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1. Bevezetés

A proteomika a bioldgiai rendszerek teljes fehérjekészletének atfogo elemzésével és
az ezt alkoto fehérjék kiilonb6zd tulajdonsagaival foglalkoz6 tudomany, melynek célja
azok szerkezetének, funkcidinak és bioldgiai rendszerek iranyitasaban betoltott
szerepének vizsgalata.! A proteomikai technolégiakat egyre elterjedtebben hasznaljak
diagnosztikai markerek kimutatasara, patogenitasi mechanizmusok megismerésére és az
eltérd betegségek funkcionalis fehérjetitvonalainak értelmezésére.?

A sikeres proteomikai vizsgalatok kivitelezéséhez elengedhetetlen a teljes
munkafolyamat optimalizalasa. Ebbe beletartozik a megfelel§ mintael6készitési modszer
valasztasa, a korszerli folyadékkromatografidhoz (High Performance Liquid
Chromatography, HPLC) kapcsolt tomegspektrometriai (Mass Spectrometry, MS)
modszerek alkalmazasa és a nyers adatok kiértékeléséhez a megfelel6 proteomikai
szoftverek és adatbazisok hasznalata. A Tudomanyos Diakkori Konferencidra készitett
dolgozatom els6sorban a mintael6készitési folyamat optimalizalasaval foglalkozik.

A proteomikai mintael6készitéseknél altalanos probléma, hogy a széleskérben
alkalmazott oldatban torténd tripszines emésztés, majd Cig oszlopon torténé tisztitas
osszetett folyamat, mely rendkiviil idGigényes és jelent8s mintaveszteséggel jarhat.3 Ezen
hatranyok miatt szlikséges olyan alternativ mintael6készitési protokollok keresése és
fejlesztése, melyek ezen hidnyossagok kikiiszobolésére alkalmasak. Igéretes alternativat
nyudjtanak az irodalomban talalhaté SP3 és SP2 paramagneses gyongyok hasznalatan és
az SP4 oldoszeres kicsapason alapul6 eljarasok, melyek részben megoldast jelentenek a
hagyomanyos mintael6készités hatranyaira.*-¢

Az alternativ eljarasok koziil a legnépszeriibb az SP3, azaz ,egy-edényes, szilard
fazissal segitett mintael6készitési modszer” (Single-Pot, Solid-Phase-enhanced Sample
Preparation, SP3) egy konnyen kivitelezhetd, j6 reprodukalhatésaggal és
ateresztOképességgel rendelkezd mintafeldolgozasi protokoll, ami igy megfeleld lehet az
altalanos el6készitési modszer kivaltasara.” A ,szilard fazissal segitett mintatisztitasi
modszer” (Solid Phase-enhanced Sample Purification, SP2) egy szisztematikusan
kidolgozott eljaras, melyet kifejezetten peptidmintak tisztitasara fejlesztettek, igy jo
alternativat jelenthet olyan mintdk Cis oszlopon torténd szilard fazisa extrakcids
tisztitasanak (Solid Phase Extraction, SPE) helyettesitésére, melyeknél nincsen lehetdség
a minta sdmentesitésére még az enzimatikus emésztés el6tt.> Az ,egy-edényes, olddszeres

kicsapassal és szilard fazissal segitett mintael6készitési modszer” (Solvent Precipitation



Single-Pot, Solid-Phase-enhanced Sample Preparation, SP4) az SP3 mddszer mellett egy
masik lehet6ség a fehérjemintak el6készitésére és tisztitasara.* Az SP4 protokoll el6nye,
hogy gyorsabban elvégezhetd, mint az altalanosan alkalmazott olddszeres kicsapassal
végzett mintael6készitések.

Az emlitett mddszereknek azonban megvan a maguk hianyossaga, hiszen mig az SP3
csak fehérjemintak, addig az SP2 kifejezetten csak peptidmintak el6készitésére lett
fejlesztve, tovabba az SP4 moddszer eredményes alkalmazasahoz jellemzden nagyobb
mintamennyiségek sziikségesek. Ezek mellett a modszerek széleskor, kiilonb6zd eredetli

bioldgiai mintakra vald alkalmazhatésagarél még nem all rendelkezésre ismeret.



2. Irodalmi attekintés

2.1. Proteomika egykor és most

Az analitikai mddszerek ugrasszer( fejlédésének koszonhetben jelentds valtozasok
kovetkeztek be a biokémiai és molekularis biologiai kutatasok szemléletében. Mig egykor
foleg hipotézisek iranyitottak a kutatasokat, késébb inkabb a rendszerszintil vizsgalatok
kezdték el jellemezni azokat, melyek a bioldgiai rendszerek alkotoelemeinek
miikodéseérdl, tulajdonsagair6l és az egymassal valé kolcsonhatdsairol adnak
informaciot.!

A fejlett miiszeres analitikai mddszerek megjelenése eldtt a peptidek és fehérjék
meéretének meghatarozasara és azok elvalasztasara tobbféle fizikai médszert alkalmaztak.
Néhany példa ezek koziil a natrium-dodecil-szulfat poli(akrilamid) gélelektroforézis
(Sodium Dodecyl Sultate-Polyacrylamide Gel Electrophoresis, SDS-PAGE)8, a gélsziirés® és
a vékonyréteg kromatografial®, melyeket kés6bb a folyadékkromatografias
elvalasztasok!.12 valtottak fel. Az aminosavsorrend meghatarozasa régen az ugynevezett
Edman-degradacidval tortént. Ennek a mddszernek azonban nagy hatranya, hogy minden
technoldgiai fejl6dés ellenére rendkiviil id6igényes, igy hamar atvette a szerepét a gyorsan
fejléddé tomegspektrometria, ami a peptid fragmensek gyorsabb, pontosabb és
érzékenyebb elemzését teszi lehetdvé.13-16 Mindezen el6nyok ellenére a proteomikaban
val6 széleskorti elterjedésiik elsGsorban a lagy ionizacids technoldgiak megjelenésének
koszonhetd.l”

A proteomikaban alkalmazott folyadékkromatografiahoz kapcsolt
tomegspektrometrias  (HPLC-MS) meérések soran a mérendé mintat a
folyadékkromatografba injektaljadk, ahol az analat alkot6i eltér6 erdsségl
kolcsonhatasokat alakitanak ki a kromatografias oszlop all6- illetve mozgdéfazisaval, ennek
koszonhetden a kiilonb6z6 tulajdonsagu mintaalkotok elvalnak. Ezutan a mintafrakciok a
tomegspektrométerbe jutnak, ahol a lagy ionizacionak koszonhetden f6leg molekulaionok
és kisebb szamban fragmensionok képzddnek beldliik. Az ionokat ezutan az analizator a
tomeg/toltés értékiik alapjan szétvalasztja, és a detektorba juttatja, ahol az azonos
tomeg/toltéssel rendelkezd ionok mennyiségi meghatarozasa torténik. A kromatografias
és tomegspektrometrias mdédszerekrdl a 2.3. és 2.4. fejezetekben talalhato részletesebb
leiras.

Mint minden mddszernek, a tdmegspektrometrias analiziseknek is megvannak a

hatranyai, nehézségei. Egyes peptidek rosszabbul ionizalodnak és nehezen



fragmentalodnak, igy ezek nem jelennek meg a spektrumban, valamint a proteomika
folyamatosan valtozé biolégiai rendszereket vizsgal, emiatt pedig sok esetben nem
homogén a rendelkezésre all6 minta.l

A proteomikai mérések utan a kovetkez6 1épés az adatok kiértékelése. Mig régen ez
manualisan tortént és emiatt sok id6t igényelt, ma mar rendkiviil sok szoftver és

statisztikai mddszer all a kutatok rendelkezésére a feladatok megoldasahoz.

Gélelektroforézis,
Edman féle fehérjeszekvenalas
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HPLC-MS/MS
vizsgalat

1. abra: Fehérje azonositasi modszerek egykor (gélelektroforézis, Edman féle fehérjeszekvenalas)
és most (HPLC-MS/MS vizsgalat)

A tomegspektrometria szamtalan el6nnyel rendelkezik a klasszikus proteomikai
modszerekhez képest. Az MS mérésekhez akar zeptomolnyi mintamennyiségek is
elegenddek, melyb6l gyorsan nagyszamu fehérje azonositasa és mennyiségi
meghatarozasa is lehetséges.18-20 Napjainkban a tomegspektrometria alapu proteomikat
széleskorlien alkalmazzak biolégiai alapkutatasokban?1-23, orvosi diagnosztikaban?4-26,
gyogyszergyartasban?’ és a korszer(i mez6gazdasagban?® a kiilonb6z6 eredetii biologiai
mintak, mint példaul vérplazma??, sejtlizatum39, szovet?1:31, gerincveldi folyadék3? és

nyal33, de akar novényi mintak34 vizsgalatara is.

2.2. Proteomikai mintael6készitések

A proteomikai mintak altalaban komplex biolégiai rendszerekbdl szarmaznak, és
azokbol kell egy szennyezdktol megtisztitott fehérje vagy peptidoldatot késziteni. Ennek
megvaldsitasahoz kiillonboz6 mintael6készitési moédszerek allnak rendelkezésre.24-7.21.35-
39 A mintael6készitési mddszerekkel szemben tamasztott altalanos elvarasok, hogy azok
standardizaltak, megbizhatok és reprodukalhatok legyenek, valamint lehet6leg minél

kevesebb lépést tartalmazzanak.!



2.2.1. Proteomikai megkozelitések

Miel6tt a mintael6készitési folyamatokrol részletesebben is sz6 esne, ismertetem a
kilonb6z6 proteomikai megkozelitések tipusait, mivel ezek nagymértékben hatarozzak
meg, hogy milyen mintael6készitési lépések sziikségesek, tovabba befolyasoljak a

meéréshez sziikséges késziilékkel szemben tamasztott kovetelményeket.!

Fehérjék izolalasa,

dusitasa, Peptidek

Minta frakcionalasa Enzimatikus tisztitasa
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2. abra: "Bottom-up" proteomikai megkozelités

Alegelterjedtebb megkozelités az ugynevezett , bottom-up” stratégia*?, mely esetében
peptidek elemzése torténik a HPLC-MS/MS mérés soran. Ehhez el6sz6r enzimatikus uton
peptidekké kell emészteni a fehérjemintat. Az emésztéshez endopeptidaz enzimeket
hasznalnak (pl.: tripszin, LysC), amelyek minden esetben jellegzetes aminosavak mellett
hasitanak, viszonylag kisméret(i (500-3000 Da) peptideket eredményezve.*! A kisméretli
peptidek mar kénnyen elvalaszthatok folyadékkromatografiaval. Az elvalasztast MS/MS
meérés koveti, mely sordn a peptidek fragmentaci6jabol keletkezé fragmensionok
tomeg/toltés (m/z) értékének meghatarozasa torténik, majd ezekbdl szoftveres
segitséggel lehetséges a peptid aminosavsorrendjének meghatarozasa. Szintén szoftveres
uton lehet kovetkeztetni arra, hogy az adott fehérjéket milyen mennyiségben tartalmazza
a minta. A ,bottom-up’” mobdszer legnagyobb eldnye, hogy kiemelked6en j6 az
érzékenysége, azonban az eljaras jelentds hatranyai, hogy a peptidek sok esetben nem
rendelhetéek egyértelmiien egy fehérjéhez, és sokszor elvesznek a poszttranszlaciés

modosulasokhoz tartozé informacidk. A poszttranszlaciés médosulasok vizsgalata azért



fontos, mert ezek mdédosithatjak a fehérjék egyes tulajdonsagait példaul az aktivitasat,
lokalizacidjat és mas fehérjékkel kialakitott kdlcsonhatasait, ebbdl pedig a szervezet

kiilonbozo valtozasaira lehet kovetkeztetni.42

Fehérjék izolalasa,

R e Fehérjeazonositas,
dusitésa, frakciondlasa, HPLC-MS/ kvantitativ meghatarozas,
. dszetasa MS vizsgilat fehérjehalozat elemzés
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|
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D

3. abra: " Top-down" proteomikai megkozelités

A ,top-down” stratégia*3 az intakt fehérjek vizsgalataval foglalkozik, melynek
legnagyobb kiilonbsége az el6bbi , bottom-up” mbédszerhez képest, hogy a fehérjéket
mintabol valé izolalasuk utdn kozvetleniil LC-MS modszerrel mérik, és igy azonositjak
azokat. El6nye, hogy lehetséges vele egymashoz nagyon hasonl6 szerkezetli fehérjék
megkilonboztetése és a poszttranszlacios médosulasok részletes jellemzése. Hatranyai
viszont, hogy komplex mintakra csak korlatozottan hasznalhato, elsGsorban egy-egy
fehérje jellemzésére alkalmas és dragabb miiszerezést igényel.

Az el6bbiek mellett 1étezik egy harmadik modszer is, mely a kdzelmultban valt egyre
elterjedtebbé, ez a , middle-down’ eljaras.** A , bottom-up” stratégiahoz hasonléan ebben
az esetben is hasznalnak emésztdenzimeket, azonban ezek hosszabb peptidekké hasitjak
a fehérjéket. Az igy keletkezd hosszabb, specifikusabb peptideknek kdszonhetden sok
esetben konnyebb a fehérjék azonositasa, valamint jobban vizsgalhaték vele a
poszttranszlaciés modositasok, amelyek a ,bottom-up’ moédszerrel vizsgalt révidebb

peptidekbdl alkotott komplex keverék miatt nem keriilnének detektalasra.

2.2.2. Mintael6készités , bottom-up” proteomikahoz

Mivel kutatasom soran a , bottom-up’ munkafolyamatot alkalmaztam, ezért az ehhez
a modszerhez tartoz6 mintael6készitési protokollt fogom részletesebben ismertetni. A
kiilonboz6 biologiai mintak el6készitései eltérd kihivasokat rejtenek magukban#546, ezért
az altalam bemutatott mddszer néhany lépése eltérhet példaul sejtkultura*’” vagy

szovetmintak?! esetében.
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4. abra: Mintael6készités a "bottom-up “proteomikai megkozelitéshez

A mintael6keészités elsd 1épése a fehérjék kinyerése a bioldgiai matrixbdl, és azok
oldhatova tétele. Ez a folyamat az eltérd bioldgiai mintak esetében mas és mas
modszerekkel torténhet, példaul sejtek esetén fagyasztas-olvasztas ciklusokkal*®, vagy
lizispufferben torténd szonikalassal.#® A mintael6készités soran sziikség lehet kiilonb6z6

adalékanyagok hozzaadasara, ezeket és funkcidikat az 1. tablazat mutatja be.

1. tablazat: MintaelGkészités soran alkalmazott adalékanyagok

Additiv Funkcié

Kaotrép A nem-kovalens kolcsonhatasokat befolyasolva noveli a fehérjék
vizoldhat6sagat

Detergens Oldhat6va teszi a membran fehérjéket

Redukalészer Redukalja a diszulfid hidakat
Alkilalészer Megakadalyozza a diszulfidhidak visszaalakulasat

Denaturalészer Széttekeri a globularis fehérjéket, megakadalyozzak a fehérje-fehérje
kolcsonhatasokat

Proteaz inhibitor Gatolja vagy inaktivalja a szubcellularis kompartmenekbdl felszabadul6
proteolitikus enzimeket

Ezen additivek hozzaadasa azonban gatolhatja a tripszin miikodését, valamint
némelyikiik nem MS kompatibilis.! Ezért a fehérjék oldhatova tétele utan az enzimatikus
emésztés elott egy tisztitasi 1épés beiktatasara lehet sziikség, majd az emésztéshez
megfelel6 kémhatas elérése érdekében megfeleld puffereket (pl.: ammonium-bikarbonat)
adnak a rendszerhez. A fehérjék peptidekké valé emésztéséhez komplex mintak esetében
altalaban a lizin és arginin aminosavaknal hasité tripszint alkalmazzak, melynek el6nyei,
hogy magas a proteolitikus aktivitasa, kevéssé érzékeny a kisérleti koriilményekre, és

tipikusan  500-3000 Da méretd  peptideket képez, amelyek idealisak a



tomegspektrometrias mérésekhez.#! Fontos azonban megjegyezni, hogy a kiilonb6z6
enzimek eltérd helyeken hasithatjak a fehérjét, igy a kiillonb6z6 proteazok alkalmazasa
eltéré peptidek detektalasat tehetik lehet6vé.41.50 Az emésztési 1épés utdn a sbmentesités
érdekében egy ujabb tisztitasi 1épés elvégzése sziikséges, erre alkalmas modszer a szilard

fazisu extrakcio Cis toltetd oszlopokkal.l

2.2.3. Szilard fazisu extrakcios tisztitasi modszerek

Az el6bbi fejezetben bemutattam, hogy a biologiai mintaknak rendkiviil dsszetett
mintael6készitési folyamaton kell keresztiil menniiik, mely soran sziikséges akar a
mintabol szarmazo, akar az el6készités soran bevitt soktol és szennyezoktdl valo
tisztitdsuk.>152 Ez tobbek kozott azért is fontos, mert a tomegspektrometria egy nagyon
érzékeny analitikai mddszer, ezért kis mennyiségli szennyez6 anyag is képes elnyomni a
mérni kivant komponensek jeleit.1852-54 Ezen szennyezddések eltavolitdsa érdekében a
leggyakrabban szilard fazisu extrakciét alkalmaznak, melynek alapja a mintat alkoto

vegylletek megoszlasa a szilard és a folyadék fazisok kozott.5155

aktivalas, mosas, minta felvitele mosas elicio
ekvilibralas
l
PAAN S
'S IghtA 'g
{1 Eppendorf (B (| Eppendorf 1
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.

