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Rövidítésjegyzék 

*  Az ammóniavesztés jelölése a tandem tömegspektrumokon 

[M + nH]n+ n-szeresen protonált molekula 

°  A vízvesztés jelölése a tandem tömegspektrumokon 

ADH  (Élesztő) alkohol dehidrogenáz  

BPC  Báziscsúcs kromatogram (Base Peak Chromatogram) 

BSA  Szarvasmarha szérum albumin (Bovine Serum Albumin) 

cB  „B” aminosav C-terminálisán történő kötéshasadás 

CID  Ütközésindukált disszociáció (Collision-induced Dissociation) 

CIR  Kötéshasadás intenzitási arány (Cleavage Intensity Ratio) 

DTT  (2S,3S)-1,4-diszulfanilbután-2,3-diol (ditiotreitol) 

ESI  Elektroporlasztásos ionizáció (Electrospray Ionization) 

HPLC  Nagy hatékonyságú folyadékkromatográfia (High-Performance Liquid 

Chromatrography) 

IAA  2- jódacetamid (jódacetamid) 

int-b [2-5] b-típusú belső fragmens jelölése a tandem tömegspektrumokon 

M  Prekurzorion jelölése a tandem tömegspektrumokon 

m/z  Tömeg / töltés 

MS  Tömegspektrometria (Mass Spectrometry) 

MS/MS  Tandem tömegspektrometria 

nB  „B” aminosav N-terminálisán történő kötéshasadás 

NMR  Mágneses rezonancia (Nuclear Magnetic Resonance) 

PTM  Poszttranszlációs módosítás (Posttranslational Modification) 

Q  Kvadrupól analizátor 

RP-HPLC Fordított fázisú nagy hatékonyságú folyadékkromatográfia (Reversed-Phase High-

Performance Liquid Chromatography) 

SCX  Erős kationcserélő (Strong Cation Exchange) 

TIC  Összes ion kromatogram (Total Ion Chromatogram) 

TOF  Repülési idő (Time-of-Flight) 

Xaa  Egy tetszőleges α-aminosav hárombetűs rövidítése 

XRD  Röntgen diffrakció (X-ray Diffraction) 
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1. Bevezetés 

A fehérjék szekvenciájának meghatározása alapvető jelentőségű a sejtben történő biológiai 

folyamatok megértéséhez. A szekvenáláshoz leggyakrabban az ún. bottom-up proteomikai módszert 

használják. Ennek során a vizsgált sejtkultúrából vagy szövetmintából kinyerik a fehérjéket, 

megbontják a fehérjeláncok közötti kötéseket és kémiai származékképzés útján blokkolják azok 

visszaalakulását. A fehérjéket ezt követően enzimatikus emésztésnek vetik alá. Ilyen módon jobb 

oldhatóságú és tömegspektrometriával egyszerűbben azonosítható, kisebb peptidek keletkeznek. Az 

enzimatikus emésztéshez leggyakrabban használt enzim a tripszin, amely nagy hatékonysággal és 

specifikusan a lizin és arginin aminosavak C-terminálisán hidrolizálja el az amidkötéseket. A keletkező 

peptideket triptikus peptideknek nevezzük. 

Az enzimatikus emésztést követően nagy hatékonyságú folyadékkromatográfia (HPLC) 

segítségével elválasztják a peptideket és tandem tömegspektrometriával (MS/MS) azonosítják őket. 

MS/MS során a tömegspektrométerben a peptidekből keletkezett peptidionokat elkülönítik, és 

valamilyen gerjesztési technikával alkotórészeikre bontják őket (fragmentáció). A peptidionokból 

keletkező fragmensek jellemzőek a kiindulási peptid szekvenciájára, és adatbázis alapú kereséssel 

azonosíthatóak. Az MS/MS alapú azonosítás sikeressége nagyban függhet az enzimatikus emésztés 

során nyert peptidek fizikai-kémiai tulajdonságaitól, például a peptidek méretétől, hidrofobicitásától, 

gázfázisú bázicitásától, töltöttségi fokától és a gerjesztés energetikájától. 

A tripszinnel történő emésztés során általában kis-közepes méretű, jellemzően kétszeresen-

háromszorosan töltött peptidionok keletkeznek, amelyek viszonylag könnyen azonosíthatók HPLC-

MS/MS technikával. Ugyanakkor előfordulhat, hogy a meghatározni kívánt fehérje túl sok vagy túl 

kevés bázikus aminosavat tartalmaz. Előbbi azt eredményezi, hogy sok kis méretű peptid keletkezik, 

amelyeket nehéz tisztítani és HPLC-vel elválasztani, utóbbi esetben pedig túl nagy peptidek 

keletkeznek, amelyek nehezen fragmentálódnak vagy túl kevés informatív fragmens keletkezik belőlük. 

Ezért a tripszinen kívül más, különféle specificitással rendelkező enzimet is alkalmaznak a gyakorlatban. 

Az egyik ilyen viszonylag új és kevéssé ismert emésztőenzim a ProAlanáz, amely a fehérjeláncot 

a prolin és alanin C-terminálisánál hasítja el. Kutatómunkám során két modellfehérje, az élesztő 

alkohol dehidrogenáz (ADH) és szarvasmarha szérum albumin (BSA) enzimatikus emésztését végeztem 

el ProAlanáz enzim segítségével. Ezt követően azonosítottam a keletkező peptideket, azok 

fragmenseit, meghatároztam az azonosításhoz optimális ütközési energiát, és részletesen vizsgáltam a 

fragmentációs folyamatokat HPLC-MS/MS technikával.   
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2. Irodalmi áttekintés 

2.1. Tömegspektrometria 

A tömegspektrometria (MS) egy olyan nagyműszeres analitikai és szerkezetkutató módszer, 

amellyel ionokat lehet szétválasztani elektromos és/vagy mágneses térben való viselkedésük alapján 

tömeg / töltés (m/z) értékük szerint.1 A módszer minőségi és mennyiségi analízisre is alkalmas. 

Napjainkban a fehérjék, valamint a peptidek szekvenciájának meghatározását legtöbbször ezzel a 

technikával végzik.2 

Egy tömegspektrométer főbb részei a mintabeviteli rendszer, az ionforrás, a tömeganalizátor 

és a detektor (1. ábra). Az analizátor és a detektor nagyvákuumtérben helyezkednek el, az ionforrás 

lehet légköri nyomáson vagy vákuum alatt.3 

 

  

 

 

1. ábra A tömegspektrométerek sematikus felépítése 

A mintabeviteli rendszer direkt vagy indirekt módon juttatja a mintát a műszerbe. Indirekt 

injektálásról beszélünk, ha a tömegspektrométer ionforrásához valamilyen elválasztástechnikai 

eszközt (kromatográf) on-line kapcsolnak. Az ionforrás feladata az, hogy a mintából gázfázisú ionokat 

állítson elő, amelyek így kölcsönhatásba tudnak lépni elektromágneses térrel. Az analizátor 

szétválasztja az ionokat térben vagy időben m/z értékük szerint. Az analizátor típusa határozza meg a 

készülék felbontását és pontosságát, a vizsgálható tömegtartomány szélességét, a szkennelés 

gyorsaságát. A detektor pedig az analizátorból érkező ionok számával arányos jelet generál. A műszer 

vezérlését szoftveresen oldják meg.4 

2.2. Az elektroporlasztásos ionizáció 

Fehérjék és peptidek vizsgálatához legtöbbször elektroporlasztásos ionizációt használnak 

