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Koszonetnyilvanitas

Szeretném megkdszonni témavezetdimnek, Dr. Turidk Lillanak és Bugyi Fanninak, hogy
bevezettek a proteomika vilagaba. Koszondm irdnymutatdsaikat, tanacsaikat, aldozatos
munkajukat, melyek nélkiil ez a dolgozat nem johetett volna létre.

Szeretnék koszonetet mondani az MTA Lendiilet Glikan Biomarker Kutatdécsoport
minden tovabbi tagjanak, akik szakmai tamogatasukkal és értékes tandcsaikkal gazdagitottak a
munkémat.

Koszonom az Orszagos Onkoldgiai Intézet munkatarsainak a prosztatametszetek
proteomika frakcidjanak folyadékkromatograffal kapcsolt tandem tomegspektrometrids
meéreseét.

Ko6szonom Klosterneuburg-i Institute of Science and Technology Austria munkatarsainak
a prosztatametszetek foszfoproteomika frakcidjanak folyadékkromatograftal kapcsolt tandem

tomegspektrometrias mérését.
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Roviditésjegyzék

Roviditésjegyzék

AA — ecetsav

ACN — acetonitril

CID — 1itkozés indukalt disszociacio

CA —citromsav

DDA — adatfiiggd mérési mod

DIA — adatfiiggetlen mérési mod

ECD — elektron befogasos disszocidcio

ESI — elektrospray ionizécio

ETD — elektron transzfer disszocidcio

EtOH — etanol

FA — hangyasav

FFPE — formalin-fixalt paraffinba
agyazott

Foszfopeptid — foszforilalt peptid

FT-ICR — Fourier-transzfomacios
ionciklotron rezonancia

HeLa — HeLa fehérje emésztmény
standard

HFBA — heptafluor-butansav

HPLC — nagy teljesitményti
folyadékkromatografia

TAA —jod-acetamid

IP — izoelektromos pont

m/z — tomeg/toltés

MALDI — matrix segitett 1ézer
deszorpcio, ionizaciod

MeOH — metanol

MOAC — fém-oxid affinités
kromatografia

MS — tomegspektrométer

MS/MS — tandem tomegspektrométer

nanoHPLC-MS/MS — nanoaramlasos
nagyhatékonysagua folyadék-
kromatograffal kapcsolt tandem
tomegspektrométer

OT — Orbitrap

PTM — poszttranszlacios modositas

Q — kvadrupol

RapiGest — RapiGest™ SF

SPE — szilardfazisu extrakcio

TFA — trifluor-ecetsav

TOF — repiilési id6 analizator
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1. Bevezetés, célkitizés

A fehérjék az €10 szervezetben nagy mennyiségben eléfordulo, valtozatos funkciot betdltd
alkotoelemek, példaul vazanyagok, enzimek. A fehérjék vizsgalata az ¢él6 szervezet
mukodésének megértése szempontjabol elengedhetetlen. A fehérjék, hogy betdltsék
funkcidjukat, a transzlaciot kovetden ugynevezett poszttranszlacidos modositasokon
(PTM-eken) mennek keresztiil, melyek soran egy-egy nem fehérje jellegii molekulacsoport épiil
be, vagy valik ki a fehérje oldallancairdl. Ezen modositasok révén jatszodnak le a szervezetben
a kiilonbozd biologiai folyamatok, pl. a sejtciklus szabalyzasa, a fehérjék kolcsonhatasinak
kialakitasa, vagy a jelatviteli folyamatok. Az expresszalodott fehérjék, valamint a PTM-ek
mindsége ¢és mennyisége a szervezetben dinamikusan valtozik, amely kapcsolatba hozhat6
betegségek kialakulasaval és eldrehaladasaval. A PTM-ek egyik fajtdja a foszforilacio, amely
soran a fehérje oldallancara egy foszfatcsoport épiil be, valamint az ezzel ellentétes iranyu
folyamat a defoszforilacid. A foszforilacionak szamos egyéb bioldgiai funkcié mellett a rakos
megbetegedésekben is fontos szerepe van, tobbek kozott a prosztatarakos megbetegedésekben
is.ll' 21 A prosztatarak fejlédését példaul gyakran a kinazok szabalytalan foszforilacidja
okozza.”!

Napjainkban a komplex biologiai mintak proteomikai vizsgalatara széles korben
alkalmazott technika a nanoaramlasos nagyhatékonysagu folyadékkromatograftal kapcsolt
tandem tomegspektrometria (nanoHPLC-MS/MS). Az érzékeny ¢€s nagy ateresztoképességii
analizishez a mérést megeldzden sziikséges egy hatékony tisztitomddszert alkalmazni, hogy a
mintaelOkészités soran alkalmazott reagensektol, pufferektdl megszabaduljunk. Erre a célra
sz¢les korben hasznélt mddszer a szilardfazisu extrakcio (SPE). A publikalt modszerek jelentds
része azonban nem koriiltekintéen optimalt, ezért sziikséges tovabbi optimalast végezni a lehetd
leghatékonyabb tisztitas elérése érdekében.*!

Az altalunk végzett kutatds soradn kis mennyiségii (0,5-1 pg) komplex bioldgiai mintak
vizsgalatdhoz optimaltunk proteomikai és foszfoproteomikai SPE tisztitomodszereket. Az igy
kidolgozott eljarasokat klinikailag értékes prosztataszovet metszetek vizsgalatdhoz hasznaltuk

fel.
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2. Irodalmi attekintés

2.1. Poszttranszlacios modositasok

A PTM-ek nagymértékben befolyasoljak a fehérjék tulajdonsdgait, altaluk nyerik el
funkcidjukat, aktivaloédnak, deaktivalédnak, meghatarozzak azok szerkezetét, kolcsonhata-
saikat mas molekulakkal, azaz alapvetden hatdrozzak meg a fehérjék szervezetben betoltott
szerepét. Mar tobb mint 400 kiilonbdzé tipusi PTMP) ismert, melyek szdmos funkcioval
lathatjak el a szervezetben talalhato fehérjéket. A leggyakrabban el6fordulo PTM-et, valamint
azok biolodgiai szerepét az 1. tabldzat tartalmazza.”!

Adott fehérjéken a PTM-ek megjelenésének vagy mennyiségiik valtozasanak hatasara
atalakulhat, vagy elveszhet a fehérjék eredeti funkcidja. Mindez kapcsolatba hozhatd
betegségek jelenlétével, eldrehaladasaval. Tobbek kozott ilyen Osszefliggést talaltak a Tau

fehérjék hiperfoszforilacidja és az Alzheimer-kor jelenléte kozott. !

1. tablazat Példdk poszttranszlaciés modositasokra és azok szerepére az él6 szervezetben!” )
PTM
reverzibilis vagy eléfordulas Pé¢lda funkciokra
neve irreverzibilis (leggyakoribb)

Acetilacio létezik fehérje N-terminalisa, | — fehérje stabilités,
reverzibilis és Lys — DNS hibak javitasa,
irreverzibilis is — transzkripcid szabélyozasa

Metilacio reverzibilis Lys, Arg, His, Asn, — szovetek oregedésének

GIn szabalyozésa,
— transzkripcid szabalyozasa

Glikozilaciéo | reverzibilis N-glikolizaci6: Asn — sejt—sejt kdlcsonhatas,

O-glikolizacio: Ser, — fehérjelebontas,
Thr, Tyr — fehérjefeltekeredés,
C-mannolizacio: Trp | _ fehérje oldhatésagara
hatassal van,
— jelatvitel

Ubiquitinaci6 | reverzibilis Lys, Ser, Thr, Cys — sejtaktivitas,

— transzkripcid szabdlyozasa,
— jelatvitel szabalyozasa,
— DNS hibak javitasa
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1. tablazat Folytatas

PTM
reverzibilis vagy eléfordulas Példa funkciokra
feve irreverzibilis (leggyakoribb)
Oxidacid létezik Met, Trp, Pro, Cys, — Oregedés,
reverzibilis és Arg, Lys, His — fehérje szerkezetének
irreverzibilis is reverzibilis modositasa
Foszforilacio | reverzibilis Ser, Thr, Tyr — fehérjeaktivitas,
— fehérje-fehérje kolcsonhatas,
— jelatvitel

2.2. Proteomika

9, 10

A proteom definicié szerint a genom altal kodolt teljes fehérjekészlet'” '), a proteomika

10 A proteoforma egy adott fehérje kiilonbozd

pedig ennek vizsgalataval foglalkozik!
variacioit jelenti.''”) Mivel egyszerre nem expresszalodik a genom 4ltal kodolt dsszes fehérjel ',
tovabba szamos tényezd (pl. egyed kornyezete, egyed életkora, egyed korélettani allapota
mintavételkor) befolyasolja, hogy milyen fehérjék jelennek meg az adott szervezetben, igy egy-
egy vizsgalat sordn a mintdban az adott pillanatban expresszalodott fehérjéket lehetséges

elemezni.> '#

1A proteomikai vizsgalatoknak szdmos célja lehet, pl. fehérje-fehérje
kolcsonhatasok, egy fehérje funkcidinak, lokalizacidjanak meghatarozasa, vagy egy komplex
bioldgiai minta fehérjéinek azonositisa és mennyiségiik meghatarozasa.''*!

Eleinte a fehérjék vizsgalatdhoz kémiai reakciok utjan torténd szekvenalast hasznaltak,
az egyik ilyen sokat hasznalt eljaras az Edman szekvenalas volt. A modszer limitacioi, valamint
a tomegspektrometria fejlddése miatt manapsag a proteomikai vizsgalatokhoz széles korben
tomegspektrométert hasznalnak.''!

Hagyomanyos vizsgalat. A tradicionalis tomegspektrometria (MS) alap eljarassal
hosszu éveken keresztiil végeztek proteomikai vizsgalatokat. Az eljaras soran a fehérjéket
kétdimenzids gélelektroforézissel elvalasztottak egymastol, majd az egyes fehérjefoltokat
kivagtak a gélbdl és enzimatikus emésztésnek vetették ala. Az igy kapott peptidkeveréken
tandem tomegspektrometrids (MS/MS) vizsgalatot végeztek, majd adatbaziskeresés
segitségével azonositottak a fehérjéket. '®

A kétdimenzids gélelektroforézishez pl. poliakrilamid gélt hasznaltak. Az elsé dimenzios
elvalasztds soran a mintat egy olyan gélen futtattdk meg, melyben pH gradiens van, a fehérjék

elérve az izoelektromos pontjuknak megfelelé pH-t az elektromos térben nem mozdultak

tovabb. Majd az elsére merdleges iranyban Ujabb futtatast végeztek natrium-dodecil-szulfat

8
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tartalmu gélen. Amennyiben denaturalt (redukalt, alkilalt) fehérjén végezték az elvalasztast,
akkor tdmeg szerinti elvalast érhettek el.!'!

Ennek a gélalapu eljarasnak igen fontos korlatai vannak, pl. komplex minta esetében a
fehérjék nem valnak el egymdstél megfeleld6 mértékben, alacsony reprodukalhatosag,
idéigényesség, igy mara ez az eljaras hattérbe szorult.!']

Modern vizsgalat. Napjainkban szdmos vizsgalati technika, kiillonb6z6 késziilékek,
ionizacids technikdk, képalkotd eljarasok dallnak a szakemberek rendelkezésére. A mi
kutatasunk soran ,,shotgun’ proteomikai vizsgalatot végeztiink, azaz komplex minta fehérjéit
olyan modon azonositottuk, hogy a minta fehérjéit oldatban elemésztettiik, és a keletkezett
peptidek alapjan hatdroztuk meg a mintaban talalhat6 fehérjéket. Az ilyen fajta vizsgalatokban
a minta komplexitasanak csokkentésére gyakran alkalmaznak nanoUHPLC-t, ennek a legfébb
kiilonbsége a hagyomanyos nagy teljesitményti folyadékkromatografokkal (HPLC) szemben,
hogy nL/perc aramlasi sebességgel dramoltatjdk az eluenst. A kisebb aramlasi sebességnek
koszonhetden joval nagyobb ionizacids hatasfok érhetd el a tomegspektrométerben. A
hatékonyabb elvalasztds érdekében a kolonnatdltet szemcséinek atmérdje kb. 1,5-3 um, ez
azonban jelentds nyomadsesést okoz, ezért sziikséges a hagyoményos HPLC-nél nagyobb
nyoméson miikddé UHPLC.!!> 17!

Az LC-vel valo kapcsolas nem egyediil azért eldnyos, mert hatékony elvalasztas érhetd
el vele, hanem mivel online kapcsolhaté a tomegspektrométerrel, igy automata injektort
hasznalva egyszerlibb a mintabevitel és a bevitt mintamennyisége is jobban reprodukalhato.

Proteomika kihivasai. A proteomika tudoménya bar rendkiviil dinamikusan fejlddik,
napjainkban is szamos kihivassal néznek szembe a kutatok. Az egyik ilyen, hogy egy mintaban
a fehérjék koncentracioja széles tartomanyban valtozhat, igy a nagy mennyiségben jelenlévd
fehérjék elnyomjak a kis mennyiségben jelenlévok jelét az MS mérés soran. Tovabbi nehézség,
hogy bizonyos fehérjék oldatba vitele nehéz. A PTM-ek kis mennyiségli jelenléte, egyes
esetekben labilis mivolta, nehezebb ionizalhatdosdga miatt szintén nagy kihivast okoz ezek

vizsgalata.l!? ¢

2.2.1. Tomegspektrometria alapu proteomika

A tomegspektrométerek hdrom f6 egységbdl allnak: ionforras, analizator és detektor. Az
ionforras gaz halmazallapota ionokat képez a mintabdl, majd az analizator tomeg/toltés (m/z)
szerint elvalasztja 6ket és a detektor az ionok mennyiségével aranyos jelet képez.!"”!