’tf Y

'
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5. abra: Cis SPE tisztitas sematikus folyamatabraja

A szilard fazisi extrakci6 elve nagymértékben hasonlit a kromatografias
modszerekéhez, azonban fontos kilonbség az, hogy mig a kromatografias eljarasok
esetében a minta 6sszes frakcidja a detektorba jut, addig az SPE esetében a minta egy része
elveszik, és mivel csak a mérés szempontjabol fontos komponensek keriilnek izolalasra,
csokken a minta komplexitdsa.>> Az SPE moédszerekkel szemben tdmasztott elvarasok,
hogy hatékonyan tavolitsa el a szennyezoket a peptideket tartalmaz6 mintabdl, valamint
ne valtoztassa a tisztitatlan mintahoz képesti peptid Osszetételt és aranyt, minden

komponens vesztesége hasonl6 legyen.1.55
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Az SPE tisztitasi modszerek folyamata négy szakaszra oszthato. Elsé szakaszban a
szilard allofazis aktivalasa és kondicionalasa torténik, ezzel érhetd el, hogy a toltet
nedvesedjen, és egyensulyi allapotba keriiljon. Ennek koészonhet6en a folyamat
reprodukalhatobba valik. Ezutan kévetkezik a minta felvitele az SPE oszlopra, mely soran
az elvalasztas céljanak megfeleld toltettel rendelkezd allofazis megkoti a sziikséges
anyagokat, és atengedi a szennyezdket. A harmadik szakaszban az esetlegesen
fennmaradt szennyezdk eltavolitasa kovetkezik mosasi lépések segitségével. Végiil
negyedik 1épésként a szennyez6ktdl megtisztitott minta eldcidja torténik.>>

Az SPE allofazis és a tisztitasi eljaras menete is nagyban befolyasolja a proteomikai
vizsgalatok sikerességét. A peptidek és fehérjék SPE tisztitasara altalaban forditott fazisu
elvalasztast alkalmaznak, melynél az all6fazis hidroféb, a mozgoéfazis hidrofil jellegii.>>
Kisérleteim soran a kiilonb6z6 eredetii peptidmintak referencia tisztitasara Cis toltettel

rendelkezd oszlopokat hasznaltam.

2.2.4. Alternativ mintael6készitési mddszerek

A 2.2.2. és 2.2.3. fejezetekben bemutatott mintael6készitési médszer nagy hatranya,
hogy minden egyes 1épésnél felléphet mintaveszteség. A Cig tisztitads tovabbi hatranyai,
hogy a tisztitasi 1épések soran jelentGs anyagveszteség jelentkezhet>>, valamint ez a
tisztitasi moédszer inkdbb koncentralja, mint eltavolitjia a polimer szennyezdket
(pl.: poli(etilén-glikol), PEG), ez pedig komoly gondokat okozhat az MS mérésnél.> Tobbek
kozott ezeket a hatranyokat célozzak kikiiszobolni az SP36, SP25 és SP44 modszerek,
melyek az SP4 modszer kivételével paramagneses gyongyok alkalmazasan alapulnak, mig
az SP4 tisztitds soran szerves oldoszeres kicsapasra és centrifugalasi lépésekre

tamaszkodik a mintaelGkészités.

Az SP3 médszer

Az SP3 munkafolyamat karboxilat funkciés csoportokkal ellatott paramagneses
gyongyokon alapul, melyhez a redukalt, alkilalt és denaturalt fehérjék hidrofil
kolcsonhatas segitségével rogziilnek. A kolcsonhatasi mechanizmus analég a hidrofil
kolcsonhatas kromatografiaban ( Hydrophilic Interaction Liquid Chromatography, HILIC)
hasznalt mechanizmussal, melyben a mozgoéfazis szervetlen komponense (pl.: viz) a
hidrofil all6fazis felszinén egy réteget hoz létre, mig az szerves fazis (pl.: etanol) attdl a

lehetd legtavolabb helyezkedik el. Az eltér6 hidrofilitassal rendelkez6 célkomponensek

megoszlanak a mozg6fazis szerves és szervetlen részei kozott. >
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Analat HILIC kolonna Szerves mozgéfazis Analat elvalasztasa

B
\
Hidrofil allofazis

Hidrofil molekula Vizes mozgéfizis

Hidroféb molekula

Amfifil molekula

6. abra: A HILIC elvalasztas leegyszerisitett folyamatabraja

Az SP3 mintaeldkészitési modszer minden 1épése egyetlen Eppendorf cs6ben zajlik,
ennek koszonhetéen kdénnyen és gyorsan elvégezhetd a minta redukalasa, alkilalasa,
denaturalasa, majd emésztése és végil a tisztitdsa. El6nyei kozé tartozik még, hogy
alacsony a koltsége, és lehetséges a folyamatot egyedi hardver nélkiil is robotizalni. Ezen
elényos tulajdonsagok miatt széles korben alkalmazzak a modszert kiillonb6z6 biologiai
mintdk (pl.: immunsejtek3757, tumorszovetek>859 és extracellularis matrixkeverékek®?)

MS vizsgalatra vald el6készitéséhez.

Fehérjeminta Migneses gyongyok HILIC kolcsonhatas Gyongyok
bemérése bemérése kialakitasa magneshez rogzitése

L

Peptidek gyongyoktél Elicio, enzimatikus Feliiliszo eltavolitasa,
valo elvalasztasa emésztés fehérjék mosasa

7. abra: A fehérjék tisztitasara alkalmas SP3 protokoll sematikus folyamatabraja

Az SP3 folyamat soran (7. abra) els6 lépésként elvégzik a fehérjéket tartalmazé minta

redukalasat, alkilalasat és denaturalasat, majd ehhez az el6készitett fehérjeoldathoz adjak
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hozza a karboxilat csoportokkal ellatott magneses gyongyoket. Az elegyhez szerves
oldoszert adva fehérjék rogziilnek a gyongyokon, melyeket egy magnes segitségével az
Eppendorf cs6 oldalahoz lehet vonzani, igy a szennyezo6ket tartalmazo feliiliiszé konnyen
eltavolithaté. A folyamatban ezutan tobb szerves oldoszeres mosasi 1épés kovetkezik,
majd vizes pufferoldat hozzaadasara bekovetkezik az eltcio. Ezutan a tisztitott fehérjék az
oldatban, a magneses gyongyokh6z mar nem rogziilve, endopeptiddz enzimek
hozzaadasaval peptidekké emészthetdk, végiil a peptidoldat egy centrifugalasi 1épés utan
konnyen lepipettazhaté az 6sszeallt gyongyok melldl. Az igy elkészitett mintaoldat akar

azonnal vizsgalhat6é LC-MS médszerrel.

Az SP2 médszer

A szakirodalomban talalni olyan publikacidkat, melyben mar alkalmaztak karboxilat
csoportokkal ellatott paramagneses gyongyoket peptidmintak Cig tisztitdsa utan
megmaradt szennyezddéseinek eltavolitasara.t162 Azonban ezekben a cikkekben a
mintaelGkészités részletei nem lettek ismertetve, valamint nem esett sz6 a mddszer Cig
tisztitas helyetti hasznalatarol. Az SP2 egy kifejezetten peptidek tisztitasara kidolgozott
eljaras, mely bizonyitottan alkalmazhaté foszfopeptidek és glikopeptidek szennyezbinek

eltavolitasara.

Peptidminta Maigneses gyongyok  HILIC kolesonhatas Gyongyok
bemérése bemérése kialakitasa magneshez vonzasa

Peptidek Feliiluszo eltavolitasa,
elucidja peptidek tisztitasa

8. abra: A peptidek tisztitasara alkalmas SP2 protokoll sematikus folyamatabraja

A komplex proteomikai mintdk SP2 tisztitdsa el6tt elvégzend6k a proteomikai

elokészitéseknél megszokott feltarasi és szolubilizalasi 1épések, majd az enzimatikus
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emésztés, végiil az igy kapott peptideket tartalmazé elegyhez kell hozzaadni a magneses
gyongyoket. Fontos ennél a pontnal megjegyezni, hogy a protokoll fejlesztéi azt
tapasztaltak, hogy a peptidek gyengébben rogziilnek a gyongyokhoz, mint a fehérjék ezért
nagyobb mennyiségli magneses részecske alkalmazasa sziikséges az SP3 moddszerhez
képest a kisebb anyagveszteség elérése érdekében.> A kovetkezo 1épésben a rendszerhez
adjak a szerves olddszert, hogy kialakuljon a HILIC jellegli kdlcsonhatas a gyongyok és a
peptidek kozott. Ezutan egy magnes segitségével az Eppendorf cs6 falahoz rogzitik a
gyongyoket a peptidekkel egyiitt, ekkor eltavolithaté a szennyezéseket tartalmazo
feltilisz6. Az eldbbi lépést kovetéen egy ujabb mosasi szakasz kovetkezik szerves
oldoszerrel, majd az elucio egy vizes oldattal. Az eluciot kovetéen egy centrifugalasi 1épés
utan valaszthatd el a peptideket tartalmazé oldat a magneses gyongyoktdl, és akar azonnal

LC-MS modszerrel vizsgalhato.5

Az SP4 médszer

Az SP4 mddszer elve eltér az SP3 és SP2 protokollokétol, mivel itt a tisztitas soran nem
a HILIC koélcsonhatast hasznaljak ki, hanem egy szerves oldoszeres kicsapasnak
koszonhetden nyerhetdek ki a fehérjék. A mintael6készités elvégezhetd liveggyongyokkel,
de azok hasznalata nélkiil is, mivel ennél a modszernél az liveggydngyok csupan azt a
funkciot szolgaljak, hogy jobban lathatéva teszik a pelletet. Az eljaras el6nye, hogy
kikiiszobolhetd vele az SP3 modszer egyik hatranya, miszerint a hidrofob fehérjék
rosszabb hatasfokkal rogziilnek a karboxilalt paramagneses gyongyokre, igy az SP4
tisztitassal eredményesebben tisztithatok a hidrofob fehérjéket tartalmazé mintak.*

Az SP4 mintael6készités elsd lépéseként a fehérjéket tartalmazdé mintaelegy
redukalasa, alkilalasa és denaturalasa torténik. Amennyiben a tisztitas soran alkalmaznak
liveggyongyoket, azok hozzaadasa kovetkezik, majd szerves oldoszer hozzaadasaval
megtorténik a fehérjék kicsapasa. Az oldoszeres kicsapas 1épésnél fontos arra odafigyelni,
hogy csak megfeleld szerves oldoszer koncentracié esetében kovetkezik be a fehérjék
kicsapddasa, ami jellemzden legalabb 80%. Miutan megtortént a kicsapas, centrifugalasi
1épés kovetkezik, igy a kivalt fehérjék a gyongyokkel, vagy anélkiil az Eppendorf csé aljan
gylilnek 0ssze, a szennyezdket tartalmazo feliiliszo pedig konnyen eltavolithaté. Ezutan a
pellet mosasa torténik szerves oldoszerrel, majd jabb centrifugalasi 1épés. Az utolso
feliluszo eltavolitasa utan kovetkezik a fehérjék visszaoldasa, mely soran egy vizes

pufferoldatot hasznalnak, majd elvégezhet6 a fehérjék enzimatikus emeésztése.
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Amennyiben iveggyongyokkel végzik a tisztitast, az emésztés utan egy ujabb

centrifugalasi 1épést kdvetden valaszthato el a tisztitott peptidminta a gyongyoktdl.4

Fehérjeminta Uveggyongyok bemérése 6
L EEyongyok e - Centrifugalas Szennyezik
bemérése oldoszeres kicsapas eltavolitasa

& &

l‘ -
re
Peptidek Pellet visszaoldasa,
elvalasztasa enzimatikus emésztés

9. abra: Fehérjék tisztitdsara alkalmas SP4 médszer sematikus folyamatabraja

SP3, SP2 és SP4 6sszehasonlitasa

Azért, hogy a bemutatott harom modszer kozti hasonlosagokat és kiilonbségeket
jobban szemléltessem, a 2. tdblazatban mutatom be azokat.
2. tablazat: Az SP3, SP2 és SP4 proteomikai mintael6készitési mddszerek Gsszehasonlitasa. (*névleges

fehérjemennyiség alapjan szamolva) EtOH - etil-alkohol, ACN - acetonitril, ABC - ammadnium-bikarbonat,
H:20 - viz

SP3 SP2 SP4
Minta Fehérje Peptid Fehérje
. paramagneses paramagneses iiveg
Gyongyok 10X felesleg 20X felesleg 10X felesleg
Rogzitéshez hasznalt EtOH (50% ACN (95% EtOH (80%
oldészer végkoncentracio) végkoncentracio) végkoncentracio)
Tisztitashoz hasznalt EtOH (80%) ACN (absz.) EtOH (absz.)

oldészer

Elticiéhoz/visszaoldashoz

hasznalt olddszer

Emésztés

ABC (100mM)

Eltci6 utan a
gyongyok mellett

H,0 (2% ACN)

Tisztitas el6tt

ABC (100mM)

Uveggyongyok
mellett (ha van)
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Az el6bbi fejezetekben ismertettem harom alternativ modszert a proteomikai
mintael6készitésekre. Melyek mindegyikének el6nye, hogy az irodalmi protokollok leirasa
szerint nem sziikséges Cig tisztitast elvégezni utanuk, és egy Eppendorf csében
elvégezhetd az el6készitési, tisztitasi és emésztési folyamatok Osszes 1épése. Ezeken tul
mindharom bemutatott modszernek megvannak az egyedi eldnyeik és hianyossagaik.

Mig az SP3 modszer kivaléan alkalmazhat6é fehérjemintak tisztitasara, és jobb
eredmények érhetéek el vele, mint az egyéb altalanosan alkalmazott
modszerekkel.637.6364 Addig az SP2 moédszer hatékonyan hasznalhaté peptidmintak
tisztitasara, igy kivitelezhetd vele szovetmetszetekbdl kinyert peptidmintak tisztitasa is.
Viszont egyik paramagneses gyongyoket alkalmazé modszer esetében sem esik szd a
hidrofob fehérjék, példaul membranfehérjék magneses gyongyokhoz valé rogzitésének
lehetdségerol.# Az SP4 médszerrel az irodalom szerint jobban visszanyerhet6k a hidrofob
fehérjék a paramagneses gyongy alapu mddszerekhez képest. Azonban f6leg csak nagyobb
mintamennyiségek esetén alkalmazhatd jol, mivel a tisztitasi 1épések soran a szabad
szemmel nem lathato pelletrdl a feliiliszo eltavolitasa nehezen reprodukalhaté.* Ezen
szempontok alapjan kijelenthetd, hogy egyel6re nem létezik altalanosan felhasznalhato
elOkészitési és tisztitasi mddszer, mely mind fehérje és peptidmintakra, széles polaritas és

mintamennyiség tartomanyban alkalmazhat6 lenne.

