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BEVEZETO ES CELKITUZES

A fehérjéknek tobb széaz reverzibilis és irreverzibilis poszttranszlaciés modositésa ismeretes (1).
A kiilonb6z0 modositdsok szerepe valtozo, hatast gyakorolhatnak a fehérjék szerkezetére,
stabilitasara, a sejten beliili illetve kiviili lokalizacidjukra, a miikodésukre, egymas kozotti
kolesonhatésaik kialakuldsara. A médositasok kozott kiemelkedd jelentdséggel bir a glikozilacid
és a foszforilacio. A fehérjék glikozilacioja az egyik leggyakoribb mddosités, a fehérjék mintegy
fele glikozilalodik az élettartama alatt (2). A sejten bellli fehérjéknél a szignalutak
szabalyozasaban vesz részt, mig a sejten kiviili és a membranban elhelyezkedd fehérjék esetén
fontos szerepet jatszik a sejtadhézids folyamatokban, a sejt-sejt és sejt-ligand interakciok
kialakitasaban, ezen felll a glikan csoport stabilizalja a fehérje konforméacidjat és proteolitikus
rezisztenciat biztosit szamara (3). A szénhidrat mddositas meghatarozott aminosav oldalancok
O-, N- vagy C-atomjahoz kapcsolodhat. Az N-glikozilacié az oligoszaharidoknak az aszpargin
oldallancanak amid csoportjan 1év6 nitrogénhez torténd kapcsolodasa, az O-glikozilacio a szerin,
treonin és/vagy hidroxiprolin hidroxil csoportjdhoz, a C-glikozilacié a triptofan indolgytirtijének
C2-es szénatomjahoz vald kapcsolédast jelenti. A membranhoz kotott és szekretalt proteinek
enzimatikus glikozilacidja az endoplazmatikus retikulumban kezdédik, majd a Golgi-
készlléekben alakul ki végleges szerkezetilk, itt szortirozodnak és jutnak el végleges helyikre.
Analitikai szempontbél a C-glikozilalt fehérjék azonositasa a legegyszeriibb azon okbol
kifolyolag, hogy ismeretes konszenzus szekvencigjuk (W-X-X-W, az els6 triptofan mddosul),
amely nem vész el a minta eldkészités és a tdmegspektrometrias analizis alkalméaval. Az N-
glikozilacio konszenzus szekvencigja N-X-S/T/C (a kozépsé aminosav nem lehet prolin),
jellemzé r4d egy wuniverzalis magstruktira, amelyhez véltozatos szénhidratlancok
kapcsolédhatnak, tovabba azonositottak specifikus endoglikozidazat (peptid N-gikozidaz F),
amely Ggy hasitja a szénhidrat struktarat, hogy az aszpargint aszparginsavva hidrolizalja,
diagnosztikus jelet hagyva maga utan (+1 Da tdmegeltolédas a mddositatlan peptidhez képest).
Az O-glikozilalt fehérjék analizise sokkal korulményesebb, mivel nincs definialt konszenzus
szekvencidja a modositasnak, és a kapcsolodd oligoszaharid is nagy valtozatossagot mutat.
Tovabba nincs univerzalis endoglikozidaza, és nincs meghatarozott kémiai modszer sem, amely
specifikusan hidrolizalnd Ggy, hogy az a mddositdas helyének meghatarozasahoz hasznos

diagnosztikus jelet biztositana.



