben a sejtek nagy tdvolsdga és az extracelluldris matrix jelentGsen eltér6 volta miatt
legtobb esetben a valdsagtdl jelent&sen eltérd rendszert vizsgdlunk és az adatok transzldcidja
kérdéses. A szovetszeletekben sok az elhalt vagy elhaléban 1évé sejt, amelyeknek a fals reak-
cioi a proteomikai mintat nehezen értelmezhet6vé teszik. Ilyenkor a paraméterek stabilitasa-
ra kell nagy hangsulyt fektetni. Lényegében arrél van sz6, hogy a proteomikai technolégiak
mai fejlettsége, a minta méretek és heterogenitdsuk, a kilonbozé prepardtumok korldtai
mind nagyon limitdljdk a kisérletek relevancidjat. Bar szinte minden két minta kozt lehet
taldlni protein kilonbségeket, az eredmények értékét a kisérlettervezés és az interpretdcios
limitek ismerete nagyon befolydsolja.

Ezért bir nagy jelent&séggel a kordbbi fejezetekben targyalt el6nyok-hétranyok, limita-
ciok és technikai korldtok ismerete minden analitikai médszer esetében. Fontos hangstlyoz-
ni, hogy idedlis vizsgdlémddszer nem létezik. Mindig az adott kérdés megvdlaszoldsdhoz
szlikséges és elégséges, a rendelkezésre all6 lehetGségeket figyelembe vevs optimdlis méd-
szert kell vdlasztani.

Osszefoglalva, a fehérjék komplexitdselv(i kutatdséanak és a bioldgiai funkciok hatteré-
ben lévé fehérje komplexek feltardsaban hasznos proteomikai kutatds jelenleg az adatalapu
munkahipotézisek unbiased feldllitdsdra alkalmas, amelybdl a biolégiai mechanizmusokat
klasszikus kisérletekkel kell tovabb vizsgalni. A proteom és a transzkriptom kozti 6sszefliggé-
sek hidnyos ismerete folytdn nehéz relevans adatokat nyerni heterogén szovetekbdl. Vala-
mint dltaldnosan igaz, hogy szignifikdns kilonbségeket mérni sokkal konnyebb, mint azok-
bél relevans és biolégiailag hasznos informdciét kinyerni. Pontosan ezért gondoljuk tgy,
hogy a tomegspektrometrids méréstechnika proteomikai vonatkozdsainak mély ismerete nél-
kul reménytelen megfelel§ és bioldgiailag is értelmes eredményekhez jutni.

| Ajanlott irodalom |

1. Digre A, Lindskog C. The Human Protein Atlas-Spatial localization of the human proteome in health and disease.
Protein Sci. 2021; 30:218-33.
2. Geladaki A, Kocevar Britoviek N, Breckels M, et al. Combining LOPIT with differential ultracentrifugation for

high-resolution spatial proteomics. Nature communications. 2019; 10:331.
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18. HAZAI PROTEOMIKAI
KUTATOLABORATORIUMOK

Magyarorszdgon tobb kutatélaboratériumban végeznek proteomikai analiziseket, de
jelenleg hét olyan laboratérium van, ahol a kutatds els6dleges célja a proteomikai technikdk
fejlesztése, optimalizaldsa és a kifejlesztett médszerek alkalmazdsa véltozatos analitikai kér-
dések megvdlaszoldsdra. A kapott eredmények szédmos él6- és élettelen természettudomanyi,
bioldgiai vagy orvosi, valamint biotechnolégiai probléma megolddsdt, jobb megvildgitdsat
segitik eld.

A megfeleld technikdk alkalmazdsa a szaktudds mellett, egy korszer mdszerpark meg-
|étét, naprakész haszndlatdt és folyamatos fejlesztését feltételezik. Ezen laboratériumok a sa-
jat kutatdsi kérdéseik megvdlaszoldsa mellett, tobb éves szaktuddsuk és miszerparkjuk révén
segitenek megvdlaszolni a hazai és kulfoldi kollabordciés partnerek analitikai kérdé-seit, és
aktivan részt vesznek (t6bbnyire) bonyolult orvosi, biolégiai, kornyezeti, élelmiszer-vagy
gyogyszeripari, avagy biotechnoldgiai problémak megolddsaban.

Ebben a fejezetben bemutatkoznak a hazai proteomika laboratériumok réviden ismer-
tetve az dltaluk vizsgdlt legfontosabb kutatdsi kérdéseket, valamint az elérheté mszereket és
technolégidkat. Amennyiben kérdés mertilne fel, a megadott elérhetGségeken lehet keresni a
laboratériumok munkatdrsait, akik készséggel probdljdk legjobb tuddsuk szerint megvdla-
szolni a felmerils kérdéseket.
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ELTE TTK Bioldgiai Intézet Proteomikai Laboratérium

Laboratériumunk a proteomikat az NIH definiciéja szerint értelmezve, az idegrendszeri
folyamatok komplex, fehérje-kolcsonhatasokon alapulé molekuldris mechanizmusait kutat-
ja. Els6ként vezettiik be a kétdimenzids differencial gélelektroforézis (2-D DIGE) technikat az
orszdgban és els6ként alkalmaztunk a protein és gén interakciés hdlézatok épitésére alkal-
mas, halézati modellezé programokat (PathwayStudio® 6.2 software (Ariadne Genomics) a
proteomikai eredmények funkciondlis értelmezése érdekében. Az idegtudomdnyokban elsé-
ként vezettiik be az OMICS technolégidkat az orszdgban.