2.3. Kromatografiai modszerek

A mai korszer( analitikai médszerek célja altaldban az, hogy minél tobb mintardl,
minél kisebb mintamennyiségbdl, minél gyorsabban adjon informaciot a minta 6sszes
komponensérdl. Tehat az az alapvetd elvarasunk a kiilonb6z6 analitikai médszerektdl,
hogy érzékenyek, nagy felbontastiak, nagy atereszt6képességiliek és megbizhatoak
legyenek. Ugyanezt varjuk el a korszerli nagyhatékonysagu elvalasztastechnikai
berendezésektdl.1.65

Ahogy az a korabbi fejezetekben lathato, a , bottom-up” proteomikai munkafolyamat
esetében peptidmintakat vizsgalnak HPLC-MS/MS késziilékekkel. A kromatografiai
folyamat sordn a peptidkeverék elvalasztasa torténik meg, hogy azok tébbnyire
elkiiloniilten keriiljenek a tomegspektrométerbe, igy csokkentve a minta komplexitasat. A
fehérjék és peptidek szamos tulajdonsaga (méret, alak, toltés, izoelektromos pont,
hidrofébicitas, hidrofilicitas stb.), kémiai reakciéi (komplexképzés) és biologiai

kolcsonhatasai (antigén-antitest) alkalmasak azok elvalasztasara, frakcionalasara.l.66
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A, bottom-up’ proteomikai médszereknél két lehet§ség van a minta komplexitasanak
csokkentésére. Az elsd esetben, még a fehérjéket tartalmaz6 minta el6készitési 1épései
elott alkalmaznak elektroforetikus vagy kromatografias modszert a fehérjék
frakcionalasara, majd ezen frakciok emésztése torténik peptidekké, végiil pedig a
frakciokat nagyhatékonysagu kromatografiaval tovabb szeparaljak. A masik lehet6ség az,
hogy a mintaban 1év 6sszes fehérje egyszerre hidrolizalasra keriil, majd az igy kapott
peptidkeveréket  szeparaljak egy- vagy  tobbdimenziés  nagyhatékonysagu
folyadékkromatografiaval. Természetesen az igy analizalt mintak esetében sem érhetd el
az, hogy a kromatografias lépés utdn egyszerre csupan egy peptid jusson be a
tomegspektrométerbe, azonban nagyobb az esélye, hogy a minta minél tobb komponense
azonosithato lesz.1.3940

A kromatografia egy olyan elvalasztastechnikai modszer, amelynél a minta
komponenseinek az elkiilonitése két egymassal érintkez6 fazis kozotti megoszlason
alapul. A kromatografiai modszerek esetében az egyik fazis minden esetben egy helyhez
kotott allofazis, a masik pedig egy folyamatosan adagolt mozgo6fazis. Miutan a
mozgofazissal bevitt minta komponensei érintkezésbe keriilnek az allo6fazissal, és
kiilonb6z0 erdsséegli kolcsonhatast alakitanak ki azzal, valtozik a relativ megoszlasuk a két
fazis kozott, igy a minta folyamatos szorpciéos és deszorpcios lépéseinek
eredményeképpen a kiillonbo6z6 jellegli komponensek elvalasztédnak.

A folyadékkromatografiai médszereket csoportosithatjuk az all6fazis szemcsemérete,
alakja és az elvalasztas mechanizmusa szerint, és csoportokba oszthaték még az allg- és
mozgofazis egymashoz képesti polaritasa alapjan, ezeket 3. tablazatban ismertetem a

teljesség igénye nélkiil.

3. tablazat: Kiilonbo6z6 folyadékkromatografias modszerek allo- és mozgofazisai

Folyadékkromatografiai médszer All6fazis Mozgéfazis

) o7 normal fazisu - -
NP-HPLC folyadékkromatografia polaris apolaris

forditott fazisu
) 68 - o
RP-HPLC folyadékkromatografia apolaris polaris

forditott fazisu ionpar

1D, 6o - fi Aok

RP-IP-HPLC kromatografia apolaris polaris + ionparképzé

HILIC70 hidrofil kolcsoln}.latas polaris kevésbé polaris
kromatografia

HIC"? hidrof6b kolcsqqhatas enyl}ep negativ sogradiens
kromatografia apolaris

[EC72 ioncserés kromatografia ionos puffer
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A proteomikaban a leggyakrabban a vizes kozegli mintak elvalasztasara alkalmas
forditott fazisu folyadékkromatografiat (Reversed Phase High Performance Liquid
Chromatography, RP-HPLC) alkalmazzak, melynél a mozgo6fazis (acetonitril, metanol)
polarisabb, mint az all6fazis (apolarisan médositott szilikagél). Az RP-HPLC elvalasztasok
soran alkalmazott all6fazisok a felhasznal6 igényei szerint valaszthaték meg aszerint,
hogy milyen polaritasi minta elvalasztasa a cél, mivel a szilikagél tetszdlegesen
modosithato kiillonb6zd apolaris csoportokkal. A modszer lehet6vé teszi a gradiens eluciot
is, ekkor a gyenge és az er0s eluens aranya a felhasznald altal meghatarozott modon
valtozik. Az RP-HPLC elvalasztas soran annak jellegéb6l adédoan elszor a polarisabb
mintakomponensek valasztédnak el, mivel ezek alakitjdk ki a leggyengébb
kolcsonhatasokat az apolaris all6fazissal.

A folyadékkromatografidls modszerek csoportosithaték az alkalmazott kolonna
atmérdje szerint is, igy megkilonboztethetd analitikai LC (d = 3 - 4,6 mm), ,,narrow-bore”
LC (d = 2,1 mm), ,micro-bore’ (d = 1 mm), mikro vagy kapillaris LC (d = 0,25 - 0,50 mm)
ésnano LC (d =0,075 - 0,150 mm). Minél kisebb a kromatografias oszlop atmérdje, annal
kisebb mennyiségli minta analizalasara alkalmas.!

A proteomikai mintakban talalhat6 peptidlancok hosszanak és szerkezetének
egyedisége miatt azok eltér6 nagysaguak, alakaak, toltésliek, polaritasuak és
hidrofilitasuak. Ebbdl kifolydlag konnyen belathatd, hogy a peptidek sokféle tulajdonsagu
alléfazissal képesek kolcsonhatast kialakitani, ezaltal azok tobbek k6zott méretkizarasos,
ioncserés, affinitas, forditott fazisu és hidrofil kdlcsonhatason alapulé kromatografia
segitségével is elvalaszthatok. A rendelkezésre allo kis mintamennyiségek miatt altalaban

mikro, kapillaris vagy nano LC kolonnakat alkalmaznak a proteomikai mérések soran.1.66

2.4. Tomegspektrometriai mérések

A proteomikai vizsgalatoknal manapsag az el6készitett peptid- vagy fehérjemintakat
a folyadékkromatografias elvalasztas utan egy tomegspektrométer segitségével
analizaljak?°3, ami alkalmas kis mennyiségli komplex osszetételli bioldgiai mintak
komponenseinek mennyiségi és min6ségi meghatarozasara. A modszer el6nyei tobbek
kozott, hogy kivalo érzékenységgel képes a mintak gyors analizalasara, tovabba szelektiv,
nem utolso sorban pedig nagy eldnye, hogy kapcsolhat6 folyadékkromatografiaval. Az MS
hatranya azonban, hogy az eredményként kapott nagyszamu spektrum értékelése

Osszetett feladat, tovabba ezekbdl gyakran csak korlatozott szerkezeti informacio
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nyerhetd. Mindezeknek koszonhetden, illetve ezek ellenére a fehérjék és peptidek
tomegspektrométerrel végzett vizsgalata ma mar rutinfeladatnak mingsiil. 1145373

A tomegspektrometriai mérések els6 1épése az analizaland6 minta bejuttatasa. Ez a
kromatografiaval kapcsolt berendezések esetén az elvalasztas utan automatikusan
torténik, eltéré esetben direkt infazidval jut be a vizsgalandé analat. Ezutan a
komponensek ionizaldsa kovetkezik, amihez kiilonb6z6 ionizaciés modszerek
alkalmazhaték. A proteomikai vizsgalatoknal a lagy ionizaciés modszereket (pl.:
elektroporlasztas, MALDI) részesitik el6nyben.”* Az ionizacié soran keletkezhetnek
molekulaionok vagy ,anyaionok”, valamint ezek toredékei, a fragmensionok vagy
,<Jeanyionok”. A képzddott ionok az analizatorba (pl.: repiilési id6 analizator, kvadrupol,
Orbitrap)7s keriilnek, ahol m/z értékeik alapjan elvalnak, majd igy jutnak a detektorba,
ami meghatarozza az adott ionok mennyiségét. Végiil a felhasznalé egy szamitogépes
szoftveren keresztiil kromatogramot és tomegspektrumot kap, melyet a rendelkezésére
allé programok és adatbazisok segitségével tud kiértékelni.l

Az ionizaci6 soran képzodott ionok toltése alapjan megkiilonboztethetd a pozitiv és a
negativ ionizacio. A proteomikai analiziseknél altalaban olyan technikakat alkalmaznak,
mely kovetkeztében pozitiv toltésii ionok keletkeznek. A toltést ilyenkor protonok vagy
kationok (pl.: Nat, K*) hordozzdk, melyek a molekulakkal adduktot hoznak létre
(pl.: [M+H]*). Elektroporlasztasos ionizacio esetében gyakran lehet tobbszorosen toltott
ionokkal is talalkozni, ebben az esetben egynél toébb t6ltést hordoz6 részecske fog a
molekulahoz kapcsolddni (pl.: [M+nH]»+). 11473

A tomegspektrométerek fontos paramétere a felbontas (R). A spektrumban talalhato
csucsok a legtobb esetben Gauss eloszlast kovetnek, a csucsok szélessége pedig az
analizator tipusatol fligg. Az MS felbontasa nagymértékben befolyasolja a
megkilonboztetheté6 molekulatomeg eltéréseket. A nagyfelbontasu MS késziilékekkel az
ionok tomege 0,1-5 ppm pontossaggal mérhet6, igy kismolekulds mintak esetében akar az
elemi 0sszetétel is meghatarozhatd, és a minél nagyobb felbontasnak készonhet6en két
kismértékben eltérd molekulatomegi ion is megkiilonboztethetd.1476

A fehérjék és peptidek vizsgalatara altalaban az elektroporlasztasos ionizaciot
(Electrospray lonization, ESI)74, vagy ennek a nanoaramlasos valtozatat (nanoESI),
valamint a matrixszal segitett 1ézer deszorpcios ionizaciot (Matrix Assisted Laser
Desorption lonization, MALDI)74 alkalmazzak. A proteomikai kutatasokban rendkiviil
elonyds a nano-HPLC elvalasztashoz kapcsolt nanoESI, mivel kisebb aramlasi sebesség

esetében jobb ionizaciés hatékonysag érhet6 el. A nanoESI ionizaciés moédszernél a
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mintaoldat egy kapillarison keresztiil aramlik az ionforras felé, ahol porlasztogaz, fiités és
nagyfesziiltség hatasara megkezdddik az ionképzés. A kapillaris és az elektréod kozott
elektrosztatikus tér alakul ki, melynek kovetkeztében a kapillarisbol toltéssel rendelkezd
cseppek képzédnek. Amennyiben az ionizaci6 MALDI technikaval térténik, a mintat egy
olyan molekulaval kristalyositjak egyiitt, amely az alkalmazott 1ézer hullamhosszan
nagymértéki fényelnyelést mutat. A l1ézer hatasara a matrix ionizal6dik, a minta molekulai
a matrixszal egyiitt lépnek gazfazisba (deszorpcid), és a deszolvatacié kovetkeztében a
matrix ion atadja a toltését a minta molekulanak.1.1476

A képzddott ionok ezutan az analizatorba keriilnek, ahol az ionok elvalasztasa
torténik az m/z értékiik alapjan. Az analizator fajtaja egyértelmiien meghatarozza a
tomegspektrométer lehet6ségeit és korlatait. Meg lehet kiilonboztetni kisfelbontasu
(kvadrupél, ioncsapda) és nagyfelbontasu (repiilési id6, Orbitrap és ion ciklotron
rezonancia) analizatorokat.”> A proteomikaban elészeretettel alkalmazzak az Orbitrap és
repiilési id6 analizatorokat, az utébbinak nagy eldnye, hogy ennek van a legnagyobb
mérési tomegtartomanya és gyors spektrumfelvételre alkalmas.17>

A proteomikdban elterjedt modszer a tandem tomegspektrometria, mellyel
részletesebb informacié kaphaté a vizsgalt anyagrol. llyenkor a képzddd ionokat
(molekulaion vagy anyaion) az analizatorban egyenként kivalasztjak, majd egy gerjesztési
1épés segitségével fragmentaljak, és a fragmens ionokat az m/ z értékiik alapjan valasztjak
el. Mivel a molekulaionok szabalyszerlien fragmentalddnak, igy ennek a mddszernek
koszonhetden azok szerkezetérol is lehet informaciot nyerni, nem csak a tomegérél. Ez
kilonosen fontos a peptidek vizsgalata esetén, hiszen csak a molekulatdmeg nem ad
informaciét a peptidszekvenciarél. Osszetett mintdk esetén pedig az egyes

komponensekrél tiszta spektrum is kaphat6.77.78

2.4.1.Tomegspektrometriai adatgytijtési modszerek

A tomegspektrometrias adatgy(jtési technikak két nagy csoportba sorolhatok
aszerint, hogy a mérés célja teljesen ismeretlen mintak globalis analizise, melyre a
»shotgun”° modszerek alkalmasak, vagy pedig specifikusan egy célzott fehérje
vizsgalata.l A proteomikaban legaltalanosabban egy ismeretlen minta egészének
megismerése a cél, igy a ,shotgun” modszereket alkalmazzak. A tomegspektrumok
felvétele két mérési technikaval torténhet: adatfiiggd (Data Dependent Analysis, DDA)80

vagy adatfliggetlen (Data Independent Analysis, DIA)81 m6don.
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A DDA adatgytijtési mddszer esetén a tomegspektrométer ciklusokban mér. Minden
ciklus elején egy pasztazo MS analizis térténik, mely informaciét ad a kolonnaroél érkezd
peptidek m/zértékérdl, majd a szoftver kivalasztja a legintenzivebb tomegeket, melyekrol
fragmentaciot kovetéen MS/MS spektrum késziil. Az adatfliggd mérés soran felvett
MS/MS spektrumok alapjan meghatarozhat6 a mintaban 1évé peptidek szerkezete, majd
kovetkeztetni lehet adatbaisok segitségével a kiinduldsi minta fehérjéire és azok
mennyiségére. A DDA modszer hatranya, hogy rossz a reprodukalhatosaga, mivel a nagy
komplexitasi mintak esetében sok véletlen eseményen mulik, hogy ismételt injektalas
esetén ugyanaz lesz-e az egyes ionok intenzitasa, és ugyanazok az ionok keriilnek-e
fragmentalasra. Hianyossaga még, hogy a kis intenzitasu peptidekr6l nem keésziil MS/MS
spektrum, igy nem torténik meg a szerkezeti jellemzése és fehérjéhez valo
hozzarendelése. Ez a technika nagyon érzékeny a nagyobb mennyiségben jelenlévé
szennyezOkre, példaul a keratinra.1.80

Az adatfliggd mérési modok legnagyobb hatranyara nyudjt megoldast az adatfliggetlen
adatgy(jtési modszer, mely soran ciklusonként, tomegtartomanyonként fragmentalt
prekurzor ionokbdl késziill MS/MS spektrum. A DIA el6nye, hogy kis mennyiségben
jelenlévo fehérjékrdl is nyerhet6 informacid, és jobb reprodukalhatésaggal rendelkezik,
mint a DDA, valamint alkalmas kvantitativ vizsgalatokra. Hatranyai, hogy az azonositasok
megbizhatdsaga csokken, specialis szoftverek sziikségesek az eredmények elemzéséhez,

és csak az erre a célra is alkalmas tdmegspektrométereken alkalmazhatg.1.81

2.5. Proteomikai mérési eredmények értékelése, fehérjeazonositas

A peptidek azonositdsa az Oket alkot6 aminosavak és azok sorrendjének
meghatarozasa alapjan torténik az MS/MS spektrumokbdl. Mivel a peptidek az ionizacids
és fragmentacios 1épések soran meghatarozott modon toredeznek, igy lehetséges az 6ket
alkoté aminosavak sorrendjének a meghatarozasa, akar adatbazis alapjan, vagy de novo
szekvenalassal.82-85

Miutan az analizator segitségével kivalasztotta az aktivaland6 prekurzor iont, annak
gerjesztése tobbféle modon is torténhet: erdtérben torténd gyorsitas utan atomokkal,
semleges molekulakkal, ionokkal vagy elektronbefogassal. A proteomikai vizsgalatok
soran a gazmolekulakkal torténd iitkozés indukalt disszociaciot (Collision Induced
Dissociation, CID)85 alkalmazzak leggyakrabban. A fragmentacié a peptidlanc mentén
torténik, és az alkalmazott aktivalasi moédszert6l fliggéen eltérd fragmensionok

keletkeznek. Amennyiben a toltés az N-terminalis aminosavat tartalmazo fragmensen van,
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akkor a hasadas helyétdl fiiggéen a-, b- és c-ionokrdl van szo, ha pedig a C-terminalis
aminosavat tartalmazdé fragmensen van a toltés, akkor x-, y- és z-ionokat lehet

megkilonboztetni. CID aktivalas esetén jellemzden b és y fragmensionok keletkeznek.!

