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BEVEZETO ES CELKITUZES

A fehérjéknek tobb szaz reverzibilis és irreverzibilis poszttranszlacios modositasa ismeretes (1).
A kiilonb6z0 modositdsok szerepe valtozo, hatast gyakorolhatnak a fehérjék szerkezetére,
stabilitasara, a sejten beliili illetve kiviili lokalizaciéjukra, a miikodésiikre, egymas kozotti
kolcsonhatésaik kialakulasara. A mddositasok kozott kiemelked6 jelentdséggel bir a glikozilacio
és a foszforilacio. A fehérjék glikozilacioja az egyik leggyakoribb mddosités, a fehérjék mintegy
fele glikozilalodik az élettartama alatt (2). A sejten beluli fehérjéknél a szignalutak
szabalyozésaban 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 konformécidjat és proteolitikus
rezisztenciat biztosit szamara (3). A szénhidrat modositas meghatarozott aminosav oldalancok O-
, N- vagy C-atomjahoz kapcsolodhat. Az N-glikozilacié az oligoszaharidoknak az aszpargin
oldallancanak amid csoportjan 1év6 nitrogénhez torténd kapcesolodasa, az O-glikozilacio a szerin,
treonin és/vagy hidroxiprolin hidroxil csoportjdhoz, a C-glikozilacié a triptofan indolgytirtijének
C2-es szénatomjahoz vald kapcsolddast jelenti. A membranhoz kotott és szekretalt proteinek
enzimatikus glikozilacioja az endoplazmatikus retikulumban kezdédik, majd a Golgi-készllékben
alakul ki végleges szerkezetilk, itt szortirozdédnak és jutnak el végleges helylkre. Analitikai
szempontbdl a C-glikozilalt fehérjék azonositasa a legegyszeriibb azon okbol kifolydlag, hogy
ismeretes konszenzus szekvencigjuk (W-X-X-W, az elsé triptofan modosul), amely nem vész el a
minta el6készités és a tomegspektrometrias analizis alkalmaval. Az N-glikozilacié konszenzus
szekvencidja N-X-S/T/C (a kozépsé aminosav nem lehet prolin), jellemz6 ra egy univerzalis
magstruktara, amelyhez véltozatos szénhidratlancok kapcsolddhatnak, tovabbéa azonositottak
specifikus endoglikozidazat (peptid N-gikozidaz F), amely Ggy hasitja a szénhidrat strukturat,
hogy az aszpargint aszparginsavva hidrolizélja, diagnosztikus jelet hagyva maga utan (+1 Da
tomegeltolédas a modositatlan peptidhez képest). Az O-glikozilalt fehérjék analizise sokkal
korialményesebb, mivel nincs definialt konszenzus szekvenciaja a modositasnak, és a kapcsolédd
oligoszaharid is nagy valtozatossagot mutat. Tovabba nincs univerzalis endoglikozidaza, és nincs
meghatarozott kémiai modszer sem, amely specifikusan hidrolizalna gy, hogy az a modositas

helyének meghatarozasahoz hasznos diagnosztikus jelet biztositana.



A masik igen elterjedt modositas a fehérjék foszforilacidja. Becslések alapjan egy adott emlds
sejtben a feherjék tobb mint 30%-a foszforilalodik az életiik soran. A foszforilacio a sejten beldili
folyamatok (szignaltranszdukci6, 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 megertéséhez elkerulhetetlen, 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
aktivitasaban, intracellularis lokalizaciojaban, vagy mas fehérjékkel torténd interakcidjaban
betdltott szerepére. Tovabba a foszforilacios hely meghatarozasaval azonosithat6 a fehérje kinaz,
amely szabdlyozza a fehérjét, ezaltal érthetévé valhat a biologiai funkcidja és fontossaga a
szignaltranszdukcidés folyamatokban. A fehérjéek szerin, treonin és tirozin oldallancaikon
foszforilalodhatnak. A modositas helyének tomegspektrometrias meghatdrozasat az teszi lehetove,
hogy a moddositott peptidek tomege, valamint a peptidek iitkozéses aktivalasa soran képzddo, a
modositast hordoz6 fragmensek tdmege +80 Da-nal eltolddik. Szerinen, treoninon foszforilalt

kovetkeztében a modositott fragmens tomegéhez képest -98 Da-nal tovabbi jelet detektalhatunk.