Laboratériumunk rendelkezik két 2-D DIGE munkafolyamatra alkalmas eszkozallo-
mannyal, egy Typhoon TRIO+ szkennerrel és a 2-D DIGE értékelésére alkalmas szoftverek-
kel: DeCyder szoftver csomag (Differential In-gel Analysis és Biological Variance Analysis
modul) és Image Quant szoftver (GE Healthcare). Kisérleti munkdink sordn mindkét fluoresz-
cens jelolGtechnikat (Minimal dye és Full stain) alkalmazzuk annak fliggvényében, hogy a
mintdinkban milyen koncentrdciéban vannak jelen a fehérjék (a Minimal dye-hoz 50 pg, mig
a Full stain jeloléshez 2-5 pg koncentrdcié sziikséges). Kisérleti munkdink f6leg idegrendsze-
ri betegségek kutatdsdra iranyulnak, de foglalkoztunk humdn synovia mintakkal, valamint
humadn eclampsia (terhességi toxaemia) kutatdsaval is, ez utébbi kutatds eredményeként sza-
mos nemzetkozi szabadalom kerdilt beaddsra. Az idegrendszeri vizsgdlataink kiterjedtek hu-
mdn post mortem agyak vizsgdlatdra, de dllatmodellek felhaszndldsdval Alzheimer-kér,
vaszkuldris demencia, depresszid, valamint alvds kutatdsdra is. A vér és a teljes agyszovet
vizsgdlatdn til, metodikakat dolgoztunk ki kiilonb6z6 szubcelluldris alkoték, mint szinapto-
szoma, mitokondrium, mitokondriumasszocidlt membrdan (MAM), extracelluldris vezikulum
frakciondldsdra. Szdmos mds tertiletet érintd kutatdsunk mellett 29 publikdciénk jelent meg a
proteomika tertiletén, a technika 2006-ban tortént bevezetése ota.

Fontos megemliteni, hogy kisérleti munkdnkat segitik elektrofiziologiai és neurokémiai
laboratériumaink. Tovdbbd els6ként alkalmaztunk single cell RNS szekvendldst a hazai ideg-
tudomdnyban és komplex 0sszefliggéseket tartunk fel a sejtek egyedi proteinszintézis rend-
szerében. Ezt a munkadt egy specidlis szelet patch-clamp laboratérium segiti 3 csatornds PCR
berendezéssel kiegészitve.

Elérhetiségek:

Laborvezetd: Dr. Kékesi Adrienna Katalin
kakekesi@ttk.elte.hu

P< 1117 Budapest, Pdzmdny Péter stny. 1/c. V. em.
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SZBK Proteomikai Laboratdrium

A Szegedi Bioldgiai Kutatokozpontban miikods Proteomikai Laboratérium 2000 6ta
szolgdlja a magyar kutatokozosséget kiilonboz6 tomegspektrometrids fehérjeanalitikai méré-
sekkel. Csoportunk mentora és elsé vezetSje Medzihradszky F. Katalin, aki hatalmas tapasz-
talattal és nemzetkozi elismertséggel rendelkezik. O inditotta ttjdra laborunkat, neki koszon-
hetjiik szaktuddsunk alapjait, jelenleg is rendszeres tandcsadonk.

Kutatécsoportunk nagy gyakorlattal rendelkezik kiilonb6z6 komplexitdst fehérjemin-
tak (gél-szepardlt fehérjék; egyszertbb fehérjekeverékek; testfolyadékok, szovetek vagy sejt-
kultdrak) kvalitativ és kvantitativ jellemzésében. Bejdratott médszeriink van proteinkomp-
lexek izoldldasara és bizonyos poszttranszlaciés moddositdsok analizisére (foszforildcio,
glikozildcié, ubikvitindlds, diszulfidhidak és proteolitikus hasitéhelyek meghatarozdsa). Ki-
sebb méret( fehérjéket intakt formdban is analizalunk. Nagy tapasztalatunk van a kilonb6z6
fragmentdcios technikdval felvett MS/MS spektrumok értelmezésében, ezért szlikség esetén
de novo szekvendlast is végziink. Kiemelt kutatdsi tertiletlink az extracelluldris, mucin tipusu
O-glikozil4cio jellemzése kiilonboz4 testnedvekben.

Projektjeink donté tobbségében a fehérjéket (jellemzben) tripszines emésztést kovets-
en, peptidszinten analizdljuk adatfliggé LC-MS/MS analizissel. A relativ mennyiségi megha-
tdrozdsokat az adott projektre szabva MS1 (jel6lésmentes kvantitdlds) vagy MS2 (izobdr jelo-
lés [TMT] esetleg spektrumszamldlds) alapon egyardnt végezhetjik. A fehérjeazonositasok
sordn tobbféle adatbdzis-keresG szoftvert (Protein Prospector, Mascot, Byonic, Sequest) is
haszndlunk, a mennyiségi analiziseket a Proteome Discoverer és Skyline szoftvercsomagok
segitik.

Mdszerparkunkat, melyet a Magyar Molekuldris Medicina Kivéldsdgi Kozpont Egysej-
tes Omikdk Miszerkozpontjdval kozosen tizemeltetiink, két modern, nagy felbontdsu és ér-
zékenység( Orbitrap tomegspektrométer (Thermo Orbitrap Fusion Lumos Tribrid és Thermo
Orbitrap Elite), tdbb nanoHPLC (Evosep One, Thermo Ultimate3000 RSLC, Waters MClass és
NanoAcquity) alkotja, és egy kismiszerekkel jol felszerelt mintael6készit6 laboratérium egé-
sziti ki.