(Electrospray Ionization, ESI). ES ionizáció során a mintát tartalmazó oldószert 2-7 kV feszültséggel 

porlasztják egy tűn keresztül.5 A porlasztást egy, az ESI-tűt körülölelő csőben áramló gáz (általában 

nitrogén) segíti. Pozitív (ES+) és negatív ionizációs módot (ES-) különböztetünk meg attól függően, hogy 

pozitív vagy negatív ionokat kívánunk detektálni. A porlasztás során keletkező töltött cseppek 

Mintabevitel Ionforrás Tömeganalizátor Detektor 

Nagyvákuum 



 
 

4 
 

szárítását ellenirányban áramló szárítógáz segíti, a detektor irányába való mozgásukat pedig 

feszültséggradiens. A párolgás következtében a töltéssűrűség, s így a Coulomb-taszítás folyamatosan 

nő a cseppekben, így végül ún. Coulomb-robbanások következnek be, amelyek egyre kisebb méretű 

cseppek keletkezését eredményezik (2. ábra).6 

 

2. ábra Az elektroporlasztásos ionizáció (ESI) szemléltetése7 

A teljes elpárolgás után a mintából gázfázisú, többszörösen protonált molekulák [M + nH]n+ 

keletkeznek pozitív módban, forráson belüli fragmentáció megfelelő beállítások mellett nem jellemző. 

Az ES ionizáció poláros kis-, közepes- és nagymolekulák vizsgálatára alkalmas vezetőképes 

oldószerben.8 Megfelelő oldószer például az acetonitril vagy metanol és víz elegye, amely 0,1% 

hangyasavat vagy ecetsavat tartalmaz. Fontos kiemelni, hogy csak illékony adalékanyagok 

használhatók. Az oldószerben vagy a mintában előforduló szervetlen ionok adduktot képezhetnek a 

mintával, mint például a [M + Na]+ pozitív módban vagy a [M + Cl]- negatív módban.7 

Mivel az ionizáció mértéke függ a mérendő komponensek polaritásától és 

protonálhatóságától, ezért előfordulhat, hogy többkomponensű mintákban a könnyebben 

protonálható komponensek nagyobb intenzitással detektálhatók, és elnyomják a többi jelét. Ezt a 

jelenséget ionszupressziónak nevezzük.9 A minta esetleges sótartalmának is jelentős szupresszív hatása 

van a többi komponensre nézve.7 

  

folyadékáram 

                    

szárító gáz 
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2.3. Analizátorok 

2.3.1. A repülési idő analizátor (TOF) 

A peptid- és fehérjeszekvenálási vizsgálatok céljára leggyakrabban repülési idő, orbitrap, 

kvadrupól, és ioncsapda analizátorok kombinációit tartalmazó tömegspektrométereket használnak 

(ún. hibrid analizátoros tömegspektrométerek).10 

Ezek közül az ún. reflektron repülési idő analizátor (TOF) nagy felbontással és pontossággal 

rendelkezik. Működési elve elektromos térrel csomagokba gyűjtött, majd felgyorsított ionok repülési 

idejének mérésén alapul egy erre a célra kialakított térmentes repülési csőben. Először az ionokat a 

haladási irányukra merőleges irányba térítik el, majd az ún. iontükör visszafordítja azokat a detektor 

irányába oly módon, hogy az ionok pályája V-alakú legyen (V mód). A repülési idő egyenesen arányos 

a m/z érték négyzetgyökével (3. ábra).11 Ha a repülési csőben egy második iontükröt helyeznek el, azzal 

a felbontás tovább javítható (ún. W mód). 

3. ábra A reflektron típusú repülési idő analizátor (TOF) általános felépítése V-módban (bal) és W-

módban (jobb) 

TOF analizátor esetében gyakori kalibrálás szükséges. A külső kalibrációt általában egy 

standard vegyületkeverék mérésével végzik. A másik lehetőség, hogy egy olyan só (pl. nátrium-formiát, 

cézium-jodid) oldatát használják, amely változatos tömegű klasztereivel lefedi a teljes mért m/z 

tartományt.12  

Belső kalibráció céljára egy ismert vegyület meghatározott koncentrációjú oldatát alkalmazzák, 

amelyet egy referenciaágon keresztül juttatnak a tömegspektrométerbe. A mérés során a műszer 

adott időközönként vált a mintaág és a referenciaág között, ezzel biztosítva a folytonos 

tömegkorrekció, s így a pontos tömegmérés lehetőségét.13 
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2.3.2. A kvadrupól analizátor (Q) 

A kvadrupól analizátor (Q) négy párhuzamos fémrúdból áll, amelyekre egyen- és váltóáramot 

kapcsolnak oly módon, hogy a két szemben lévő rúd feszültségének mindig azonos az előjele, míg a két 

szomszédosé ellentétes (4. ábra).14 Minden egyen- és váltóáram értékpárhoz csak egy adott m/z értékű 

ion tartozik, amely stabil oszcillációs pályán el tud jutni a detektorig vagy az ütközőcelláig, a többi ion 

instabil pályával rendelkezik, és nem jut tovább. Az egyen- és váltóáram feszültségének változtatásával 

végig lehet pásztázni a teljes mérhető m/z tartományt, megkapva így a tömegspektrumot.15 

 

4. ábra A kvadrupól (Q) analizátor általános felépítése  

A kvadrupól analizátorok viszonylag kedvező árúak és gyorsak, viszont alacsony a felbontásuk 

és általában szűk az általuk vizsgálható tömegtartomány. Manapság alkalmaznak hexa- és oktopól 

analizátorokat is ionoptikai és iontranszmissziós célokra.4 

2.4. A tandem tömegspektrometria (MS/MS) 

Szerkezeti információ szerzése lágy ionizációs technikák alkalmazásakor – mint amilyen az ESI 

– csak abban az esetben lehetséges, ha az ionokkal többletenergiát közölnek, s ily módon szerkezeti 

elemeire bontják azokat. Erre szolgál a tandem tömegspektrometria (MS/MS).  

MS/MS mérés során az adott iont (pontosabban egy annak megfelelő szűk m/z tartományt) 

kiválasztják egy analizátorral, alkalmas módszerrel gerjesztik, és a gerjesztés során keletkezett 

fragmenseket egy másik analizátorral pásztázzák. A gerjesztés céljára kiválasztott ionokat 

prekurzorionoknak (precursor ion) nevezzük, míg a keletkező fragmensionokat termékionoknak 

(product ion).16 

A két analizátor között egy ioncsapda vagy ütközőcella található, ahol valamilyen gerjesztési 

technika segítségével váltható ki a prekurzorionok fragmentációja. A leggyakrabban alkalmazott 

gerjesztési technika az ütközésindukált disszociáció (collision-induced dissociation, CID), melynek 

során a prekurzorionokat inert gáz atomjaival (He, Ar) vagy molekuláival (N2) ütköztetik.17 Az ütközések 

hatására a prekurzorionok belső energiája megnő, amely végül a kovalens kötések felszakadásához, és 
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semleges molekulák, ill. termékionok keletkezéséhez vezet. A semleges molekulákat (ún. 

semlegesvesztések) tömegspektrométer segítségével nem lehet detektálni, a termékionokat viszont 

igen. A semlegesvesztések bekövetkeztére a termékionok közötti jellegzetes tömegkülönbségből lehet 

következtetni.18 

Tandem tömegspektrometriás méréseknél a kvadrupól analizátor kedvező ára és gyorsasága 

miatt kiválóan használható tömegszelektorként és ütközőcellaként. Utóbbi esetben csak váltóáramot 

kapcsolnak a rudakra, egyenáramot nem.14 

2.5. A nagyhatékonyságú folyadékkromatográfia (HPLC) 

Többkomponensű minták vizsgálata során az ionszupresszió miatt, valamint, hogy egyszerre 

optimális esetben csak egy komponens jusson a műszerbe, az MS-t elválasztástechnikával kapcsolják 