Az eml6s szérum gazdag szekretalt glikoproteinekre nézve. A rendszer kiillonb6z6 aberracidi, mint
amilyen a glikozil transzferazok expresszidjaban vagy aktivitasaban torténd valtozasok, vagy mas
faktorok amelyek hatassal vannak a glikdn bioszintézisre Osszefuiggést mutatnak bizonyos
kronikus betegségekkel (4, 5). Hasonloképpen a szérumban jelenlévd fehérjék foszforilaltsagi
allapotaban bekovetkez6 valtozasok kéros allapotok biomarkereit reprezentalhatjak. Igy ezen
modositasok feltérképezése és mennyiségi valtozasanak meghatarozasa kiemelt jelentéségii.
Mivel a szérum meglehetdsen komplex, mindamellett a fehérjék egy igen széles dinamikus
tartomanyt fednek le, ezért a gyakran szub-sztéchiometrikus médositasok tdmegspektrometriai
vizsgalatdhoz a modositott komponensek feldusitasa sziikséges. Foszforilalt peptidek dusitasara
leggyakrabban immobilizalt fém-affinitas kromatografiat (IMAC) (1) titan-dioxidon (1, 6) torténd
dusitast vagy anioncserélé oszlopon végzett hidrofil kromatografiat (ERLIC) (8) alkalmaznak.
Glikozilalt peptidek izolalasara foként lektin affinitds kromatografiat hasznalnak (10), de leirtak
ERLIC kromatografiat (9) és titan-dioxidon (11) torténd dusitast is. A mi célunk glikozilacios és

foszforilaciés modositasok vizsgalata szekretalt fehérjéken. Munkank soran immobilizalt fém-
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affinitas kromatografids eljarast alkalmaztunk szérum triptikus emésztményébdl torténd
foszfopeptid dusitasra, tovabba megvizsgaltuk, hogy a modszer alkalmas-e glikopeptidek
izolalaséra. Kisérleteinkben vas (111) és aluminium (l11)-ionokat immobiliz&ltunk nitrilotriacetat
(NTA) funkcids csoportot hordozd magneses agaréz gyongyre. A felkotési és eluélési Iépeseket

valtoztatva kerestiik a két mddositas szelektiv dusitasat biztositd korilményeket.

ANYAG ES MODSZER
MINTA ELOKESZITESE

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

Preparation) metédussal

500 pl marha- és 500 pl humén szérumhoz hozzdadtunk 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 szilird 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 képz6dé szabad —SH csoportokat 200 mM jodacetamid/ 8 M karbamid-Tris
oldatban alkilaltunk 30 percig sététben, amit harom mosas kdvetett 200 pl 8 M karbamid/ 100 mM
Tris oldattal és tovabbi harom mosas 50 mM ammonium bikarbonat pH 8,5 oldattal. Ezutan
minden cs6h6z 0,1 mg tripszint adtunk 100 pl 50 mM ammdnium 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 pl 0,1 % hangyasav oldattal mostuk, amit hozzacentrifugaltunk 14000 g 20 percig 20
OC az emésztményhez. A mintakat beszaritottuk, majd vizzel 100 pg/ul koncentracioji térzsoldatot
készitettiink, amit -20 °C-on taroltunk.