Elérhetiségek:
Laborvezeté: dr. Darula Zsuzsanna tudomdnyos f6munkatdrs
E darula.zsuzsanna@brc.hu
D4 Szegedi Bioldgiai Kutatékdzpont, Szeged 6726, Temesvari krt. 62.

Laborban dolgoz6 munkatarsak:
dr. Hunyadi-Gulyds Eva tudomanyos fémunkatars
dr. Klement Eva tudomanyos munkatars
dr. Pettk6-Szandtner Aladdr tudomdanyos munkatdrs
dr. Pap Adém tudomanyos munkatars
Baloné Arva Agnes labortechnikus
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Proteomika Szolgaltato Laboratorium, Debreceni Egyetem

A Proteomika Szolgdltaté Laboratériumot 2005-ben hozta létre a Debreceni Egyetem
AOK Biokémiai és Molekuldris Bioldgiai Intézete. A laboratérium proteomikai és metabolo-
mikai szolgdltatasokat nyujt az egyetemi, klinikai kutatélaborok és ipari felhaszndlék szama-
ra, valamint elméleti és gyakorlati képzés formdjaban folyamatosan ismerteti a proteomikai
technikdkat a Debreceni Egyetem hallgatéival és kutatdival.

Laboratériumunk elsédleges feladata a fehérjeanalitika. Kiilonféle mintakbdl, tobbek
kozott szovetmintakbdl, sejtekbsl, konnybdl, verejtékbdl és nydlbol, de vérmintdbdl is azo-
nositunk fehérjét szolgaltatd laborként a megrendeld kérésének megfelelGen. A fehérjék vizs-
gdlata mellett a laboratérium kiilonféle metabolitok és kis molekuldk LC-MS analizisére is
lehetGséget biztosit.

A szolgdltatasként végzett vizsgdlatokkal parhuzamosan a laboratériumban tobb kuta-
tds is folyik, javarészt kiilonb6z6 betegségekben szenvedd emberektdl gyjtott testfolyadék
mintakbol, mint példaul a konny, nyal, verejték és szérum. Kordbbi vizsgdlatok sordn diabé-
teszes retinopdtids és Alzheimer-kéros betegek konnymintdiban potencidlis biomarker fehér-
jéket azonositottunk, valamint vizsgdltuk szdjtregi daganatos betegek nydlmintdinak fehér-
jeprofiljatis. Jelenleg proteomikai és metabolomikai vizsgdlatokat végziink elhizott és diabé-
teszes betegek szérum mintdin.

A kutatdsok sordn munkacsoportunk fékuszaba az immunrendszer részét képezé lgy-
nevezett antimikrobidlis és immunmoduldtor peptidek/fehérjék (AMP-k) kertiltek. Az AMP-k
minden testfolyadékban megtaldlhatok, ahol egy kémiai barriert alkotva védelmet biztosita-
nak a fert6zésekkel szemben. Tobb patoldgids esetben bizonyitottuk, hogy a vizsgalt testfo-
lyadékok AMP-profiljaban valtozas tortént, igy ezen fehérjék potencidlis biomarkerekként is
szolgdlhatnak. Emellett az AMP-k vizsgdlatdval mélyebb betekintést nyerhetiink lokalis és
szisztémds betegségek patomechanizmusdba, ezdltal ezen fehérjék potencidlis terdpids
célpontokként is szolgalhatnak.

A nagy mennyiségli adat generdldsa mellett fontos szempont az adatok elemzése és
megfeleld interpretdldsa is. Kutatécsoportunk kidolgozott egy interakcids hdlézatok elemzé-
séhez haszndlhatd statisztikai eljardst, melynek segitségével komplexebb médon, rendszer-
szinten vizsgdlhatdk az egyes mintatipusok kozotti kiilonbségek.

Az LC-MS vizsgdlatok mellett a laboratériumban lehet&ség van egy- és kétdimenzids
gélelektroforetikus fehérje elvdlasztdsra is. Kétdimenzios elvdlasztds segitségével teljes pro-
teomok vdlnak 6sszehasonlithatévd, majd az egyes mintatipusok kozott kiilonbséget mutato
fehérjék tomegspektrometridsan azonosithatok.

A laboratériumban hasznalt mdszerek:

B 5500 QTRAP (Sciex) tomegspektrométer kismolekulak, fehérjék azonositasara és SRM
alapu kvantitdldsdra TurboV ESI ionforrassal

B Orbitrap Fusion (Thermo Scientific) tomegspektrométer ESI és nano ESI ionforrdsokkal,
ETD, HCD és CID utkozési lehet&ségekkel fehérjék azonositdsara és kvantitdlasara

B Thermo Easy nLC 1200 (Thermo) nano LC peptidek kromatogrdfias elvdlasztdsdhoz

B Acquity H-class UPLC (Waters) PDA detektorral metabolitok kromatografids elvdlaszta-
sahoz

B Transcend™Il System with Multi-channel and TurboFlow™Technology (Thermo
Scientific) online tomegspektrométerrel kapcsolhaté elvdlasztdsi rendszer a gyors, min-
ta-el6készités nélkuli analizishez

B BioRad IEF cell 7 cm, 11 cm, 17 cm és 24 cm strip-ek izoelektromos fékuszaldsdra
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B BioRad Mini-PROTEAN Tetra Cell, BioRad PROTEAN Il xi XL Cells, BioRad PROTEAN
Plus Dodeca Cell elektroforézisre

B BioRad PROTEAN Plus Multi-Casting Chamber

B BioRad PharosFX Plus System géldokumentacidra

B Sorvall WX Ultra (Thermo Scientific) ultracentrifuga

Elérhetdségek:
Dr. Cs6sz Eva, egyetemi tandr
cseva@med.unideb.hu
Dr. Kallo Gergd, egyetemi adjunktus
kallo.gergo@med.unideb.hu

<1 4032 Debrecen, Nagyerdei krt. 98., EIméleti tomb 204.