össze online. Leggyakrabban nagyhatékonyságú folyadékkromatográfiát (HPLC) használnak erre a 

célra.9 Ez egy olyan elválasztástechnikai módszer, amely a minta molekuláinak egy állófázissal való 

kölcsönhatásán, és egy vele érintkező mozgófázis kölcsönhatásán alapszik. Az elúció (minta 

komponenseinek mozgása az állófázisból a mozgófázisba) hajtóereje a két fázis közötti 

kémiaipotenciál-kiegyenlítődés. A minta különböző komponensei különböző mértékű fizikai 

kölcsönhatást alakítanak ki az állófázissal, ezért különböző lesz a retenciós idejük.19 

Peptidek vizsgálatára apoláris töltetű állófázissal ellátott kromatográfiás oszlopokat 

használnak. Ezen állófázisok felülete leggyakrabban 18 szénatom hosszúságú szénláncokból áll, 

mozgófázisa pedig általában acetonitril-víz elegy.20 Az ilyen elrendezést fordított fázisú 

folyadékkromatográfiának nevezik (RP-HPLC). Az acetonitril-víz elegyben az acetonitril arányát az 

elválasztás során egy meghatározott gradiensprogram szerint növelik az idő függvényében. A minta 

komponensei így növekvő hidrofobicitásuk szerint eluálódnak a kromatográfiás oszlopról.21 

Rendkívül komplex minták esetében az elválasztás hatékonysága javítható például 

többdimenziós folyadékkromatográfia alkalmazásával (2D LC). Ekkor két különböző állófázisú 

kromatográfiás oszlopot kötnek sorba, amelyek között váltószelep, és opcionálisan egy detektor 

helyezkedik el. A fehérjeszekvenáláshoz legtöbbször egy erős kationcserélő állófázissal (SCX) ellátott 

és egy fordított fázisú kromatográfiás oszlop kombinációját alkalmazzák. A 2D LC kromatográfiának két 

fő fajtája létezik: az egyik az ún. átfogó (comprehensive) 2D LC (LC x LC). Ekkor az első oszlopról 

eluálódó komponensek folytonosan áramlanak át a másik oszlopra. A másik módszer során viszont az 

első oszlopról eluálódó mintának csak egy adott részletét engedik tovább a második oszlopra. Mindkét 

esetben egy kétdimenziós kromatogramot kapunk (5. ábra).22 
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5. ábra Kétdimenziós kromatogramok szemléltetése22 

HPLC-MS kapcsolás esetén többféleképpen is megjeleníthető a felvett kromatogram. Az egyik 

az összionáram kromatogram (total ion chromatogram, TIC), amely tartalmazza a tömegspektrométer 

által detektált összes iont az adott időpillanatban. Egyes esetekben célszerű lehet az ún. báziscsúcs 

kromatogram (base peak chromatogram, BPC) használata, amely a báziscsúcsok – azaz minden 

spektrum legnagyobb beütésszámú csúcsainak – intenzitását ábrázolja az idő függvényében. Ha 

egyetlen iont monitorozunk/detektálunk a teljes kromatográfiás futási idő alatt, akkor single ion 

chromatogramot (SIC) kapunk.23 

2.6. Proteomika 

Proteomikának nevezzük azt a tudományterületet, melynek során biológiai mátrixokban 

azonosítanak fehérjéket, és sok esetben meghatározzák azok mennyiségét és térbeli eloszlását a 

mátrixon belül.24 Erre a célra a legalkalmasabb technika a HPLC-MS/MS, de használnak egyéb, például 

gélelektroforézis-alapú, MALDI-TOF tömegspektrometriás, valamint más típusú kromatográfiával 

csatolt tömegspektrometriás módszereket is.25 Tömegspektrometria alapú módszerekkel főleg 

vírusokban és mikroorganizmusokban található fehérjéket kutatnak, valamint sejten belüli 

poszttranszlációs módosításokat azonosítanak, ezenkívül komplex fehérjemátrixok alkotóelemeinek 

mennyiségét és minőségét határozzák meg.26  

A továbbiakban csak a tömegspektrometria alapú proteomikai módszerek bemutatásával 

foglalkozom. Ezen belül három főbb stratégiát különböztethetünk meg: a top-down, a bottom-up, és 

a middle-down módszereket. 

2.6.1. A top-down módszer 

Top-down szekvenálás során a fehérjéket intakt formában, azaz enzimatikus emésztés és 

kémiai módosítás nélkül vizsgálják MS/MS méréssel. Fehérjemonomerek vizsgálata ES ionizációval 

történik, oligo- és polimerek analízise viszont mátrix elősegítette lézer deszorpcióval/ionizációval 
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(MALDI) történik, ugyanis utóbbiak nehezen vihetők oldatba.27 A vizsgálat során, amennyiben 

lehetséges, megőrzik a fehérje harmadlagos szerkezetét. A top-down szekvenálás egy proteomikai 

vizsgálatnak gyakran az első lépése, ugyanis információt szolgáltat a teljes fehérje proteoformjáról — 

azaz egy adott fehérje különböző szekvenciájú változatairól, vagy ugyanazon szekvencia 

poszttranszlációsan különbözőképpen módosított formáiról28—, valamint egy fehérjekomplex 

sztöchiometriájáról. Ütközőcellában történő fragmentációval megvizsgálható, hogy a fehérje mely 

részei kapcsolódnak gyengébb kötésekkel a többi részéhez. 

A módszer előnye a gyors mintaelőkészítés, illetve, hogy nem szükséges enzimatikus emésztést 

és származékképzést alkalmazni. Ugyanakkor komoly hátránya, hogy nagyon nagy felbontást és 

tömegpontosságot igénylő technika, továbbá nagyobb fehérjék teljes szekvenciáját nem lehet vele 

meghatározni.27 

2.6.2. A bottom-up módszer 

Bottom-up szekvenálás (6. ábra) során egy sejtekből álló minta emésztésének első lépése a 

mátrix homogenizálása lizálást, azaz a sejtmembrán megbontását követően. A lizátumot ezt követően 

ultrahangos szonikálásnak vetik alá a hatékony oldatba vitel érdekében. Az oldhatatlan 

komponenseket ezután centrifugálással távolítják el. A fenti műveleteket alacsony hőmérsékleten, 

proteázinhibitorok jelenlétében végzik, a fehérjék degradálódásának megakadályozása céljából. 