A masik igen elterjedt modositas a fehérjék foszforilacioja. Becslések alapjan egy adott emlds
sejtben a feherjék tobb mint 30%-a foszforilalodik az életiik soran. A foszforilacio a sejten beldili
folyamatok (szignaltranszdukcio, molekularis felismerés és interakcid) egyik f6 szabalyozo
mechanizmusanak eszkdze, befolydsolja a sejtciklust, sejtndvekedést, metabolizmust,
differenciaciot, ugyanakkor szekretalt fehérjéken is eléfordul, bar sejten kiviili szerepe kevésbé
ismert. A foszforilacio pontos szerepének megeértéséhez elkerilhetetlen, hogy meghatarozzuk,
mely aminosavat érinti a modositds, a fehérje mely részén. Ezutan a mddosulé aminosav
elmutalasaval a fehérjén bekovetkezd funkcid vesztésébdl kovetkeztetni lehet a fehérje
aktivitdsdban, intracellularis lokalizaciojaban, vagy mas fehérjékkel torténd interakciojaban
betdltott szerepére. Tovabba a foszforilacios hely meghatarozasaval azonosithat6 a fehérje kinaz,
amely szabalyozza a fehérjét, ezaltal érthetévé valhat a biologiai funkcidja és fontossaga a
szignaltranszdukciés folyamatokban. A fehérjék szerin, treonin és tirozin oldallancaikon
foszforilalodhatnak. A maddositds helyének tdmegspektrometridss meghatarozasat az teszi
lehetévé, hogy a modositott peptidek tomege, valamint a peptidek (tkdzéses aktivalasa soran
képz6d6, a modositast hordozd fragmensek tomege +80 Da-nal eltolddik. Szerinen, treoninon
peptidrél, aminek kovetkeztében a mddositott fragmens tdmegéhez képest -98 Da-nal tovabbi
jelet detektalhatunk.

Az eml0s szérum gazdag szekretalt glikoproteinekre nézve. A rendszer kiillonb6zd aberracioi,
mint amilyen a glikozil transzferazok expresszidjaban vagy aktivitasaban torténd valtozasok,
vagy mas faktorok amelyek hatassal vannak a glikdn bioszintézisre Osszefliggést mutatnak
bizonyos kronikus betegségekkel (4, 5). Hasonloképpen a szérumban jelenlévd fehérjék
foszforilaltsagi  allapotaban  bekdvetkezd  valtozasok  koros — allapotok  biomarkereit
reprezentalhatjdk. Igy ezen modositasok feltérképezése és mennyiségi  valtozasanak
meghatarozasa kiemelt jelentdségli. Mivel a szérum meglehetésen komplex, mindamellett a
fehérjék egy igen széles dinamikus tartomanyt fednek le, ezért a gyakran szub-sztéchiometrikus
modositasok tomegspektrometriai  vizsgalatahoz a maodositott komponensek feldUsitasa
szilkséges. Foszforilalt peptidek dusitasara leggyakrabban immobilizalt fém-affinitas
kromatogréfiat (IMAC) (1) titdn-dioxidon (1, 6) torténd dusitast vagy anioncserélé oszlopon
végzett hidrofil kromatografiat (ERLIC) (8) alkalmaznak. Glikozilalt peptidek izolaldsara foként
lektin affinitas kromatografiat hasznalnak (10), de leirtak ERLIC kromatogréafiat (9) és titan-
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dioxidon (11) torténd dusitast is. A mi celunk glikozilacios és foszforilaciés maddositasok
vizsgalata szekretalt fehérjéken. Munkank sordn immobilizalt fém-affinitds kromatografias
eljarast alkalmaztunk szérum triptikus emésztményébol torténd foszfopeptid dusitasra, tovabba
megvizsgaltuk, hogy a médszer alkalmas-e glikopeptidek izolalasara. Kisérleteinkben vas (111) és
aluminium (I11)-ionokat immobilizaltunk nitrilotriacetat (NTA) funkcios csoportot hordozé
magneses agardz gyongyre. A felkotési és eludlasi 1épéseket valtoztatva kerestiik a két modositas

szelektiv dusitasat biztositd kortilményeket.