10. abra: Peptidek fragmentacids nevezéktana

A peptidek azonositasa az MS/MS spektrumok alapjan adatbaziskereséssel torténik,
mely soran a felvett spektrumokat hasonlitjak az adatbazisban szerepl6 fehérjék in silico
emésztésével kapott peptidek in silico fragmenseinek elméleti spektrumahoz. Miutan a
peptidek azonositasa megtortént, az egyes fehérjék el6fordulasanak valdszinliségét
elemzi a szoftver, majd megfeleld valésziniliség esetén azonositottnak tekinti azokat. A
proteomikai vizsgalatoknal csak azok a fehérjék azonosithatok, melyek szerepelnek a
kereséshez alkalmazott adatbazisban (pl.: Uniprot human fehérje adatbazis). A
proteomikai vizsgalatok kiértékeléseinél maximum 1% hamis talalati aranyt (False
Discovery Rate, FDR) engednek meg, valamint a fehérjék azonositasahoz legalabb két
egyedi peptid talalata a kovetelmény.!

A proteomikai mérések soran azonban nem csak a min6ségi azonositas a cél, hanem
a mintat alkoté fehérjék mennyiségi analizise is, mivel a kvantitativ informaciékbol
kovetkeztetéseket lehet tenni egy szervezet allapotanak a megvaltozasara. A mennyiségi
meghatarozashoz alkalmazhatnak izotdpjelzéses és jel6lésmentes modszereket is.86-90 A
jeloléses technikak soran az izotdpjelzéssel ellatott peptid a teljes mintaeldkeészitési és
elvalasztasi folyamat alatt azonosan viselkedik a jeloletlen parjaval, azonban a
tomegspektrumban kozottiik tomegkiilonbség lesz tapasztalhato. Az igy kapott két csucs
aranyabol kovetkeztetni lehet a peptid és a fehérje abszolit mennyiségére.86 A
jelolésmentes modszerek esetén a kvantitativ analizis egyszerli spektrumszamlalason,
vagy csucsintenzitas elemzésen alapul.888° Az el6bbi esetben a szoftver az adott
fehérjéhez tartozo peptidrdl késziilt MS/MS spektrumokat szamlalja, mig az utébbinal az

adott peptid kromatografias csucsa alatti tertilet alapjan lehet a fehérje mennyiségére
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kovetkeztetni. A jel6lésmentes mennyiségi meghatarozasi moédszerek olcsébb és
egyszerlbb alternativai a jel6léses modszereknek, azonban kisebb a pontossaguk, és
kizarolag relativ fehérjemennyiségek meghatarozasara alkalmazhaték, abszolut
kvantifikalasra azonban nem.

A szoftveres és adatbazisos tamogatassal sem egyszert( feladat a fehérjék azonositasa
és kvantifikalasa, mivel a keresési paraméterek megfeleld beallitasa kulcsfontossagu.
Példaul ha tal sok moédositast és kihagyott hasitasi helyet engednek meg a rendszernek,
sokkal tobb fehérjét képes a program azonositani, viszont sok ezek koziil hamis talalat
lesz, ezzel rontva a minta analizisét. Ezért a kiértékeléshez minden esetben a kutatd

szakértelme sziikséges.
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3. Célkitlizés

Kutatdmunkam célja olyan alternativ mintael6készitési modszerek tesztelése volt,
melyek segitségével kivalthaté az altalanosan alkalmazott oldatban torténd tripszines
emésztéssel, és C1g SPE oszlopon torténd tisztitassal végzett mintael6készités. Az irodalmi
protokollok alapjan célom volt két sajat fejlesztésii mintael6készitési modszer tesztelése,
mely alkalmas lehet proteomikai mintael6készitések elvégzésére.

A mintael6készitési mddszereket vese sejtlizatum-, tiidd sejtmembran-, vérplazma- és
prosztata szovetmintak proteomikai el6készitései soran teszteltem, majd a mintakat
HPLC-MS/MS méréssel analizaltam. A tesztelt mddszereket értékeltem az azonositott
fehérjék és peptidek szama, a fehérjék modszerek kozti megoszlasa, izoelektromos pontja
és a peptidek hossza alapjan. Vizsgaltam, hogy az egyes mintaeldkeészitési modszerekkel
milyen hatékonyan lehetett hidrofil és hidroféb fehérjéket azonositani. Tanulmanyoztam
az egyes modszerek reprodukalhatésagat és visszanyerési aranyat, a kapott spektrumok
tisztasagat, és értékeltem az egyes eljarasok id6hatékonysagat és a lépéseinek
bonyolultsagat. igy a TDK dolgozatom lett az elsé olyan tanulmany, mely az SP2, SP3 és
SP4 mintael6készitési modszereket sokrétiien, tobbféle mintan 6sszehasonlitotta.

A kisérletek soran szerzett tapasztalatok alapjan célom egy moddszer kivalasztasa,

mellyel a legtobb proteomikai minta hatékony el6készitése lehetséges.
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4, Felhasznalt anyagok és modszerek

4.1. Felhasznalt anyagok

A dolgozatban szerepld kisérletek elvégzéséhez a kovetkez6 anyagokat hasznaltam
fel:

Ammonium-bikarbonat, citromsav (vizmentes), natrium-citrat, ditiotreitol (DTT),
hangyasav (FA), j6dacetamid (IAA), glicerin, karbamid és trifluor-ecetsav (TFA) a Sigma-
Aldrich (St. Louis, MO, USA) termékei. LC-MS acetonitril, LC-MS viz, LC-MS metanol, LC-
MS etanol a VWR Chemicals (Radnor, PA, USA) termékei. Pierce™ C1g SPE oszlop a Thermo
Fisher Scientific (Waltham, MA, USA) terméke. Trypsin Gold és Trypsin/LysC MS
mindségli enzimek a Promega Corporation (Madison, WI, USA) terméke. RapiGest™ a
Waters Corporation (Milford, MA, USA) terméke. Ecetsav (99%) a Fluka Analytical
(Seelze, Németorszag) terméke. A paramagneses gyongyok (Sera-Mag™ SpeedBead
Magnetic Carboxylate Modified Particles) a Cytiva, Danaher csoport (Washington, D.C,,
USA) termékei.

4.2. Alkalmazott modszerek

A mintael6készitési folyamatok soran PV-1 tipusu vortexet, PSC18 tipusu
termosztalhaté razégépet (Grant-bio; Shepreth, Cambridgeshire, Egyesiilt Kiralysag);
MSC-6000, Multi-spin tipusu centrifugat és vortexet (BioSan; Riga, Lettorszag) Sonorex
tipusu szonikal6 késziiléket (Bandelin; Berlin, Németorszag), Z300 K tipusu centrifugat
(Hermle LaborTechnik; Wehingen, Németorszag) és miVac Duo tipust vakuumbeparlot

(Genevac; Ipswich, Egyesiilt Kiralysag) alkalmaztam.

4.2.1. Mintael6készités oldatban torténd tripszines emésztéssel a Cis, SP2 és SPx
tisztitasokhoz (plazma- és membranmintak)

A Cis, SP2 és SPx mddszerekkel tisztitott plazma és membran peptidmintak
elokészitése a kovetkezOk szerint tortént. A 10 pg fehérjét tartalmazé mintat 30 pl
térfogatra higitottam viz hozzaadasaval, majd a fehérjéket 1,5 ul metanol, 2 ul DTT
(200 mM) és 5 pl RapiGest™ (0,5%) jelenlétében 60 °C hémeérsékleten 30 perc alatt
redukaltam. Ezutan 2,5 pul IAA (200 mM) és 5 ul ABC (200 mM) oldatot adtam hozza a
mintahoz, majd 30 percig s6tétben inkubaltam szobah6meérsékleten. Az igy el6készitett
fehérje mintat els6 1épésben 1:100 (enzim : minta) aranyban hozzaadott tripszin/LysC
enzimkeverékkel emésztettem 1 6raig, 37 °C hdmérsékleten, 250 fordulatszam/perc

razatas mellett, majd 1:10 aranyban hozzaadott tripszinnel egy éjszakan keresztiil
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(tovabbi 17 6ra) inkubaltam. Az emésztést a C1s, SP2 vagy SPx tisztitasi modszerek egyike

kovette. A Cig tisztitas el6tt a mintakat vakuumbeparloban szarazra paroltam.

4.2.2.Szovetfellileti emésztések (szovetmintak)

A formalinnal régzitett paraffinba agyazott 4. tablazat: A paraffinba agyazott szévetmintak
o ) deparafinezése soran hasznalt olddszeres
(Formalin-fixed ~paraffin embeded, FFPE) mosasi lépések és idétartamuk. (ABC:

.. . s w1 s res s , ammonium-bikarbonat)
prosztata szovetmintadk elGkészitésének els6

lépéseként elvégeztem a metszetek Olddszer Id6
deparaffinezését. A  folyamat soran a Xilol 5 perc
szovetmetszetek egy deparaffinez6 kadban Xilol 5 perc
inkubélédtak kiilonbozs oldészerekben, eltérg  Ltanol (100%) 3 perc
0
ideig (I4sd: 4. tablézat), szobahdmérsékleten. Etanol (100%) 3 perc
Etanol (909 3
Ezutan a deparaffinezett szovet- anol (90%) pere
Etanol (70%) 3 perc
metszeteket 30 percen at 80-85°C kozott
ABC oldat (10 mM) 5 perc
inkubaltam antigénel6hivé pufferben (24,4 g ,
Viz 1 perc

natrium-citrat, 4 g citromsav, 1000 ml LC-MS
vizben), mely 1épésnek célja a formalin altal kialakitott keresztkotések felszakitasa volt.
A szévetmintak emésztési folyamata soran az inkubacios 1épéseket minden esetben
parasitott dobozban végeztem el. Az el6készitett metszetek redukalasahoz 3 pl
RapiGest™ (0,1%), DTT (5 mM) és glicerint (20%) tartalmazo6 oldatot cseppentettem a
szovetfeliiletre, majd 55 °C hdmérsékleten inkubaltam 20 percen keresztiil. Ezutan 3 pl
ABC (25 mM), IAA (10 mM) és glicerint (20%) tartalmazé oldatot cseppentettem a
szovetfellletre az el6z8 cseppet megndvelve, majd szobahOmeérsékleten sotétben
20 percen keresztiil inkubaltam, igy bekovetkezett a minta alkilalasa és denaturalasa. Ezt
kovetden az emésztés elsd részében 3 pl tripszin/LysC (40 ngxul1), ABC (50 mM) és
glicerint (15%) tartalmazd oldatot cseppentettem a szovetfeliiletre, és 40 percen
keresztiill 37 °C hémérsekleten inkubaltam a mintakat, ezt a 1épést még egyszer
megismételtem. Az emésztési folyamat masodik szakaszaban 3 pl tripszint (200 ngxul-1),
ABC (50 mM) és glicerint (15%) tartalmazé enzimes oldatot cseppentettem a
szovetfelliletre, majd a mintat 40 percen keresztil 37 °C hdmérsékleten inkubaltam, a
tripszines emésztést még kétszer megismételtem. Az emésztési 1épések utan a szovet

feltiletén 1év6 cseppet egy Eppendorf cs6be pipettaztam, majd a szovetet 3 pl ecetsavval
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(10%) otszor mostam a keletkez6 peptidek kivonasa céljabol. A cseppeket minden
esetben a korabbi Eppendorf csébe gyijtottem.

A modszerek teszteléséhez a 20 szovetbdl szarmaz6 mintakat egy Eppendorf csébe
pipettaztam, és homogenizaltam, majd egyenlé részekre osztottam a kiilonb6z6
modszerek tesztelése céljabdl, majd vakuumbeparlo segitségével szarazra paroltam. Mivel
a szovetfeliileti emésztések esetén csak peptidmintak alltak rendelkezésre, ezért ezeken

csak az SP2 és SPx, és a referencia C1g médszereket tudtam tesztelni.

4.2.3.Mintael6készités etanolos kicsapassal (referencia lizatummintak)

El6szor az elméleti 10 pg fehérjét tartalmazé mintahoz jéghideg etanolt (kilencszeres
térfogat) adtam hozza, majd egy éjszakan keresztiil (17 6ra) -20 °C hémérsékleten
inkubaltam. A mintarél centrifugalas (4 °C, 14 000 g, 20 perc) utan 6vatosan, a pelletet
nem megzavarva lepipettaztam a feliiliszdt. Ezt kovet6en a pelletet szintén kilencszeres
térfogatu jéghideg etanollal mostam, majd centrifugalas (4 °C, 14 000 g, 20 perc) utan
ismét eltavolitottam a feliiliszot, a mosasi 1épést kétszer végeztem el. A fehérjéket ezutan
20 ul karbamidot (8 M) és ammonium-bikarbonatot (50 mM) tartalmaz6 pufferben
oldottam vissza, majd a mintat 1 ul DTT (100 mM) hozzaadasa utan 30 percen keresztiil
37 °C hdmérsékleten inkubaltam. Az elbbi 1épésben redukalddott fehérjékhez 1,1 pul IAA
(200 mM) oldatot adtam, majd 30 percen keresztil sotét helyen inkubaltam. Végiil a
redukalt, alkilalt és denaturalt mintat ABC (50 mM) oldattal a tizszeresére higitottam.

A mintahoz 1:100 (enzim : minta) ardnyban tripszin/LysC enzimkeveréket adtam,
majd 1 6ra, 37 °C, 250 fordulatszam/perc razatas mellett emésztettem. Ezt kdvetden 1:10
aranyban tripszint adtam a mintahoz, majd egy éjszakan keresztiil (tovabbi 17 éra)
emésztettem, a folyamatot végiil 0,5 pl FA hozzaadasaval allitottam le. A j6l homogenizalt

mintakat ezutan vakuumbeparlo segitségével szarazra paroltam.

4.2.4.Paramagneses gyongyok el6készitése

A kétféle paramagneses gyongyoket tartalmazod torzsoldatokbdl (50 pugxull) 1:1
aranyu elegyet készitettem egy 1,5 ml térfogati LoBind Eppendorf cs6ben. Homogenizalas
utan a feliiluszot egy magneses keret segitségével tavolitottam el. A ,szaraz”
paramagneses gyongy keveréket ezutan kétszer mostam vizzel, mely soran a feliilaszot
minden esetben a magneses keret segitségével tavolitottam el. A gyongyok mosasa utan

viz hozzaadasaval allitottam be a kivant gyongy koncentraciét (50 pgxull). Az igy
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elOkészitett paramagneses gyongy ,torzsoldat” 4 °C hdmérsékleten tarolva 1 honapon

keresztil felhasznalhato.

4.2.5.Mintael6készités az SP3, SP4 és SPy mddszerekkel

A modszerekhez tartozo redukalas, alkilalas és denaturalas 1épések az oldatban
torténd tripszines emésztési protokollal megegyezbek (4.2.1. fejezet). A 10 pug
fehérjemintat vizzel 30 pl térfogatra higitottam, a redukalas soran 1,5 pl metanol (100%),
2ul DTT (200 mM) és 5 pul RapiGest™ (0,5%) oldatokat adtam az elegyhez, majd
30 percen keresztiil 60 °C h6mérsékleten inkubaltam. Ezutan az alkilalas és denaturalas
érdekében 2,5 ul IAA (200 mM) és 5 ul ABC (200 mM) oldatot pipettaztam a mintahoz, és
30 percen keresztil inkubaltam szobahdmérsékleten. Végiil az 5. tablazatban 6sszefoglalt
1épések kovetkeztek. A gyongyoktol valo elvalasztas utan a mintakat, valamint az emésztés

utan az SP4 mintakat vakuumbeparloban beszaritottam.

5. tablazat: Az SP3, SP4 és SPy modszerek menetét dsszefoglald tablazat. felesleg: a névleges fehérje mennyiség szerinti,
RT: szobahdmérséklet, ABC: ammoénium-bikarbonat, rpm: fordulat/perc, SPE: szilard fazisu extrakcié

Miivelet SP3 SP4 SPy
gyongy hozzaadasa 10X felesleg - 20x felesleg

szerves olddszer etanol - 50% acetonitril- 80% etanol - 95%

hozzaadasa végkoncentracid végkoncentracid végkoncentracid
HILIC kialakitasa > pe?c' 1,0 00 rpm - 8 perc inkubalas, RT
razatas, RT
centrifugalas - 5perc,16 000 g 10 perc, 14000 g
felilaszo . . . (s .
eltavolitasa magneses keret 6vatos pipettazas magneses keret
tisztitas 180 ul etanol (80%) 375 ul etanol (80%) 180 ul etanol (100%)
centrifugalas - 2 perc,16 000 g 10 perc, 14000 g

ismétlés 3% 3X 2X

visszaoldas 100 pl ABC (100 mM) + 1:100 tripszin/LysC

eltcié 30 mp szonikalas - 5 pere, 1900 rpm
razatas, RT

1. emésztés

2. emésztés

elvalasztas a
gyongyok melldl

extra tisztitas

1 6ra, 37 °C
1:10 tripszin, éjszakan at, 37 °C

3perc13000g
centrifugalas

3perc13000g
centrifugalas

- SPE, C1s oszlopon -
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Az SP4 extra Cig tisztitasara azért volt sziikség, mivel az eldkisérleteim soran azt

tapasztaltam, hogy nélkiile tul szennyezett a kromatogram (lasd: Fliggelék 9.1.).