Fontos, hogy ezek az inhibitorok ne lépjenek kölcsönhatásba a mérendő komponensekkel. Ezután 

ditiotreitollal (DTT) megbontják a diszulfidhidakat, majd általában jód-acetamiddal (IAA) való 

származékképzés útján megakadályozzák azok visszaalakulását. Ezután pufferrel megfelelő értékre 

állítják be a reakcióelegy pH-ját, majd emésztőenzimet adnak a mintához.29 

Az enzimatikus emésztés célja egy nagyméretű fehérje kisebb peptidekre bontása. Ez olyan 

enzimekkel történik, amelyek meghatározott aminosavak között elhidrolizálják az amidkötéseket. Erre 

a célra leggyakrabban tripszint használnak enyhén bázikus körülmények között (~pH 8), amely 

specifikusan a lizin és az arginin C-terminálisánál hasítja el a láncot.29 

A tripszines emésztést gyakran kémiailag módosított tripszin és LysC enzim hozzáadásával 

végzik. A tripszin kémiai módosítására az önemésztés megakadályozásának érdekében van szükség. A 

LysC/tripszin keveréke kevesebb hasítási helyet hagy ki, mint a tripszin, mely utóbbi kisebb 

hatékonysággal hasít a lizin mellett.30 

Ha a vizsgált fehérje túl kevés bázikus aminosavat tartalmaz, akkor a keletkező peptidek túl 

nagyok és CID-val nehezen fragmentálhatók lesznek, ezért nem szolgáltatnak megfelelő mennyiségű 

szerkezeti információt. Ellenkező esetben pedig túl sok kisméretű, kromatográfiás szempontból 

nehezen elválasztható peptid keletkezik.31 
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Ilyen esetekben a tripszin valamelyik alternatíváját célszerű használni. Gyakran használt egyéb 

enzimek például a kimotripszin, a GluC, az ArgC, a pepszin, vagy a LysC önmagában.32 

Kevésbé ismert, új típusú enzim a ProAlanáz, mely 2020 óta kapható kereskedelmi 

forgalomban.33 A ProAlanáz az Aspergillus niger nevű gombából származó enzim, amely a prolin és az 

alanin C-terminálisán hasít. Az enzimatikus emésztéshez alacsony pH szükséges, és alkalmazása 

kevésbé időigényes, mint a tripszin esetében.34 Legnagyobb specificitás pH 1,5-en, kétórás emésztés 

során érhető el. ProAlanázzal történő emésztést követően a peptidekben rendszerint kétszer annyi 

láncközi alanin található, mint amennyi láncvégi, illetve kétszer annyi láncvégi prolin található, mint 

amennyi láncközi.34 Ez alapján az enzim prolin után sokkal nagyobb specificitással hasít. A ProAlanáz 

kiválóan alkalmas hisztonokban található fehérjék vizsgálatára, illetve kollagén emésztésére, melynek 

köszönhetően lehetőségünk van ősi csontmintákban található kísérőfehérjék meghatározására.34 

A minta sótartalmát, a reagenseket, illetve a puffereket a mérést megelőzően el kell távolítani 

a problémamentes ionizáció és HPLC szeparáció biztosítása érdekében, amely leggyakrabban szilárd 

fázisú extrakcióval történik.32 

Az emésztés után a peptideket HPLC-vel elválasztják, és MS/MS analízist hajtanak végre. 

Adatfüggő analízis (data-dependent acquisition, DDA) során a mintáról először egy tömegspektrumot 

vesz fel a szoftver, majd egy kritériumrendszer alapján – például adott spektrum legintenzívebb 3-10 

ionját kiválasztva – végez MS/MS mérést.35 

 

6. ábra A bottom-up szekvenálás sematikus folyamatábrája 

A másik módszer az adatfüggetlen analízis (data-independent acquisition, DIA), melynek során 

egy m/z tartományt kisebb ablakokra bontva az ablakok minden ionját egyszerre fragmentálják 

intenzitástól függetlenül.35,36 

MS/MS mérés során a peptidek fragmensekre bomlanak, amelyekből adatbázis alapú 

kereséssel lehet következtetni a prekurzor szekvenciájára. A bottom-up módszer egyik nagy hátránya 

a hosszadalmas mintaelőkészítés, valamint, hogy a poszttranszlációs módosítások pontos helyét 

gyakran nehéz meghatározni.31 

Mintaelőkészítés Enzimatikus emésztés HPLC elválasztás MS/MS mérés 



 
 

11 
 

2.6.3. A middle-down módszer 

A middle-down szekvenálás abban különbözik a top-downtól, hogy ebben az esetben vizsgálat 

előtt a fehérjét kisebb alegységekre bontják, és azokról vesznek fel HPLC-MS/MS méréseket. Ez a 

bontás történhet kémiai úton, például a diszulfidhidak bontásával, vagy szerkezetspecifikus enzimek 

alkalmazásával. Az így keletkező peptidek nagyobb méretűek, mint a bottom-up során keletkező 

peptidek.27 A middle-down szekvenálás alkalmasabb lehet például a poszttranszlációs módosítások 

(PTM) lokalizálására, mint a bottom-up, mely utóbbi során csak az egymáshoz közel eső módosítási 

helyeket van lehetőségünk egy MS/MS spektrumon belül azonosítani.37 

2.6.3. Szoftveres peptidazonosítás 

Egy tandem tömegspektrum manuális kiértékelése időigényes, és sok tapasztalatot igénylő 

folyamat. Egy komplex peptidkeverék összes MS/MS spektrumának kézi kiértékelése már nem 

lehetséges, ezért ezekben az esetekben szoftveres azonosítást alkalmaznak. 

Az egyik ilyen megoldás a SEQUEST algoritmus. A program az összes spektrumban szereplő 

fragmensiont összehasonlítja elméletileg keletkező fragmensionokkal, és ez alapján azonosítja a 

peptideket. Az elméleti spektrumokat korábban azonosított fehérjéket tartalmazó adatbázisok 

segítségével generálja le.38 

A Mascot keresőmotor egy fehérjéből enzimatikus emésztés során keletkező peptidek MS/MS 

spektruma alapján azonosítja a szekvenciát oly módon, hogy a kísérleti adatokat összehasonlítja 

adatbázisokban szereplő korábbi kísérleti adatokkal.39 A program úgy tekint egy LC-MS/MS 

tömegspektrumra, mint a fehérje tömegujjlenyomatára, és egy összehasonlítás során információt ad 

arról, hogy a mért ujjlenyomat mekkora valószínűséggel egyezik az adatbázisban szereplő egyes tételek 

ujjlenyomatával. Az azonosítás megbízhatósága a valószínűségi értékkel számolható. Ez az érték egy 

kísérleti és egy elméleti spektrum korrelációjának a valószínűségét adja meg, valamint azt, hogy 

mennyivel jobb egy peptidtalálat, mint egy véletlenszerű találat.40 

2.6.4. A mobilis proton modell 

Proteomikai vizsgálat során ESI alkalmazásakor a peptideket gyakorlatilag mindig pozitív 

módban mérik, ugyanis általában több nagyságrenddel nagyobb jelintenzitás érhető el, mint negatív 

módban. Pozitív módban a peptidekből tipikusan többszörösen protonált molekulák keletkeznek. A 

töltés a bázikus aminosavak oldalláncán, illetve az N-terminálison lokalizálódik, esetleg amidkötések 

O-atomjain. 
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Ütközésindukált aktiválás hatására a peptid belső energiája megnő, és így megtörténhet, hogy 

termodinamikailag kevésbé kedvező helyekre vándorolnak az ionizáló protonok. Ilyen kedvezőtlen hely 

az amidkötés nitrogénje, amely a kötés gyengüléséhez, s végül felbomlásához vezet. 