Laborban dolgoz6 munkatdrsak:
Guba Andrea, PhD hallgaté
Bertalan Petra, PhD hallgaté
Mabuse Moagi, PhD hallgaté
Erdenetsetseg Nokhoijav, PhD hallgaté
Uladzislau Vadadokhau, PhD hallgaté
Mashid Moballegh Naseri, PhD hallgaté
Kokényesiné Csdki Julianna, technikus
Sélyom Kamilla, analitikus, technikus
Kovdcs Rendta, analitikus
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Természettudomanyi Kutatokdzpont
MS Proteomika Kutatocsoport, MTA-TTK Lendiilet Glikan Biomarker Kutatécsoport

A Természettudomdnyi Kutatékozpontban mkods MS Proteomika és Glikdn Bio-
marker Kutatécsoportok f& célja kiilonboz6 rosszindulatd daganatos megbetegedések, els6-
sorban tud6rdk és prosztatardk kialakuldsa és el6rehaladdsa sordn lejdtszédé valtozésok fel-
deritése fehérjék és kilonbozs poszt-transzldciés médosuldsok (glikozildcid, foszforildcio)
szintjén, valamint potencidlis fehérje biomarkerek azonositdsa. Ennek megvaldsitdsa
érdekében szoros egylttm(kodésben dllunk szémos hazai és nemzetkozi klinikdval.

A bioldgiai vizsgdlatok mellett aktivan foglalkozunk proteomikai és glikoproteomikai
modszerek fejlesztésével, tobbek kozott Gtkozési energia optimdldsdval és kilonbozd
emésztGenzimek Gsszehasonlitdsdval. Célunk olyan munkafolyamatok kidolgozdsa, ame-
lyek figyelembe veszik a minta tulajdonsdgait és a megvdlaszolandé biolégiai kérdést, vala-
mint a készulékeink és szoftvereink képességeit teljes mértékben kihasznaljdk.

F&bb mszerek

B Bruker Maxis Il tomegspektrométer Dionex UltiMate 3000 UPLC-vel kapcsolva
B Waters Q-TOF Premier tomegspektrométer nanoAcquity UPLC-vel kapcsolva
F6bb alkalmazott médszerek/technikdk: Standardok és komplex biolégiai mintdk (sz6-

vetek, testnedvek, testnedvekbdl izoldlt extracelluldris vezikulumok) dtfogé proteomikai ka-
rakterizdldsdt végezzik nanoUHPLC-ESI-MS/MS mérések segitségével, leggyakrabban
bottom-up megkozelitést, adatfliggd mérési technikdt és jelolésmentes mennyiségi meghatd-
rozdst alkalmazva. A széles korben tanulmdnyozott poszt-transzldciés médosuldsok mellett
érdekldéstink tdrgydt képezi a proteoglikdnok vizsgdlata, ahol egyes meghatdrozott vazfe-
hérjékhez gliik6zaminoglikdn (GAG) lancok kapcsolédnak. A GAG-okat a fehérjékhez ha-
sonléan diszacharid egységekké emésztve, HPLC-ESI-MS/MS-sel vizsgdljuk. A proteomikai
és glikomikai mérési eredmények kiértékelést a kereskedelemben kaphaté szoftverek (pl.
Byonic, MaxQuant, Scaffold, MassLynx) mellett szdmos sajdt fejlesztésti szoftver
(MassKinetics, GlycoPattern, Serac) is tdmogatja.

Elérhetiségek:
Dr. Drahos Ldszlo, tudomdnyos f6munkatédrs
(MS Proteomika Kutatécsoport)
E drahos.laszlo@ttk.hu
Dr. Turidk Lilla, tudomanyos fémunkatdrs
(MTA-TTK Lendulet Glikdn Biomarker Kutatécsoport)
g turiak.lilla@ttk.hu

P4 Természettudomadnyi Kutatékozpont, 1117 Budapest, Magyar Tudésok krt. 2.

Laborborokan dolgozé munkatarsak:
Dr. Révész Agnes, tudomdnyos munkatdrs
Dr. Sugdr Simon, tudomdnyos munkatars
Gomory Agnes, tudomanyos munkatars
Nagy Kinga, PhD-hallgaté
Szabé Daniel, PhD-hallgaté
Bugyi Fanni, PhD-hallgaté
Balbisi Mirjam, PhD-hallgaté
Pdl Domonkos, PhD-hallgaté