ANYAG ES MODSZER
MINTA ELOKESZITESE

Marha szérum (FBS) és Human szérum (HS) emésztése FASP (Filter Aided Sample

Preparation) metddussal

500 pl marha- és 500 pl human szérumhoz hozzéadtunk 760mg guanidinHCI-t, 6.83 mg
ditiotreitolt (DTT) és 34 pl 3.5 M Tris pH 7,5 puffert. Ezt 95 °C-on inkubaltuk 30 percig. Ezutan
a mintat 12 részre osztva 30k sziirével ellatott csében 20 percen at 20 °C-on 14000 g-vel
centrifugaltunk. A szliré tetején maradt oldatot kétszer mostuk 200 pl 8M karbamid/100 mM
Tris oldattal, ismételten 20 percen at 20 °C 14000 g-n centrifugalva. A diszulfidok DTT-vel
tortént redukalasakor képz6do szabad —SH csoportokat 200 mM jodacetamid/ 8 M karbamid-Tris
oldatban alkilaltunk 30 percig s6tétben, amit harom mosas kdvetett 200 pul 8 M karbamid/ 100
mM Tris oldattal és tovabbi hdrom mosas 50 mM ammdnium bikarbonat pH 8,5 oldattal. Ezutan
minden cs6hoz 0,1 mg tripszint adtunk 100 pl 50 mM ammonium bikarbonat pH 8,5 oldatban, és
egy éjszakan at razatva inkubaltuk 37 °C-on. Az emésztést 50 pl 1% hangyasav oldattal allitottuk
le, majd az emésztményt tiszta csébe centrifugaltuk 20 °C-on 20 percig 14000 g-vel. A sziird
tetejét tovabbi 100 ul 0,1 % hangyasav oldattal mostuk, amit hozzacentrifugaltunk 14000 g 20
percig 20 °C az emésztményhez. A mintakat beszaritottuk, majd vizzel 100 pg/pl koncentracioju

torzsoldatot készitettiink, amit -20 °C-on taroltunk.



ESZKOZOK

IMAC-gyanta el6készitése

ey

készitettiink a fémion lecserélésével a kovetkez6 modon. A Ni(I)-NTA agar6z gyantat
haromszor mostuk vizzel. Ezutan a gyantat 100 mM EDTA oldattal razattuk 30 percig, hogy a
Ni(Il)-ionokat eltavolitsuk. Haromszoros vizes mosas utan 10mM FeCls vagy Al2(SO4)s oldattal
inkubaltuk a gyantat 30 percig. Ujabb haromszoros vizes mosas utdn a gyantéhoz
acetonitril/metanol/0.01% ecetsav 1:1:1 aranyu elegyét adtuk, hogy 5%-0s szuszpenziét kapjunk.

Az igy elékészitett gyantat 4 °C-on taroltuk. (12)

SZERUM EMESZTMENYEK DUSITASA
A kiserletekben 100 pg mennyiségii fehérjének megfelelé mennyiségii szérum emésztményt
dusitottunk 50 pl 5%-os Fe(l11)- vagy Al(I11)-NTA szuszpenzion az aldbbiak szerint. A gyantat
kétszer mostuk a felkoté oldat 100ul-ével. A szérum emésztmény 100 pg/pl koncentrécidju
torzsoldatabdl 1 pl-t 500 pl-re higitottuk a felk6td oldattal, amit a gyantahoz adva 30 percig
razattunk. Fe(ll)-NTA-n torténd dusitasnal haromféle felkotd oldatot teszteltiink: 1) 0,1%
trifluoroecetsav/ 80% acetonitril, 2) 100mM ammédnium acetat pH7/ 50% acetonitril, 3) 0,1%
trifluoroecetsav/ 80% metanol. Az Al(II)-NTA-n torténd dusitas soran a felkotést 100mM
ammonium acetat pH7/ 50% acetonitril oldatban végeztiik. A felkdtés utdn a gyantat négyszer
mostuk 500 pl felko6to oldattal. Végiil a gyantan dusult peptideket egy 1épésben 100 pl 1%
ammonia/ 50% acetonitril oldattal szoritottuk le, vagy két 1épésben elobb 500 pl 100 mM
ecetsav/ 50% acetonitril oldattal, majd 100 pl 1% ammonia/ 50% acetonitril oldattal. A mintakat

beszaritottuk, majd 50ul 0,1% hangyasav oldatban visszaoldottuk.
TOMEGSPEKTROMETRIAI ANALIZIS ES ADATOK KIERTEKELESE

A dusitmanyokat on-line LC-MS/MS analizisnek vetettiik al& Thermo LTQ Orbitrap Elite
készllekkel. A mintak 1/10-ét injektaltuk fel az elétét oszlopra 0% B-ben, majd gardiens
eldcioval kromatografaltuk 100 perc alatt novelve a B olddszert 0-40%-ra (A oldoszer: 0,1%
hangyasav/ viz; B oldoszer: 0,1% hangyasav/ acetonitril). Az adatgyiijtés soran a 3

legintenzivebb, t6bbszorésen toltétt ionrdl vettink fel HCD spektrumot, és amennyiben a HCD