ESZKOZOK
IMAC-gyanta el6készitése

Fe(l11)- és Al(111)-NTA gyantat magneses Ni(Il)-NTA agar6z 5%-o0s szuszpenziojabol készitettlink
a fémion lecserélésével a kovetkez6 modon. A Ni(II)-NTA agardz gyantat haromszor mostuk
vizzel. Ezutdn a gyantat 100 mM EDTA oldattal razattuk 30 percig, hogy a Ni(ll)-ionokat
eltavolitsuk. Haromszoros vizes mosas utan 10mM FeCls vagy Al2(SO4)s oldattal inkubaltuk a
gyantat 30 percig. Ujabb haromszoros vizes mosas utan a gyantahoz acetonitril/metanol/0.01%
ecetsav 1:1:1 aranyu elegyét adtuk, hogy 5%-os szuszpenziot kapjunk. Az igy el6készitett 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 koncentréciéju
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 felkotd oldattal. Végiil a gyantan dusult peptideket egy Iépésben 100 pl 1%
ammonia/ 50% acetonitril oldattal szoritottuk le, vagy két 1épésben elobb 500 pul 100 mM ecetsav/
50% acetonitril oldattal, majd 100 pl 1% ammdnia/ 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 el6tét oszlopra 0% B-ben, majd gardiens eltcioval
kromatografaltuk 100 perc alatt ndvelve a B olddszert 0-40%-ra (A olddszer: 0,1% hangyasav/
viz; B olddszer: 0,1% hangyasav/ acetonitril). Az adatgyiijtés soran a 3 legintenzivebb,

tobbszordsen toltott ionrol vettink fel HCD spektrumot, és amennyiben a HCD spektrum



tartalmazott diagnosztikus oxdénium ionokat (204,0867; 366,1395), akkor azt a prekurzort ETD
fragmentalasnak is alavetettik. A csucslistakat PAVA-val (2010.09.30 verzio) generaltuk, majd
az adatokat a ProteinProspector programcsomaggal (5.12.2 verzid) kerestiik le a Uniprot
2014.7.15-i adatbazison Bos taurus vagy human fehérjékre. A lekeresések soran 5ppm pontossagot
hasznaltunk a prekurzorra, 20ppm pontossagot az orbitrapben mért HCD fragmensekre és 0,8Da
pontossagot az ioncsapdaban mért ETD fragmensekre. Féltriptikus hasitdsokat engedélyeztiink 1
kihagyott hasitohellyel. Két lekeresést hajtottunk végre, kilon véve figyelembe Ser/Thr/Tyr
foszforilaciot vagy Ser/Thr oldallancon HexNAcHexSA és HexNAcHexSA2 modositast. Allando
modositasként Cys karbamidometilezddést allitottunk be, lehetséges modositasként a foszforilacio
illetve O-glikozilacié mellett az N-terminalis Gln gytirlizarasat piroglutaminna, valamint Met
oxidaciot és fehérje N-termindlis acetilezést engedélyeztiink. Egy peptiden belil 3 véltozd
modositast engedélyeztiink. 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)
eljaras azon alapszik, hogy a szilard hordozéra immobilizalt kelatképzo 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 emésztményébOl torténé foszfopeptid dusitasra. Fe(III)-NTA esetén az
irodalombdl vett dusitasi koriilményt hasznaltuk: 0,1% trifluoroecetsav/ 80% acetonitril (12), mig
AI(II1)-NTA esetén az el6kisérletek soran optimalizalt koriilményt: 0,1M ammonium-acetat pH
7/50% acetonitril. A két fémionnal kozel azonos foszforilacios 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. abra mutatja a huméan Apolipoprotein L1 fehérje két foszforilacios helyének (Ser-311 és Ser-
314) azonositasat. A két foszforilacios hely azonos triptikus peptidre esik. A két mddositasi hely
azonositasat az segitette, hogy a két foszfo-izoforma a kromatogréafia soran elvalt, tovabba a két

izoforma fragmentacioja a modositas pontos helyét igazold fragmenseket eredményezett: mindkét