Ionforras. A fehérjék és peptidek vizsgalatara a lagy ionizéacios technikék alkalmasak,

mely sordan nem, vagy csak csekély mértékii fragmentacido kovetkezik be. Ilyen ionizacids



Karvaly Krisztian Mérk - TDK dolgozat Irodalmi attekintés

technikdk példaul az elektrospray ionizacio (ESI) vagy a matrix segitett 1ézer deszorpcio,
ionizacido (MALDI). Az ESI ioniz4ci6 sordn a minta egy vékony fém kapillarison keresztiil jut
a késziilékbe, melyre nagyfesziiltséget kapcsolnak, eldsegitve a porlasztast és az ionok
képzddéseét. A cseppek képzddésének ¢€s a benniik 1évé oldoszer elparologtatisanak
elésegitésére meleg porlasztogdzt (pl. N,) is alkalmaznak. Ezen ionizaciés modszer
alkalmazasakor jellemzden tobbszords toltésti ionok képzddnek. Az ESI 1égkdri nyomason
miikodik, igy HPLC-vel kapcsolhatd, ami rendkiviil megkonnyiti a mintabevitelt. "

A MALDI ionforrashoz a mintat 6sszekeverik nagy mennyiségii olyan matrixszal, mely
az alkalmazott 1ézer hulldamhosszan nagy mértékben abszorbeal fényt. A kikristalyositott minta-
matrix elegyet lézerfénnyel besugdrozva a matrix felmelegszik és ionizalddik, kozben
deszorbedlodik a mintaval egyiitt, majd gazfazisban a matrix atadja toltését a minta fehérjéinek,
peptidjeinek. A MALDI ionizacié sordn létrejové ionok foként egyszeres toltéssel
rendelkeznek.['> V]

Analizator. A proteomikaban négyféle analizator terjedt el: kvadrupol (Q), repiilési 1d6
(TOF), Orbitrap (OT), Fourier-transzfomacios ionciklotron rezonancia (FT-ICR). A Q
analizator négy parhuzamosan elhelyezett fémridbol all, amelyekre radidfrekvenciat és
egyenaramot kapcsolnak, ezen terek valtoztatdsa alkalmas meghatarozott m/z értékli ionok
kivalasztasara. A TOF analizator alkalmazasa soran nagy, azonos kinetikus energidra gyorsitjak
az ionokat, majd ezek kell6 hosszusagu utat megtéve m/z alapjan szeparalddnak, mivel a
repiilési idejiik az m/z értékiikkel aranyos. Az FT-ICR analizatorban szupravezetd magneses tér
¢s elektrosztatikus tér segitségével korpalydra kényszeritik az ionokat, majd az igy indukalt
fesziiltség alapjan Fourier-transzformacioval nyerik ki a tomegspektrumhoz sziikséges
informaciot. Az OT ugy mikodik, mint FT-ICR csak nem szupravezeté magnessel, hanem
radiofrekvencias és egyenaramu tér segitségével kényszeritik kormozgésra az ionokat.!'* 1!

Tandem tomegspektrometria. MS/MS méréssel a peptidek szerkezetérdl részletesebb
szerkezeti informacid nyerhetd. Ennek alapja, hogy az ionizaci6 soran képzddott prekurzor
ionokat m/z alapjan elvalasztjak, majd a kivalasztott prekurzor ionok belsé energidjat
megnovelve az iitkozési cellaban fragmentalodnak és az igy keletkezett fragmens ionokat m/z
alapjan elvalasztjak és detektaljak.

A prekurzor ionok fragmentalasat példaul végezhetik iitkdzés indukalt disszociacio
(CID), elektron befogasos disszociacio (ECD), elektron transzfer disszociacio (ETD) révén. A
CID gerjesztésnél az ionokat elektromos erétérben gyorsitjak, majd valamilyen inert gazzal (pl.

He, Ar, N,) iitkoztetik, igy kinetikus energidjuk egy része belsé energia novelésre forditodik,

10
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aminek hatasara az ionok fragmentalodnak. Az ETD gerjesztésnél anionnal, az ECD
gerjesztésnél elektronnyalabbal iitkdztetik az ionokat.!!* ")

Az egyes gerjesztések altal szabalyszertien torténik a fehérjék/peptidek fragmentacioja.
A kutatds soran altalunk is hasznalt CID gerjesztés soran féleg b-, y-ionok (1. dbra),
immonium-ionok és belsé ionok keletkeznek. Az ECD és az ETD gerjesztésnél c-, z-ionok

(1. abra) képzdédnek. Utobbi gerjesztési modszerek PTM vizsgalatanal elonydsek, ugyanis a

fragmentaci6 soran a PTM-ek nem hasadnak le.!'> *")
a b ¢
R, 0
) NH P
- \NH T \W)‘\ _-
0! Ry
Xy iz

1. abra Peptidek fragmentacios mintazata

MS/MS mérési médszerek. A ,shotgun” proteomikaban kétféle MS/MS mérési modot
hasznalnak, az adatfiiggét (DDA) és az adatfiiggetlent (DIA). A DDA mérési modban a
kromatografias oszloprol elual6édo mintarészletrdl (tipikusan 50-200 ms) a miiszer felvesz egy
MS spektrumot, majd adott ideig a legintenzivebb ionokrél MS/MS spektrumot vesz fel vagy
pedig elére megadott szdmu legintenzivebb ionrol készit MS/MS spektrumot. A DIA mérési
modd soran a teljes tomegspektrum vizsgalatra keriil ugy, hogy az elsé tomegspektrumot a
miszer meghatarozott szamu m/z tartomdnyra osztja fel, majd ezeken a tartomanyokon beliili
peptidionokat fragmentalja és veszi fel roluk az MS/MS spektrumokat.'?

A DDA mérési modban a kis intenzitasban eléforduld peptidekrdl nem torténik MS/MS
felvétel, valamint a modszer reprodukalhatdséaga is kisebb, mint a DIA mérési médban. A DIA
mérési mod elonye, hogy nem vész el informéacido az MS/MS spektrumbol, és igy barmikor
visszakereshetd. Ugyanakkor egy MS/MS spektrum tobb prekurzor ion fragmenseit
tartalmazza, 1igy komplexebb, ezért nehezebb azok kiértékelése. Tovabba igy
infromacidgazdagabb egy-egy MS/MS spektrum, ezért tobb tarhelyet foglal. A DIA mérések
értékeléséhez sok esetben spektrumkonyvtarakra tdmaszkodnak, mely akar késziilhet
ugyanazon mintatipus DDA méréseibdl is. Kutatasunk soran a moddszerfejlesztésekhez, a
prosztatametszetek foszfoproteomikai frakciojanak vizsgdlatira DDA mérési moédot, a
prosztatametszetek proteomikai frakcidjanak vizsgalatdhoz DIA mérési modot hasznaltunk. !

Peptidek azonositasa. Manapsag ,,shotgun” proteomikaban leggyakrabban ugy végzik a

peptidek azonositasat, hogy online adatbazist hasznalnak, mely adott fajban azonositott
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fehérjék szekvencidjat tartalmazza. Ezeken a fehérjéken ,,in silico” (szamitogép altal szimulalt)
emésztést végeznek, a megadott enzimmel, ezt kdvetden a szoftver a beallitott tdmegspektro-
méter paramétereinek megfelelden general MS/MS spektrumokat. Az igy kapott spektrumokat
Osszehasonlitja a mért spektrumokkal. Az 6sszehasonlitaskor az egyezések mértékét a szoftver
pontszammal jellemzi és a legjobb pontszamot elérd peptid-spektrum egyezést tekinti
azonositottnak. Hatranya, hogy olyan fehérjéket, amik nincsenek benne az adatbazisban, nem
tudnak azonositani. Tovabba a nagy keresési tér miatt csokken a helyes talalatok valdsziniisége.
Utobbi hatdsat egyrészt ugy tudjak csokkenteni, hogy egyszer lefuttatjak a keresést a mért
spektrumokon egy nagyobb adatbazist hasznalva, majd utdna az azonositott peptidekhez tartozé
fehérjéken ismét lefuttatjdk a keresést. Tovabba a keresésénél paraméterek (pl. kihagyott
hasitasi helyek szdma, PTM-ek szama) szdmanak csokkentésével is lehet a keresési tér méretét
csokkenteni.! !

Emellett 1étezik még a ,,de novo” szekvenaléas, amikor adatbazis nélkiil az MS és MS/MS
tomegspektrumok alapjan szoftver vagy manudlis értékelés segitségével azonositjak a
peptideket. Ennek hatranya, hogy nagy felbontast spektrumokat igényel.!'”!

Fehérje azonositasa. A ,shotgun” proteomikai vizsgalatok soran altaldnosan bevett
szokas, hogy egy fehérjét akkor tekintenek azonositottnak, ha legalabb két olyan egyedi
peptidje megbizhatdéan azonositott, melyek a hasznalt adatbazison beliil csak az adott fehérje

adott enzimatikus emésztésével allithato el6.

2.2.2. Tomegspektrometria alapu proteomikai munkafolyamat

Egy proteomikai vizsgalatnak szamos célja lehet, pl. egy-egy intakt fehérje
karakterizalasa, PTM-ek, szerkezet meghatarozésa, vagy komplex bioldgiai minta (pl.
testfolyadék, szovet, sejt) minél részletesebb feltérképezése. Attdl fliggden, hogy mi a célja a
vizsgélatnak, mas-mas mintael6készités, miiszerezettség, méréstipus sziikséges.”! A fehérjéket
a tomegspektrometria alapti proteomika keretében harom megkdzelités szerint vizsgalhatjak,

ezeket az 2. abra szemlélteti.
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2. abra Kiilonbozo proteomika megkozelitések fehérjék vizsgalatara. Az abra BioRender
haszndlataval késziilt

» Top-down” megkozelités. Ennek soran a mintaban 1évd intakt fehérjéket juttatjak be a
tomegspektrométerbe. A modszer egyetlen fehérje, vagy kis komplexitdsu fehérjekeverék
vizsgalatara hasznalhato. Utdbbi esetben elvalasztastechnikai modszerekkel csokkentik a minta
komplexitasat, erre alkalmasak a kiilonb6z6 folyadékkromatografias technikak (pl. forditott
fazisu, hidrofob kolcsonhatason alapuld, ioncsere kromatografia), gélelektroforézis és kapillaris
elektroforézis. Mivel az intakt fehérjét vizsgaljak, ezért kozel 100%-os a szekvencialefedettség,
igy a fehérje proteoformainak és PTM-jeinek azonositdsa teljesen megbizhato, emellett olyan
informacio is nyerhetd a fehérjérdl, amely mas megkozelitési modszereknél elveszne (pl.
PTM-ek kdlcsonhatasa). A méréshez nagy felbontasu MS sziikséges, ilyen a TOF MS, FT-ICR
MS, Orbitrap MS.[21-2]

A modszer hatranya, hogy a sziikséges bonyolult miiszerezettség nagy szakértelmet
igényel, a fehérje vizsgalati tomegtartomanya limitalt, tovabba komplex biologiai mintdk nem
vizsgéalhatdak ilyen modon.?! %3

»Bottom-up” megkozelités. Ilyen vizsgalat sordn a mintaban 1év6 fehérjéket peptidekké
emésztik, majd az igy keletkezett kb. 7-20 aminosavbol allo peptideken végeznek MS/MS
mérést. Az emésztés eredményeként nagyszdmu peptid képzddik, ezért az MS mérést
megeldzden elvalasztastechnikai modszerrel csokkentik a minta komplexitasat, erre alkalmas
az MS-sel kapcsolhat6 kapillaris elektroforézis, vagy HPLC. A peptideken végzett folyadék-
kromatografids elvalasztas hatékonyabb, mint a fehérjéken végzett. Az MS méréshez
leggyakrabban alkalmazott elrendezések az ESI-OT MS, az ESI-QTOF MS. A modszer nagyon
érzékeny, mivel a keletkezd peptidek kisebb tomegiiek és kevesebb toltésallapotot vehetnek fel,
mint a kiindulasi fehérjék. A modszer egy fehérje (célfehérje), valamint komplex biologiai

minta vizsgalatara is alkalmas. Hatranya, hogy az emésztés soran keletkezd tobb ezer peptidbdl
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a minta komplexitdsa miatt nem mind keriil azonositdsra. A nem megfeleld
szekvencialefedettség esetén nem lehetséges a fehérje Osszes PTM-je és proteoformainak
azonositasa.?! 3!