A fragmentáció értelmezésére szolgál az ún. mobilis proton modell41, mely szerint az 

amidkötések akkor tudnak leghatékonyabban és viszonylag egyenletes valószínűséggel hasadni, ha a 

töltést okozó proton a CID gerjesztést követően elegendően mozgékony ahhoz, hogy az amidkötések 

nitrogénjéhez vándorolva a fragmentációt kiváltsa. Ha a töltést okozó protont megköti egy erősen 

bázikus csoport, például arginin oldallánc, akkor a protonvándorláshoz nagyobb gerjesztési energia 

szükséges, a fragmentáció ilyenkor alternatív útvonalon mehet végbe.42 

A mobilis proton elmélet szerint a protonált peptidek a töltést okozó („ionizáló”) protonok és 

a peptiden rendelkezésre álló protonálható (bázikus) helyek aránya alapján csoportosíthatók:  

• immobilis: ha a peptidion kevesebb vagy azonos mennyiségű protont tartalmaz, mint 

ahány arginint 

• parciálisan mobilis: ha a peptidion több protont tartalmaz, mint ahány arginint, de 

kevesebbet, mint a lizinek, argininek és hisztidinek száma összesen  

• mobilis: ha a peptidion több protont tartalmaz, mint ahány bázikus aminosav van 

benne.41 

A többszörösen protonált peptidprekurzorok különböző gerjesztési módszerekkel nyert 

termékionjait a Roepstorff–Fohlman–Biemann nómenklatúra segítségével nevezzük el (7. ábra)43. am-

mel, bm-mel és cm-mel jelöljük azokat az ionokat, amelyek az eredeti peptid N-terminálisát 

tartalmazzák, az m pedig azt jelöli, hogy egy fragmens hány aminosav-maradékot tartalmaz az N-

terminális felől számolva. Hasonlóképpen xm-mel, ym-mel vagy zm-mel jelöljük a C-terminálist 

tartalmazó ionokat, és az m index ilyenkor azt jelöli, hogy egy fragmens hány aminosav-maradékot 

tartalmaz a C-terminális felől számolva. a- és x-ionok keletkeznek az Cα-C(=O) közti kötések 

hasadásakor, b- és y-ionok az amidkötés hasadásakor, c- és z-ionok pedig az N-Cα kötés hasadásakor 

keletkeznek (7. ábra). 
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7. ábra A Roepstorff-Fohlman-Biemann nómenklatúra43 

A bottom-up proteomikai módszerrel nyert peptideket is leggyakrabban CID segítségével 

fragmentálják, melynek során általában a peptidgerinc amidkötései hasadnak, így főleg b és y típusú 

ionok keletkeznek (8. ábra). 

              

 

 

 

8. ábra Egy általános peptid bx – yN-x fragmentációs útvonalának mechanizmusa44 

Ilyenkor gyakran bx – yN-x ionpár keletkezik addíciós-eliminációs nukleofil szubsztitúcióval, ahol 

x a fragmension sorszámát, N pedig a peptidet felépítő összes aminosav számát jelöli. A reakció során 

ciklikus átmeneti állapot alakul ki, és végül elhasad az amidkötés.44  

b2 ion y3 ion 
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A prekurzor- és fragmensionok oldalláncaiból semleges molekulák is eliminálódhatnak, mint 

például az ammónia és a víz. Ezeket nevezzük semlegesvesztésnek.43 Ammóniavesztés jellemző a Lys, 

Arg, Asn, Gln aminosavakat tartalmazó prekurzorokra/fragmensekre, míg vízvesztés a Ser, Thr, Asp és 

Glu aminosavak tartalmazókra.45  

Előfordulhat, hogy a prekurzorion egyszerre két helyen is elhasad, ekkor ún. belső fragmens 

keletkezik, amely a protonált peptid egyik terminálisát sem tartalmazza. A belső fragmensek 

megnehezíthetik a proteomikai vizsgálatokat, mert könnyen összetéveszthetők más belső 

fragmensekkel és egyéb ionokkal.46 

A b-ionok szén-monoxid eliminációjával a megfelelő a-ionokká alakulhatnak át, amelyekből 

további lánchasadással belső a-ionok keletkezhetnek.  

Jellegzetes fragmensek még az imíniumionok (+NH2=CH-R), melyek egy-egy aminosavra 

lehetnek szelektívek, így ezek gyakran fontos információt szolgáltatnak. 44 

2.6.5. Peptidek kötéshasadási preferenciája  

A szekvencia meghatározására olyan szoftvereket használnak, amelyek a mért adatokat 

szimulált adatokkal hasonlítják össze. Ezek a programok jellemzően csak a keletkező fragmensek m/z 

értékének egyezését vizsgálják, és nem veszik figyelembe azok egymáshoz viszonyított intenzitását. 

Utóbbiak viszont szintén szolgáltathatnak információt a felépítő aminosavak kémiai minőségére 

vonatkozóan.  

Kapp és munkatársai egy 5500 egyedi triptikus peptidet tartalmazó adatbázis CID MS/MS 

fragmentációja során keletkező b és y fragmensionok egymáshoz viszonyított intenzitását vizsgálták. 

Az adatbázis ioncsapda (QIT) készülékkel felvett MS/MS spektrumokat tartalmazott.  

A kutatócsoport az adatbázist alkotó peptideket protonmobilitás és töltöttségi fok szerint 

osztották csoportokba (9. ábra). 
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9. ábra Kapp és munkatársai által vizsgált peptidek töltés- és protonmobilitás-megoszlása 41 

Ezt követően céljuk annak kiderítése volt, hogy mely aminosavak között kedvezményezett, ill. 

mely aminosavak között nem kedvezményezett a kötéshasadás. Ennek kvantitatív jellemzésére 

definiálták az úgynevezett hasadási intenzitásarányt (Cleavage Intensity Ratio, CIR). Ez a mérőszám 

megmutatja, hogy egy adott peptid adott amidkötésének kötéshasadási preferenciája hogyan aránylik 

a peptiden belüli összes kötés átlagos kötéshasadási preferenciájához. A CIR értékek számítási módja 

egy adott hasadási helyhez a következő41: 

𝐶𝐼𝑅𝑠 =
∑ 𝑏𝑠

𝑧+ + 𝑦𝑠
𝑧+ 𝑍
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𝑁

∑ ∑ (𝑏𝑖
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𝑁
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        (1) 

Ahol 𝑠 a vizsgált hasadási hely, 𝑁 a hasadási helyek száma a peptidben, 𝑍 a prekurzor ion 

töltése, 𝑏𝑧+ és 𝑦𝑧+ pedig a b- és y-típusú ionokat jelölik, 𝑧-szeresen pozitív töltéssel.41 Ha a CIRs értéke 

nagyobb, mint 1, akkor az adott kötéshasadás a peptiden belül preferáltabb, mint az átlagos 

kötéshasadás, ha kisebb, akkor a kötéshasadás az átlagosnál kedvezőtlenebb/gátoltabb.  

Kapp és munkatársai az adott amidkötésekre kapott CIR értékeket átlagolták, majd azok kettes 

alapú logaritmusát ábrázolták protonmobilitás szerint lebontva (10. ábra). Kutatómunkájuk 

eredményeképpen sikerült számos, peptidek MS/MS fragmentációja során tapasztalt jelenség 

általános voltát statisztikai módszerekkel igazolni. Az adatokból például megállapítható, hogy a prolin 

N-terminálisán igen preferált a hasadás mobilis peptidek esetében, amely parciálisan mobilis és mobilis 

peptidek esetében is viszonylag jelentős marad. Jelentős még az immobilis peptidekre jellemző 

kedvezményezett Asp-Xaa hasadás, amely kismértékben a parciálisan mobilis peptideknél is 

megjelenik. Erősen kedvezőtlen például a kötéshasadás prolin és glicin C-terminálisán mindhárom 

protonmobilitási osztályon belül. Mobilis peptidek esetén megfigyelhető még, hogy az arginin C-

terminálisán való hasadás szintén nem kedvezményezett, viszont az ábra azt mutatja, hogy ez az 

2+ parciálisan mobilis (2035) 

3+ parciálisan mobilis (572) 

4+ parciálisan mobilis (55) 

1+ mobilis (8) 

4+ mobilis (53) 

 3+ mobilis (284) 
2+ mobilis (1115) 

1+ immobilis (378) 

3+ immobilis (20) 

2+ immobilis (283) 

1+ parciálisan mobilis 

(741) 
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eredmény nagy hibával terhelt. Ennek oka feltehetően a peptidek triptikus természetében keresendő. 