RT: 42.76 - 80.86

67.77 L:
855.8879 1.86E4
1o0o 67.96 m/z=
855.8007 855.8737-
67.60 BE5.f
80 855.8007 855.8909
== F:ms MS
so 140623_09
68.2
a0 az.75 855 = 5600 79.43
855.8820 59.95 72.89 855.8885
855.8809 855.8804
20 A
° a7.4a3 L:
100 855.8831 r3n.;:>zziE5
a7.31 =,
855.8737-
80 855.8831 855.8909
a6.67 Fims MS
P 855.8831 140623_08
a0
20
48.16 53.20 59.74 67.94 70.16
.. 855.8869 855.8902 855.8843 855.8907 855.8903
° a7.69 NL:
100 855.8830 3.67E4
m/z=
855.8737-
80 8558000
F:ms
6o 140623_¢ o7
a6.97
a0 855.8828 ~
20 a8.27 70.19
a3.38 855 Sa2a 55.61 61.13 a.4a

855.8904 { 855. 8884
Vs " N

855.8849
.

e e ey B T
50 60 65
Time (min)

as

T T T T T T

1.a dbra Az Apolipoprotein L1 fehérje, VTEPISAESGEQVER triptikus peptid két foszfo-izoformdja, melyek elvaltak
egymastol a kromatografian. Felso panel: 0,1 M ecetsav/50% acetonitrilben torténd elucio alkalmaval. Kozépso panel
1% ammonia/ 50% acetonitrilben torténé eltcioval. Also panel: 0,1 M foszforsav/ 50% acetonitrilben torténé eludlas

alkalmaval.

O:\OTelitel. . \Raﬂ'al'ﬁml\140305 05 2014.08.05. 23:01:07

140731/1 5/50

HS FeNTA 0.1% TFA/80%ACN

RT: 3798 - 50.05

4373 NL:
100 855 8837 1.80E5
o miz=
855 8751-
530 855.8923 F:
_§50 43.15 T‘:OB'\:‘:ES_:IS
2 8558835
© 40 44 07
'?; 20 38.65 41.62 855.8839 45 47 46.21 47.58 49.35
o 855.8853 8558854 855.0842 8558813 8558819 855.8813
0 LI B T Fr rr r [ r 1T 1T r [ 1T 7T 1T 1T [ FfFrT 1T 1T [T T T T [T T &P Tl Fr T T T rr T T
38 39 40 a1 42 43 a4 a5 46 a7 a8 49 50
Time (min)
140805 _05#6237 RT. 4292 AV:1 NL- 168
T: FTMS + ¢ NSl d Full ms2 855 88@hcd30 00 [100 00-1725.00] y10-H3PO4
200 e 1073 4888 10
3 y12 +
580 691.3042 1171.4583 y12-H3P0O4
3 1283 6116
;60 183.1456 bz 1550 642 8192 y9-H3PO4 y1l2
e 0 294 1527 |330- 16(122? s 16 anma 71748, 7 )154195 986.4517 13815913
=20 I “ | 5312878 1?85_334 884.3855 l 1196.6700
e 0 . II' "III |Illlill'll|||ll [I T T I[' Ill T T T I[ T II I'I T T T JI I] T T | T T II T |I T II II T T 1' IJI T L T T T T L T T T 1 " T
400 500 600 700 8o 200 1000 1100 1200 1300 1400
nygz
140805 05#6391 RT- 4398 AV.1 NL 4 27E3
T: FTMS + ¢ NSl d Full ms2 855 88@hcd30 .00 [100 00-1725 00]
642 3156 -80Da
Joo
580 y12 42
560 - v
2 y12-H3P04
= v7 v8 y10-H3PO4
=40 b3-H2o ylo 12836232
2 1831132 o O 578 2236 y6 804.3845 9334277 yg 10734910 0 ceq y12
E";?U 4622359 531.2902 9154279 | 10044713 1381.5981

200 300 400 500 600

l.4bra  Humén Apolipoprotein L1 fehérje foszforilacids

900 1000 1100

helyeinek meghatdrozasa.