A ,shotgun” proteomika a ,,bottom-up” proteomikdnak egy specialis fajtaja, amikor
komplex bioldgiai mintat vizsgalunk ,,bottom-up” megkozelitéssel.!'”) A kutatasunk soran mi is
ezt a vizsgalati modszert hasznaltuk.

wMiddle-down” megkozelités. Kivitelezése olyan, mint a ,,bottom-up” annyi kiilonbség-
gel, hogy ez esetben nem teljes, hanem csak részleges emésztést végeznek és az igy keletkezett
hosszabb (20-100 aminosavbol allo) peptideken végeznek MS/MS vizsgalatot. A modszert
egyfajta koztes megoldasként talaltak ki, hogy a ,,top-down” és a ,,bottom-up” mddszer elényeit

egyesitsék, hatranyait kikiiszoboljék. ! 2%

2.2.3. Kvantitativ proteomika

Legtobbszor a fehérjek mindségi meghatarozasa mellett azok mennyiségi meghatarozasa
is fontos, amely révén akar azonositani lehet potencialis marker molekuldkat, jobban
megérthetdk a bioldgiai folyamatok, illetve dsszehasonlithatd kiilonb6zd kezelések hatasa. A
kutatds céljatol fiiggben a kiilonbozé mintdkban 1évo fehérjék relativ és abszolut
koncentraciojat is meghatarozhatjak.!'> 2%

A kiilonb6z6 mintadk fehérjéinek kvantifikdlasara stabil izotoppal torténd jeldléses €s
jelolésmentes technikakat fejlesztettek ki. A stabil izotopos jeldlés 1ényege, hogy a kiilonb6z6
mintakat valamilyen mddon izotdpjeldléssel latjak el. Ez példaul torténhet ugy, hogy sejtkultura
esetében olyan tdpanyagot hasznalnak, mely izotopdusitott, vagy a mintaelOkészités soran
emésztés elott vagy utdn a fehérjére/peptidre jeloldcsoportot kotnek. A jelolést kovetden a
mintdkat Osszekeverik, majd a mintael6készitést ¢s a HPLC-MS/MS mérést az igy kapott
keveréken végzik. Emellett végezhetik a kvantifikalast jelolésmentes modszerekkel, melynek
lényege, hogy a teljes mintaelokészitést az Osszes mintan kiilon-kiilon elvégzik, majd az
el6készitett mintakon egymas utan végzik el a HPLC-MS/MS mérést.'> ]

A jelolésmentes modszer eldnye, hogy egyszeriibb a mintaeldkészités, olcso, és korlatlan
szamu minta vizsgalhat6 ilyen modon. Ugyanakkor a mérések variancidja nagyobb, mint a
jeloléses modszerek esetében, a mintdkon kiilon-kiilon végzett mintaeldkészités miatt. Tovabbi
hatranya a jelolésmentes modszernek, hogy nagyon stabil HLPC-MS/MS rendszert igényel,
tovabba abszolut mennyiségi meghatarozasra nem alkalmas.!'? 2% >

A kutatas soran altalunk is hasznalt jelolésmentes modszernél a mintak kozotti relativ

fehérje koncentracié meghatarozasa torténhet a prekurzor peptidion kromatografias csucs alatti

14



Karvaly Krisztian Mérk - TDK dolgozat Irodalmi attekintés

teriiletének 0Osszehasonlitasdval vagy a peptidekrdl felvett MS/MS spektrumok szama

alapj él’l.“z’ 24,25]

2.3. Szilardfazisu extrakcio (SPE)

A szilardfazisu extrakcio (SPE) egy elvalasztastechnikai miivelet. Alapja, hogy egy minta
kiilonbozdé komponensei vagy megoszlanak egy allo6fazis €s egy oldat kozott, vagy az oldatbol
kiilonbozo erdsséggel adszorbedlodnak az allofazisra. A modszert a proteomika mellett szamos
teriileten, pl. kornyezet-, vagy gyogyszeranalitikdban, ipari vizsgalatokban, gyogyaszati,
bioldgiai vizsgalatokndl hasznaljak, ugyanis egyszeri, gyors és kevés szerves oldoszert igényel.
Célja tobbek kozott pl. a minta szennyezOktdl valdé megtisztitasa, extrahalas, frakcionalas,
dusitas.[?0-28

Az MS alapt ,shotgun” proteomikdban a HPLC-MS/MS mérést megel6zden
mindenképpen sziikséges egy megfeleld tisztitd eljarads alkalmazéasa annak érdekében, hogy
eltavolitsuk a szennyezoket, amelyek akar a bioldgiai mintabol, akar a mintaeldkészitésnél
alkalmazott reagensekbdl szarmazhatnak. A szennyezOk akadalyozhatjdk a mérést, vagy
rosszabb esetben kérosithatjak a miiszert. Megfeleld tisztito eljaras alkalmazasaval novelhetd a
mérések reprodukalhatosaga, az azonositott peptidek szdma, valamint csokkenthetd a miiszer

karbantartaséara forditott id6 és koltség.!* >0l

2.3.1. SPE lépései

Az allofazis és az alkalmazott oldatok megvalasztasara szamos lehetdség van. A
kereskedelmi forgalomban kaphat6 allofazisok eltérnek a tdltet mennyiségében (kolonna,
pipettahegy), az elvalasztds mechanizmusaban (pl. London kolcsonhatas, dipolus-dipolus
kolcsonhatas, hidrogénkotés, n-n kolcsonhatas, elektrosztatikus kdlcsonhatas), a rajtuk torténd
oldat atdramoltatas technikajaban (vakuummal vagy centrifugalassal), tovabba abban is, hogy
online vagy offline modban alkalmazhatoak-e. Ugyanakkor altalanosan mindegyik SPE
modszer a kovetkezd 1épéseket tartalmazza, ' *-3%!

Elészor a mintafelvitelhez megfeleld allapotba kell hozni az allofazist, melynek elsd
1épése az aktivalas, amit altaldban kdzepes elucids erdsségli oldoszerrel végeznek. Ennek
hatasara az allofazis funkcidscsoportjai ugy koordinalodnak, hogy majd a mintafelvitelkor azok
alkalmasak legyenek a lehetd legerdsebb kolcsonhatés kialakitasara a tisztitandd komponens-
sel. Ezt kovetheti egy mosdsi 1épés, amely soran az all6fazison esetlegesen jelenlévd
szennyezOket tavolitjak el. Majd kovetkezik az equilibralas, ekkor a mintafelviteli oldattal

azonos Osszetétell oldattal kezelik az allofazist, igy az a mintafelvitelhez sziikséges allapotba
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keriil.*" Utdna felviszik az 4ll6fizisra a mintat alacsony elucids erdsségli olddszer(elegy)
segitségével, ekkor a célkomponensek és a nem specifikusan k6tédé komponensek kotddnek
meg az alloéfazison. Ezt koveti a mosasi 1épés, melynek célja az allofazison nem specifikusan
megkotddott szennyezok eltavolitdsa. Végiil az allofazison megkstddott célkomponenseket
nagy elucids erdsségili oldoszerrel eludljak.’”) Az elébbiek osszefoglalasat a 3. abra
tartalmazza.

Peptidkeverékek tisztitdsara 4altalanosan forditott fazisi SPE (pl. C,g-csoporttal
modositott szilika allofazis) alkalmazhatd. Forditott fazis alkalmazésa esetén a mintafelvitelt

vizes kdzegben, mig az ellciot magas szerves olddszert tartalmazo kozegben végzik. [+ 3032

Aktivalas, /» Mintafelvitel Mosas Elualas

"~

N0
22

Equilibralas

A

2z

a7

=~
allotazishoz nem allotazishoz nem tisztitott
kotédo szennyezd specifikusan peptidkeverék

kotodo szennyezd

3. abra Szilardfazisu extrakcio lépései

2.3.2. Peptidek SPE tisztitasanak hatékonysagat befolyasolo tényezok

Egy SPE modszer hatékonysagat szamos tényezd alapvetden meghatarozza, pl. az
allofazis tipusa és alkalmazott oldoszerrendszer, valamint megfeleld koriilmények megvalasz-
tasaval (pl. ionparképzés, hémérséklet, inkubalas) finomhangolhaté a modszer a nagyobb
visszanyerés €s azonositas érdekében.

Alléfazis tipusa. Az allofazis feliiletének kémiai tulajdonsagai jelentés mértékben befo-
lyasoljak a retencido mértékét. Emiatt azonos koriilmények kozott azonos vegyiileteken végzett
SPE esetében pl. a HLB (N-vinil-pirollidon és divinil-benzol kopolimer) és a Cig (C;g-
csoporttal modositott szilika) all6fazisok mas mértékii retencidt biztositanak. Tovabba az

elvalasztas hatékonysagat a funkcionalizalt all6fazisoknal (pl. alkil-csoporttal modositott
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szilika) a feliilet funkcionalizalasdnak €s a funkcionalizalas utdn megmarado szilanol csoportok
szubsztiticidjanak modja, valamint a funkcionalizadlds mértéke is befolyasolja. Ezért
lehetséges, hogy két kiilonbdzd gyartd C,q SPE allofazisa eltéré hatékonysaga. ! 272

Mintafelviteli oldészer osszetétele. A legtobb peptid savas karakterii, izoelektromos
pontjuk (IP) altalaban 2-5 ko6zotti, pH < 2 oldatot hasznélva a bazikus oldallanct aminosavak
bazikus csoportja protonaldodik. Amennyiben olyan ionparképzé reagenst hasznalnak, ami
képes protonalni ezeket a bazikus csoportokat és emellett hidrofob lancot tartalmaz (pl. ecetsav
(AA), trifluor-ecetsav (TFA), heptafluor-butdnsav (HFBA)), akkor forditott fazisi SPE-nél
novelhetd a peptidek retencidja. A mintafelviteli oldathoz 0-20%-ban szerves oldoszert (pl.
acetonitril (ACN), metanol (MeOH)) adva eldsegithetd az analit—allofazis kozotti megfeleld
kolcsonhatas kialakulésa.*”

Minta—allofazis aranya. Amennyiben tul sok a minta az allofazis kotési helyeihez
képest, akkor a mintdban 1évd peptidek egy része nem fog megkotddni az allofazison, igy
elveszik a mintdnak azon része. Ha pedig az el6bbivel forditott eset all fenn, akkor az analit egy
része permanensen fog az all6fazishoz kotédni. !

Inkubalas, keverés. Mintafelvitelkor és elucidkor az allofazis oldoszerrel valod
inkubalasaval, valamint, méretétdl €s kialakitastol fliggden, felkeverésével eldsegithetd a minta
allofazis kotéhelyeihez valé kapcsolodasa, illetve onnan torténd lemosasa. !

Hoémérséklet. Alacsonyabb homérsékleten erésebb, magasabb homérsékleten gyengébb
kolesonhatéas alakul ki az allofazis és az egyes komponensek kozott. Ezt oly modon lehet
kihasznalni, hogy mintafelvitelkor alacsonyabb, eltciokor magasabb homérsékletli oldoszert
hasznalnak, igy a lehetd legerdsebben megkotddnek a komponensek, ugyanakkor a lehetd
legnagyobb mértékben tudjak elualni azokat.* 3!

Eluens mennyisége, mindsége. Az elucios Iépésben a cél, hogy az allofazisrol az azon
megkotddott peptidek lehetd legnagyobb részét lemossak. Egyrészt nagy elicios erdsségli
eluenst alkalmaznak, ehhez 70-100%-ban (hidrofil peptidekhez kisebb, hidrofob peptidekhez
nagyobb mennyiségben) szerves olddszert (pl. ACN, MeOH) kell tartalmaznia. Tovabba olyan
komponensre is sziikség lehet, amely csokkenti a peptidek ionparkdlcsonhatasat az allofazissal.
Ehhez olyan karbonsavakat hasznalnak, mellyel a mintafelvitelhez hasznalt karbonsavhoz
képest kevésbé hidrofil jelleghi (pl. a mintafelvitelhez HFBA-t alkalmaztak, akkor elicios
oldathoz TFA-t érdemes adni). Masrészt megndvelhetik az eluens mennyiségét, ekkor ugyan
tobb peptid mosddik le az allofazisrol, viszont az eludtum mennyisége is megndvekszik, ami
miatt mintaveszteség léphet fel, mert a megnovekedett térfogati oldat nagyobb feliileten

érintkezik az eppendorf-csdvel, tovabba az altaldban ezt kovetd beparlasnal is nagyobb
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valoszintiséggel 1éphet fel tovabbi mintaveszteség. Harmadrészt, ha nem egy, hanem tobb

1épésben viszik fel ugyanazt az eluens mennyiséget, akkor hatékonyabb eluci6 érhetd el.*”

2.3.3. Peptidek SPE tisztitasi lehet6ségei

Mivel az SPE gyors, aranylag olcso, ezért a proteomikaban széles korben alkalmazzak
mintaelOkészitéseknél peptidkeverékek tisztitasara, sotalanitasara. A 2. tablazatban Ossze-
gyljtottem néhdny, a szakirodalomban kordbban alkalmazott SPE mddszert. A szakirodalmi
modszerek foként a mintafelviteli és az elicids pufferben térnek el, ugyanakkor az elucios

pufferek tekintetében a legvaltozatosabbak.