spektrum tartalmazott diagnosztikus oxonium ionokat (204,0867; 366,1395), akkor azt a
prekurzort ETD fragmentalasnak is alavetettilk. A csucslistakat PAVA-val (2010.09.30 verzio)
generaltuk, majd az adatokat a ProteinProspector programcsomaggal (5.12.2 verzid) kerestik le a
Uniprot 2014.7.15-i adatbazison Bos taurus vagy human fehérjekre. A lekeresések sordn S5ppm
pontossdgot hasznaltunk a prekurzorra, 20ppm pontossagot az orbitrapben mért HCD
fragmensekre és 0,8Da pontossadgot az ioncsapdaban mért ETD fragmensekre. Féltriptikus
hasitasokat engedélyeztlink 1 kihagyott hasitohellyel. Két lekeresést hajtottunk végre, kilén véve
figyelembe Ser/Thr/Tyr foszforilaciét vagy Ser/Thr oldallancon HexNAcHexSA és
HexNAcHexSA2 modositast. Allandé modositasként Cys karbamidometilezédést allitottunk be,
lehetséges modositasként a foszforilacio illetve O-glikozilacio mellett az N-terminalis Gln
gylirlizarasat piroglutaminnd, valamint Met oxidaciot és fehérje N-terminalis acetilezést
engedélyeztink.  Egy peptiden belil 3 valtoz6 modositast engedelyeztink. Elfogadasi

paraméterek: minimum fehérje/peptid pontszam:25, maximum fehérje/peptid E-érték: 0,05.



EREDMENYEK ES ERTEKELESUK

A foszfopeptidek dudsitasara hasznalt immobilizalt fém-affinitas kromatografias (IMAC)
eljards azon alapszik, hogy a szildard hordozéra immobilizalt kelatképz6 altal koordinalt
fémionok nagy affinitassal kotik a peptidek foszfat csoportjait. A leggyakrabban alkalmazott
fémion a Fe(lll). Standard foszfopeptidekkel és foszforilalt fehérje emésztménnyel végzett
elokisérleteinkben azt tapasztaltuk, hogy az AI(IIl) is hatékonyan képes dusitani a
foszfopeptideket. Jelen kisérleteinkben ezen két fémion hatékonysagat vizsgaltuk marha és
human szérum triptikus emésztményébdl torténd foszfopeptid dasitasra. Fe(IIT)-NTA esetén az
irodalombdl vett dusitasi kortlményt hasznaltuk: 0,1% trifluoroecetsav/ 80% acetonitril (12),
mig AI(I11)-NTA esetén az el6kisérletek soran optimalizalt koriilményt: 0,1M ammoénium-acetat
pH 7/50% acetonitril. A két fémionnal kdzel azonos foszforilacids helyeket azonositottunk az

adatbazis lekeresés soran (1. tablazat).

aluminium (111)-NTA vas (Il1)-NTA
Protein Name 0,1 M amméniumacetat/ 50% ACN 0,1% TFA/ 80% CAN
1 Serum albumin S82 S82
2 Alpha-2-HS-glycoprotein $138, $321, 5328/5330 5138, 5330
3 Kininogen-1 $23, T326/ T327/5329, 5332 T326/T327/5329/ 5332
4 Alpha-1l-antichymotrypsin T35 T35
5 Apolipoprotein L1 5311, 5314 5311, S314
6 Haptoglobin s21
7 Antithrombin-Il| S68 S68
8 Fibrinogen alphachain $364/5365

9 Coagulation factorV $859
/-nincs meghatarozva pontosan melyik aminosav foszforilalodott

1.tdblazat Huméan szérumban azonositott foszforilacios helyek

Ezek a foszforilacios helyek az abundansabb szérum fehérjékhez rendelheték. Az Alpha-2-HS-
glycoprotein, Kininogen 1 és Apolipoprotein L1 fehérjén tobb foszforilacios helyet is igazoltunk.
A 1. &bra mutatja a human Apolipoprotein L1 fehérje két foszforilacids helyének (Ser-311 és
Ser-314) azonositasat. A ket foszforilacios hely azonos triptikus peptidre esik. A két modositasi
hely azonositasat az segitette, hogy a két foszfo-izoforma a kromatogréafia soran elvalt, tovabba a

két izoforma fragmentacioja a modositas pontos helyét igazold fragmenseket eredmenyezett:



mindkét izoforma esetén a bz fragmenst modositas nélkil detektaltuk, ami alapjan a Thr-307
foszforilacioja kizarhato, az y7 fragmenst az egyik esetben modositatlanul (m/z 804.3845), mig a
maésik esetben modositva (m/z 884.3655) detektaltuk, az yio fragmenseket mindkét izoforma

esetén maddositva detektaltuk, igy igazolva a Ser-311 és a Ser-314 foszforilaciojat.
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l.dbra Human Apolipoprotein L1 fehérje foszforilaciés helyeinek meghatarozasa. Fels6 panel: a
VTEPISAESGEQVER [306-320] triptikus peptid két foszfo-izoformaja (m/z 855.8835) a kromatografia soran
elvalt. Kozépsé panel: a fehéje a Ser-314 oldallancon foszforilalt. Als6 panel: a fehérje a Ser-311 oldallancon
foszforilalt.

A mérési eredmények kiértékelése soran arra lettiink figyelmesek, hogy a Fe(l11)-NTA-n
nyert disitmanyban szdmos fragmentacios spektrum glikopeptidekre jellemzd oxonium ionokat
(m/z 204,086; 292,092; 366,138) ¢és szénhidrat gyokoknek megfeleld tavolsagra ionsorozatot
tartalmazott. Megvizsgaltuk, hogy a detektalt fragmentacids spektrumok hany szazaléka
tartalmazta a glikopeptidekre altalanosan jellemz6 N-acetil hexdzamin oxdénium iont (m/z
204,086) A Fe(lI)-NTA-n ddsitott marha szérum emésztmény esetében a prekurzorok 60.2%

tartalmazta a diagnosztikus fragmenst, human szérum emesztmeény eseteben pedig a prekurzorok



75,25%-a. Az AI-NTA-n dusitott marha szérum emesztményben a prekurzorok minddssze
0,11%-a, human szérum eseten pedig 1%-a volt glikopeptid. Ez alapjan megéllapitottuk, hogy a
Fe(ll1l)-NTA esetében a foszfopeptidek mellett jelentés mértékben dusultak glikopeptidek is.
Osszehasonlitva a két fémionnal dusitott mintak béziscstics kromatogramjait, a kiillénbséget a
Fe(I11)-NTA-n feldusult glikopeptidek adjak (2. abra).
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2. &bra Marha szérum emésztmény disitmanyainak baziscsics kromatogramja. Fels6 panel aluminium(IIT)-NTA
dusitds 0,1 M ammoniumacetat/ 50% acetonitril. Alsé panel: vas(I11)-NTA duasités 0,1% trifluoroecetsav/ 80%
acetonitril.

Ezek utan felvetddott a kérdés, hogy a glikopeptidek dusuldsa Fe(lll)-NTA-n a
fémionnak vagy a felk6td korilményeknek koszonhet6-e. Ezért a Fe(111)-NTA-n torténd dusitast
megismételtiik az aluminiumra optimalizalt korilmény mellett is. Ennek eredmenyeként a
foszfopeptidek tovabbra is jol dusultak, azonban a glikopeptidek nem, a prekurzorok minddssze
0,07%-a tartalmazta a diagnosztikus oxonium iont (m/z 204.086). Ezekbdl az eredményekbdl
arra a kovetkeztetésre jutottunk, hogy a glikopeptidek dusulasaban a felkotés koriilményeinek
meghatarozd szerepe van. Mivel a vas(l11)-NTA-n végzett dusitas felk6té koriilménye (0,1%