4.2.6.Peptidek tisztitasa C1g modszerrel

A4.2.1.,4.2.2.és4.2.5. (SP4) pontok szerint el6készitett mintak Cis toltetes oszlopon
torténd tisztitdsat a 6. tablazatban szerepld 1épések szerint végeztem el. A beszaritott
mintakat minden esetben 50 pl TFA (0,1%) olddszerrel oldottam vissza, minden 1épés
utan centrifugaltam (2000 fordulat/perc, 2 perc). A tisztitott peptideket tartalmazo elucio

frakciot vakuumbeparléban ismét beszaritottam.

6. tablazat: A Cis tisztitas 1épéseit tartalmazd tablazat. TFA: trifluor-ecetsav, ACN: acetonitril

Miivelet Oldészer Ismétlés
aktivalas 200 pl metanol (50%) 2x
mosas 200 pl TFA (0,5%) + ACN (5%) 2%
ekvilibralas 200 pl TFA (0,1%) 2x
Eppendorf cseréje
minta felvitel 50 pl TFA (0,1%)-ban visszaoldva atfoly0 ujra felvitele
mosas 100 pl TFA (0,1%) 2x
Eppendorf cseréje
elticié 50 pl ACN (70%) + TFA (0,1%) 2x

4.2.7.Peptidek tisztitdsa SP2 és SPx modszerekkel

A peptidmintakat 4.2.1. fejezetben leirtak szerint készitettem el.

7. tablazat: Az SP2 és SPx peptid tisztitasi modszerek menetét 6sszefoglald tablazat. felesleg: a névleges
fehérje mennyiség szerinti, RT: szobah6mérséklet, rpm: fordulat/perc

Mivelet SP2 SPx

gyongy hozzaadasa 20X felesleg

szerves oldoszer acetonitril - 95% etanol - 95%

hozzaadasa végkoncentracio végkoncentracio
HILIC kialakitasa 8 perc inkubalas, RT
centrifugalas - 10 perc,14 000 g

feliiltiszo eltavolitasa

magneses keret

tisztitas 180 pl acetonitril (100%) 180 ul etanol (100%)
centrifugalas - 10 perc,14 000 g
ismétlés 1X 2X
visszaoldas 60 pl viz (2% acetonitril) 60 pl viz (2% etanol)
elucio 5 perc razatas, 1000 rpm

elvalasztas a gyongyok
melldl

3 perc 13 000 g centrifugalas
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4.2.8. Miiszeres analitikai vizsgalatok

A HPLC-MS/MS mérések soran alkalmazott méromiszer két részbdl allt: egy Waters
nanoAcquity UHPLC (Waters Corporation, Milford, MA, USA) és egy Bruker Maxis Il Q-TOF

tomegspektrométer (Bruker, Bremen, Germany).

4.2.8.1. nano-UHPLC elvalasztas paraméterei

A kromatografias elvalasztas soran az aramlasi sebesség 0,3 pL/perc, az alkalmazott
csapdazé oszlop egy Cis toltetes Acquity UOLC M-Class Symmetry, 1004, 5 pm,
180 pm X 20 mm (Waters, Milford, MA, USA), a mérés soran hasznalt analitikai kolonna
egy Acquity UPLC M-Class Peptide BEH130 C18 analitikai kapillaris kolonna; 1304,
1,7 pum, 75 pm X 250 mm (Waters, Milford, MA, USA). A mérés soran alkalmazott A4 eluens
FA (0,1%) vizes oldat, a Beluens FA (0,1%) acetonitriles oldat, a minta felvitele pedig az
Aeluenssel tortént.

A mintak vizsgalata 100 perces HPLC gradienssel tortént. A B eluens koncentracidja
34 perc alatt 12%—25%, 20 perc alatt 25%—45% és 10 perc alatt 45%—95%-ra nétt,
majd 10 percig nem valtozott, ezutan 0,5 perc alatt 95%—1% csokkent, végiil 25,5 perc

ekvilibralas kovetkezett.

4.2.8.2. Tandem MS mérés

A tomegspektrometrias mérésem soran alkalmazott ionforras egy CaptiveSpray
nanoBooster volt, mely pozitiv ionizacios moédban miikodott. A kapillaris fesziiltsége
1300 V, a nanoBooster gaznyomasa 0,35 bar volt. A 180 °C-ra fitott szaritégazt a késziilék
Technologies cégtdl vasarolt alacsony koncentracidju kalibralé keveréket alkalmaztam,
valamint minden futds elején bels6 tomegkalibracié tortént natrium-formiat
injektalasaval. Az MS és MS/MS spektrumok felvétele 2,5 masodperces ciklusiddvel
tortént a 150-2200 m/z tomegtartomanyban. A normal MS spektrumok 3 Hz
gyakorisaggal lettek felvéve. A nagy intenzitdsu prekurzorokbdl szarmazo
fragmensionokroél 16 Hz, mig a kis intenzitasu prekurzorbdl szarmazoé fragmensionokrol
4 Hz gyakorisaggal késziilt MS/MS spektrum.

Az analizishez csak a tobbszords toltésii peptidek lettek felhasznalva, az egyszeres
toltési peptidek nem lettek fragmentalva. Az iitkozési energiat a vezérl szoftver

hatarozta meg a prekurzor ion m/ z értéke és toltése alapjan.
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4.2.9. Méreési eredmények kiértékelésének menete

A kutatomunkam alatt elvégzett méréseket kilonb6z6 szamitogépes programok
segitségével értékeltem ki. A kiiléonb6zd biologiai mintakban talalhaté fehérjéket a
peptidjeik MS/MS spektrumai alapjan a Byonic szoftverrel azonositottam, mely eldszor a
peptideket azonositotta, majd meghatarozta, hogy ezek mely fehérjébdl szarmazhatnak. A
keresés soran a Swissprot human adatbazisat alkalmaztam. A Byonic azonositas soran fix
modosulasként a cisztein aminosavak karbamidometilalasat allitottam be az emésztési
protokoll alapjan, valtozé modosulasként pedig az aszparagin és a glutamin deamidalasat
és a metionin oxidacidjat adtam meg a szoftvernek. A keresés soran megengedett
eltérések prekurzor ionok esetén 10 ppm, fragmensionok esetén 20 ppm voltak, és
legfeljebb 2 kihagyott hasitasi helyet engedélyeztem.

A kiértékelés soran az azonositott peptid és fehérje talalatokat tovabb sziirtem.
Fehérjék esetén a megbizhato6 talalathoz legalabb 2 azonositott egyedi peptid és legalabb
2 értékil LogProb (Byonic szoftver esetén a talalatok megbizhatdsagat jellemzd pontszam)
volt sziikséges. Megbizhat6 peptidtalalathoz pedig minimum 1,3 értékii LogProb értéket
vartam el. A talalatok szlirése Microsoft Excellel tortént.

A fehérjék izoelektromos pontjanak meghatarozasat az R Peptide®’ csomagjanak
segitségével végeztem, a hidrofobicitas jellemzésére szolgalé Gravy-indexet és a
peptidhosszt pedig Microsoft Excellel szamoltam ki. A fehérjék mennyiségi
meghatarozasahoz MaxQuant szoftvert hasznaltam. A mennyiségi analizis bels6 standard
nélkiil, jelolésmentes elven tortént. A fehérjetaldlatok modszerenkénti kvantitativ
eloszlasanak meghatarozasahoz, és a Venn-diagrammok készitéséhez R-kodot irtam. Az
egyes mintaeldkészitésekkel azonositott fehérjék izoelektromos pont eloszlasanak,
Gravy-indexének és a fehérjék relativ mennyiségének abrazolasat szintén R-ben

végeztem.
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5. Eredmények kiértékelése

Kutatdmunkam soran az irodalomban talalhat6 SP3, SP2 és SP4+C1s, valamint a sajat
fejlesztésii SPy és SPx modszereket teszteltem vese sejtlizatum, prosztata FFPE
szovetmetszet, tiidd sejtmembran és vérplazmamintak proteomikai el6készitése soran. A
meérések referencidjaként az altalanosan alkalmazott oldatban torténé tripszines
emésztés és Cig oszlopon torténd tisztitas protokollt hasznaltam (Cig). A mérések soran

minden mintabodl harom ismétlés késziilt.

5.1. Kromatogramok tisztasaganak jellemzése

Az elsd és legnyilvanvalobb szempont, ami alapjan a kiilonb6z6 mintael6készitési
modszereket jellemezni lehet, az az, hogy milyen tiszta a mintak kromatogramja. A vese
sejtlizatummintak peptidszinti tisztitasa soran kapott kromatogramokat a 11. abran, a

fehérjeszint( tisztitdsokat a 12. abran mutatom be.
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11. abra: A kiilonbo6z6 peptid tisztitasi médszerekkel el6készitett vese lizatummintak kromatogramja. Cis:
standard protokoll; SP2: irodalmi paramagneses gyongyok hasznalatan alapuld peptid tisztitasi modszer;
SPx: sajat fejlesztésii paramagneses gyongyokon alapuld peptid tisztitasi modszer.
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A 11. abra alapjan lathat6, hogy a referencia Cig mddszerrel el6készitett minta
kromatogramjaban a csuicsok mar 30 perc koriil megjelennek, az SP2 és SPx médszernél
pedig 37 percnél jelennek meg az els6 csucsok. A mintael6készitési modszerek koziil az
SP2 kromatogramjan lathatéak a legintenzivebb jelek, mig az SPx minta kromatogramja a
legkevésbé intenziv, illetve csucsszegény. Ezek a megfigyelések korrelalnak az
5.2. fejezetben szerepld azonositott fehérjék és peptidek szamaval. A referenciamintanak
85 percnél van egy nagyon intenziv szennyez6 csucsa, illetve egy hasonlé intenzitasu
szennyez6 csucs az SP2 moddszernél is megjelenik, viszont az SPx mintaknal a

kromatogram végén nincsen jelentds szennyezés.
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12. abra: A kiilonboz6 fehérje tisztitasi modszerekkel el6készitett vese lizatummintak kromatogramja. Cis:
standard protokoll; SP3: irodalmi paramagneses gyongyok hasznalatan alapulé fehérje tisztitasi modszer;
SP4+Cig: irodalmi olddszeres Kicsapason alapulé mintael6készitési mdodszer Cis tisztitassal; SPy: sajat
fejlesztésli paramagneses gyongyokon alapul6 fehérje tisztitasi modszer.

A 12. abran lathato, hogy az SP3, SP4+Cis és SPy modszerekkel el6készitett mintak
kromatogramjai hasonléak, csak apré kiilonbségek lathaték, azonban mintazatuk
jelent6sen eltér a Cig tisztitdson atesett mintak kromatogramjatdél. Az SP3 hattere a

legnagyobb a kromatogramok koziil (a gradiens elején, magas viztartalom mellett
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tapasztalt hattér a kalibral6 anyaggal 6sszemérhetd), illetve a legintenzivebb baziscsucs
intenzitasa pedig kisebb, mint az SP4+Cis mddszerrel el6készitett mintaknak.
Megfigyelhetd, hogy az SP4+Cig tisztitas esetén is megjelent ugyanaz az intenziv
szennyez6 csucs, mint a Cig modszernél. A 11. és 12. abrak alapjan azokat a
kovetkeztetéseket vonhatjuk le, hogy a paramagneses gyongyoket alkalmazo
modszerekkel tisztabb kromatogram kaphatd, valamint van olyan szennyezd, amit csak
ezekkel a modszerekkel lehet eltavolitani, a C1s és SP4+Cis protokollokkal viszont nem.
Mivel a plazma- és szévetmintak kromatogramjai alapjan is hasonl6 kovetkeztetésekre

lehet jutni, ezeket a fiiggelék 9.1. pontjaban mutatom be.
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13. abra: A kiilonb6z6 peptid tisztitasi modszerekkel el6készitett tiidd sejtmembranmintak kromatogramja.
Cis: standard protokoll; SP2: irodalmi paramagneses gyongydk hasznalatan alapuldé peptid tisztitasi
modszer, SPx: sajat fejlesztésii paramagneses gyongyokon alapuld peptid tisztitasi modszer.

A membranmintak kromatogramjai merdben kilonboéznek a lizatummintak
kromatogramjaitol. Még szélesebb intenzitas skala mellett is nagyon jelent6s mértéki, a
legtobb cstcsot elnyomd hattérzavaras tapasztalhaté a Cig mintanal, ennek ellenére
nagyszamu peptidet és fehérjét voltam képes azonositani a mérés alapjan Byonic

szoftverrel. Azonban ilyen nagy mennyiségli szennyezd anyag elszennyezheti, vagy akar
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tonkre is teheti a kromatografias oszlopot, ezzel legjobb esetben is zavarva a tobbi mérés
sikerességét. A 13. abran lathaté, hogy az SPx minta kromatogramjanak intenzitasa
elenyész6 a masik két mdédszeréhez képest, ez a megfigyelés pedig korrelal a fliggelék 9.2.
pontjaban talalhatd F4. abran szerepld peptid- és fehérjeszamokkal.

A 13. és 14. abrakon lathato, hogy egyik alternativ mintael6készitési modszer sem
okozott akkora hatteret, mint a C1gs mddszer. A 14. abran megfigyelhet6 tovabba, hogy az
Cig és az SP4+Cig protokollal eldkészitett minta kromatogramjanak végén 85 percnél
megjelenik egy nagyobb intenzitasu szennyezés, ami a tobbi mintara nem volt jellemzd.
Az SP3, SP4+Cig és SPy mddszerek kromatogramjainak lefutasa hasonl6, azonban az

intenzitasokban kisebb kiilonbségeket lehet tapasztalni.
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14. abra: A kiilonbo6zd fehérje tisztitasi modszerekkel el6készitett tiid6 sejtmembranmintak kromatogramja.
Cis: standard protokoll; SP3: irodalmi paramigneses gyongyok haszndlatdn alapuld fehérje tisztitasi
modszer; SP4+Cis: irodalmi oldészeres kicsapason alapulé mintael6készitési mddszer Cis tisztitassal; SPy:
sajat fejlesztésli paramagneses gyongyokon alapulé fehérje tisztitasi modszer.
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5.2. Osszehasonlitas az azonositott peptidek és fehérjék szama alapjan

A fejezetben részletesen bemutatom a lizatum- és plazmamintakb6l azonositott
peptidek és fehérjék szamat, és ezek Venn-diagrammos csoportositasat az el6készitési
modok alapjan. A membran- és szovetmintak eredményeit dsszefoglalé abrak a fliggelék

9.2. pontjaban talalhaték.
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15. dbra: A kiilénb6z6 mintael6készitési modszerekkel el6készitett vese lizatummintakbdl azonositott
peptidek (A) és fehérjék (B) szama. Cis: standard protokoll; SP3: irodalmi paramégneses gyongyok
hasznalatan alapuld fehérje tisztitasi mdodszer; SP2: irodalmi paramagneses gyongyok hasznalatan alapuld
peptid tisztitasi moédszer, SP4+Cis: irodalmi oldészeres kicsapason alapulé mintael6készitési médszer Cis
tisztitassal; SPy: sajat fejlesztésii paramagneses gyongyokon alapulé tisztitasi modszer; SPx: sajat fejlesztésti
paramagneses gyongyokon alapul6 peptid tisztitasi médszer.n = 3

Vese lizatummintak esetében az azonositott peptidek szama korrelal az azonositott
fehérjék szamaval. Tehat minél tobb a peptid talalat, annal tébb a fehérjék szama is
(15. abra). Az SP2, SP4+C1g és SPy mddszerekkel tobb fehérjét lehetett azonositani, mint
a standard mintael8készitési modszerrel (Cig). E mellett a sajat fejlesztésii SPy protokollal
tobb fehérjét és peptidet tudtam azonositani, mint az SP3 és SP2 irodalmi mo6dszerekkel.
Az SP4+C1g modszer a referencia Cig modszerhez képest megkozelitéen 30%-kal tobb
fehérjetalalatot eredményezett. Az azonositott fehérjék és peptidek szamanak szorasa
minden mintael6készités soran hasonlé volt.