2. tablazat Szakirodalomban hasznalt peptid SPE tisztitomodszerek

Co , o Osszetétel
Allofazis Minta mennyisége - — ——
Mintafelviteli puffer Elucios pufter
Merck ZIPTIP® C,q 0,1 V/V% TFA +
SPE pipettahegy!*’! 50 V/V% ACN +
50 tina fehérj 0.1 VIV% TFA + 50 V/V% H,0
retina fehérje
He ! 100 V/V% H,0 02
Thermo SOLAY™ 100 V/V% MeOH
SPE HRP tanyér!**
C,g MicroSpin L 0,1 V/V% TFA +
;4 50 pg tiiddszovet 0,1 V/V% TFA +
kolonna**! - 80 V/V% ACN +
fehérje 100 V/V% H,0
20 V/V% H,0
ZipTipp Cyg 50 V/V% ACN +
ipetta hegy*! 50 V/V% H,0
pipetta hegy 0,75-5 g 1 V/V% AA + o
és
emberi nyal 99 V/V% H,0
80 V/V% ACN +
20 V/V% H,0
Oasis HLB pElution emberi plazmabol . 80 V/V% ACN +
e 36] . 100 V/V% H,0 .
tanyér! 150 pg fehéje 20 V/V% H,0

2.4. Foszfoproteomika

A foszfoproteomika a proteomikanak azon aga, amely a foszforilacid vizsgalatdval
foglalkozik. A foszforilaci6 soran az ATP-r6l egy foszfatcsoport, a kindz enzimek
kozremiikodésével, valamely aminosav oldallancdhoz kapcsolddik pl. foszfatészter-,
foszfoamidat-, vagy foszfokarboxilat-kotéssel. A folyamat reverzibilis, az elébbivel ellentétes
folyamat a defoszforilacio, melyet a foszfatdz enzimek végeznek. Foszfatcsoport beépiilése
szerinen (Ser) a leggyakoribb, ennél joval kevésbé gyakori treoninon (Thr) és még kevésbé

gyakori tirozinon (Tyr), relativ ardanyuk Ser:Thr:Tyr = 11,2:2,5:1.57) Ezekhez képest joval
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ritkabban cisztein, lizin, hisztidin, arginin, aszparaginsav, glutaminsav oldallancara is beépiilhet
foszfatcsoport.!> 37 3]

A foszforilacionak jelents szerepe van pl. az egyed fejlodésében, novekedésében,
oregedéseben, az immunrendszer szabalyzasaban, igy érthetd, hogy vizsgalata nagyon fontos a

bioldgiai folyamatok megértéséhez.!> %

2.4.1. Foszfoproteomika kihivasai

A foszforilacio vizsgalta szamos kihivast allit a kutatok elé. A tomegspektrometrids
mérésnél egyrészt ionszupresszid kovetkezhet be két ok miatt: /) a foszforilalt peptidek
(foszfopeptidek) kisebb mennyiségben fordulnak el6 a nem foszforilaltakhoz képest, 2)a
foszfoproteomikai vizsgalatoknal is pozitiv ionizacidés modban végzik a mérést, a
foszfatcsoport savas karakterli, igy nehezebben vesz fel protont, azaz a foszfopeptidek
ionizalasa nehezebb, mint a nem foszforilaltaké. Masrészt DDA mérési modban (részletesebben
2.2.1. alfejezet) a nagyobb mennyiségben jelen 1évé, nem foszforilalt peptidekrdl késziil

elsésorban MS/MS felvétel. Ezek a problémak ugy mérsékelhetok, ha a HPLC-MS/MS mérést

crer

peptidekhez képest, ugynevezett disitast végezve. 1*!

2.4.2. Foszfopeptid dusitasi lehetoségek

A foszfoproteomikai vizsgalatok dontd tobbségét ,,bottom-up” moddszerrel végzik. A
mintaeldkészités soran meg kell ndvelni a foszfopeptidek relativ mennyiségét a mintaban, ezt
végezhetik fehérje szinten, vagy peptid szinten, mindegyik kivitelezési mdédnak megvannak a
maga elonyei €s hatranyai, ugyanakkor a peptid szinten torténd dusitas terjedt el szélesebb
korben. Az erre kifejlesztett modszerek koziil néhanyat a 3. tabldzat tartalmaz. Azokat a
modszereket, melyek kevésbé specifikus kolcsonhatason alapulnak (pl. elektrosztatikus,
hidrofil interakcios), frakciondldsra, amelyek specifikusabb kolcsonhatason alapulnak (pl.
antigén-antitest, Lewis sav-bazis), affinitas dusitasra hasznaljadk. Mind a frakcionalési, mind az
affinitds dusitasi eljarasok kivitelezhetok online és offline modban, ugyanakkor altalaban a
frakcionalasi eljarasokat online, mig az affinitdsi dusitasi eljarasokat offline modban szoktak

hasznalni.?% 4"
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3. tablazat Példa foszfopeptid frakcionalo, dusito modszerekre és azok elvére

Modszer
- Elvalasztas elve
neve célja

Er6s anioncseréld Az allofazis feliiletén pozitiv toltésti bazikus csoportok

(SAX)38-401 kolcsonhatnak a semleges-lugos kdzegben negativ toltésii
peptidekkel. A foszfopeptidek a legnegativabb toltésiiek.

Er6s kationcseréld Az allofazis feliiletén 1€év6é deprotonalt savas csoportok

(SCX)38-401 kolcsonhatnak a savas kozegben pozitiv  toltési
peptidekkel. A foszfopeptidek a legkevésbé pozitiv
toltéstiek.

Gyenge Az elve ugyanaz, mint a SAX esetében csak az allofazis

anioncseréld feliiletén nem erdsen, hanem gyengén bazikus csoportok

(WAX)!'2) vannak, igy a pH valtoztatdsaval befolyasolhatd az
allofazis feliiletének protonaltsaga.

Gyenge Az elve ugyanaz, mint a SCX esetében csak az allofazis

kationcser¢ld feliiletén nem erdsen, hanem gyengén savas csoportok

(WCX)!?! Frakcionalas |vannak, igy a pH valtoztatidsaval befolyasolhatdé az
allofazis feliiletének protonaltsaga.

Hidrofil interakcios Az allofazis feliiletén egy vizben gazdag réteg alakul ki, a

kromatografia komponensek megoszlanak a hidrofilitds alapjan a

(HILIC)!?- 401 szerves oldoszer és a vizben gazdag feliilet kozott (a
foszfopeptidek a foszfatcsoport miatt hidrofilebbek, mint
a nem foszforilalt peptidek).

Elektrosztatikus Az allofazis ioncseréld csoportokat tartalmaz, a

taszitas—hidrofil mozg6fazis viz-szerves oldoszer elegye, az allofazis

interakcids feliiletén egy vizben gazdag réteg alakul ki. Kevés viz

kromatografia jelenlétében az  analit-allofazis  kozott  hidrofil

(ERLIC)!* 37 kolcsonhatds a domindns, tobb viz jelenlétében az
allofazissal azonos toltésti komponensek elektrosztatikus
taszitasa valik dominanssa.

Immun- Antitest—antigén kdlcsonhatas.

precipitaciol**!

Immobilizalt fém Szilard fazisban 1évé helyhez kotott fémionokkal

affinités kolcsonhatnak a folyadékfazisban 1év0 negativ toltésii

kromatografia Dusitds  |foszfatcsoportok.

(IMAC)(3% %)

polyMAC!" Folyadék fazisban polimerhez kotott fémionokkal
kolcsonhatnak a folyadékfazisban 1évé negativ toltésii
foszfatcsoportok, majd a polimert kicsapjak.
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3. tablazat Folytatasa

Modszer
- Elvalasztas elve
neve célja
Phos-Tag!*"! IMAC elvével azonos. Az all6fazis agaroz gélhez kotott
Zn?*-t tartalmaz.

Fém-oxid affinitas Szilard  fazisban 1évé  protonalt  fém-oxidokkal
kromatografia kolcsonhatnak a folyadékfazisban 1évé negativ toltésii
(MOAC)!!? 38 foszfatcsoportokkal.

SIMAC El6szor egy IMAC utana egy MOAC dusitast végeznek.

Kicsapas szervetlen |  Dusitds  |A foszfopeptidek csapadékot képeznek Ca2'-, Ba®'-
ionokkal*®! ionokkal.

Hidroxi-apatit Ca;((PO,4)¢(OH), szelektiven koti a foszfopeptideket.
kromatografia

(H AP)[4()]

Kémiai A foszfopeptidekbdl valamilyen kémiai reakcid(sor)
modositas!*”) révén szarmazékot képeznek.

Akét legelterjedtebb modszer a MOAC ¢és az IMAC, a két mddszer elve hasonlo, pozitiv toltésii
allofazissal kolcsonhatnak a foszfatcsoportok. Ugyanakkor mig az IMAC komplexalt tobb
vegyértékli fémionokat, addig a MOAC fém-oxidokat tartalmaz. A frakcionalasi és dusitasi
eljardsok kombinacigjaval ugynevezett multidimenzidos eljardsokat is kifejlesztettek,
ugyanakkor ezek mintaeldkészitése tobb 1épésbdl all, ezért iddigényesebb és nagyobb
mintamennyiség sziikséges ezekhez. Kutatdsunk soran MOAC modszerrel végeztiink dusitast,
igy a kovetkez6kben ezt mutatom be részletesebben. !> 3]

Fém-oxid affinitas kromatografia (MOAC). A MOAC mddszerek allofazisa amfoter
fém-oxid, pl. TiO,, ZrO,, Ga,03, Fe;04, Al,O3. A TiO, terjedt el a legjobban, ugyanis ez

alkalmas egyszeresen ¢és tobbszorosen foszforilalt peptidek reverzibilis megkotésére, mivel a

crer

allofazis kapacitasa, specificitisa befolyasolhato 2401,

Mintafelvitelkor fontos, hogy a nem specifikus savas oldalldnct aminosavakat tartalmazo
nem foszforilalt peptidek allofazishoz valo kotddését meggatoljak. Amennyiben a mintafelviteli
oldat pH-jat gy valasztjak meg, hogy a savas oldallancu peptidek karboxilcsoportja ne tudjon
deprotonalddni, viszont a foszfatcsoport deprotonalt allapotban legyen, akkor az allofazissal
csak a foszfopeptidek tudnak kolcsonhatni. A legnagyobb szelektivitds eléréséhez az Osszes
savas oldallancu peptidnek protonalt formdban kell lennie, ehhez 1-1,5-nél kisebb pH

sziikséges.[*”! Mig a legnagyobb érzékenység eléréséhez az Osszes foszfatcsoportnak
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deprotonalt allapotban kell lennie, ehhez 3-3,5-nél nagyobb pH sziikséges.[*”) A gyakorlatban
az oldat pH-jat altalaban 2,5-2,7 kozotti értékre allitjak be, melyhez leggyakrabban TFA-t
szoktak hasznalni.*”) Emellett a mintafelviteli oldathoz adagolt ACN képes a hidrofob
kolcsonhatasok gatlasara, s6t ennek hatdsara a deprotonalt foszfatcsoportok és a protonalt
karboxilcsoportok szdma is megnd, igy javitva a dusitas szelektivitasat.*’! A nem specifikus
kolcsonhatasok kialakulasat olyan reagensekkel is gatolni lehet, melyek pK, értéke a
foszfopeptidek és a mintaban 1év6 nem foszforilalt peptidek pK| értéke kozott van. Erre példaul
g.[12,40]

a dihidroxi-benzoesav (DHB), szalicilsav, citromsav, ftalsav alkalma

Elacional az allofazis-minta kozotti  kolcsonhatds megsziintetésére  bazikus
koriilményeket alkalmaznak, erre lehet szerves (pl. pirrolidin), vagy szervetlen (pl. NH;) bazist
is haszndlni. Ugyanakkor, ha az eluciot kovetéen a HPLC-MS/MS mérés eldtt nem végeznek

tisztast, akkor az eluensnek MS kompatibilisnek kell lennie.'? *!

2.4.3. Foszfopeptidek tisztitasi lehetdségei

Amennyiben a dusitas elucids 1épésében alkalmazott eluens nem MS kompatibilis vagy
lehetséges, hogy az eluciés 1épésben még olyan szennyezok is jelen vannak az allofazison,
melyek zavarjak a HPLC-MS/MS mérést, vagy kart okoznak a miiszerben, akkor sziikséges egy
tisztitasi 1épés a HPLC-MS/MS mérés elott. A kutatas soran erre offline SPE-t hasznaltunk. A
szakirodalomban korabban ilyen célra alkalmazott eljarasokat a 4. tablazatban foglaltam Gssze.
A szakirodalomban a mintafelviteli pufferek, elucios pufferek tekintetében valtozatos

modszerek talalhatok.

4. tablazat Szakirodalomban hasznalt foszfopeptid SPE tisztitomodszerek

Osszetétel

Allofazis

Minta mennyisége

Mintafelviteli puffer

Elucios puffer

Sajat készitésti Cyg

SpinTip!*’!

Thermo Cg
Kolonna!**!

Sajat készitéstt HLB
SpinTip"*?!

1 pg patkany
simaizom
emésztmeény €s
HelLa triptikus
emésztmeény
foszfopeptidjei

0,1 V/V% HFBA +
100 V/V% H,0

0,1 V/V% TFA +
70 V/V% ACN +
30 V/V% H,0
¢s

0,1 V/V% TFA +
70 V/V% ACN +
30 V/V% H,0 és

2 V/V% H,PO, +
98 V/V% H,0

100 V/V% MeOH

Empore™ SDB-XC

extrakcios lemez!*!!

100 png HeLa sejvonal
foszfodusitasnak

alavetve

0,1 V/V% TFA +
0-4 V/V% ACN +
100-96 V/V% H,0

0,1 V/V% TFA +
80 V/V% ACN +
20 V/V% H,0
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4. tablazat Folytatasa

Co , . Osszetétel
Allofazis Minta mennyisége - — - —
Mintafelviteli puffer | Mintafelviteli puffer
PolyWAX 10 mM nétrium-
polimer gyenge 5 ug magzati szarvas- | metil-foszfonat + 1 V/IV% TFA+
anioncserél6!*”! marha szérum 30 V/V% H,0 + 9 V/V% H,0 +
70 V/IV% ACN 90 V/V% ACN
pH=2.0

2.5. Proteomika és foszfoproteomika szerepe a prosztatarak kutatasaban

A betegség kovetkeztében elhunytak esetén a fo haldlozasi ok a keringési rendszeri
megbetegedések utan a rosszindulati daganatos megbetegedések. ! A prosztatarak a daganatos
megbetegedésben szenvedd férfiak korében a vildgon a mésodik, az Eurdpai Unidban a
harmadik leggyakoribb eléfordulasa.** **!