E-KONYV-MELLEKLET/18. FEJEZET — HAZAI PROTEOMIKAI KUTATOLABORATORIUMOK / 195

Proteomikai Laboratérium, Szegedi Tudomanyegyetem

1994-ben alakitottuk ki a Szegedi Orvostudomadnyi Egyetem Altaldnos Orvostudoma-
nyi Kar, Orvosi Vegytani Intézetének Analitikai Laboratériumadt, melynek feladata kezdettdl
fogva aminosavak, peptidek és fehérjék elvdlasztastechnikdn és tomegspektrometridn alapu-
|6 analizise volt. Ebbdl a héttérbdl nétt ki 2004-ben a NeuroProteomikai Laboratérium, mely-
nek kezdeti tudomdnyos irdnyvonala a pszichidtriai és neurodegeneracids betegségek fehér-
jeszinté molekuldris hatterének vizsgdlata volt. Sajat kutatdsi tertiletlinkon végzett munkd-
kon tdl kooperdld partnereinkkel szamtalan kvalitativ és kvantitativ proteomikai vizsgdlatot
végeztlink a legkilonb6zébb eredetd (Streptomyces griseus baktérium, C. elegans gy(r(isfé-
reg, lucerna, buza, tritikdlé, egér, patkdny, liba, juh, marha, human) biolégiai mintabdl. fgy
vizsgdltuk kilonbozé testfolyadékok (szérum, plazma, likvor és konny), fagyasztott, ill. pa-
raffinba dgyazott szovetek (agy, sziv, tids, mdj, vese), legkiilonbozébb sejttenyészetek, sejt-
membrdnok, exoszomdk proteomjanak dsszetételét. A mintdk nagy koncentrdcioju fehérjéi-
nek eltavolitasara kivondsi (deplécid), a kis koncentrédcioju fehérjék izoldldsara kilonbozé
dusitasi médszereket alkalmazunk. Specidlis fehérjék izoldldsdra ,pull-down” technikakat
(avidin, antitest, peptid, DNS) is haszndlunk.

A fehérjék azonositdsat, mingségi és mennyiségi meghatdrozasat folyadékkroma-
tograffal kombinalt tomegspektométerrel (LC-MS) végezziik, melynek eredményeit kiilonbo-
z§8 bioinformatikai és biostatisztikai médszerrel értékeljik. Mintatipustdl fiiggéen egy-egy
mintdban akdr 4-5000 fehérjét is tudunk azonositani, ill. azok relativ mennyiségét is megha-
tdrozzuk. Az azonositott fehérjék koncentrdciétartomdnya akdr 5 nagysdgrend is lehet. Rela-
tiv 6sszehasonlité vizsgalatokkal meg tudjuk hatdrozni két kiilonboz6 allapotd minta (pl. ko-
ros —normal, kezelt — kezeletlen stb.) proteomjdnak eltérését, vdltozasét. Stabil izotéppal jel-
zett standardok alkalmazdsaval célzott fehérjék ,abszoltit” mennyiségének meghatarozdsa is
modszereink kozé tartozik. Vizsgdltuk kiilonb6z6 poszt-transzldciés moédositott (foszforildlt,
glikozildlt stb.) fehérjék mindségi és mennyiségi viszonyait is.

A laboratérium mdszerparkja fokozatosan fejlédott, s mdra rendelkeziink az expressios
proteomika magas szint( mdveléséhez sziikséges felszereltséggel. Fehérjék nagyhatékonysd-
gu elvdlasztdsat 1D-, ill. 2D-PAGE elektroforézissel (BioRad, Hoefer), ill. folyadékkromatog-
rafidval (Agilent, Waters) végezziik. A fehérjék azonositdsara az un. ,bottom-up”
proteomikai médszet haszndljuk, ami a minta fehérjéinek enzimatikus bontdsabél szarmazé
peptidek ultra-nagyhatékonysagu folyadékkromatografids (UHPLC) elvdlasztdsdn és on-line
tandem tomegspektrometrids analizisén (MS/MS) alapul. A kromatogrdfids elvdlasztasokat
nanoAcquity és M-Class Acquity késziilékeken (Waters) végezziik. A QTOF Premier (Wates),
Q-Exactive Plus Orbitrap (Thermo) és a legijabb Exploris 240 Orbitrap (Thermo)
tomegspekrométereink lehet6vé teszik fehérjék nagy sorozatban térténd, nagy pontossagu és
érzékenységl, atfogo és célzott mingségi és mennyiségi vizsgdlatat.

A mérési eredmények bioinformatikai és biostatisztikai kiértékelésére és értelmezésére
a MASCOT, Skyline, MaxQuant, DIA-NN, Encyclopedia, SearchGUI, FragPipe, Perseus,
InstantClue és egyéb R- és Python programokat haszndlunk.
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Elérhetiségek:

Laborvezeté: Dr. Szabé Zoltdn, egyetemi adjunktus
szabo.zoltan@med.u-szeged.hu
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Laborban dolgozé munkatdrsak:
Prof. Dr. Janaky Tamds, professor emeritus, a Laboratérium létrehozéja
&= janaky.tamas@med.u-szeged.hu
Dr. Kecskeméti Gdbor, tandrsegéd
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Dr. Kele Zoltan, egyetemi docens
= kele.zoltan@med.u-szeged.hu
Dr. Abrahdmné Szendrei Rita, technikus
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19. GYAKRAN ISMETELT
KERDESEK

A proteomika szolgdltaté laboratériumokban dolgozék gyakran szembestilnek bizo-
nyos kérdésekkel a felhaszndlok részér6l a mintdt, az analizist vagy az adatelemzést illetGen.
Az aldbbiakban 6sszegyjtottik azokat a gyakran ismételt kérdéseket (és a rdjuk adott vdla-
szokat), amelyek segithetnek a kisérletek tervezésében, a munkafolyamat kritikus végiggon-
doldsdban és az adatok értelmezésében.

A kérdések és vdlaszok olvasdsa, nem biztos, hogy minden esetben tudja a sztikséges
informdcidt biztositani, ezért mindenképp érdemes konzultdlni a proteomika szolgéltaté la-
boratériumok munkatdrsaival, lehetdség szerint mar a kisérlet megtervezése elétt. Tovdbba
érdemes statisztikus segitségét is kérni, még a kisérlettervezés fazisdban. Ugyanakkor fontos
kiemelni, hogy humdn mintak esetében etikai engedély sziikséges a vizsgdlatok kivitelezésé-
hez, amelynek beszerzése minden esetben a megrendel§ feladata.