A 16. dbran az egyes protokollokkal azonositott fehérjék mdédszerek kozti megoszlasa
lathaté Venn-diagramkeént abrazolva. A diagram A részén lathato, hogy a fehérje tisztitasi
modszerek (SP3, SP4+Cis, SPy és referencia (Cig)) esetében az 6sszes fehérje tobb mint
50%-at azonositani tudtam az 6sszes mddszerrel, a maradék eloszlasa pedig egységes a
kiilonb6z6 protokollok k6zott, tehat nincs olyan kiemelked6en nagy fehérje szam, melyet
kifejezetten csak az egyik, illetve csak a masik modszerrel lehetett volna azonositani. A

legtobb egyedi fehérje azonositasat az SP4+Cis tette lehetévé. A peptid tisztitasi
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modszerek esetében a fehérjék 40%-at volt képes az 6sszes modszer azonositani, azonban
ebben az esetben jelentds szamu egyedi fehérjét tudtam a Cig és SP2 moddszerekkel
azonositani. A 15. és 16. abrakon is latszik, hogy az SPx mintael6készitéssel készitett
mintakbdl 1ényegesen kevesebb fehérjét lehetett kimutatni, ezt feltehet6en az okozza,
hogy a mintael§készités soran nagyobb veszteségek kovetkeztek be. A 15. és 16. abrakon
szerepl6 peptid- és fehérjeszamok kiilonb6z6ek. Ennek oka az, hogy a 16. abran a harom
ismétlésben 6sszesen szereplo6 egyedi fehérjék szama lathato, mig a 15. abran az egy-egy

meérésbdl atlagosan azonositott peptidek és fehérjék szama szerepel.

B)
g | .
SPx

16. abra: A kiilonb6zé mintael6készitési modszerekkel el6készitett vese lizaitummintakbol azonositott
fehérjék megoszlasa. A) A fehérje tisztitasi mdodszerekkel el6készitett mintdk. B) A peptid tisztitasi
moédszerekkel el6készitett mintdk. Cis: standard protokoll; SP3: irodalmi paramdagneses gyongyok
hasznalatan alapul6 fehérje tisztitasi moédszer; SP2: irodalmi paramagneses gyongyok hasznalatan alapulo
peptid tisztitasi modszer, SP4+Cis: irodalmi oldészeres kicsapason alapulé mintael6készitési mdodszer Cis
tisztitassal; SPy: sajat fejlesztésli paramagneses gyongyokon alapuld tisztitasi modszer; SPx: sajat
fejlesztésli paramagneses gyongyokon alapulo peptid tisztitasi modszer.

A tid6 sejtmembranmintak eredményeib6l (lasd: Fiiggelék 9.2.) hasonlo
kovetkeztetéseket tudtam levonni, mint a lizatummintak alapjan. A két mintatipus kozott
azonos tendencia figyelhet6 meg az azonositott peptidek és fehérjék szamanak
alakulasaban. A legjelent6sebb kiillonbség a két minta kozott, hogy a membranmintak
esetében a sajat fejlesztésli SPx modszerrel jelent6sen kevesebb fehérjét lehetett
azonositani a tobbi médszerrel azonositott fehérjeszamhoz képest. A sajat paramagneses
gyongyokon alapul6 SPy modszeremmel tisztitott mintakbdl azonban nagyobb fehérje- és
peptidszam volt elérhetd, mint az irodalmi SP3 protokollal tisztitottakbol.

Az els6 lényeges kiilonbség, ami megfigyelhetd a vérplazma mintaban (17. abra), hogy
egy nagysagrenddel kevesebb az azonositott peptidek és fehérjék szama, mint a vese
sejtlizatumban. Ennek oka, hogy a frakcionalt vérplazmaminta kevésbé komplex

osszetétell. A plazmamintakbdl azonositott fehérjék és peptidek szamanak szorasa egyes
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esetekben akar 20%-os is volt. Ez alapjan feltételezhetd, hogy az adott modszernek
rosszabb a reprodukalhat6saga, mint a tobbié. Azonban ilyen kis mintaelemszamok
esetén biztos kovetkeztetéseket nem lehet levonni a reprodukalhatésagra vonatkozodan.
Ebben az esetben is azonos tendencia figyelhetd meg a peptidek és fehérjék szamanak
alakulasaban, hasonléan a lizatum és membranmintakhoz. Azonban a vérplazma esetében
egyik alternativ mintael6készitési modszerrel sem voltam képes nagyobb fehérjeszamot
elérni, mint az altalanosan hasznalt proteomikai moédszerrel (Cig). Vérplazmamintak
esetén a sajat fejlesztés(i SPy protokoll (30%-kal) mellett a szintén sajat fejlesztésii SPx
modszerrel (15%-kal), és az irodalmi SP4+Cig és SP2 eljarasokkal (60 és 50%-kal) is tobb

fehérjét tudtam azonositani megbizhatéan, mint az irodalmi SP3 eljarassal. Ezek alapjan

feltételezhetd, hogy az SP3 a vérplazmat alkotd hidrofil jellegi komponensekre nem

miikodik optimalisan.
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17. abra: A kiillonb6zé mintael6készitési modszerekkel el6készitett vérplazmamintakbo6l azonositott
peptidek (A) és fehérjék (B) szama. Cis: standard protokoll; SP3: irodalmi paramégneses gyongyok
hasznalatan alapuld fehérje tisztitasi mdodszer; SP2: irodalmi paramagneses gyongyok hasznalatan alapuld
peptid tisztitasi moédszer, SP4+Cis: irodalmi oldészeres kicsapason alapulé mintael6készitési médszer Cis
tisztitassal; SPy: sajat fejlesztésii paramagneses gyongyokon alapulé tisztitasi modszer; SPx: sajat fejlesztésti
paramagneses gyongyokon alapul6 peptid tisztitasi médszer. n = 3

Az azonositott fehérjék mddszerenkénti eloszlasat bemutatd 18. abra alapjan az
azonositott fehérjék 30%-a mindegyik moddszerrel azonositasra kertilt, valamint a nem
minden mddszerben azonositott fehérjék tobbnyire egyenletesen oszlottak meg a

kiilonb6z06 csoportok kombinacioi kozott.
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18. abra: A kiilonbdz6 mintael6készitési modszerekkel el6készitett vérplazmamintakbdl azonositott
fehérjék megoszlasa. A) A fehérje tisztitasi mdodszerekkel el6készitett mintdk. B) A peptid tisztitasi
modszerekkel el6készitett mintdk. Cis: standard protokoll; SP3: irodalmi paramdagneses gyongyok
hasznalatan alapul6 fehérje tisztitasi médszer; SP2: irodalmi paramagneses gyongyok hasznalatan alapulo
peptid tisztitadsi mdédszer, SP4+Cis: irodalmi olddszeres kicsapason alapulé mintaell6készitési modszer Cis
tisztitassal; SPy: sajat fejlesztésli paramagneses gyongyokon alapuld tisztitasi modszer; SPx: sajat
fejlesztésli paramagneses gyongyokon alapulo peptid tisztitasi modszer.

A prosztata szovetmintdkon a szovetfellileti emésztés jellege miatt (a feliiletrdl
peptideket extrahalunk) csak a Cis, SP2 és a sajat SPx mddszereket tudtam tesztelni. A
szovetmintak esetében jellemzden kevesebb peptidet és fehérjét lehetett azonositani,
mint a lizatum és membranmintaknal. A vérplazmamintakhoz hasonléan a szovetbdl is a
Cis modszer segitségével tudtam a legtobb peptidet azonositani, ami a szovetmintak
esetében akar 45%-kal tobb peptid és fehérje azonositasat jelentette. Ezeknél a mintaknal
a sajat fejlesztésii SPx protokollal megkozelitéen annyi fehérjét lehetett azonositani, mint
az SP2 modszerrel.

Osszességében a négy kiilonb6z6 mintafajtan végzett tesztek alapjan megallapithato,
hogy a lizdtum és membranmintaknal az alternativ modszerekkel (SP4+Cis és SPy)
20-30%-kal tobb fehérjét tudtam azonositani. A plazma- és szovetmintak esetében pedig
minden esetben a referenciamoédszerrel kaptam a nagyobb fehérjeszamot, viszont a sajat
fejlesztésli SPx modszer ezeknél mar megkozelitette az irodalmi modszerekkel (SP3, SP2)
elért talalatok szamat. A sajat fejlesztésii SPy modszerrel minden esetben tobb fehérje volt
azonosithatd, mint az SP3 eljarassal, szovetmintak esetében pedig kozel azonos szamu

peptidet és fehérjét voltam képes azonositani a sajat fejlesztésli SPx modszerrel, mint az

irodalmi SP2 protokollal.

5.3. Osszehasonlitas relativ visszanyerés alapjan
Avizsgalt mintael6készitési modszereket elemeztem a relativ visszanyeréstik alapjan,
melyet ugy szamoltam ki, hogy a kiilonb6z6 modszerekkel el6készitett mintakban mért

fehérjeintenzitasok atlaganak és a hozzatartoz6é referenciamintabol (Cig) mért
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fehérjeintenzitasok atlaganak a hanyadosat vettem. A kvantitativ proteomika
szempontjabol az az elvart, hogy a fehérjemintazat ne torzuljon, tehat a fehérjék minél
nagyobb szazaléka vegyen fel 1 koriili visszanyerés értéket. Amennyiben egy fehérje csak
az alternativ modszerrel el6készitett mintaban fordult el6 és a kontrollban nem, akkor a

fehérje nem jelenik meg az alabb szerepl6 diagramokon.
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19. abra: A kiilonbdz6 mintael6készitési modszerekkel el6készitett vese lizatummintak relativ visszanyerés
hisztogramja. Cis: standard protokoll; SP3: irodalmi paramagneses gyongyok hasznalatan alapul6 fehérje
tisztitasi mdodszer; SP2: irodalmi paramagneses gyongyok hasznalatan alapulé peptid tisztitasi modszer;
SP4+Cig: irodalmi olddszeres kicsapason alapulé mintel6készitési modszer, Cis tisztitassal; SPy; sajat
fejlesztésli paramagneses gyongyokon alapuld tisztitdsi moédszer; SPx: sajat fejlesztésii paramagneses
gyongyokon alapuld peptid tisztitasi modszer. Z6ld szinnel az idedlis visszanyerési tartomany (0,8-1,2) van
megjelolve.

A vese sejtlizatummintak relativ visszanyerés abrajan (19. abra) lathato, hogy az SPx
modszer kivételével a hisztogramok maximuma 1-hez kozeli visszanyerés értéknél van.
Azonban nem jelenthet6 ki, hogy a kiilonb6z6 mintael6készitési mddszerek nem
torzitanak a referenciahoz képest, mivel a visszanyerések eloszlasa meglehetdsen széles,
és az idealis visszanyerésl fehérjék aranya egyik esetben sem éri el az 50%-ot. Ezek
alapjan megallapithatd, hogy minden médszer esetén nagy szamban talalhatok olyan
fehérjék, melyek kisebb vagy éppen nagyobb intenzitassal vannak jelen, mint a
referenciaban. A legkevesebb idedlis visszanyerési fehérjét az SPx esetén tapasztaltam,
mivel ebben az esetben a fehérjék legnagyobb szazaléka kisebb intenzitasu, mint a
referenciamintaban. Hasonlé kovetkeztetést lehet levonni a tiidd sejtmembranmintak
visszanyeréseirdl, ezért az ezt abrazolé diagram a fiiggelék 9.3. pontjaban talalhat6. A
szovetmintak visszanyerés hisztogramjanak lefutasa az el6bbiekhez hasonlit, azonban
maximuma eltolédott a 0,6-0,8-0s visszanyerés aranyok felé (1asd: fliggelék 9.3.)

A plazmamintadk relativ visszanyerései esetében sokkal elnyultabb a relativ
visszanyerések eloszlasa. Kilonésen nagy a torzitdsa az SPx mintael6készitési

modszernek, ebben az esetben az azonositott fehérjék tobb mint 30%-anak 10 folotti a

visszanyereési aranya.
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20. abra: A kiilonb6z6 mintael6készitési modszerekkel el6készitett vérplazmamintak relativ visszanyerés
hisztogramja. Cis: standard protokoll; SP3: irodalmi paramagneses gyongyok hasznalatan alapulé fehérje
tisztitasi mdodszer; SP2: irodalmi paramagneses gyongyok hasznalatan alapuld peptid tisztitasi modszer,
SP4+Cig: irodalmi olddszeres kicsapason alapulé mintael6készitési modszer Cis tisztitassal; SPy: sajat
fejlesztésli paramagneses gyongyokon alapuld tisztitdsi mddszer; SPx: sajat fejlesztésli paramagneses
gyongyokon alapuld peptid tisztitasi modszer. Zold szinnel az idealis visszanyerési tartomany (0,8-1,2) van
megjelolve.

1 2,5 4 >10
Visszanyerés aranya (-)

Osszegzésként elmondhatd, hogy a lizdtum-, membran- és szdvetmintak esetében
hasonl6 visszanyerési aranyokat lehet kapni az SP3, SP2, SP4+Cis és SPy modszerrel.
Lathato, hogy az SPx protokollal el6készitett mintakbél a lizatum-, membran- és
szovetmintak esetében az azonositott fehérjék kozel 40%-a kisebb intenzitassal volt
meérhetd, mint a referencia, a plazma mintanal azonban a fehérjék 70%-a nagyobb
intenzitasu volt, mint a referencia. Ebbdl kifolydlag az SPx el6készitési modszernek a
legnagyobb mértékii a torzitasa. A vérplazmamintaknal a tovabbi mintakhoz képest még
szélesebb eloszlasa van fehérjék visszanyerésének, azonban ennél a mintatipusnal is az

SPx mdédszer torzit a legjobban.

5.4. Osszehasonlitas az azonositott peptidek izoelektromos pontja alapjan

Kutatasom soran vizsgaltam a kiilénb6z6 mintael6készitési médszerekkel azonositott
peptidek izoelektromos pontjat.

A vese sejtlizatummintakbdl (21. abra) azonositott peptidek izoelektomos pontjainak
eloszlasa alapjan lathat6, hogy az alkalmazott modszerek koziil a referencia
mintael6készitéssel lehetett a legnagyobb aranyban bazikus izoelektromos ponttal
rendelkezd peptideket azonositani, amely az 6sszes azonositott peptid kozel 25%-a.
Megfigyelhetd, hogy a sajat fejlesztésili SPx modszer kozel 50%-kal nagyobb mértékben
dusitotta az erdsen savas (izoelektromos pont <4) peptideket, mig a referencia
modszerban voltak ezek a legkevésbé dominansak. A tobbi mintael6készitési eljarassal
(SP2, SP3, SP4+Cis és SPy) azonositott peptidek izoelektromos pont eloszlasa kozel

azonos, valamint ezek torzitottak a legkisebb mértékben a C1s modszerhez képest.
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21. dbra: A kiilonb6z6 mintael6készitési modszerekkel el6készitett vese sejtlizatummintakbol azonositott
peptidek izoelektromos pont szerinti eloszlasa. Cis: standard protokoll; SP3: irodalmi paraméagneses
gyongyok hasznalatdn alapulé fehérje tisztitdsi moédszer; SP2: irodalmi paramagneses gyongyok
hasznalatan alapuld peptid tisztitdsi mddszer, SP4+Cis: irodalmi olddszeres kicsapason alapuld

7 ”

mintael6készitési modszer Cis tisztitassal; SPy: sajat fejlesztésli paramagneses gyongyokon alapuld
tisztitasi mddszer; SPx: sajat fejlesztésti paramagneses gyongyokon alapuld peptid tisztitasi mddszer.