Ekkor csak azon peptidek esetében van lehetőség az arginin C-terminálisán való hasadásra, amelyek 

láncközi arginint tartalmaznak, ez pedig tripszines emésztés esetében csak hibás hasítás esetén áll 

fenn. 

 

 

10. ábra Kapp és munkatársai által vizsgált hasítási helyekhez tartozó log2CIR értékek41 Az ábrán az 

aminosav egybetűs jelölését megelőző „n” és „c” jelöli, hogy az adott aminosav N- vagy C-terminálisán 

történő hasadásról van-e szó. „a” jelöli a metionin-szulfoxidot, „d” pedig a piridil-etil-ciszteint. 

  

lo
g 2

C
IR

 

Mobilis Parciálisan mobilis Immobilis 
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3. Célkitűzések 

A bottom-up szekvenálás során gyakran tripszines enzimatikus emésztést alkalmaznak, így a 

láncvégi aminosav a keletkező peptidekben túlnyomórészt arginin vagy lizin. Ez a fragmentációs 

folyamatokat nagymértékben befolyásolja: általában y-ion sorozatokat kapunk, mert a bázikus 

aminosavakat tartalmazó termékionok intenzívebb jelet adnak.47 A keletkező peptidek általában kis-

közepes méretűek (~500-2000 Da) és töltésűek (2+ vagy 3+). Ezen tulajdonságaik viszonylag könnyen 

azonosíthatóvá teszik a triptikus peptideket. 

Ezzel szemben az új típusú ProAlanáz emésztőenzim segítségével nyert peptidek nagyobb 

méretűek lehetnek, mint a triptikusak, főként prolinra és alaninra végződnek, így a bázikus aminosavak 

láncközi pozíciókban jelennek meg. Ezen tulajdonságok jelentős mértékben befolyásolhatják a 

fragmentáció, és így az adatbázis alapú azonosítás hatékonyságát is, melynek vizsgálata 

kulcsfontosságú lehet. Ezért kutatásom során két fehérjét, az élesztő alkohol dehidrogenázt (ADH, 

UniProt azonosító: P00330) és a szarvasmarha szérum albumint (BSA, UniProt azonosító: P02769) 

terveztem enzimatikus úton emészteni ProAlanáz enzimmel, majd a keletkező peptideken HPLC-

MS/MS méréseket végezni.  

A peptideket különböző ütközési energiák alkalmazása mellett terveztem fragmentálni, hogy 

megállapítsam, mely energián keletkezik a legtöbbféle b és y típusú fragmension. Kapp módszerét 

alkalmazva célul tűztem ki a peptideken belüli amidkötések hasadási preferenciájának meghatározását 

is, hogy felderítsem a triptikus peptidekhez képest jelentkező esetleges különbségeket, ill. az ebből 

eredő potenciális előnyöket-hátrányokat. 
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4. Kísérleti rész 

4.1. Felhasznált anyagok 

1. táblázat A HPLC-MS/MS mérésekhez felhasznált vegyszerek, modellfehérjék és emésztőenzim adatai 

Anyag Gyártó Tisztaság 

Acetonitril Sigma-Aldrich LC-MS 

Élesztő alkohol dehidrogenáz 

(ADH) 

Sigma-Aldrich ≥98% 

Hangyasav Sigma-Aldrich LC-MS 

ProAlanáz Promega MS 

Sósav Sigma-Aldrich Reagens 

Szarvasmarha szérum albumin 

(BSA) 

Sigma-Aldrich ≥98% 

Víz Sigma-Aldrich LC-MS 

4.2. Mintaelőkészítés és enzimatikus emésztés  

Az élesztő alkohol dehidrogenázból (ADH) és a szarvasmarha szérum albuminból (BSA) 2,00 ill. 

3,76 µg/µL (teljes anyagmennyiség: kb. 3-3 nmol) koncentrációjú vizes oldatokat készítettem 

50 – 50 µL végtérfogatban biztonsági záras Eppendorf-csövekben. A diszulfidhidak redukálása céljából 

a fehérjeoldatokhoz 5,5 µL 0,1 M koncentrációjú ditiotreitolt (DTT) adtam (DTT végkoncentráció: 

10 mM), majd 30 percen keresztül 37 °C-on inkubáltam az oldatokat fűthető keverő (Thermomixer) 

segítségével 300 rpm keverés mellett. A fehérjék szulfhidrilcsoportjainak alkilezéséhez 

(karbamidometilezés) 6,17 µL 0,15 M jódacetamidot (IAA) adtam az oldatokhoz (IAA végkoncentráció: 

55 mM), majd 30 percen keresztül sötétben, 25 °C-on inkubáltam az oldatokat. 

A ProAalanáz enzim 4 µL térfogatú, 0,2 µg/µL koncentrációjú vizes törzsoldatához 50 µL 0,1 M 

koncentrációjú sósavat adtam, majd az oldat teljes térfogatát a mintához adtam. Az elegyet 37 °C-on 

egész éjszakán át inkubáltam 300 rpm-es rázatás mellett. Az enzimatikus reakciót másnap 10 percig 

tartó 90 °C-os melegítés segítségével állítottam le, majd a reakcióelegyet 3 pmol/µL koncentrációra 

hígítottam.  
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4.3. HPLC-MS(/MS) mérések 

A peptidek tájékozódó tömegspektrometriás és célzott tandem tömegspektrometriás 

vizsgálatához egy hibrid QTOF készüléket használtam (Waters SELECT SERIES Cyclic IMS, Waters 

Corporation, Milford, UK, 11. ábra), amelyhez online kapcsoltam HPLC-t. 

 

11. ábra A Waters SELECT SERIES Cyclic IMS sematikus rajza (IG és Stepwave: iontovábbító, Quad: 

kvadrupól, Trap és Transfer: ütközőcellák, Cyclic IMS: ciklikus ionmobilitás elválasztástechnika, Pusher: 

akcelerátor, Reflectron: iontükör)25 

A folyadékkromatográfiás elválasztáshoz 0,1% hangyasavat tartalmazó vizet (A eluens), ill. 

0,1% hangyasavat tartalmazó acetonitrilt használtam. Az elválasztáshoz gradiens elúciót alkalmaztam 

(2. táblázat). 

A spektrumok kiértékeléséhez, illetve a számítógépes emésztéshez az mMass szoftvert 

használtam (verzió: 5.5.0), melynek segítségével könnyen és gyorsan ki lehet értékelni a peptidek 

tömegspektrumait, illetve képes in silico emésztést is végrehajtani.48 
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2. táblázat A HPLC-MS/MS futások során használt gradienstáblázat 

Idő / perc Áramlási sebesség / (mL * perc-1) A % B % 

0,0 

0,300 

95,0 5,0 

1,0 95,0 5,0 

15,0 40,0 60,0 

15,5 5,0 95,0 

17,0 5,0 95,0 

17,1 95,0 5,0 

20,0 95,0 5,0 

A HPLC-MS/MS vizsgálatokhoz egy fordított fázisú ACQUITY PREMIER CSH C18 1.7 µm, 2,1 x 

150 mm típusú kromatográfiás oszlopot használtam, melyet a mérés során 60 °C-on termosztáltam.  