Természetesen, az aldbbi kérdések ,csak” szemelvények, a teljesség igénye nélkil. Ha
b&vebb informdcidra van sziikség egy adott kérdéssel kapcsolatban, vagy tovdbbi kérdések
mertlnek fel, a szerz6k minden kedves olvasét arra batoritanak, hogy keressék meg valame-
lyik hazai szolgdltaté laboratérium munkatdrsait (elérhetGségek a #18. fejezetben), és kérjék
a segitségiiket a mintdra specifikus, optimdlis médszerek és |épések kivalasztdsdban, a kisér-
letek megtervezésében.

Milyen tipusti mintdbdl lehet proteomikai analizist végezni?

Vilasz: A legtobb biolégiai minta alkalmas proteomikai elemzésekre. Célszer(i konzultdlni a
proteomika labor munkatdrsaival, hogy az adott minta milyen feltételek mellett lehet
alkalmas a vizsgdlatokhoz.

Mekkora fehérjemennyiségre van sziikség egy proteomikai vizsgalathoz?

Vilasz: A rendelkezésre dll6 tomegspektrométer tipusatdl fugg, de dltaldnossdgban néhdny
mikrogramm elegendd. Pontosabban fogalmazva: j6 ha néhdny pikomdélt tudunk in-
jektdlni minden komponensbdél. Taldn igy szamolhatunk: tegyuk fel, hogy van 50
mikrogramm fehérjénk (itt fontos figyelembe venni, hogy a fehérjekoncentrdcié-mé-
rések sokszor tilbecstlik a fehérjemennyiséget), ez egyetlen 50 kDa molekulasulyu
fehérjére 1 nanomal. Ha 100 ilyen fehérje egyenletesen oszlik el a mintdaban, akkor
mindegyikre mar csak 10 pikomdl jut.

Mikorra varhaté eredmény a mintaimbél?

Vilasz: A laboratériumok terheltségétél fuggSen napokon-heteken belil varhaté eredmény
abban az esetben, ha semmi probléma nem adddik az LC-MS mérések sordn (pl. a
minta duguldst okoz).

Milyen formdban killdhetem el a mintakat tomegspektrometrias elemzésre?
Vilasz: A minta tipusdtol, fajtdjdtol és az analizis médjatdl flggen a minta lehet oldatban,
gélbe futtatva vagy akdr szilard formdban is (pl. MALDI mérés esetén).
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Milyen
Vilasz:

Milyen
Vilasz:

részletességgel sziikséges ismertetnem a mintdm elGéletét?

Minél tobbet tudunk arrél, hogyan lett az adott minta kezelve, anndl inkdbb az adott
mintdra optimadlis minta-el6készitési protokollal tudunk dolgozni, figy minden elsére
taldn elhanyagolhaté informdcié is nagy jelentéséggel bir. A mintdval érintkez& ve-
gylletek reagdlhatnak egyes aminosavak oldallancdval vagy valamelyik terminussal;
az esetleges szennyezd fehérjék (médiumbdl, enzimpreparatumbdl, vagy pl. gazda-
fehérjék) éppen gy detektalhaték, mint a minta valés tartalma. Ha ezt nem vesszuk
figyelembe, pl. nem szémolunk a médium marhaszérum-tartalmdval, és csak a sejt-
tenyészet humadn fehérjéire kerestink, az igy kapott eredmények helytelen kovetkez-
tetésekre vezethetnek.

gélsavbol/foltbdl lehetséges elvégezni a fehérje azonositdst?

Az alkalmazott festék tipusatdl fligg. Coomassie-festék esetében a szemmel ldthaté
savokbol nagy biztonsaggal lehetséges a fehérje azonositdsa. Fluoreszcens festékek
esetében a festék érzékenységétdl fligg, de a legtobb esetben ezekbdl a mintakbdl is
nagy valészintséggel sikertl kimutatni a fehérjéket. Ezistfestés esetén a halvanyabb
savokbol viszont valdszintleg csak kevés peptidet/fehérjét sikeriil azonositani. Meg
kell azonban jegyezniink, hogy egy sav tébbnyire nem egyetlen fehérjét tartalmaz; il-
letve, hogy a Coomassie-festés legaldbb szemikvantitativ, mig az ezistfestés egyalta-
[dn nem. Ha valéban tudni szeretnénk, mi van egy fehérjeelegyben, célszer(i nem a
kivagott savot analizalni, hanem a gélt egyenl& darabokra vdgva vizsgdlni a fehérjék
eloszlasat. A benniinket érdekl6 fehérje nem feltétleniil ott jelenik meg, ahol varjuk —
pl. lehet kisebb (processzalédott), lehet nagyobb (glikozildlt), vagy el&fordulhat,
hogy tulterheltiik a gélt, és emiatt tobb sdvban is megtaldlhatd.

Milyen minta-el6készitési lépéseket célszerii elvégezni a mintakuldés el6tt?

Vilasz:

Mintakuldés el6tt minden esetben érdemes konzultdlni a proteomikai laboratérium

munkatdrsaival, akik az adott mintdra specifikus tandcsokat tudnak adni.

Mindezek mellett néhdny fontos aprosdg a # 3. fejezetben ismertetett minta-el6ké-

szitési Iépéseken tul.

=>» Ha nem tudunk megfelel6 keratinmentes kdrnyezetet biztositani, célszerd a min-
ta-el6készitési [épéseket a proteomika labor munkatdrsaira hagyni.