trifluoroecetsav/ 80% acetonitril) nagymértékben hasonlit az ERLIC kromatografia soran
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alkalmazott kiindulasi korilményekhez (0,1% hangyasav/70-90% acetonitril), ezért azt
feltételeztlik, hogy a glikopeptidek dusulasanak hatterében hidrofil kélcsonhatasok allnak. Ennek
megerdsitésére a vas(II)-NTA gyantan torténd duasitast ugy is megismételtiik, hogy a felkotd
oldatban az apolaros acetonitrilt egy polarosabb olddszerrel, metilalkohollal helyettesitettik. A
0,1% trifluoroecetsav/ 80% acetonitrilben és 0,1% trifluoroecetsav/ 80% metanolban nyert
dusitmanyok béaziscsucs kromatogramjait (3.4bra) 0Osszehasonlitva azt talaltuk, hogy az
acetonitriles dusitas soran detektalt glikopeptid csucsok a metanolos ddsitmanybdl hianyoznak.
Az adatokbol generalt csucslistanak az m/z 204.086 diagnosztikus oxénium ionra végzett sziirése
megerdsitette, hogy a marha szérum dusitméanyban a polarosabb oldoszer esetén a prekurzorok
mindodssze 1,6%-a glikopeptid. Tehat igazoltuk, hogy a glikopeptidek dusulasaban a hidrofil
kolcsonhatdsok a meghatarozdak.
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3.4bra Marha szérum emésztmény dusitmanyainak baziscsics kromatogramja. Fels6 panel vas(III)-NTA duisitas 0,1
% trifluoroecetsav/ 80% metilalkohol. Alsé panel: vas(l11)-NTA duisitas 0,1% trifluoroecetsav/ 80% acetonitril.

Ezen eredmények alapjan olyan dusitasi protokollt dolgoztunk ki, amely lehetévé teszi,
hogy a foszfo- és glikopeptideket kiilon analizaljuk. A modszer elsé 1épéseként vas(II)-NTA
gyantara 0,1% trifluoroecetsav/ 80% acetonitril oldatban egyutt kotottik fel a gliko- és
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foszfopeptideket. Ezutan egymast kovetd, kétlépéses elucidval eldszor a glikopeptideket

szoritottuk le a gyantar6l 0,1 M ecetsav/ 50% acetonitrillel, ezt kovetden pedig a

foszfopeptideket eludltuk 1% ammonia/ 50% acetonitrilben. A béziscsics kromatogramok

alapjan az els6é eludtumban j6 hatékonysaggal és szelektivitassal sikeriilt a glikopeptideket

leszoritani, mig a foszfopeptidek a masodik Iépesben elualddtak (4. abra).
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4. Marha szérum emésztmény disitmanyainak bdaziscsics kromatogramja. Vas(lI1)-NTA felkotés 0,1 %
trifluoroecetsav/ 80% acetonitrilben. Felsé panel: 0,1 M ecetsav/ 50% acetonitrilben eludlds. Alsé panel: 1%

ammonia / 50% acetonitrilben elualas.
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OSSZEGZES

Munkéank soran fém-affinitasi kromatogréafiast eljarast (IMAC) alkalmazva dusitottunk foszfo- és
glikopeptideket human és marha szérum triptikus emésztményébol. Kétféle fémiont hasznaltunk
a dusitasara: aluminium(III) és vas(II) ionokat, amelyek eltéré optimalis felk6td koriilményeket
igényelnek. Azt tapasztaltuk, hogy az aluminium(I11)-NTA esetében csak a foszfopetidek, mig a
vas(I1)-NTA-n torténd dusitas alakalmaval foszfo- és glikopeptidek egyarant dusultak. Annak
eldontésére, hogy a glikopeptidek dusulasa a femion vagy a felkotési koériilményeknek tudhatd
be, a vas(lll)-NTA gyantan torténé dusitast elvégeztiik az aluminium(III)-NTA gyantara
optimalizalt korilmények kozott is. A dasitmanyban tdlnyomé részt foszfopeptideket
detektaltunk. Ez azt a kovetkeztetést vonta maga utan, hogy nem a fémion, hanem a felkto
korilményeknek van meghatarozd szerepe a glikopeptidek dasulasaban. Mivel a vas(l11)-NTA
felkotd koriilményei hasonloak az ERLIC kromatografias eljaras kiinduldsi koriilményeihez, arra
gondoltunk, hogy a glikopeptidek kotédése a hordozoéra hidrofil kolcsonhatasok altal valosulhat
meg. Ezt megerdsitendd, a vas(II)-NTA felkotdé oldatanak apolaros komponsét polarosabb
komponensre cseréltik és azt tapasztaltuk, hogy a hidrofilebb korilmények kozott a
glikopeptidek nem kotodtek fel a hordozora, csak a foszfopeptidek dasultak fel. Ezek alapjan egy
olyan dusitasi eljarast hoztunk létre Fe(111)-NTA-n, amely soran kétlépéses elucidval a gliko- és

foszfopeptidek elvéalaszthatoak és kilon analizélhatoak.
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