A QTOF-készülék mérés során alkalmazott ionforrás-paramétereit a 3. táblázat tartalmazza. 

3. táblázat A Waters SELECT SERIES Cyclic IMS ionforrásának beállításai a HPLC-MS/MS mérések során 

Ionizáció fajtája ESI 

Polaritás Pozitív 

Porlasztógáz nyomása / bar 6,0 

Deszolvatációs gáz áramlási sebessége / (L * h-1) 800 

Deszolvatációs gáz hőmérséklete / °C 400 

Ionforrás hőmérséklete / °C 120 

Kapillárisfeszültség / kV 2,80 

Leucin enkafalin belső standard koncentrációja / pg * µL-1 50 

Az MS/MS mérések paramétereit a 4. táblázat tartalmazza. 

4. táblázat A tandem tömegspektrometriás energiafüggő vizsgálatok paraméterei 

Fragmentáció helye Transfer ütközési cella 

Ütközési energia tartománya / V 15-60 

Ütközési energia lépésköze / V 5 

Ütközőgáz fajtája Nitrogén 
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5. Eredmények 

A kutatásom során két modell fehérje, az élesztő alkohol dehidrogenáz (ADH) és a 

szarvasmarha szérum albumin (BSA) enzimatikus emésztését végeztem ProAlanáz enzimmel. 

A kísérletsorozat első részében tájékozódó LC-MS méréseket készítettem az ADH- és BSA-

emésztményekről (12. ábra). A fehérjéken in silico emésztést (UniProt azonosítók: ADH: P00330, BSA: 

P02769) végeztem az mMass szoftver segítségével, majd az LC-MS kromatogramok kromatográfiás 

csúcsait összevetettem az in silico emésztés által kapott peptidlistával. A kísérletsorozat második 

részében csak azokról a prekurzorokról vettem fel célzott LC-MS/MS spektrumokat (SIC-MS/MS), 

amelyek esetében a spektrális intenzitás elérte a 105 beütésszámú abszolút intenzitást, és a spektrális 

csúcs környezetében nem volt egyéb zavaró háttér- vagy más peptidhez tartozó csúcs. A 

kromatográfiás csúcsok alapvonalon való elválasztása tehát nem volt kritérium. Az LC-MS/MS 

spektrumokat 15-60 V között 5 V-onként vettem fel a műszer Transfer ütközési cellájában. Az így kapott 

MS/MS spektrumok közül azokat értékeltem ki, amelyekben a legtöbbféle, 5 ppm-es hibahatáron belül 

azonosítható b- és y-iont találtam az mMass szoftver segítségével. A sikeresen azonosított peptidek 

listáját és a hozzá tartozó optimális ütközésienergia-értékeket az 5. táblázat foglalja össze. 

 

 

12. ábra Az ADH (A) és a BSA fehérje (B) ProAlanázzal történő emésztményének báziscsúcs-

kromatogramja  

B 

A 
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5. táblázat Az ADH és a BSA fehérjék ProAlanázzal történő emésztéséből azonosított, MS/MS-mérésre 

kiválasztott peptidek listája és adatai. A C’ a karbamidometilezett ciszteint jelöli. 

 

A két fehérjeemésztményből összesen 28 egyedi peptidet (17-et az ADH-fehérjéből és 11-et a 

BSA-fehérjéből) sikerült azonosítani és elemezni. A peptidek átlagosan 15 aminosavból épültek fel, 

átlagos töltöttségi fokuk 3 volt. Megfigyelhető az is, hogy az egész éjszakás emésztés 

eredményeképpen az enzim specificitása csökkent, és C-terminálisán szerint, ill. glicint tartalmazó 

peptidek is keletkeztek. Az optimális ütközésienergia-értékek meghatározására az F1 és F2 táblázat 

adatai szolgáltak. Az optimális ütközésienergia-értékek >79%-a 20-30 V, >93%-a 20-35 V közé estek, 

ADH-peptidek szekvenciája Töltés 
Ütközési 

energia / V 

Mért 
monoizotópos m/z 

érték 

Számolt 
monoizótópos 
m/z érték 

DVFNQVVKSISIVGSYVGNRADTREA 4 40 706,8718 706,8702 

EVFIDFTKEKDIVGA 3 30 570,9716 570,9698 

GIKWLNG 2 20 394,2283 394,2267 

GIKWLNGS 2 25 437,7445 437,7427 

GITVYKALKSA 2 30 575,8467 575,8452 

GVC’HTDLHAWHGDWP 3 35 596,5977 596,5951 

KANELLINVKYS 3 20 464,6037 464,6013 

KANELLINVKYSGVC’HTDLHAWHGDWP 5 35 632,9158 632,9143 

LDFFARG 2 20 413,2176 413,2163 

LVKSPIKVVGLSTLP 3 30 517,6699 517,6675 

MGYRVLGIDGGEGKEELFRS 4 25 554,0316 554,0309 

NELLINVKYS 2 30 596,8334 596,8322 

NGTTVLVGMP 2 25 494,7620 494,7602 

NLMAGHWVA 2 30 499,7490 499,7475 

STRYVRANGTTVLVGMP 3 45 607,9948 607,9928 

TVYKALKSA 2 35 490,7942 490,7924 

VQAAHIP 2 20 368,2120 368,2110 

BSA-peptidek szekvenciája Töltés 
Ütközési 

energia / V 

Mért 
monoizotópos m/z 

érték 

Számolt 
monoizótópos 
m/z érték 

C’TEDYLSLILNRLC’VLHEKTP 4 25 644,3323 644,3318 

DEKKFWGKYLYEIARRHP 5 20 468,0526 468,0518 

DETYVP 1 30 723,3199 723,3196 

DPNTLC’DEFKADEKKFWGKYLYEIA 6 25 514,2510 514,2512 

EDKDVC’KNYQEAKDAFLGSFLYEYSRRHP 5 30 713,9423 713,9419 

ELLYYANKYNGVFQEC’C’QAEDKGA 3 30 957,4317 957,4302 

LTADFAEDKDVC’KNYQEAKDA 3 35 811,0417 811,0409 

TLVEVSRSLGKVGTRC’CTKP 4 25 548,5477 548,5476 

VSEKVTKC’C’TESLVNRRP 5 25 433,4265 433,4260 

VSVLLRLA 2 20 435,7927 435,7922 

YFYAP 1 20 660,3031 660,3028 
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20-45 V-os energiával pedig a teljes szett lefedhető (13. ábra). Utóbbi tartomány gyakorlatilag 

megegyezik a készülékgyártó által triptikus peptidek azonosítására használt lépcsőzetes (ramped) 

ütközési energia-intervallummal (19-45 V).49,50  

 

13. ábra Az ADH és BSA-emésztményből származó peptidek optimális ütközésienergia-értékei a 

prekurzor m/z függvényében 

Az egyes peptidekhez tartozó optimális ütközésienergia-értékeken felvett MS/MS-

spektrumokat vettem alapul a CIR és log2CIR értékek kiszámításához, melyhez saját készítésű Python 

nyelven írt programokat használtam, és az eredményeket grafikusan ábrázoltam (F1-F25. ábra). A 

log2CIR értékek kiszámítását az (1) egyenlet alapján végeztem, és az MS/MS spektrumokon a 

monoizotópos csúcsokhoz tartozó intenzitásértékeket vettem figyelembe. 