A tidd sejtmembranmintak izoelektromos pont eloszlasa (22. abra) alapjan
megallapithato, hogy a peptid tisztitasi médszerek (SP2 és SPx) jobban dusitottak a savas
jellegi peptideket, és kisebb aranyban szerepeltek ezekben a mintakban a bazikus
izoelektromos ponttal rendelkezd peptidek. A diagramon lathaté tovabba, hogy a bazikus
peptideket a legnagyobb mértékben az SP4+Cis mintael6készitési modszerrel lehetett
azonositani. A referenciahoz képest a SP3, SP4+C1g és SPy mintael6készitések torzitanak

a legkevésbé.
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22. abra: A kiilonb6z6 mintael6készitési modszerekkel elSkészitett tiid6 sejtmembranmintdkbdl
azonositott peptidek izoelektromos pont szerinti eloszlasa. Cis: standard protokoll; SP3: irodalmi
paramagneses gyongyok haszndlatin alapulé fehérje tisztitdsi moédszer; SP2: irodalmi paramdagneses
gyongyok hasznalatan alapul6 peptid tisztitasi médszer; SP4 +Cis: irodalmi old6szeres kicsapason alapuléd

mintael6készitési mddszer Cis tisztitdssal; SPy: sajat fejlesztési paramagneses gydngyokon alapuld
tisztitasi mddszer; SPx: sajat fejlesztésti paramagneses gyongyokon alapuld peptid tisztitasi mdodszer.
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Eltérd kovetkeztetések vonhatok le vérplazmamintabdl (23. abra) azonositott
peptidek izoelektromos pontjai alapjan. Habar tovabbra is az SPx modszer dusitotta a
legnagyobb mértékben az er6sen savas izoelektromos ponttal rendelkezd peptideket,
azonban ez a kiillénbség mar nem annyira latvanyos, mint a lizatum és membranmintak
esetében. Ezek mellett megfigyelhetd, hogy a plazmamintdk nagyobb szazalékban
(25-30%) tartalmaznak bazikus izoelektromos pontu peptideket, amik az SP3 médszerrel
dusultak a legnagyobb mértékben. A referencia modszerhez képest az SP2, SP4+Cis és

SPy mddszerek torzitottak a legkevésbé.
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23. abra: A kilonbozé mintael6készitési mddszerekkel el6készitett vérplazmamintakbdl azonositott
peptidek izoelektromos pont szerinti eloszlasa. Cis: standard protokoll; SP3: irodalmi paraméagneses
gyongyok hasznalatan alapulé fehérje tisztitdsi modszer; SP2: irodalmi paramagneses gyongyok
hasznalatan alapulé peptid tisztitdsi moédszer; SP4+Cis: irodalmi oldészeres kicsapason alapuld
mintael6készitési mddszer Cis tisztitdssal; SPy: sajat fejlesztési paramégneses gydngyokon alapuld
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tisztitasi mddszer; SPx: sajat fejlesztésti paramagneses gyongyokon alapuld peptid tisztitasi mdodszer.
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24. dbra: A kiilonb6z6 mintael6készitési modszerekkel el6készitett prosztata szévetmintakbol azonositott
peptidek izoelektromos pont szerinti eloszlasa. Cis: standard protokoll; SP2; irodalmi paraméagneses
gyongyok hasznalatan alapuld peptid tisztitadsi modszer; SPx: sajat fejlesztés(i paramagneses gyongyokon
alapulé peptid tisztitasi médszer.
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Amennyiben a prosztata szovetmintakbol (24. abra) azonositott peptideket
vizsgaljuk, azt tapasztalhatjuk, hogy ennél a mintanal a lizdtum- és membranmintakhoz
hasonléan alakulnak az abran szemléltetett aranyok. Megfigyelhetd, hogy az SPx
modszerrel azonositott erdsen savas peptidek aranya a prosztata szovetmintak esetében
is kozel 50%, illetve az alternativ modszerek koziil az SP2 torzitott a legkevésbé a
referencia C1g mdédszerhez képest.

Az izoelektromos pontok vizsgalata alapjan 6sszességében kijelenthetd, hogy minden
esetben az SPx mddszer dusitotta a legnagyobb mértékben az erdsen savas peptideket a
referenciahoz képest. Azonban ehhez hasonl6 kovetkeztetést az er6sen bazikus peptidek
dusitasarol nem lehet levonni, mivel az minden mintatipus esetén valtoz6 volt. Az
eredményeim alapjan lathato, hogy a legtobb mintatipus esetében az SPy és az SP2

modszerek torzitasa volt a legkisebb mértékidi a C1g mddszerhez képest.

5.5. Osszehasonlitas az azonositott peptidek hidrofilitasa alapjan
Kutatomunkam soran 0Osszehasonlitottam a kiilonb6z8 mintaeldkészitési
modszereket az altaluk azonositott fehérjék hidrofilitasa alapjan is. Ezeket az

eredményeket a vese sejtlizatum- és a vérplazmamintak alapjan mutatom be.
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25. abra: A kiilonb6z6 mintael6készitési modszerekkel elkészitett vese sejt lizatummintakbol azonositott
peptidek Gravy-index szerinti eloszlas abraja. Hidrofil: negativ Gravy-index, Hidroféb: pozitiv Gravy-index
Cis: standard protokoll; SP3: irodalmi paramagneses gyongydk hasznalatdn alapuld fehérje tisztitasi
modszer; SP2: irodalmi paramagneses gyongyok hasznalatan alapuld peptid tisztitasi mdodszer, SP4 +Cis:
irodalmi oldészeres kicsapason alapulé mintaelGkészitési mdodszer Cis tisztitassal; SPy: sajat fejlesztésti
paramagneses gyongyokon alapulé tisztitasi modszer; SPx: sajat fejlesztésii paramagneses gyongyokon
alapul6 peptid tisztitasi modszer.

A 25. abran lathat6é a lizatummintabdl azonositott fehérjék Gravy-index szerinti
eloszlasa, mely a fehérjék hidrofilitasat jellemzi. Az abra alapjan egyértelmiien lathato,

hogy az SPx modszer kivételével hasonl6 aranyban sikertilt azonositani hidrofil (negativ
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Gravy-index) és hidrofob (pozitiv Gravy-index) peptideket. A C1g mddszerrel el6készitett
mintakbol lehetett a legnagyobb aranyban (kozel 55%) hidrofob peptideket azonositani.
Ezek mellett lathato, hogy alkalmazott mintael6készitési modszerek koziil az SPx
dusitotta a legnagyobb mértékben a hidrofil jellegli peptideket. Mivel ugyanezeket a
kovetkeztetéseket lehet levonni a tiidé sejtmembran- és prosztata szovetmintak alapjan
is, ezért ezeket itt nem részletezem bdvebben, az abrak a filiggeléek 9.4. pontjaban

talalhatok.
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26. abra: A kiilonb6z6 mintael6készitési modszerekkel el6készitett vérplazmamintakbdl azonositott
peptidek Gravy-index szerinti eloszlas abraja. Hidrofil: negativ Gravy-index, Hidroféb: pozitiv Gravy-index
Cis: standard protokoll; SP3: irodalmi paramigneses gyongyok hasznalatan alapuld fehérje tisztitasi
modszer; SP2; irodalmi paramagneses gyongyok hasznalatan alapulé peptid tisztitasi médszer; SP4+Cis:
irodalmi oldodszeres kicsapason alapulé mintael6készitési modszer Cis tisztitassal; SPy: sajat fejlesztésti
paramagneses gyongyokon alapul6 tisztitasi modszer; SPx: sajat fejlesztés(i paramagneses gyongyokon
alapuld peptid tisztitasi mddszer.

A vérplazmamintak hidrofilitas szerinti eloszlasa kiilonb6z6tt a tobbi mintaétél. Amig
a masik harom esetben az SPx mddszer alkalmazasaval jelent6sen dusultak a hidrofil
komponensek, addig a plazmamintak esetében ez nem annyira jellegzetes. A 26. dbran a
modszerek kozott csupan kis kiillonbségeket lehet tapasztalni. A C1g modszerhez képest az
alternativ mintael6készitési modszerek kevésbé dusitjak a hidrofil komponenseket,
viszont jobban novelik a hidroféb komponensek aranyat. Mindent 6sszevetve hasonlé
hidrofilitas eloszlasokat lehet tapasztalni mindegyik mintael6készitési modszernél, azaz
nem kell szamolnunk jelentds torzulassal a referenciamddszerhez képest.

Az azonositott peptidek hidrofilitas vizsgalatai alapjan azt tapasztaltam, hogy a vese
sejtlizatum-, tiid6 sejtmembran- és prosztata szovetmintak esetében az egyes modszerek
kozel megegyez6 a hidrofilitas eloszlast eredményeztek. Az SPx mintael6készités

nagymértékben dusitotta a hidrofil peptideket, mindharom esetben 75% koriili volt az

aranyuk. A hidrofob peptidek esetében az alternativ médszerekkel minden esetben kisebb
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dusulast tapasztaltam. Ezzel szemben a plazmamintaknal egyenletesebb hidrofilitas
eloszlast lehetett tapasztalni, ez els6sorban a minta kisebb komplexitasaval
magyarazhaté. Osszességében elmondhaté, hogy a lizdtum, membran és vérplazma
mintatipusok esetén az SP4+Cig és SPy modszerek torzitottak legkevésbé a referencidhoz
képest. A prosztata szovetmintak esetében pedig az SP2 protokollnak volt a legkisebb

meértéki torzitisa.

5.6. Osszehasonlitas az azonositott peptidek hossza alapjan

Kovetkezd 1épésben azt tanulmanyoztam, hogy a mintael6készitési moédszer hogyan
befolyasolta az azonositott peptidek hosszat. A peptidek hosszat az dket alkotd
aminosavak szama alapjan hataroztam meg, a bemutatott abrakon a relativ gyakorisaguk

jelenik meg.

Cis SP2 SP3 SP4 +Cjq SPx SPy

0 10 20 30 400 10 20 30 400 10 20 30 400 10 20 30 400 10 20 30 400 10 20 30 40
Peptidet alkotd aminosavak szama (db)

Aminosavszam relativ gyakorisaga (%)
2 g S 2

27. abra: A kiilonboz6 mintaelGkészitési mdodszerekkel el6készitett vese sejtlizatummintakbol azonositott
peptidek relativ méreteloszlasa. Cis: standard protokoll; SP3: irodalmi paramagneses gydngyok
hasznalatan alapul6 fehérje tisztitasi modszer; SP2: irodalmi paramagneses gyongyok hasznalatan alapuld
peptid tisztitdsi médszer, SP4+Cis: irodalmi oldészeres kicsapason alapul mintael6készitési modszer Cis
tisztitassal; SPy: sajat fejlesztési paramagneses gyongyokon alapuld tisztitdsi moddszer; SPx: sajat
fejlesztésli paramagneses gyongyokon alapuld peptid tisztitasi mdodszer. A szinek csak a szemléltetést
segitik.

A vese sejtlizatummintabdl azonositott peptidek peptidhosszanak relativ eloszlasat a
27. abra szemlélteti. Az diagramon lathaté méreteloszlasok hasonl6 lefutasuak az 6sszes
mintael6készitési mdodszer esetében, maximumuk 16-20 darab aminosav koriili. Lathato,
hogy az SP2 és SPx modszer jobban dusitotta a tobb aminosavbdl allé peptideket, mint a
tobbi mddszer. Mivel a vizsgalt modszerek koziil ez a kett6 peptidszinti tisztitasi modszer,
ezért ez a megfigyelés arra utal, hogy a révidebb peptidek kevésbé kotddnek a magneses
gyongyokhoz, igy a tisztitasi folyamat soran elvesznek. A membran-, plazma- és

szovetmintak peptidhossz eloszlas diagramjai a fiiggelék 9.5. pontjaban talalhatok.
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5.7. Az egyes mddszerek altalanos értékelése

A kovetkezd fejezetben roviden értékelem az egyes modszereket a kivitelezésiik
szempontjabol. A kutatdsom motivacidja az altaldnosan alkalmazott proteomikai
mintael6készitési modszer helyettesitése, mivel az sok hatrannyal rendelkezik. Tébbek
kozott sok lépésbdl all, és tobbszori szdrazra parlasra van sziikség, ami rendkiviil
id6igényes és szelektiv mintaveszteséget okozhat. Néhany minta esetében a kiindulasi
kozeg az emésztést zavarja, ilyenkor az oldatban torténd emésztés és a C1g mellett tovabbi
mintael6készitési lépések is sziikségesek. A kisérleteim soran a lizatum referenciamintak
voltak ilyenek, ahol az elsd 1épés az etanolos kicsapas volt, ami egy nappal megndvelte a
mintael6készitéshez sziikséges idot. Maga a Cig tisztitasi 1épés is idéigényes, nagyobb
mintaszam esetében nem is kivitelezhetd azok egyidejl tisztitasa, mivel az egyszerre
tisztithatd mintak szamat korlatozza a rendelkezésre all6 centrifuga mérete. Ellenben
elénye, hogy néhany mintatipus (szovet, plazma) esetén ezzel a modszerrel lehetett a
legtobb fehérjét azonositani.

A legtobb altalam vizsgalt mintatipus esetében az SP4+Cig mddszerrel sikertlt a
legtobb fehérjét azonositani. Azonban eldkisérleteim soran azt tapasztaltam, hogy az
irodalomban szerepld kijelentésekkel ellentétben nem mérhetd egybdl az SP4 protokollal
tisztitott minta, mivel a kromatogramban sok szennyezd komponens is megfigyelhetd volt,
ezért sziilkséges azt Cig oszlopon is sOmentesiteni. Egy masik nehézség, hogy a
centrifugalasi 1épések utan a feliilisz6 eltavolitdsa nem koénnyd feladat, mivel kis
mintamennyiségek esetében nem lathat6 szabad szemmel a pellet, igy az megbolygathato,
ami ronthatja az elGkészités reprodukalhatéosagat. A felsorolt okok miatt a
mintael6készitési folyamat annyira bonyolult és hosszd, hogy hasznalata gyakorlati
szempontbdl nem feltétleniil érdemes.

Az SP3 médszer a legelterjedtebben alkalmazott paramagneses gyongyoket hasznalo
mintael6készitési modszer. A protokoll kivitelezése egyszer(, konnyen reprodukalhaté és
nem tartalmaz iddigényes lépéseket. Tovabbi el6nye, hogy egyedi hardver nélkiil
robotizalhato, ez pedig egyszerre akar szaz minta el6készitését is lehetvé teszi. Mindezek
ellenére egyik vizsgalt minta esetében sem lehetett tobb fehérjét kimutatni vele a
referencia modszerhez képest.

Az SP2 protokoll kivitelezését tekintve hasonlit az SP3 médszerhez. Kevesebb 1épést
tartalmaz, mivel a folyamat soran csak egy tisztitasi 1épés van, mig az SP3 modszernél a

gyongyre rogzités utan haromszor kell a mintat tisztitani, ebbdl kifolyolag a mintak
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szennyezettek maradhatnak, ami karos a HPLC-MS/MS késziilék szempontjabol. Az
elobbiek mellett még hatranya, hogy acetonitrilt hasznal szerves olddszerként, ami
kevésbé koltséghatékony és egészségre karosabb, mint az SP3 protokollnal
alternativaként hasznalt etanol.

A sajat fejlesztésii SPy és SPx modszereim hatranyai, hogy mindkét mddszer tartalmaz
centrifugalasi lépéseket a tisztitdsok kozott, ezek pedig megnovelik a mintael6készités
idejét, tovabba az SPx a varakozasaim ellenére legtobb esetben nem tudott versenybe
lépni a tobbi modszerrel az azonositott fehérje szamok tekintetében. Azonban az SPy
protokollal minden esetben tobb fehérjét sikeriilt azonositani, mint az irodalmi SP3
modszerrel, tovabba egyik sajat tisztitasi mdédszer utan sem volt sziikség tovabbi Cig

tisztitas elvégzésére.
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6. Osszefoglalas

A Kkutatdbmunkam alatt otféle alternativ mintael6készitési modszert teszteltem
négyféle human eredeti minta proteomikai vizsgalata soran. Az eredményeket az
altalanosan alkalmazott oldatban torténé tripszines emésztési, majd Cig tisztitasi
protokollal vetettem 6ssze.

Tanulmanyoztam kiilonb6z6 mintael6készitési modszerekkel el6készitett mintak
kromatogramjanak tisztasagat, mely soran azt tapasztaltam, hogy az SP3, SP2, SPy és SPx
modszerekkel lehetett a legtisztabb kromatogramokat elérni. A médszereket értékeltem
a mintakbol azonositott peptidek és fehérjék szama alapjan, valamint mintatipusonként
vizsgaltam az azonositott fehérjék modszerek kozti megoszlasat. Ezek alapjan a legtobb
fehérjét az SP4+C1s mintael6készités soran sikeriilt azonositani. A sajat fejlesztésti SPy
modszer minden esetben jobbnak bizonyult, mint az irodalmi SP3, és legtobbszor kozel
annyi fehérjét lehetett azonositani ezekb6l a mintakbodl, mint az SP2 vagy SP4+Cis
protokollokkal el6készitettekbdl.

Jellemeztem az egyes fehérjék relativ visszanyerését a kiilonb6z6 mintael6készitések
soran, melynek maximuma jellemzden 1 kortili volt, azonban a visszanyerések eloszlasa
széles volt, ami arra utal, hogy az alternativ mintael6készitési modszerek mennyiségileg
torzitanak a referencia protokollhoz képest (C1s).