A prosztatardknak tobb fajtdja ismert, a leggyakoribb tipus a prosztata sejtjeiben

4] Az életkor elérehaladtaval a prosztatarak

kifejlédd, igynevezett acinaris adenokarcindma.'
kialakuldsanak valdsziniisége jelentésen ndé*’), igy rendkiviil fontos olyan modszerek
kidolgozasa, melyek segitségével prognosztizalhatd a daganat kialakulasa ¢€s idejében
elkezdhetdek a sziikséges kezelések.

Manapsag a prosztatardk monitorozasara a prosztata specifikus antigén (PSA) vérben
mért szintjét alkalmazzak.'*”) A PSA a prosztata altal termelt fehérje, mely részben a véraramba
keriil. A PSA nem kelléen specifikus, ugyanis vérben mérhet6 szintje nem csak prosztatarak,
hanem pl. gyulladas, joindulatt prosztatamegnagyobbodas esetén is megvaltozik.!** *°), Emiatt
sokszor feleslegesen végeznek biopsziat, ezért Uj/kiegészitd diagnosztikai és prognosztikai
markerek azonositasa kulcsfontossagu.

A prosztatarak molekularis vizsgalata alapvetd fontossagu a tumor fejlédésének jobb
megértéséhez, ¢€s 10 terapids biomarkerek azonositasdhoz. Az elmult években szamos

tanulmany jelent meg a prosztatarak potencidlis diagnosztikai biomarkereir6].[% 3% 31!

2.5.1. Proteomika

2021-ben egy atfogd tanulmanyban foglaltdk Ossze a prosztatardk proteomikai
kutatdsainak eredményeit, kiemelve a leggyakrabban érintett bioldgiai folyamatokat, példaul a
sejtadhéziot, a citoszkeletalis valtozasokat, az RNS-feldolgozast, a telomerhosszabbitast,
valamint a metabolikus és jelatviteli Gitvonalakat>?). Egy korabbi vizsgalatban 75 olyan fehérjét

azonositottak szovet mintak elemzésével, amelyek expresszids szintje jelentdsen eltért a nem
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tumoros és a kiilonboz6 gradust tumoros mintak kozott.[*>) A rakos szdvetekben alulexpresszalt
fehérjék tobbsége sejtszervezddési funkcioval, mig a feliilexpresszalt fehérjék tobbsége

metabolikus folyamatokkal volt kapcsolatba hozhaté.*”]

2.5.2. Foszfoproteomika

Az orvosbiologia teriiletén jelenleg kiemelt figyelmet forditanak a kinaz jelatviteli

[53. 541 A prosztatarak

utvonalakra, mivel ezek potencidlis terapias célpontként szolgalhatnak.
jellemzésére foszfoproteomikai elemzéseket mar kordbban is végeztek, ami révén tobb
foszforilacidos eseményt Osszefiiggésbe hoztak a gydgyszerrezisztencidval €s a betegség
elérehaladasaval.”>~>% A prosztatarak kitjulasaval kapcsolatba hozott™' protein kinaz C

lambda (PRKCI) példaul human onkogénként azonositott fehérje, amely sziikséges a human

e yey
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3. Anyagok és Modszerek

3.1. Felhasznalt anyagok

Acetonitril (ACN, >99,9%): VWR Chemicals BDH®
Ammonia (NH3, 25%): Reanal
Ammonium-bikarbondt (NH,HCO3): Sigma-Aldrich
Citromsav vizmentes (CA): Sigma-Aldrich

Ecetsav (AA, 99%): Fluka

Etanol (EtOH, >99,7%): VWR Chemicals BDH®
Foszforsav-oldat (H;PO,4, 85 m/m%): Sigma-Aldrich
Glicerin: Sigma-Aldrich

Hangyasav (FA): Fluka

HeLa fehérje emésztmény standard (HeLa): Thermo Scientific
Heptafluor-butansav (HFBA): Sigma-Aldrich
Jod-acetamid (IAA, >99 %): Sigma-Aldrich

LC-MS tisztasagh viz (H,O): Sigma-Aldrich
LysC-Tripszin (MS tisztasagt): Promega Madison
Metanol (MeOH, >99,8%): VWR Chemicals BDH®
Natrium-citrat dihidrat (=299,5%): Sigma-Aldrich
RapiGest™ SF (RapiGest): Waters

Trifluor-ecetsav (TFA): Sigma-Aldrich

Tripszin (MS tisztasagl): Promega Madison

Xilol: VWR Chemicals BDH®

3.1.1. Felhasznalt mintak

A proteomika SPE tisztito modszerfejlesztéshez Hela sejtvonal triptikus emésztményét

(Thermo Scientific™) hasznaltuk, amely a proteomikdban egy gyakran alkalmazott standard

minta.

A foszfoproteomikai modszerfejlesztéshez hasznalt 24 db formalin-fixalt paraffinba

agyazott (FFPE) 10 um vastagsagut tiido adenokarcindma szovetmetszetet a Pécsi Tudomany

Egyetem Altalanos Orvostudomanyi Karanak Patologiai Intézete biztositotta. Etikai engedély

szama: 1V/2567-4/2020/EKU.
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A prosztatadaganat proteomikai vizsgalatdhoz hasznalt 3 db tumoros 2 um vastagsagu
FFPE prosztata metszetet a Duisburg-Essen Egyetem Orvostudomanyi Karanak Uroldgia

Intézete biztositotta. Etikai engedély szama: 21-9991-BO.

3.2. Modszerfejlesztés peptidek SPE tisztitasara

A modszerfejlesztéshez 500 ng HeLa-t hasznaltunk fel mintanként. A peptidek tisztitdsara
Osszesen 8 modszert hasonlitottunk Gssze, 4 allofazis és 6 oldoszerrendszer kombinacigjaval
(5. tablazat). Mindegyik modszerrel 5-5 parhuzamos tisztitdst végeztiink, emellett 5
parhuzamos tisztitatlan mintat hasznaltunk kontrollként. A hasznélt alloéfazisok a Thermo
Scientific™ gyartotol a Pierce™ C, g Column és a Pierce™ C,¢ Spin Tips, valamint az Affinisep
gyartotol az AttractSPE® Disks Tips C,g és AttractSPE® Disks Tips HLB termékek. A C,q és
HLB allofazisok kiilonb6zo6 elven miikodnek, ezért kiillonbozd olddszerrendszert hasznaltam
hozzéjuk. Az Oldoszerrendszer II a C g toltetli all6fazisokhoz, az Oldészerrendszer V a HLB
toltetli all6fazishoz korabban a kutatocsoportban fejlesztett, mig az Oldoszerrendszer VIa HLB
toltetli allofazishoz a gyartd altal fejlesztett protokollon alapult. Az Oldoszerrendszer 11-hoz
képest az Oldoszerrendszer I, III-IV kis valtoztatdsokat tartalmaz, pl. mas az ionparképzo
reagens (I: HFBA, II-1II: TFA, IV: AA) mindsége, mas az elucids oldészer ACN : H,O ardnya
(I-1I: 70% ACN + 30% H,O, III-1V: 80% ACN + 20% H,0). Mig a ,,Column” megnevezésii
kolonna tobb, addig a ,,Tips” megnevezésli pipettahegy kevesebb toltetet tartalmaz, ezért
egyrészt az elébbihez nagyobb mennyiségli oldoszert, tovabba hosszabb ideig tartd nagyobb

fordulatszamu centrifugélast alkalmaztunk.
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3.2.1. nanoHPLC-MS/MS mérés

A mintékat 8 pL Injektalasi oldoszerben (98 V/IV9% H,O + 2 V/V% ACN + 0,1 V/V%
FA) oldottuk fel, amelybdl 5 pL-t injektaltunk. A mintadk mérését Waters ACQUITY UPLC H-
Class rendszerrel (Waters, Milford, MA, USA) kapcsolt Bruker Maxis II Q-TOF (Bruker,
Bréma, Németorszag) végeztiik.

A folyadékkromatografids méréshez Acquity M-Class BEHI130 C,g tdltetes 1,7 um,
75 um x 250 mm kapillaris kolonnat (Waters, Milford, MA, USA), a trappeléshez Acclaim
PepMap100 C,;g toltetes (Waters, Milford, MA, USA) 100 um x 20 mm Nano Trap kolonnat
hasznaltunk. Az A eluens: 0,1 V/V% hangyasav (FA) + 100 V/V% H,O, a B eluens: 0,1 V/V%
FA + 100 V/V% ACN volt. A trappelést 3 percig 15 pL/perc dramlési sebesség mellett 99% A
eluenssel végeztiik. Az alkalmazott gradiens program a kovetkezd volt: 1 percig 12% B
aramoltatas, 12% B — 25% B-re (25,5 perc alatt), 25% B — 45% B (10 perc alatt), 45% B —
95% B (10 perc alatt), 95% B-vel mosas (10 perc). A gradiensprogramhoz 300 nL/perc aramlési
sebességet alkalmaztunk.

A tomegspektrometridas mérést pozitiv ionizdciés modban végeztiik, CaptiveSpray
nanoBooster ionforrassal, 1,3 kV kapillarisfesziiltség mellett. A nanoBooster szaritogaz
0,2 bar-os 3 L/perc dramlasi sebességii 150 °C-os volt. Az Agilent Technologies cégtdl vasarolt
minden minta mérése elbtt belsdé tomegkalibraciot végeztiink natrium-formiat hasznalataval.

A tomegspektrometrids mérés paraméterei: m/z tartomany: 150-2200 Th; ciklusid6: 2,5 s,
MS spektrum felvételi gyakorisaga: 3 Hz. A CID fragmentacié utdn a nagy intenzitasu
prekurzorokbol szarmazo ionokrél 16 Hz, kis intenzitast prekurzorokbdl szdrmazé ionokrol
4 Hz gyakorisaggal késziilt spektrumok felvétel. A mérésbdl az egyszeres toltésti peptideket
kizartunk. A CID titkdzéshez sziikséges energiat a vezérldszoftver hatdrozta meg m/z és toltés

alapjan.

3.2.2. Adatelemzés

A tomegspektrumok alapjan a peptidek és fehérjék azonositasat a Byonic™ szoftverrel'®"!
végeztiik, ehhez a UniProt'®’! oldalon (www.uniprot.org) 2024.02.22-én elérhetd 82428 db
emberi fehérjeszekvenciat tartalmazo adatfajlt, hasznéltuk. A beallitasoknal megadtuk, hogy az
emésztdenzim altal kihagyott hasitasi helyek maximalis szama 2 lehet, tovabba oxidacio és
acetilacio, ammoniavesztés, karbamidometilacio, glutamin glutamattd és piroglutamatta

atalakuldsa PTM lehetett a peptideken.
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A Byonicb6l szarmazé adatok kiértékelését az RStudio szoftverrel® végeztiik. Az
azonositott peptidekbdl eldszor kisziirtikk azokat, melyek tobb, mint 5%-os valdszinliséggel
(megmarado adatokra p-érték < 0,05) hibasan keriilhettek azonositasra.l®') Azokat a fehérjéket
tekintettiik azonositottnak, amihez 2 egyedi peptid és p-értek < 0,01 tartozott. Az adatelemzés
soran meghataroztuk az azonositott peptidek izoelektomos pontjat, ehhez a ,seqinr’®
csomagban 1évd kalkulatort hasznaltuk. Valamint meghataroztuk a peptidek GRAVY értékét,
egy online kalkulatort (GRAVY CALCULATOR) segitségével.l”) A vizualizacidhoz a

7]

,»2gplot2”!%®) és a  VennDiagram™!®”) csomagokat hasznaltuk.

3.3. Moadszerfejlesztés foszfopeptidek SPE tisztitasara

3.3.1. FFPE metszetek elokészitése

Metszet elokezelése. A metszeteket 2 6ran at 60 °C-on hdkezeltiik, hogy megeldzziik a
szovetek levalasat a targylemezrol. Utdna eltavolitottuk a paraffinréteget a metszetek kiilonb6z6
polaritasu olddszerekbe meritésével: /) xilol (5 perc), 2-3) 100% EtOH (3 perc), 4) 90 V/V%
EtOH — 10 V/V% viz (3 perc), 5) 70 V/V% EtOH — 30 V/V% viz (3 perc), 6) 10 mM
koncentracioja NH,HCOs-oldat (5 perc), 7) viz (1 perc). A keresztkdtések megsziintetésére
antigén el6hivast végeztlink: a mintakat 80-85 °C-on hdkezeltiik citromsav/natrium-citrat
pufferben (24,4 g trinatrium-citrat + 4 g citromsav (CA) / 1 1 H,O, pH = 6) 30 percig.

Feliileti emésztés. A metszetekre el0szor 3 uL szolubilizalo-alkildalo oldatot (5 mM
ditiotreitol (DTT) + 0,1 V/V% RapiGest™ SF (RapiGest) feliiletaktiv anyag + 20 V/V%
glicerin + 80 V/V% H,0) vittiink fel, majd 55 °C-on inkubaltuk 20 percig. A RapiGest a
fehérjék szolubilizaslasaért, a DTT a kénhidak redukalasaért felelds.

A tiolcsoportokat jod-acetamidot (IAA) tartalmazé oldattal (25 mM NH,HCO; + 10 mM
IAA + 20 V/V% glicerin + 80 V/V% H,0) szobahdmérsékleten, fénytdl elzarva 20 percig
alkilaltuk.