1300

1200 1400

Fels6 panel: a

VTEPISAESGEQVER [306-320] triptikus peptid két foszfo-izoformaja (m/z 855.8835) a kromatografia soran elvalt.
K6zEps6 panel: a fehéje a Ser-314 oldallancon foszforilalt. Alsé panel: a fehérje a Ser-311 oldallancon foszforilalt.



izoforma esetén a bs fragmenst modositas nelkul detektaltuk, ami alapjan a Thr-307 foszforilacioja
kizarhato, az y7 fragmenst az egyik esetben maddositatlanul (m/z 804.3845), mig a masik esetben
modositva (m/z 884.3655) detektaltuk, az yio fragmenseket mindkét izoforma esetén modositva
detektaltuk, igy igazolva a Ser-311 és a Ser-314 foszforilécidjat.

A mérési eredmeények Kkiértékelése soran arra lettink figyelmesek, hogy a Fe(I11)-NTA-n nyert
dusitmanyban szamos fragmentacios spektrum glikopeptidekre jellemz6 ox6nium ionokat (m/z
204,086; 292,092; 366,138) ¢és szénhidrat gyokoknek megfeleld tavolsagra ionsorozatot
tartalmazott. Megvizsgaltuk, hogy a detektdlt fragmentécids spektrumok hany szézaléka
tartalmazta a glikopeptidekre altalanosan jellemz6 N-acetil hexd6zamin oxénium iont (m/z
204,086) A Fe(ll)-NTA-n ddasitott marha szérum emésztmény esetében a prekurzorok 60.2%
tartalmazta a diagnosztikus fragmenst, human szérum emésztmény esetében pedig a prekurzorok
75,25%-a. Az AI-NTA-n dusitott marha szérum emésztmeényben a prekurzorok minddssze 0,11%-
a, human szérum esetén pedig 1%-a volt glikopeptid. Ez alapjan megéllapitottuk, hogy a Fe(ll1)-
NTA esetében a foszfopeptidek mellett jelentds mértékben dusultak glikopeptidek is.
Osszehasonlitva a két fémionnal dusitott mintak baziscsics kromatogramjait, a kiilonbséget a
Fe(111)-NTA-n feldusult glikopeptidek adjak (2. abra).
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2. dbra Marha szérum emésztmény duisitmanyainak béziscsics kromatogramja. Felsé panel aluminium(III)-NTA
disitds 0,1 M ammoniumacetat/ 50% acetonitril. Als6 panel: vas(I11)-NTA duisitas 0,1% trifluoroecetsav/ 80%
acetonitril.
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Ezek utan felvetddott a kérdés, hogy a glikopeptidek dtaisulasa Fe(III)-NTA-n a fémionnak
vagy a felk6té koriilményeknek koOszonheto-e. Ezért a Fe(lll)-NTA-n torténd duasitast
megismételtik az aluminiumra optimalizalt korilmény mellett is. Ennek eredményeként a
foszfopeptidek tovabbra is jol dusultak, azonban a glikopeptidek nem, a prekurzorok mindéssze
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 korilményeinek
meghatarozd szerepe van. Mivel a vas(l11)-NTA-n végzett duasitas felkoté koriilménye (0,1%
trifluoroecetsav/ 80% acetonitril) nagymértékben hasonlit az ERLIC kromatografia soran
alkalmazott kiindulasi korilményekhez (0,1% hangyasav/70-90% acetonitril), ezért azt
feltételeztlik, hogy a glikopeptidek dusulasanak hatterében hidrofil kdlcsonhatasok allnak. Ennek
megerositésére a vas(IlI)-NTA gyantan torténd duasitast ugy is megismételtiik, hogy a felkotod
oldatban az apolaros acetonitrilt egy polarosabb olddszerrel, metilalkohollal helyettesitettik. A
0,1% trifluoroecetsav/ 80% acetonitrilben és 0,1% trifluoroecetsav/ 80% metanolban nyert
dusitmanyok béaziscsics kromatogramjait (3.4bra) ©Osszehasonlitva azt talaltuk, hogy az
acetonitriles dusitas soran detektalt glikopeptid csucsok a metanolos dusitmanybdl hianyoznak.
Az adatokbol generalt csucslistanak az m/z 204.086 diagnosztikus oxénium ionra végzett sziirése
megerdsitette, hogy a marha szérum dusitmanyban a polarosabb oldoszer esetén a prekurzorok
minddssze 1,6%-a glikopeptid. Tehat igazoltuk, hogy a glikopeptidek dusulasaban a hidrofil