= Coomassie-val festett gélek esetén fontos a hattér minél alaposabb eltavolitdsa a
gélek megfeleld ideig torténd mosdsaval, viszont nem célszerli metanollal mosni,
mert megészterezheti az oldalldncokat.

> A géleket minden esetben lefedve vigytk el a proteomika laborba.

=> Testfolyadékok (szérum, plazma, likvor, kénny, nydl, verejték stb.) esetén fontos
a megfelel§ hités, akdr jégen, akdr szdrazjégen, a minta tipusatdl fuggdsen.

> Sejt- vagy szovetlizatumok esetén célszerd a centrifugdlds utdni tiszta feltldszot
eljuttatni a proteomika laborba.

Hany szignifikans kiilonbséget mutat6 fehérjére szamithatok?

Vilasz:

Sajnos, még a legjobban felszerelt proteomika laboratériumok sem tudjdk el6re meg-
josolni, hogy milyen eredményt hoz a tomegspektrometrids analizis, igy pontos sza-
mokkal soha nem tudunk el&re szolgdlni.
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Miért nem litom az azonositott fehérjék listajaban azt a fehérjét, ami engem féként
érdekelne?

Vilasz: Konnyen lehet, hogy fehérjénk szerepel a listdn. Az azonositdshoz hasznalt adatba-
zistél figgden a fehérjék kiilonbozs fehérjeazonositékkal, génnevekkel szerepelhet-
nek a listdban. Célszer( ellendrizni, hogy az adott adatbdzisban szerepel-e a keresett
fehérje és milyen azonositéval. Az egyes szoftverek kiilonboz&képpen kezelik, és
adjdk meg a szekvencia hasonlésdaga miatt nem megkiilonboztethets fehérjéket a ta-
ldlati listdban, el6fordulhat, hogy a keresett fehérje nem a program dltal elsédleges-

ként kiemelt taldlatok kozott szerepel.

El6fordulhat azonban, hogy valéban nem sikertilt a keresett fehérjét detektdlni — en-

nek tobb oka is lehet:
i) relative kevés van bel6le az elegyben és ,elvész a szénakazalban”,

i) van bel6le elég, de til rovid vagy tdl nagy peptideket produkdl az emésztés so-
ran; vagy egydltalan nem emésztédik; vagy a peptidjei gyenge jelet adnak, eset-

leg rosszul fragmentdlédnak stb.

Ilyenkor segithet, ha tudjuk, mit kerestink — mert pl. lehet, hogy célszer( fehérjeszin-

ten frakciondlni az elegyet, vagy mds emészts enzimet kell alkalmazni, stb.

Ha Western blot-on latszik a keresett fehérje, miért nem szerepel a taldlatok kozott?

Vilasz: Tobb ok is lehetséges. A Western blot (WB) sordn az antitestek haszndlata miatt egy

P

nagy jeler6sitd rendszert épittink fel a membranon, emiatt a WB kimutatdsi hatdra
sokszor jobb, mint egy klasszikus tomegspektrometrids analizisé. Eppen ezért el6for-
dulhat, hogy bar WB-n szépen latszik a sdv, a mintdban 1év6 fehérje mennyisége

kevesebb a tomegspektrométer kimutatdsi hatdranal.

Egy masik lehet&ség, hogy egy shotgun analizis sordn a fehérjébdl szarmazé peptidek
nem kertiltek kivdlasztdsra. Az esetleges egyéb okokat fentebb mar emlitettiik. Cél-
zott MS-vizsgdlat esetében jobb eséllyel kimutathato a keresett fehérje. Egy masik le-
hetGség, hogy az antitest valéjdban nemcsak a keresett fehérjére specifikus és aspe-

cifikus sdvot ldtunk a blotton, a keresett fehérje nincs is jelen a mintdban.

Melyik a jobb médszer: az ELISA/Western blot vagy a tomegspektrometrids fehérje-
azonositas?

Vilasz: Mindegyik médszernek vannak elényei és hatranyai. Ha az altalunk vizsgalni kivant
fehérjére elérhetdk specifikus (1) antitestek, akkor egyszertibb egy ELISA/WB kisérle-
tet végezniink. Ha viszont az dltalunk keresett fehérjére nem &ll rendelkezésre keres-
kedelmi forgalomban kaphato antitest, vagy egyszerre tobb (>4) fehérje vizsgdlatat
szeretnénk elvégezni, akkor a tomegspektrometrids fehérjeazonositast célszer( va-

lasztanunk.

Amennyiben tobb peptidet azonositunk, az MS egyértelmibb lehet, még akkor is, ha
bizonyos médositadst vagy mutdciot kerestink. Az antitest alapt azonositasokat vi-
szont nem zavarjdk a tobbi fehérjék, amelyek ha nagy feleslegben vannak jelen, el-

fedhetik a célfehérjénket egy shotgun analizis sordn.

Ismeretlen fehérje vizsgdlata esetén milyen analizist célszerti végezni?

2z

Vilasz: Ha nincs informdciénk a mintankban |évé fehérjé(k)rél, akkor egy shotgun vizsgala-
tot célszerl végezni, és az elsd lekeresést fajra sz(kités nélkil célszerl elvégezni.

Tovdbbi részleteket a #6. és 7. fejezetekben olvashatnak.
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Ismert fehérje mennyiségének vizsgdlata esetén milyen analizist célszerti végezni?