Ezt kovetden ot ciklusban végeztiik az emésztést, két korben 3-3 pL LysC-Tripsin
keveréket tartalmaz6 (40 ng/uL LysC-Tripsin + 50 mM NH4HCO; + 15% glicerin + 85 V/V%
H,O0) oldatot vittiink fel a metszetekre, majd koronként 40 percig 37 °C-on inkubaltuk azokat.
Utana harom korben 3-3 pL tripszint tartalmazé (50 mM NH4HCO; + 200 ng/pL Tripszin +
100 V/V% H,O0) oldatot pipettaztunk a metszetekre, és koronként 40 percig 37 °C-on tartottuk
azokat. Az enzimatikus emésztést minden ciklusat paras légkorben végeztiink. A szovetekrol a
peptidek kivonasat 6t korben végeztiik 3-3 pL AA-tartalmua (10 V/V% AA + 90 V/V% + H,0)

oldattal. Ezt kovetéen a mintdkat centrifugalis vakuum-beparloval beszaritottuk.
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Proteomikai tisztitas. A mintakat négyesével egyesitettiik, majd az igy kapott 6 mintan
végeztilk a tisztitast, mivel igy gyorsabban kivitelezhetd volt a tisztitds. Ehhez a 3.2.
alfejezetben bemutatott 7—Col-HFBA modszert (5. tabldzat) hasznaltuk. A mintdkat centri-
fugalis vakuumbeparloval szaritottuk be.

Foszfopeptidek dusitasa. A dusitashoz Thermo Scientific™ gyarté Pierce™ TiO,
Phosphopeptide Enrichment Tips kolonnat hasznaltuk. Azoknak a 1épéseknek a végén, ahol mas
érteket nem irtam ott 2 percig 3000 g-n centrifugaltunk. Eldszor két korben 50-50 puL
Mosopufferrel (40 V/IV% ACN + 0,1 V/V% TFA + 60 V/V% H,0), majd pedig ismét két
ciklusban 50-50 uL Mintafelviteli pufferrel (50 mM CA + 80 V/V% ACN + 1,5 V/V% TFA +
18,5 V/IV% H,O0) kondicionaltuk a kolonnat. Utana a 150 uL Mintafelviteli pufferben feloldott
mintakat felvittiik az allofazisra, majd a maximalis megko6tddés érdekében az atfolyo oldatot
ismét felvittiik az allofazisra, mindkét Iépésnél 10 percig 1000 g-n centrifugaltunk. Az allofazist
két korben 50-50 uL Mosopufferrel mostuk. Az elualashoz egy korben 150 puL Elucio I puffert
(80 V/IV% ACN +4 V/V% NH; + 16 V/V% H,0), majd két korben 50-50 uL Elicio II puffert
(4V/V% NH; + 96 V/IV% H,0O) hasznaltunk, mindharom ciklusnal 5 percig 1000 g-s
fordulatszamon centrifugaltunk.

Végiil az igy kapott mintdkat egyesitettiik, hogy homogén kiindulasi mintank legyen a

modszerfejlesztéshez, majd ezt 6 egyenld részre osztottuk és liofilizaltuk Oket.

3.3.2. Foszfopeptidek tisztitasa

A foszfopeptidek tisztitdsara 6sszesen 5 modszert hasonlitottunk dssze, 4 allotazis és 3
oldoszerrendszer kombinacidjaval (6. tablazat). Az alkalmazott 4llofazisok részben azonosak a
3.2. fejezetben bemutatottakkal, a 7—-Col-HFBA, HLB—MeOH, HLB-ACN modszerek teljes
mértékben azonosak az 5. tablazat bemutatott modszerekkel. Tovabbi két modszer esetén
(T-Tip-HFBA, A-Tip-HFBA) pedig a T—Col-HFBA proteomikai moddszernél hasznalt
oldoészerrendszert alkalmaztunk. Mindegyik moédszerrel 5 parhuzamos tisztitdst végeztiink,

emellett 5 parhuzamos tisztitatlan kontroll mintat is készitettiink.

3.3.3. nanoHPLC-MS/MS mérés

Ezt a proteomika moddszerfejlesztésnél (3.2.1. alfejezet) leirtakkal azonos moddon
végeztilk. Annyi kiilonbséggel, hogy a gradiens program a kovetkezd volt: 1 percig 12% B
aramoltatas, 12% B — 25% B-re (25,5 perc alatt), 25% B — 45% B (10 perc alatt), 45% B —
95% B (1 perc alatt), 95% B-vel mosas (10 perc).
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3.3.4. Adatelemzés

A tdmegspektrumok alapjan a peptidek és fehérjék azonositasat a Byonic™ szoftverrel ¢!/
végeztiik, ehhez a UniProt'®’! oldalon (www.uniprot.org) 2024.02.22-én elérhetd 82428 db
emberi fehérjeszekvenciat tartalmazé adatfajlt, hasznaltuk. A beéllitasoknal megadtuk, hogy
szerin, treonin, és tirozin foszforilacidt keressen, egy peptid maximum 3 foszforilaciot
tartalmazhatott.

A Byonicbdl szarmazé adatok kiértékelését a proteomika modszerfejlesztésnél

(3.2.2. alfejezet) leirtakkal hasonlé médon végeztiik.

3.4. Prosztatametszetek vizsgalata

3.4.1. FFPE metszetek elokészitése

Akutatas tovabbi részében a két kifejlesztett tisztitomodszer hasznalataval végeztik 2 um
vastagsagu prosztatametszetek vizsgalatat. A metszetek 3.3.1. alfejezetben leirtak szerint
elkészittettiik, majd feliileti emésztést végeztiink azokon, majd az igy kapott peptidkeveréket a
4.1. alfejezetben kifejlesztett A-Tip—TFA—I proteomikai tisztitasnak vetettilk ald. Utdna az
3.3.1. alfejezetben bemutatott foszfoproteomikai dusitassal két frakcidra osztottuk a mintainkat,
egy foszfopeptidekben dusitottra és egy proteomika frakcidra. A foszfopeptidekben dus frakciot
a 4.2. alfejezetben kifejlesztett T-Tip—HFBA tisztitd eljarasnak, a proteomikai frakciot a
4.1. alfejezetben kifejlesztett A—Tip—TFA—I proteomikai tisztitasnak vetettiik ala a nanoHPLC-
MS/MS mérés elott.

3.4.2. Foszfoproteomikai nanoHPLC-MS/MS mérés

A mintékat 8 pL Injektaldsi oldoszerben (98 V/V9% H,O + 2 V/V% ACN + 0,1 V/V%
FA) oldottuk fel, amelybdl 6 pL-t injektaltunk. A mintdk mérését nanoElute 2 nano-HPLC-vel
(Bruker, Bréma, Németorszag) kapcsolt CaptiveSpray 1 ionforrassal felszert Bruker Daltonic
timsTOF HT tandemtomegspektrométerrel (Bruker, Bréma, Németorszag) végeztik.

A foszfopeptidek méréséhez egy kisérleti monolit C;g, 150 mm x 30 um, kapillaris
kolonnat (Bruker, Bréma, Németorszag) hasznaltunk, a trappeléshez Acclaim PepMap100 C,¢
toltetes (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA) 300 um % 5 mm Nano Trap kolonnat
hasznaltunk. Az A eluens: 0,1 V/VFA+100 V/V% H,0, aB eluens: 0,1 V/V% FA+ 100 V/V%
ACN volt. Az alkalmazott gradiens program a kovetkezd volt: 5% B — 17% B-re (7 perc alatt),
17% B — 35% B (3 perc alatt), 35% B — 95% B (5 perc alatt). A gradiensprogramhoz

500 nL/perc aramlési sebességet alkalmaztunk.
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A tomegspektrometrias mérés paraméterei: m/z tartomany: 100-1700 Th; ionmobilitas
tartomany: 0.84-1.3 1/KO0; toltés tartomany: 0-5; transzferidd: 60 us; ion-polaritds: pozitiv

szkennelés, DDA mérési mod.

3.4.3. Foszfoproteomikai adatelemzés

A tomegspektrumok alapjan a peptidek és fehérjék azonositasat, 3.3.4. alfejezetben leirtak
szerint végeztiik annyi kiilonbséggel, hogy a peptidek és fehérjék azonositasahoz az UniProt!®”!
oldalon (www.uniprot.org) 2024.03.12-én elérhet6 validalt 20434 db emberi fehérjeszekvenciat
tartalmazo adatf3jlt hasznaltuk.

A kiértekelés soran kiszlirtik azokat a fehérjéket, amelyek tobb mint 1%-os
valésziniiséggel (megmaradd adatokra p-érték <0,01) hibasan keriilhettek azonositasra.!®!
Tovabba kiszirtiik azokat a fehérjéket, amelyek csak 1 peptid alapjan keriiltek azonositasra. A
kiértékelés soran meghataroztuk ezeknek a fehérjéknek a foszforilacios helyeinek szamat. A

mintakban azonositott foszforilalt fehérjék halozatelemzéséhez a STRING weboldalt

hasznaltuk. %%

3.4.4. Proteomikai nanoHPLC-MS/MS mérés

A mintakat 15 pL Injektdlasi oldoszerben (95 V/V% H,0 + 5 V/V% ACN + 0,1 V/V%
FA) oldottuk fel, amelybdl 8 uL-t injektaltunk. A mintdk mérését Thermo Scientific Ultimate
3000 RSLCnano rendszerrel (Waltham, MA, USA) kapcsolt Thermo Scientific Exploris 240
Orbitrap analizatoros tomegspektrométerrel (Waltham, MA, USA) végeztiik.

A folyadékkromatograsfias méréshez EASY-spray PepMap RSLC Cig toltetes 2 pm,
75 um x 500 mm kapillaris kolonnat (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA),
elététoszlopként Acclaim PepMap100 C g toltetes 5 pm, 100 pm x 20 mm Nano Trap kolonnat
(Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA) hasznaltunk. Az A eluens: 0,1 V/V% FA +
100 V/IV% H,0, a B eluens: 0,1 V/V% FA + 100 V/V% ACN volt. A trappelést 2 percig
20 pL/perc aramlasi sebesség mellett 99% A eluenssel végeztiikk. Az alkalmazott gradiens
program a kdvetkezo volt: 13 percig 3% B aramoltatas, 3% B — 40% B-re (90 perc alatt), 40%
B — 90% B (5 perc alatt), 90% B-vel mosas (5 perc). A gradiensprogramhoz 250 nL/perc
aramlasi sebességet hasznaltunk.

A tomegspektrometrids mérést pozitiv ionizaciés moédban, DIA mérési modban végeztiik,
2 kV kapillarisfesziiltség mellett. A DIA MS mérés paraméterei: m/z tartomany: 350-985 Th;
felbontas: 60000. A DIA MS/MS mérés paraméterei: prekurzolablak m/z tartomany 10 Th;
felbontas: 15000, 28% normalizalt HCD iitkdzési energia.
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3.4.5. Proteomikai adatelemzése

A tdmegspektrumok alapjan a peptidek és fehérjék azonositasat, a DIA-NN/®”) szoftverrel
végeztiik, ehhez a UniProt'®*l oldalon (www.uniprot.org) 2024.10.15-én elérhetd validalt
20428 db emberi fehérjeszekvenciat tartalmazo adatfajlt, hasznaltuk. A beallitasoknal
megadtuk, hogy az emésztéenzim altal kihagyott hasitasi helyek maximalis szdma 1 lehet,
tovabba oxidacio és acetildcio PTM lehetett a peptideken.

A DIA-NN-bdl szarmazé adatok kiértékelését az RStudio szoftverrel!®) végeztiik. Az
azonositott fehérjékbdl eldszor kisziirtiik azokat, melyek tobb, mint 1%-os valdszinliséggel
(megmarad6 adatokra g-érték < 0,01) hibasan keriilhettek azonositasra.l°'! Az adatelemzés
soran meghataroztuk a fehérjék szamat. Az Osszes mintaban azonositott fehérjek biologai

funkcidit és fehérje csoportjait a PANTHER weboldal segitségével hataroztuk meg.!”"
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4. Eredmények

Kutatasunk soran komplex biologiai mintdbol szarmazd kis mennyiségii peptidkeverékek (0,5-
1 pg) vizsgalatara optimaltunk egy proteomikai és egy foszfoproteomikai SPE tisztitomodszert.
A proteomikai méddszeroptimalashoz kereskedelmi forgalomban elérhetd HeLa sejtlizatumot, a
foszfoproteomikai moddszeroptimalashoz tiidé adenokarcindmds FFPE szOvetmetszeteket
hasznaltunk. Az igy kifejlesztett modszereket 2 um vastagsagii prosztatardkos szovetek

proteomikai €s foszfoproteomikai jellemzésére alkalmaztuk.

4.1. SPE modszer fejlesztése peptidek tisztitasara

A peptidek tisztitdsara alkalmas modszer fejlesztéséhez parhuzamosonként 500 ng
standard HeLa sejtvonal emésztményt hasznaltunk. Osszesen 8 kiilonbozé modszert
hasonlitottunk 6ssze, melyek vagy az alkalmazott 4ll6fazis tipusaban (Thermo C,g: T, Affinisep
Ci5: A, Affinisep HLB: HLB), vagy az oldoszerrendszerben (ACN, MeOH), vagy az allofazis
mennyiségében (Col, Tip) tértek el egymastol. Mindegyik modszerrel 5 parhuzamos tisztitast
végeztiink, valamint kontrollként 5 parhuzamos tisztitatlan mintat alkalmaztunk. A mintakat
jelolésmentes nanoHPLC-MS/MS mérésnek vetettilk ala, majd az 0Osszehasonlitast az
azonositott peptidek és fehérjék szama, a modszerek szelektivitasa és ismételhetdsége alapjan

végeztik.