kdlcsonhatasok a meghatarozoéak.
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3.4bra Marha szérum emésztmény disitmanyainak baziscslcs kromatogramja. Fels6 panel vas(IIT)-NTA dusitas 0,1
% trifluoroecetsav/ 80% metilalkohol. Alsé panel: vas(111)-NTA duisitas 0,1% trifluoroecetsav/ 80% acetonitril.

Ezen eredmények alapjan olyan dusitasi protokollt dolgoztunk ki, amely lehetové teszi,

hogy a foszfo- és glikopeptideket kiilon analizaljuk. A moédszer elsé 1épéseként vas(III)-NTA

gyantara 0,1% trifluoroecetsav/ 80% acetonitril oldatban egyltt kotottik fel a gliko- és

foszfopeptideket. Ezutdn egymast kovets, kétlépéses elicioval el6szor a glikopeptideket

szoritottuk le a gyantarol 0,1 M ecetsav/ 50% acetonitrillel, ezt kdvetden pedig a foszfopeptideket

eludltuk 1% ammonia/ 50% acetonitrilben. A baziscsucs kromatogramok alapjan az els6

eludtumban j6 hatékonysaggal és szelektivitassal sikerilt a glikopeptideket leszoritani, mig a

foszfopeptidek a masodik 1épésben elualédtak (4. abra).
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4. Marha szérum emésztmény dusitmanyainak bdaziscsucs kromatogramja. Vas(l11)-NTA felkotés

Time (min)

0,1 %

trifluoroecetsav/ 80% acetonitrilben. Felsd panel: 0,1 M ecetsav/ 50% acetonitrilben eluélas. Alsé panel: 1% ammonia

/ 50% acetonitril

ben 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 felk6té 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 fémion vagy a felkdtési koriilmenyeknek tudhato be,
avas(ll)-NTA gyantan torténé dusitast elvegeztik az aluminium(111)-NTA gyantara optimalizalt
kortlmenyek kozott is. A dusitmanyban tulnyomo részt foszfopeptideket detektaltunk. Ez azt a
kovetkeztetést vonta maga utdn, hogy nem a fémion, hanem a felk6td koriilményeknek van
meghatarozé szerepe a glikopeptidek dusulasadban. Mivel a vas(l11)-NTA felkoté koriilményei
hasonloak az ERLIC kromatografias eljaras kiindulasi kérilményeihez, arra gondoltunk, hogy a
glikopeptidek kotddése a hordozoéra hidrofil kolcsonhatasok 4altal valdsulhat meg. Ezt
megerdsitendd, a vas(III)-NTA felkotd oldatanak apolaros komponsét polarosabb komponensre
cseréltiik és azt tapasztaltuk, hogy a hidrofilebb koriilmények kozott a glikopeptidek nem kdtodtek
fel ahordozora, csak a foszfopeptidek dusultak fel. Ezek alapjan egy olyan dusitasi eljarast hoztunk
létre Fe(111)-NTA-n, amely soran kétlépéses eltcioval a gliko- és foszfopeptidek elvalaszthatoak

és kulon analizalhatéak.
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