Vizsgaltam az azonositott peptidek izoelektromos pontjainak és hidrofilitasanak
alakulasat a kiilonb6z6 mintak és mintael6készitések esetén. Az izoelektromos pontok
vizsgalata soran azt tapasztaltam, hogy mig a bazikus peptideket mintatipusonként mas
modszerek dusitottak, addig az SPx mintael6készités dusitotta a savas peptideket a
legjelent6sebben minden esetben. Az alternativ modszerek koziil az SPx okozta a
legjelentdsebb mértékii torzitast, mig az SPy és SP2 torzitasa a legtobb mintatipus esetén
elhanyagolhat6 volt. A lizatum-, membran- és szdvetmintaknal hasonlé hidrofilitas
eloszlast tapasztaltam. Ezeknél az SPx moddszer nagymértékben dusitotta a hidrofil
peptideket, a plazmamintaknal pedig egyenletesebb hidrofilitas eloszlast lehetett
tapasztalni. Az eredmények alapjan arra a kovetkeztetésre jutottam, hogy az SP4+Cis
modszer, az irodalomban tett kijelentésekkel ellentétben nem alkalmas kiemelked&en a
hidrofob peptidek tisztitasara és dusitasara.

Vizsgaltam tovabba a moédszerekkel azonositott peptidek hosszanak eloszlasat, ez
alapjan latszott, hogy az SPx mddszer dusitotta legjobban a hosszabb peptidek aranyat a

mintakban.
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Ezutan értékeltem az egyes mintael6készitési modszereket a kivitelezésiik nehézsége
szerint. A legtobb fehérje jellemzden az SP4+C1s mddszerrel volt kimutathatd, azonban az
SP4+Cisg eljaras nagy hatranya, hogy Cis tisztitas sziikséges hozza, hogy kellGen tiszta
legyen a vizsgalt kromatogram, ezért hasznalata gyakorlati szempontbol nem javasolt

Az eredményeket 0sszegezve a dolgozatban targyalt eljarasok koziil a sajat fejlesztésii
SPy modszer bizonyult optimalisnak a legtdbb bioldgiai minta proteomikai célu
feldolgozasara. Ez alapjan a modszer nem csak egyszerilibb és koltséghatékonyabb
alternativat kinal a hagyomanyos, oldatos emésztésen és Cig tisztitasi protokollon alapul6
mintael6készitéshez képest, de hozzajarulhat bizonyos bioldgiai mintak proteomjanak
részletesebb feltérképezéséhez, és a benniik lezajlo sejtbiologiai/biokémiai folyamatok
meélyebb megértéséhez. Tapasztalataim szerint ezek a modszerek relevans alternativat
jelenthetnek az oldatos emésztés és Cig tisztitasi protokollra, de fontos a kiilonb6zd
mintafajtakra valé optimalizalasuk, mivel minden biolégiai minta eltér6 kihivast rejt

magaban.
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8. Rovidités jegyzék

ABC:
ACN:
CID:
DDA:
DIA:
DTT:
ESI:
EtOH:
FA:
FAB:
FDR:
FFPE:

H»0:
HILIC:

HIC:

HPLC:

[AA:
[EC:

LC:

m:

MA:
MALDI:

MO:
MS:

nanokESI:

NP-HPLC:

PA:
PEG:
R:

RP-HPLC:

ammonium-bikarbonat

acetonitril

Collision Induced Dissociation, itkozés indukalt disszociacid
Data Dependent Analysis, adatfiigg6 adatgytijtési technika
Data Independent Analysis, adatfliiggetelen adatgytijtési technika
ditiotreitol

Electrospray lonization, elektroporlasztasos ionizacio
etil-alkohol

hangyasav

Fast Atom Bombardment, gyors atom bombazas

False Discovery Rate, hamis talalatok aranya

Formalin-fixed Paraffin Embeded, formalinnal rogzitett paraffinba
agyazott

viz

Hydrophilic Interaction Liquid Chromatography, hidrofil kélcsénhatasi
kromatografia

Hydrophobic Interaction Chromatography, hidrofob koélcsonhatasi
kromatografia

High Performance Liquid Chromatography, nagy hatékonysagu

folyadékkromatografia
jod-acetamid

lon Exchange Chromatography, ioncserés kromatografia
Liquid Chromatography, folyadékkromatografia

tomeg

Massachusetts Allam

Matrix Assisted Laser Desorption lonization, matrixszal segitett 1ézer
deszorpcios ionizacid

Missouri Allam
Mass Spectrometry, tomegspektrometria
Nano Electrospary lonization, nano-elektroporlasztasos ionizacio

Normal Phase High Performance Liquid Chromatography, normal fazisu
nagy hatékonysagu folyadékkromatografia
Pennsylvania Allam

poli(etilén-glikol)
felbontas

Reversed Phase High Performance Liquid Chromatography, forditott
fazisu nagy hatékonysagu folyadékkromatografia
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RP-IP-HPLC:

SDS-PAGE:

SIMS:

SP2:

SP3:

SP4.

SPE:

TFA:

USA:
WI:

Reversed Phase lon Pair High Performance Liquid Chromatography,
forditott fazisu ionpar kromatografia

Sodium Dodecyl Sulfate-Polyacrylamide Gel Electrophoresis, natrium-
dodecil-szulfat poli(akrilamid) gélelektroforézis

Sencondary lonization Mass Spectrometry, masodlagos ionizacios
tomegspektrometria

Solid Phase-enhanced Sample Purification, Szilard fazissal segitett
mintatisztitas

Single-Pot, Solid-Phase-enhanced Sample Preparation, egy-edényes,
szilard fazissal segitett mintael6készités

Solvent Precipitation, Single-Pot, Solid-Phase-enhanced Sample
Preparation, egy-edényes, olddszeres kicsapassal és szilard fazissal
segitett mintaelGkészités

Solid Phase Extraction, szilard fazisu extrakcio
trifluor-ecetsav

United States of America, Amerikai Egyesiilt Allamok
Wisconsin Allam

toltés
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9. Figgelék

9.1. Kromatogramok tisztasaga
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F1. &bra: El6kisérletek sordn SP4 és SP4+Cis modszerrel el6készitett vese sejtlizitummintak
kromatogramja. SP4: irodalmi olddszeres kicsapason alapulé tisztitdsi modszer, Cis: Cis SPE oszlopon
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F2. abra: A kiilonb6z6 fehérje tisztitasi médszerekkel el6készitett vérplazmamintak kromatogramja. Cis:
standard protokoll; SP3: irodalmi paramagneses gyongyok hasznalatan alapulé fehérje tisztitasi modszer;
SP4+Cig: irodalmi olddszeres Kicsapason alapulé mintael6készitési modszer Cis tisztitassal; SPy: sajat
fejlesztésli paramagneses gyongyokon alapuld fehérje tisztitasi modszer. A kromatogramok y-tengelyének

skalazasa eltérd.
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Az F1. abra alapjan lathatd, hogy szilikség volt az SP4 mintak Cisg tisztitasara, mivel
anélkil nagyobb hattérzavarast (a kalibraléval 6sszevetheté6 mértékii), és fokozottabb
csucs szélesedést lehet tapasztalni.

Az F2. abran lathatd, hogy az SP3 minta kromatogramjanak egy nagysagrenddel
kisebb az intenzitasa, ezért az intenzitas skalajat is egy nagysagrenddel csokkenteni
kellett, hogy elemezhetd legyen a kromatogram. A Cig mddszerrel el6készitett mintak
hattere nagy a tobbi médszerhez képest, és a vérplazmamintak esetében is megfigyelhet6

a PEG szennyezés a C1g és SP4 protokolloknal 85 percnél.
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F3. abra: A kiilonboz6 peptid tisztitasi modszerekkel el6készitett vérplazmamintak kromatogramja. Cis:
standard protokoll; SP2: irodalmi paramagneses gyongyok hasznalatan alapuld peptid tisztitasi modszer,
SPx: sajat fejlesztésii paramagneses gyongyokon alapulo peptid tisztitasi modszer.

Az F3. abran szerepl6 SPx kromatogramnak jelent6sen kisebb az intenzitasa, mint az
SP2 és Cig mintaknak, azonban az F1. és F2. abrakat dsszevetve lathato, hogy még igy is
intenzivebbek a csticsok, mint az SP3 mintak esetében. Ezek a megfigyelések 6sszhangban
vannak az 5.2. fejezetben szerepl6 peptid- és fehérjeszamokkal.

A szovetmintak (F4. dbra) esetében is lathaté az intenziv PEG szennyezés a Cis
mintanal, tovabba megfigyelhetd, hogy a Cig kromatogram csucsokban gazdagabb és

intenzivebb.
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F4. abra: A kiillonb6z6 peptid tisztitdsi modszerekkel elGkészitett prosztata szovetmetszetmintak
kromatogramja. Cis: standard protokoll; SP2: irodalmi paramégneses gyongyok hasznélatan alapulé peptid
tisztitasi modszer, SPx: sajat fejlesztésli paramagneses gyongyokon alapulé peptid tisztitasi modszer.

9.2. Osszehasonlitas az azonositott peptidek és fehérjék szdma alapjan

A) B)
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F5. abra: A kiilonb6z6 mintael6készitési modszerekkel el6készitett tiid6 sejtmembranmintakbol azonositott
peptidek (A) és fehérjék (B) szama. Cis: standard protokoll; SP3: irodalmi paramagneses gyongyok
hasznalatan alapuld fehérje tisztitasi modszer; SP2: irodalmi paramagneses gyongyok hasznalatan alapuld
peptid tisztitasi modszer; SP4+Cis: irodalmi olddszeres kicsapason alapulé mintael6készitési mdodszer Cis
tisztitassal; SPy: sajat fejlesztés(i paramagneses gyongyokon alapuld tisztitasi modszer; SPx: sajat fejlesztésti
paramagneses gyongyokon alapul6 peptid tisztitasi médszer.n = 3
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F6. abra: A kiilonb6z6 mintael6készitési mdodszerekkel el6készitett tiidé sejtmembranmintakbol azonositott
fehérjék megoszlasa. A) A fehérje tisztitasi mdodszerekkel el6készitett mintdk. B) A peptid tisztitasi
modszerekkel el6készitett mintdk. Cis: standard protokoll; SP3: irodalmi paramdagneses gyongyok
hasznalatan alapul6 fehérje tisztitasi moédszer; SP2: irodalmi paramagneses gyongyok hasznalatan alapulo
peptid tisztitdsi médszer; SP4+Cis: irodalmi olddszeres kicsapason alapulé mintael6készitési moédszer Cis
tisztitassal; SPy: sajat fejlesztésli paramagneses gyongyokon alapuld tisztitasi modszer; SPx: sajat

7 ”

fejlesztésli paramagneses gyongyokon alapulo peptid tisztitasi modszer.
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F7. abra: A kiilonb6z6 mintael6készitési modszerekkel elGkészitett prosztata szovetmetszetmintakbdl
azonositott peptidek (A) és fehérjék (B) szama. Cis: standard protokoll; SP2: irodalmi paramagneses

gyongyok hasznalatan alapuld peptid tisztitasi modszer, SPx: sajat fejlesztésli paramagneses gyongyokon
alapul6 peptid tisztitasi médszer. n = 3

\

SPx
F8. abra: A kiillonb6z6 mintael6készitési modszerekkel el6készitett prosztata FFPE szovetmetszetmintakbol
azonositott fehérjék megoszlasa. A peptid tisztitasi mdodszerekkel el6készitett mintak. Cis: standard
protokoll; SP2: irodalmi paramagneses gyongyok hasznalatan alapul6 peptid tisztitasi modszer, SPx: sajat
fejlesztésli paramagneses gyongyokon alapulo peptid tisztitasi modszer.
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3. Osszehasonlitas a relativ visszanyerések alapjan

SP2 SP3 SP4 +Cs SPx SPy
0,4 1 1,6 22 >3 6 22 0.4 1 1,6 22 3 04 1 1,6 2,2 >3 04 1 1,6 22 >3
F9. abra: A kiillonb6zé mintael6készitési modszerekkel elGkészitett tiidé sejtmembranmintak relativ

0.4 1 1 >3
visszanyerés hisztogramja. Cis: standard protokoll; SP3: irodalmi paramagneses gyongyok hasznalatan
alapul6 fehérje tisztitdsi modszer; SP2: irodalmi paramagneses gyongyok hasznalatan alapulé peptid
tisztitdsi modszer; SP4+Cis: irodalmi oldészeres kicsapason alapuld mintael6készitési modszer Cis

tisztitassal; SPy: sajat fejlesztésli paramagneses gyongyokon alapuld tisztitdsi modszer; SPx: sajat

fejlesztésli paramdagneses gyongyokon alapulé peptid tisztitdAsi mddszer. Zold szinnel az idedlis
visszanyerési arany (0,8-1,2) van jeldlve.
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F10. dbra: A kiilonb6z6 mintael6készitési modszerekkel el6készitett prosztata szovetmetszet mintak relativ
visszanyerés hisztogramja. Cis: standard protokoll; SP2: irodalmi paramagneses gyongyok hasznalatan
alapuld peptid tisztitasi modszer; SPx: sajat fejlesztésii paramagneses gyongyokon alapulé peptid tisztitasi
modszer. Zold szinnel az idedlis visszanyerési arany (0,8-1,2) van jel6lve.
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9.4. Osszehasonlitas a peptidek hidrofilitdsa alapjan
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F11. abra: A kiillonb6zé mintael6készitési modszerekkel el6készitett prosztata szovetmetszetmintakbdl
azonositott peptidek Gravy-index szerinti eloszlas abraja. Hidrofil: negativ Gravy-index, Hidroféb: pozitiv
Gravy-index Cis: standard protokoll; SP2: irodalmi paramagneses gyongyok hasznalatdn alapuldé peptid
tisztitasi mddszer, SPx: sajat fejlesztésli paramagneses gyongyokon alapulé peptid tisztitasi moédszer.
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F12. abra: A kilonb6z6 mintael6készitési modszerekkel elGkészitett tiidé sejtmembranmintakbdl
azonositott peptidek Gravy-index szerinti eloszlas abraja. Hidrofil: negativ Gravy-index, Hidrof6b: pozitiv
Gravy-index Cis: standard protokoll; SP3: irodalmi paramagneses gyongyok haszndalatan alapuld fehérje
tisztitasi modszer; SP2: irodalmi paramagneses gyongyok hasznalatan alapul6 peptid tisztitasi modszer;
SP4+Cig: irodalmi oldészeres kicsapason alapulé mintaelGkészitési modszer Cis tisztitassal: SPy: sajat

fejlesztésli paramagneses gyongyokon alapuld tisztitdsi médszer; SPx: sajat fejlesztésli paramagneses
gyongyokon alapuld peptid tisztitasi modszer.

9.5. Osszehasonlitas az azonositott peptidek hossza alapjan
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F13. abra: A kiilonb6zé mintaelGkészitési modszerekkel elkészitett vérplazmamintakbol azonositott
peptidek relativ méreteloszlasa. Cis: standard protokoll; SP3: irodalmi paramagneses gydngyok
hasznalatan alapul6 fehérje tisztitasi modszer; SP2: irodalmi paramagneses gyongyok hasznalatan alapulé
peptid tisztitasi mdédszer; SP4+Cis: irodalmi oldészeres kicsapason alapulé mintael6készitési mddszer Cis
tisztitassal; SPy: sa]at fejlesztésili paramagneses gyongyokon alapuld tisztitdsi modszer; SPx: sajat

fejlesztésli paramagneses gyongyokon alapuld peptid tisztitasi mdodszer. A szinek csak a szemléltetést
segitik.
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F14. abra: A kiilonb6z6 mintael6készitési modszerekkel elGkészitett tiidé sejtmembranmintakbdl
azonositott peptidek relativ méreteloszlasa. C1s: standard protokoll; SP3: irodalmi paramégneses gyongyok
hasznalatan alapul6 fehérje tisztitasi modszer; SP2: irodalmi paramagneses gyongyok hasznalatan alapuld
peptid tisztitasi mdédszer; SP4+Cis: irodalmi oldészeres kicsapason alapuld mintael6készitési mddszer Cis
tisztitassal; SPy: sajat fejlesztésli paramagneses gyongyokon alapulé tisztitdsi modszer; SPx: sajat

fejlesztésli paramagneses gyongyokon alapuld peptid tisztitasi mdodszer. A szinek csak a szemléltetést
segitik.
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F15. abra: A kiilonb6z6 mintael6készitési mddszerekkel eldkészitett prosztata szovetmetszetmintakbol
azonositott peptidek relativ méreteloszlasa. C1s: standard protokoll; SP2: irodalmi paramagneses gyongyok
hasznalatan alapulé peptid tisztitasi modszer; SPx: sajat fejlesztésli paramagneses gyongyokon alapuld
peptid tisztitdsi modszer. A szinek csak a szemléltetést segitik.

64