4.1.1. Azonositott fehérjék és peptidek szama

A tisztitdo modszerek jellemzésére az egy mintdban azonositott fehérjék ¢és peptidek
szamanak atlagat, valamint az 5-5 parhuzamos mérésben legalabb egyszer azonositott peptidek
szamat alkalmaztuk.

Az egyes modszerek parhuzamosaiban azonositott fehérjék szamanak atlagat (4. dbra)
megvizsgalva a legtobb fehérjét az A—Tip—TFA—I (823 fehérje) és a T-Tip—TFA-II (743 fehérje)
modszerekkel tudtuk azonositani. A Kontroll pairhuzamosaiban (832 fehérje), azért tudtunk tobb
fehérjét azonositani, mint barmelyik tisztitd6 modszerben, mert a HeLa mintat gyartas soran
tisztitjak, igy nem 1ép fel a szennyezOk miatti ionelnyomas, ami komplex biologiai mintabdl

végzett mintaelokészités soran fellépne.
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4. abra Egyes modszerek parhuzamosaiban azonositott fehérjék szama

Az egy-egy mintdban azonositott peptidek szamdnak atlagat (5. dbra/a) és az 5-5
parhuzamos mérésben legaldbb egyszer azonositott peptidek szdmat (5. abra/b) tekintve az
A-Tip—TFA-I (atlag: 5586, legalabb egyszer azonositott peptid: 8566) a T-Tip—TFA-II (atlag:
4969, legalabb egyszer azonositott peptid: 7988) modszerek alkalmazésaval értiik el a legjobb
eredményeket.

Hérom modszer esetén (A-Tip—AA, HLB—MeOH, HLB-ACN) jelentésen kevesebb
peptidet (17-18%-kal) azonositottunk, mint a tisztitatlan Kontroll mintaban. Ennek az lehet az
oka, hogy a tisztitas soran a peptidek egy része nem kotodott meg az alléfazison ezaltal csokkent
mennyiségiik, igy kevesebb peptid kertiilt kivalasztasra DDA mérési modban, ezaltal kevesebb
peptid keriilt azonositasra.

Az egyes modszerek kozott eltérd szoras figyelhetdé meg az azonositott peptidek
szdmaban (5. abra/a). Mig egyes modszerek kis szorassal (A-Tip—TFA-I, T-Tip—TFA-II,
A-Tip—AA, HLB—ACN), mas modszerek nagyobb szorassal (7-Col-HFBA, T-Col-TFA-I,
T-Tip—TFA-I, HLB—MeOH) rendelkeztek. Utdbbinak oka feltételezhetdleg az, hogy a foként
kis mennyiségben jelenlévd peptidek a DDA mérési médban nem minden mintaban kertiltek

kivalasztasra.

37



Karvaly Krisztian Mérk - TDK dolgozat Eredmények

6000 ‘ =
1 8000 -
5000 T 1= == 1l
2 4000 |4 bbbl | 2 5 6000
7} D 5
— 2
é 3000 < S 4000 |
= 1 s B
E 2000 — E E
| 2000
1000 —
°‘LL;“M RPN NP SR SR g
» N
/ / O G \ @?‘ s s 7 S O CJ o
‘23 Q # @’(3’& :;z\e @o \ﬁ\&i@;&@@%%/ 32/?@&
o (Y N R v,
AR NN ?» Q&\ Yy‘?‘\) ‘2» KRR ?»/ &/‘&\ ?"2»\/ /‘2‘
Modszer Modszer
(a) (b)

5. abra Egyes modszerek parhuzamosaiban azonositott peptidek szama (a) és az egyes
modszerekben legalabb egyszer azonositott peptidek szama (b)

4.1.2. A mddszerek szelektivitasa

A szelektivitas az egyes peptidek hidrofil-hidrofob jellegének szamszerisitett értékének
(GRAVY) és izoelektromos pontjanak (IP) eloszlasa alapjan keriilt megallapitasra. A GRAVY
értek a peptidek hidrofobicitasat, hidrofilitdsat szamszeriisiti, a hidroféb peptidek GRAVY
értéke nullanal nagyobb (minél nagyobb annal hidrofobabb), mig a hidrofileké nullanal kisebb
(minél kisebb annal hidrofilebb).”!! Tovabba a fehérje és peptid szamok alapjan a két legjobban
teljesitett modszerben (A-Tip—TFA-I, T-Tip—TFA-II) és a Kontroll mintaban azonositott
peptidek atfedését is Osszevetettiik. A teljesitménymutatok megéllapitdsdhoz az 5-5
parhuzamosban legaldbb egyszer azonositott peptideket hasznaltuk fel.

Az azonositott peptidek szamitott IP értékének szazalékos eloszlasat (6. abra/a)
Osszevetve megallapithatd, hogy az Osszes moddszer a Kontrollhoz hasonld. Az azonositott
peptidek GRAVY értékének szazalékos eloszlasat (6. dbra/b) vizsgalva minden modszerrel a
Kontrollhoz hasonldan foként hidrofil peptidek (kb. 79%), valamint kevesebb hidrofob peptid
(kb. 21%) kertiilt azonositasra. Ezek alapjan azt a kovetkeztetést vontuk le, hogy a tisztitd
modszerek nem mutattak jelentds szelektivitast bizonyos peptidekre azok hidrofob vagy savas

tulajdonsagai alapjan.
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6. abra A kiilonbozd tisztito modszerek alkalmazasa soran a mintakban azonositott
peptidek izoelektromos pontjanak (a) és GRAVY értekének (b) tartomany béli szazalékos
eloszlasa

Az eddigiek alapjan a két legjobban teljesité modszer alkalmazasa soran azonositott és a
Kontroll mintaban azonositott peptidek mindségét dsszevetve (7. dbra) megfigyelhetd, hogy az
A-Tip—TFA—I mddszerrel azonositott peptidek 15,2%-a, a T-Tip—TFA—II modszerrel azonositott
peptidek 11,2%-a, a Kontroll mintdban azonositott peptidek 17,2%-a csak az egyik esetben
keriilt azonositdsra. Az A-Tip—TFA-I modszerrel azonositott peptidek 70,9%-ban, a
T-Tip—TFA—II mddszerrel azonositott peptidek 73,9%-ban fednek at mindségileg a Kontroll
minta peptidjeivel. Mindez azzal magyarazhat6, hogy a legalabb egyszer azonositott peptidek
szamat tekintve az A-Tip—TFA-I modszer teljesitett a legjobban, majd ezt kovette
T-Tip—TFA-II modszer. Azaz az egyes modszerekben azonositott peptideknek ardnyaiban

azonos mértéki része fed at a Kontroll mintakban azonositott peptidekkel.
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A-Tip-TFA-1 i T-Tip-TFA-II

7. abra A-Tip—TFA-I, T-Tip—TFA-1I méﬁ?znet:oél; Kontroll minta peptidjeinek atfedése

Osszegzés. Az egy mintaban azonositott és az 5-5 parhuzamosban legalabb egyszer
azonositott peptidek szamat, valamint a mintdban azonositott fehérjék szamat tekintve az
A-Tip—TFA-I mddszer bizonyult a legoptimalisabbnak. Ezen tilmenden a szelektivitds — a
peptidek GRAVY értékének, IP értékének szazalékos eloszldsa alapjan — egyik modszer
esetében sem torzult jelentdsen a Kontrollhoz képest. Az A—Tip—TFA—I mddszerrel azonositott
peptidek szamanak atlagat (5585 peptid) és a Kontrollal azonositott peptidek szamanak atlagat
(5159 peptid) tekintve az A—Tip—TFA—-I modszerrel 8,3%-kal tobb peptidet azonositottunk.

4.2. Foszfopeptid-tisztito SPE modszer fejlesztése

A foszfopeptidek tisztitdsdra alkalmas moddszer fejlesztéséhez 24 db FFPE tiidérakos
szovetmetszetet hasznaltunk fel. A metszeteken feliileti emésztést végeztiink, majd az igy kapott
peptidkeveréket proteomikai tisztitasnak, ezt kovetden pedig foszfoproteomikai dusitasnak
vetettiik ald. Az igy Osszeallitott mintakat felhasznalva a foszfopeptidekben dusitott mintak
somentesitésére Osszesen Ot kiilonb6zé modszert hasonlitottunk Ossze, melyek vagy az
alkalmazott allofazis tipusaban (Thermo Cig: T, Affinisep Cyg: A, Affinisep HLB: HLB), vagy
az oldoszerrendszerben (ACN, MeOH), vagy az allofazis mennyiségében (Col, Tip) tértek el
egymastol. Mindegyik modszerrel 5 parhuzamos tisztitast végeztiink, valamint kontrollként 5
tisztitatlan mintat alkalmaztunk. Ezt kdvetéen a mintakat jelolésmentes nanoHPLC-MS/MS
mérésnek vetettiik ala, majd az Osszehasonlitast az azonositott foszfopeptidek szdma, a

modszerek szelektivitasa €s az azonositas ismételhetdsége alapjan végeztik.

4.2.1. Azonositott foszfopeptidek szama

A tisztitd mddszerek jellemzésére az egy mintaban azonositott foszfopeptidek és a nem-
foszforilalt peptidek szdmat, valamint az 5-5 parhuzamos mérésben legaldbb egyszer

azonositott foszfopeptidek szamat alkalmaztuk.
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A parhuzamosokban azonositott foszforilalt és nem-foszforilalt peptidek szamanak
aranyat dsszevetve (8. abra/a) a foszforilalt peptidek mennyisége a pairhuzamos mintakban egy
nagysagrenddel kisebb, mint a nem foszforilalt peptideké, ugyanis a foszforilalt peptidek kisebb
mennyiségben vannak jelen a feliileti emésztett mintaban a nem foszforilaltakhoz képest és a
dusitas soran nem specifikus kdlcsonhatas révén a savas oldallanci nem-foszforilalt peptidek
kis mennyisége is megkotddhet. Emellett az MS/MS mérés sordn a foszforilalt peptidek
nehezebben ionizalédnak pozitiv ionizaciés moédban, mint a nem foszforilalt peptidek, igy
ionelnyomas kovetkezik be és DDA modban végezve a mérést a nem foszforilalt peptidek

keriilnek kivalasztasra, majd késObb azonositasra.
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8. abra Egyes modszerek parhuzamosaiban azonositott foszforilalt és nem foszforilalt
peptidek szamanak dtlaga és szorasa (a) és az egyes modszerekben legalabb egyszer
azonositott foszfopeptidek szama (b)

Mind az egy-egy mintaban azonositott foszfopeptidek szamat (8. abra/a) tekintve, mind
pedig az 5-5 parhuzamos mérésben legalabb egyszer azonositott foszfopeptidek szdmat
(8. dbra/b) tekintve a T-Tip—HFBA (atlag: 63, legalabb egyszer azonositott foszfopeptid: 125)
¢s az A-Tip—HFBA (atlag: 48, legalabb egyszer azonositott foszfopeptid: 124) modszer
alkalmazasaval értiikk el a legjobb eredményeket. Harom moédszer esetén (7—-Col-HFBA,
HLB-MeOH ¢és HLB—ACN) jelentésen (19-52%-kal) kevesebb foszfopeptidet azonositottunk,
mint a tisztitatlan Kontroll mintaban. Ennek az lehet az oka, hogy a tisztitds soran a
foszfopeptidek egy része eltavolitasra kertilt, vagy mennyiségiik jelentésen csokkent, igy nem

keriiltek sem kivalasztasra DDA mérési modban, sem pedig azonositasra a késébbiekben.

41



Karvaly Krisztian Mérk - TDK dolgozat Eredmények

Az egyes modszerek kozott eltérd szoras figyelheté meg az azonositott foszfopeptidek
szamaban (8. abra/a). Mig egyes modszerek (T—Col-HFBA, T-Tip—-HFBA, HLB—MeOH ¢és
HLB-ACN) kis szoérassal, mas modszerek (A—Tip—HFBA) nagyobb szorassal rendelkeztek.

Utdbbinak oka feltételezhetdleg a zavar6 reagensek nem teljes korti eltavolitasa.

4.2.2. A modszerek szelektivitasa

A szelektivitast az egyes foszforilalt peptideken a foszforilacido szdma, a foszforilacid
helyének aranya, az egyes foszfopeptidek GRAVY ¢és IP értékének eloszlasa alapjan kertilt
megallapitasra.’!!  Tovabba a két legjobban teljesitett modszerben (T7-Tip—HFBA,
A-Tip—HFBA) ¢és a Kontroll mintaban azonositott foszfopeptidek atfedését is 0sszevetettiik. A
teljesitménymutatok megallapitdsdhoz az 5-5 parhuzamosban legalabb egyszer azonositott
foszfopeptideket hasznaltuk fel.