Vilasz:

Ha elérhet6 a vizsgdlando fehérjére specifikus antitest, akkor célszer ELISA/Western
blot analizist végezni. Ha nincs megfelel§ antitest, akkor célzott tomegspektro-
metrids elemzéssel vizsgdlhaté a célfehérje. Amennyiben kvantitativ informdcié
szlikséges a fehérjérdl, tovabbi informdcié a 8. fejezetben olvashaté.

Tobb fehérje (5-20) kvantitativ vizsgdlata esetén milyen analizist célszerti végezni?

Vilasz:

A multiplex jellege miatt célszer( egy célzott tomegspektrometrids vizsgalatot
(SRM/MRM vagy PRM) végezni, mivel igy egy mintdbol szimultdn tudjuk az 6sszes
keresett fehérjét vizsgalni. Tovabbi informdcié a # 8. fejezetben taldlhato.

Hogyan tudom egy adott fehérje poszttranszlaciés médositasat megvizsgalni?

Vilasz:

PTM-ek vizsgdlatdra tobb mdédszer is létezik. A legegyszer(bb, ha tisztitott fehérje
emésztési elegyét analizdljuk adatfliggd LC-MS/MS médszerrel, és miutdn meggys-
zgdtiink réla, hogy az adott fehérje jo6 lefedettséggel valdban jelen van a mintdban,
az adatok lekeresése sordn kilonb6z& PTM-eket is megengedunk. Ezt tgyis megte-
hetjik, hogy tetsz6leges modositdst engedélyeziink vdlasztott vagy az 6sszes amino-
savon és a tomegvaltozdsok gyakorisdgdbdl, és adott aminosav(ak)hoz két6désébdl
kovetkeztethetlink arra, milyen PTM-ek vannak jelen. Intakt fehérjék tomegmérésé-
vel is nyerhetiink informdciét PTM-ek jelenlétérsl, emellett tobb specidlis tomeg-
spektrometrids technikdt is haszndlhatunk a rendelkezésre 4ll6 készulékts| fuiggben.
Elérhet6k PTM-specifikus festékek, valamint antitestek is, igy ezekkel is megkisérel-
hetjik igazolni a PTM jelenlétét.

Hogyan tudok poszttranszldciésan médositott proteomot vizsgdlni?

Vilasz:

Egy 2D elektroforézissel szepardlt proteom esetében haszndlhatunk PTM-specifikus

festékeket, fgy példdul csak a foszforildlt fehérjékrél szerezhetlink informdciot.
Klasszikus tomegspektrometrids vizsgdlatok sordn szinte nélkilozhetetlen az adott
PTM-et tartalmazé peptidek specifikus disitasa, mivel dusitds nélkil féként a médo-
sitatlan peptidek kertilnének kivdlasztdsra és fragmentaldsra. Ebbdl kovetkezik, hogy
a PTM-ek vizsgdlata mindig valamilyen mértékig célzott, a kivalasztott PTM-re opti-
malizdlt médon kell a minta-el6készitésnek, LC-MS mérésnek és adatelemzésnek

torténnie. Tovdbbi informdcié a #9., 10., 11. és 12. fejezetekben olvashaté.

Milyen mértéki mennyiségi valtozasok mutathatdk ki shotgun proteomikai kisérletekben?

Vilasz:

A hagyomanyos gélelektroforézis alapu kvantdlds sordn altaldban minimum kétsze-
res (>2x, <0,5x) valtozast koveteltek meg. Ezeket a hatdrokat gyakran alkalmazzak
shotgun LC-MS alapt mennyiségi mérés esetén is. Ezek a hatdrok azonban viszony-
lag onkényesek, statisztikailag nem mindig indokoltak. Léteznek statisztikai médsze-
rek a szignifikdnsnak elfogadhaté minimalis vdltozdsok becslésére az adott kisérlet-
ben tapasztalt variancidk alapjan. Fontos megjegyezni, hogy a variancia azonban fe-
hérjénként is valtozik, nemcsak a kisérleti kortilmények fliggvénye, és ezek a méd-
szerek, csak megfelelGen nagy mintaszam esetén adnak megbizhato becslést. In vivo
kisérletek esetén dltaldban nagyobb biolégiai variancia varhatd, mint in vitro eset-
ben, fgy ha hasonlé mértékd véltozasokat szeretnénk kimutatni, nagyobb mintaszdm
szlikséges.
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Bioldgiai mintdk vizsgdlatakor inkdbb genomikai vagy proteomikai analizist célszerti

végezni?

Vilasz: A proteomikai és a genomikai analizisek ugyanannak a mintdnak a kiilénb6z6 as-
pektusairél adnak informdciét. Ha van ra lehetGség, érdemes mindkettét elvégezni,
mert egymadst kiegészit6 informdciokat kapunk és jobban raldthatunk a bioldgiai
rendszerek komplex mikodésére és jobban megérthetjik a betegségek mogott hizo-
dé patobiokémiai folyamatokat. Azonban, ha vélasztani szlikséges, akkor a megva-
laszolandé biolégiai kérdést kell mindig szem el6tt tartani. Amennyiben a mikodés,
a dinamikus véltozas megértése a cél, a proteomika az effektorok, a tényleges valto-
zést el6idézs elemek vizsgdlata révén részletgazdagabb informdciot tud nydjtani a
fehérjék poszttranszlacios véltozasairdl, a lokalizaciéjukrél és annak valtozasairdl, a
mennyiségi viszonyokrdl, illetve a fehérje-fehérje interakciokrél, mint a genomikai
vizsgdlatok, amelyek el§l ezek a finom, dm anndl fontosabb részletek rejtve marad-
nak.
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