A modszerenként azonositott foszfopeptidek foszforilaci6 szamanak szazalékos
(9. dbra/a) és a foszforilacido helyének szézalékos (9. abra/b) eloszlasdban kis eltérések
figyelhetéek meg. Szadzalékosan a legkevesebb (4,7%) kétszeresen foszforilalt peptidet a
T-Col-HFBA mddszerrel azonositottuk, mig a legtobbet (7,3%) a HLB—ACN mddszerrel. A
Kontroll mintara (9,7% kétszeresen foszforilalt peptid) a HLB—-MeOH (7,1% kétszeresen
foszforilalt peptid) és HLB—ACN (7,3% kétszeresen foszforilalt peptid) modszerek hasonlitanak
a legjobban. Az azonositott foszfopeptidek szdmaban j6 teljesitményt mutaté 7—7ip—HFBA ¢és
A-Tip—HFBA modszernél kozel azonos az azonositott foszfopeptidek foszforilacidé szamanak
aranya (7,7% kétszeresen foszforilalt peptid).

A foszfopeptidek foszforilacios helyének szdzalékos eloszlasat vizsgalva a T-Tip—HFBA
modszernél lecsokkent (0,78%), mig az A—Tip—HFBA mddszernél (4,72%) megndtt a tirozinon
foszforilalt peptidek aranya a Kontrollhoz (2,4%) képest. A szerinen foszforilalt peptidek aranya
(71-75%) és a treoninon foszforilaltak ardanya (21-28%) a kiilonb6z6 modszereknél nagyjabol
azonos. A kisebb eltérések ellenére a modszerek kozott a foszforilacid helyének és a

foszforilacid szamanak tekintetében nincs jelentds kiillonbség.
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9. abra A kiilonbozo tisztito modszerek alkalmazadsa soran a mintakban legaldabb egyszer
azonositott foszfopeptidekben a foszforilacio szamanak (a) és helyének (b) szdzalékos
eloszldsa

Az azonositott foszfopeptidek szamitott IP értékének szdzalékos eloszlasat (/0. abra/a)
Osszevetve a modszerek tobbsége a Kontrollhoz hasonld, ugyanakkor a HLB-MeOH
modszernél a 9<IP<I11 tartomanyba esd foszfopeptidek ardnya (34,6%) megnétt a Kontrollhoz
(22,0%) képest.

Az azonositott foszfopeptidek GRAVY értékének szazalékos eloszlasat (/0. abra/b)
vizsgélva a legtobb modszerrel (1-Tip—HFBA, A-Tip—-HFBA, HLB—MeOH, HLB—ACN) a
Kontrollhoz hasonldan foként hidrofil foszfopeptidek, valamint kevés hidrofob foszfopeptid
(Kontroll: 2,6%, emlitett tisztitd moddszerek: 2,7-4,0%) kerllt azonositdsra, mig a
T-Col-HFBA mddszernél csak hidrofil foszfopeptidek keriiltek azonositasra. A Kontrollhoz
képest mindegyik modszerrel kisebb ardnyban keriiltek azonositasra GRAVY<-2 tartomanyba
tartozd foszfopeptidek. Mig a Kontrollban 7,8% a GRAVY<-2 tartomanyba tartozo
foszfopeptidek aranya, az A-Tip—HFBA modszernél 5,2%, a tovabbi harom modszer esetében
(T-Col-HFBA, T-Tip—HFBA, HLB-ACN) 1,4-1,7%, a HLB—MeOH mddszernél pedig nem
kertiltek azonositasra ilyen foszfopeptidek. Ugyanakkor a 7-Co/-HFBA mddszer kivételével
mindegyik modszerrel ugyanolyan aranyban keriiltek azonositasra hidrofil, hidrofob
peptideket, mint a Kontrollban, ezért a hidrofobicitas tekintetében a 7—Col-HFBA moddszer

kivételével nincs jelentds eltérés a modszerek kozott.
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10. abra A kiilonbozo tisztito modszerek alkalmazdasa soran a mintikban azonositott
foszfopeptidek izoelektromos pontjanak (a) és GRAVY értékének (b) tartomany béli
szdzalékos eloszlasa

Osszevetve a két legjobban teljesitd modszerben (T-Tip—HEFBA, A-Tip—-HFBA) és a
Kontrollban azonositott foszforilalt peptidek mindségét (/1. dbra), megfigyelhetd, hogy a két
tisztitd modszer alkalmazasa esetén, valamint a Kontroll mintaban egylittesen azonositott
foszfopeptidek nagyjabol 20%-a csak az egyik esetben keriilt azonositasra. Az A-Tip—HFBA
foszfopeptidjeinek 64,5%-a, a T-Tip—HFBA foszfopeptidjeinek a 60%-a fed at mindségileg a
Kontroll foszfopeptidjeivel. Bar kisebb eltérés tapasztalhat6 az atfedésben, a két modszer nem

befolyasolja jelentOsen a tisztitd6 modszerekben és a Kontroll mintaban azonositott peptidek

mindségi atfedeését.
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T-Tip-HFBA z A-Tip-HFBA

Kontroll
11. abra T-Tip—HFBA és A-Tip—HFBA modszer és Kontroll minta foszfopeptidjeinek

datfedeése

Osszegzés. Az egy mintidban azonositott és az 5-5 parhuzamosban legalabb egyszer
azonositott foszfopeptidek szamat tekintve a T-Tip—-HFBA mobdszer bizonyult a
legoptimalisabbnak. Ezen tilmenden a szelektivitas — a foszfopeptidek foszforilacié szamanak,
foszforilacio helyének, GRAVY értékének, IP értékének szazalékos eloszlasa alapjan — egyik
modszer esetében sem torzult jelentdésen a Kontrollhoz képest. A T-Tip—HFBA mobdszerrel
azonositott foszfopeptidek szaménak atlagat (63 foszfopeptid) és a Kontrollal azonositott
foszfopeptidek szamanak atlagat (52 foszfopeptid) tekintve az 7—Tip—HFBA mddszerrel 21,2%-
kal t6bb foszfopeptidet azonositottunk.

4.3. Prosztata szovetmetszetek vizsgalata

A kutatas tovabbi részében a két kifejlesztett tisztitomodszer felhasznalasaval végeztiik
harom 2 um vastagsagu prosztatametszet vizsgalatat egy eldkisérlet soran. Célunk egy nagyobb
kohort (kdzel 100 minta) vizsgalata, melyhez ezen eldkisérletek elengedhetetlenek. A fehérjéket
triptikusan elemésztettiik a szovetek feliiletén, és az igy kapott peptidkeveréket a kifejlesztett
A-Tip—TFA-I moédszerrel tisztitottuk. A tisztitott peptidkeveréken TiO,-alapu foszfopeptid
dusitast végeztiink, igy a mintdkat egy foszfoproteomikai (foszfopeptidekben dus) és egy
proteomikai frakciora szeparaltuk. A nanoHPLC-MS/MS mérés eldtt a proteomikai frakciokat
az A-Tip—TFA-I modszerrel tisztitottuk, a foszfoproteomikai frakciokat pedig a kifejlesztett
T-Tip—HFBA modszerrel.

4.3.1. Prosztata metszetek (foszfo)proteomikai vizsgalatanak eredményei

Proteomika. Az azonositott fehérjék szamat 6sszevetve (/2. abra) 1athato, hogy a 3 minta
mindegyikében tobb, mint 10 000 kiilonbozd peptidet és tobb, mint 3000 egyedi fehérjét

tudtunk azonositani. A prosztatametszet vizsgalathoz hasznalt tomegspektrométer érzékenyebb
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mint, amit a moédszerfejlesztéseknél hasznaltunk, ezért tudtunk tobb peptidet €s fehérjét

azonositani.
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12. abra Mintak proteomika frakciojaban azonositott peptidek (a) és fehérjék (b) szama

A mindharom mintadban azonositott 2544 fehérje biologiai funkcidjat megvizsgalva a
fehérjékhez rendelt f6 folyamatok az alabbiak: a sejtfolyamatok (6sszes bioldgiai folyamat
36,7%-a), metabolikus folyamatok (Osszes biologiai folyamat 21,3%-a), metabolikus
szabalyozd folyamatok (Osszes bioldgiai folyamat 16,0%-a), lokalizdcio (Osszes bioldgiai
folyamat 8,3%-a) és az ingerekre adott valaszfolyamatok (6sszes biologiai folyamat 7,3%-a)
voltak. Ezek koziil kordbban a metabolikus folyamatok és a sejtfolyamatok csoportjaba tartozo
folyamatok alul/feliilmiikodését kapcsolatba hoztak prosztatardkkal.**!

A fehérjék fehérjecsoportba vald besorolasat vizsgalva a PANTHER adatbazis alapjan a
legtobb fehérjét tartalmazo fehérjecsoportok a kovetkezok: metabolit interkonverzids enzimek
(6sszes fehérje 17,4%-a), RNS metabolizalé fehérjék (Osszes fehérje 12,4%-a), fehérje
modositod fehérjék (6sszes fehérje 10,8%-a), citoszkeletalis fehérjék (0sszes fehérje 10,6%-a),
¢s a transzlacios fehérjék (0sszes fehérje 8,9%-a). Ezek koziil az RNS metabolizalo fehérjék és
a transzlacios fehérjék csoportjaba tartozo fehérjék alul/feliilexpresszalodasa mar ismert
prosztatardk esetén.!*”)

Foszfoproteomika. A foszfoproteomikai frakcioban azonositott foszforilacios helyek
szamat (/3. abra) megvizsgalva azt tapasztaltuk, hogy tilnyomo részt szerin foszforilacios
helyek ¢és kevés treonin foszforilalt hely keriilt azonositasra. Ennek oka, hogy a szerin

foszforilacigja a leggyakoribb.
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13. abra Mintak foszfoproteomika frakciojaban azonositott foszforilacios helyek szama

A harom mintdban 6sszesen 509 foszforilalt fehérjét azonositottunk. Ezen fehérjéken fehérje-
fehérje haldzatelemzést végeztiink STRING-ben (/4. dbra). Azok az azonositott foszforilalt

fehérjék koziil azok, melyek kozott nagy statisztikai bizonyossaggal van kapcsolat,

tobbségének az RNS kotésben van szerepiik.

FTHI1

N

UBAP2L

RBMS

14. abra Foszforilalt fehérjék halozatelemzése. A korok mutatjak a fehérjéket, melyek

koziil a pirossal szinezettek az RNS kétésben szerepet jatszo fehérjék, a kozottiik levo
élek pedig a koztiik lévo kapcsolatot mutatjak
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Osszegzés. A proteomika frakcioban azonositott peptidek és fehérjék szama, valamint a
foszfoproteomika frakcidoban azonositott foszforilacids helyek szama is azt bizonyitja, hogy a
fejlesztett SPE tisztitdmoddszerek jol alkalmazhatéak szovetmetszetek proteomikai és
foszfoproteomikai vizsgalata esetén. A prosztatametszetek vizsgalata alapjan tobb, altalunk is
azonositott bioldgiai folyamatrol korabban mar kimutattdk, hogy megvaltozik a

prosztatatumoros sejtekben.
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5. Osszefoglalas

A szakirodalomban szamos SPE eljaras talalhatd, ugyanakkor altalanossagban ezek nem
optimaltak kis mennyiségli komplex bioldgiai mintak tisztitasdra. Emiatt célul tztiik ki a
tomegspektrometrids mérést megel6zéen a kis mennyiségli (0,5-1 pg) bioldgiai mintak
peptidjeinek ¢és foszfopeptidjeinek tisztitisara alkalmas SPE moddszerek optimaldsat. A
proteomikai modszerfejlesztés soran 4 eltérd allofazis €s 6 oldoszerrendszer kombinalasaval 8
kiilonb6z6 modszer alkalmazhatosagat, a foszfoproteomikai mddszerfejlesztés soran pedig 4
allofazis és 3 oldoszerrendszer kombindldsdval 5 kiilonb6z6é modszer alkalmazhatosagat
vizsgaltuk.

A tisztitd modszerek 0sszehasonlitasanal a hatékonysag, valamint a szelektivitas voltak
az elemzési szempontok. A moddszerfejlesztés soran a hatékonysag a parhuzamosokban
azonositott fehérjék, peptidek és foszfopeptidek szaménak atlaga, valamint a legalabb egy
mintaban azonositott peptidek, valamint foszfopeptidek szama alapjan kertilt megallapitasra. A
szelektivitds Osszehasonlitdsat a modszerekkel azonositott peptidek, foszfopeptidek
hidrofobicitasa és savassaga alapjan végeztiik, tovabba a foszfoproteomikai vizsgalatokban a
foszforilacié szadmanak és foszforilacié helyének eloszlasa alapjan allapitottuk meg.

A 8 proteomikai tisztitomodszer koziil a parhuzamosokban azonositott peptidek
szamanak atlaga alapjan (8,3%-os novekedés a tisztitatlan kontroll mintdhoz képest) az
A-Tip—TFA-I mddszer bizonyult a leghatékonyabbnak 500 ng HeLa emésztmény analizise
soran. Az 5 foszfoproteomikai tisztitomodszer koziil a parhuzamosokban azonositott
foszfopeptidek szamanak atlaga (21,2%-o0s novekedés a tisztitatlan kontroll mintdhoz képest)
alapjan a T-Tip—HFBA modszerrel értiik el a legjobb hatékonysagot FFPE tumoros
tiidometszetek analizise soran. Sem a foszfoproteomikai, sem a proteomikai tisztitbmodszerek
esetén nem tapasztaltunk jelentds kiilonbséget a modszerek szelektivitdsaban.

A fejlesztett foszfopeptidek és peptidek tisztitdsara alkalmas SPE tisztitomodszereket
sikeresen alkalmaztuk prosztata szovetmintak elemzésére, ezaltal vizsgalataink alapjat képzik

egy, a prosztatarak foszfoproteomikai hatterét feltard, nagy elemszamu kutatasnak.
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