A log2CIR vs. aminosavkapcsolat ábrákon -∞ szimbólummal jelöltem a CIR=0 érték miatt 

matematikailag értelmezhetetlenné vált log2CIR-értékeket. Ezek azok a pozíciók, amelyeknél az 

amidkötés nem hasadt el, hasadásra utaló b és y-fragmensionok nem keletkeztek. Mivel ezek az 

azonosítást negatívan befolyásolják, így mind a 28 db vizsgált peptid esetén kigyűjtöttem a nem hasadt 

amidkötések számát, és ezek megoszlását kördiagramon ábrázoltam (14. ábra). 



 
 

24 
 

 

14. ábra Peptidek nem hasadt amidkötéseinek száma és azok százalékos aránya 

A 14. ábra adatai alapján a peptidek kb. fele (47%) minden amidkötésnél elhasadt az optimális 

ütközésienergia-értéken fragmentálva, közel egyharmaduk (32%) esetében egyetlen amidkötés nem 

hasadt el, kb. egyötödüknél (21%) pedig 2 vagy annál több helyen nem sikerült amidkötésnek 

megfelelő b-y szekvenciafragmenseket detektálni.  

Külön érdemes kiemelni két peptidet, az egyik (szekvencia: DVFNQVVKSISIVGSYVGNRADTREA) 

5, a másik (szekvencia: DPNTLC’DEFKADEKKFWGKYLYEIA) 18 helyen nem mutatott egyáltalán 

amidkötés-hasadást. 

A Kapp és munkatársai által a 10. ábrán bemutatotthoz hasonló módon az egyes aminosavak 

N- és C-terminálisán való kötéshasadási preferenciáit ábrázoltam a peptidek protonmobilitása alapján 

csoportosítva (15 – 18. ábra). Mivel a log2CIR érték akkor 0, ha CIR=1, ezért az y=0 vonal jelöli az átlagos 

kötéshasadási preferenciát. Tehát minden log2CIR>0 érték esetében az átlagoshoz képest 

kedvezményezett, és minden log2CIR<0 érték esetében az átlagoshoz képest gátolt amidkötés-

hasadásról beszélünk. A relatíve alacsony mintaszám, ill. a peptidek nagy heterogenitása miatt a mért 

értékek nagy hibával terheltek és sok esetben kiugró adatokat is tartalmaznak, ezért a medián 

értékeket vizsgáltam (a medián értékeket a dobozdiagramban található vízszintes vonalak jelölik). 

Parciálisan mobilis szekvenciák esetén az eredményeim azt mutatták, hogy a kötéshasadás az 

aminosavak N- terminálisánál (15. ábra) az esetek többségében nem volt kedvezményezett. Ebben az 

esetben is kiugróan gátolt az argininek N-terminálisának („nR”) hasadása, mely nem ennyire markáns 

a triptikus peptidek esetében (10. ábra, B panel). A két csoport között hasonló hasadási preferenciát 

csak az „nL”, az „nI”, az „nE”, az „nD” és az „nV” mutatott. Az „nP” hasadása triptikus peptidek esetén 

nagy mértékben kedvezményezett (log2CIR kb. 2,1), míg ProAlanázzal emésztett peptidek esetén 

ennek értéke kb. 0,1-nek adódott. Hasonló tendenciát mutatott az „nG”, az „nH”, az „nW” és az „nK” 

hasadása, mely triptikus peptideknél kedvezményezett, ProAlanázzal emésztett peptideknél viszont 

nem. 
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15. ábra Az adott aminosavak N-terminálisán való kötéshasadás preferenciája (log2CIR) parciálisan 

protonmobilis peptidszekvenciák esetében. A C’ a karbamidometilezett ciszteint jelöli.  

Parciálisan mobilis szekvenciák esetén eredményeim azt mutatták, hogy az aminosavak 

többségének C-terminálisán a kötéshasadás gátolt (16. ábra), különösen az Arg esetében (log2CIR<-4). 

Triptikus peptidek esetén ez az érték kb. -1 (10. ábra, B panel, „cR"). A „cL” és „cI” a ProAlanázzal 

emésztett peptidekre is enyhén pozitív log2CIR-értéket adott. A „cG”, „cS”, „cT”, „cN", „cA”, hasadás 

mind a tripszinnel emésztett irodalmi, mind a ProAlanázzal emésztett saját mérésből származó 

peptidekre nézve negatív. A „cF” a ProAlanázzal emésztett peptidekre enyhén pozitív értéket adott, 

míg a triptikus peptidekre ez enyhén negatív. A „cH" és „cK” és „cV" kötéshasadást viszonylag gátoltnak 

találtam, míg triptikus peptidek esetében ennek az ellenkezője volt megfigyelhető az irodalmi adatok 

szerint. 

’ 
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16. ábra Az adott aminosavak C-terminálisán való kötéshasadás preferenciája (log2CIR) parciálisan 

protonmobilis peptidszekvenciák esetében. A C’ a karbamidometilezett ciszteint jelöli. 

Mobilis szekvenciák esetén a kötéshasadás az aminosavak N- terminálisánál (17. ábra) az 

esetek többségében szintén nem kedvezményezett. ProAlanázzal emésztett peptidek esetén a 

legkevésbé az „nR” hasadása volt kedvezményezett (log2CIR ~-3,5), míg triptikus peptideknél ennek 

log2CIR -értéke kb. 0,5-nek adódott (10. ábra, A panel). Utóbbiaknál az „nP” hasadása volt a leginkább 

preferált (log2CIR ~ 2,2), ProAlanáz emésztményből származó peptideknél viszont ez az érték kb. 0,5-

nek adódott. Kiemelkedő hasadási preferenciát figyeltem meg a Met N-terminálisánál. Az „nG”, „nY”, 

„nW”, „nS” hasadás triptikus peptideknél enyhén kedvezményezett volt (log2CIR ~ 0,25 - 0,5), míg 

ProAlanázzal emésztett peptideknél az „nS” kivételével (mely kb. 0,1 értéket adott) mindegyik log2CIR 

érték negatívnak adódott. 
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17. ábra Az adott aminosavak N-terminálisán való kötéshasadás preferenciája (log2CIR) protonmobilis 

peptidszekvenciák esetében. A C’ a karbamidometilezett ciszteint jelöli. 

Mobilis szekvenciák esetén az eredményeim azt mutatták, hogy a kötéshasadás az aminosavak 

C- terminálisánál (18. ábra) az esetek többségében szintén gátolt, a „cR” log2CIR-értéke ebben az 

esetben is kiugróan alacsony (CIR < -4). Ez utóbbi jelenség megfigyelhető triptikus peptidek vizsgálata 

során is, különösen az Arg esetében, ahol a legnagyobb a hibahatár (10. ábra, A panel). A legmagasabb 

log2CIR-érték mindkét eredetű peptidcsoportnál a „cI” kötéshasadásnál figyelhető meg, azonban ez 

ProAlanáz emésztés esetében kb. 1,8-nak adódott, míg triptikus peptideknél kb. 0,75-nek. A „cL” 

kötéshasadás mind triptikus, mind ProAlanáz emésztményből származó peptidek esetében hasonlóan 

kedvezményezett, a „cV” hasadás az ábra adatai alapján viszont csak triptikus peptidek esetén tűnik 

preferáltnak. ProAlanáz emésztésből származó peptidek esetén látványos eltérést mutat a „cP” log2CIR 

-értéke a triptikus peptidekhez képest, mely előbbi esetben kb. 0,5-nek, utóbbi esetben kb. -2,5-nek 

adódott. 

 

 

’ 
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18. ábra Az adott aminosavak C-terminálisán való kötéshasadás preferenciája (log2CIR) protonmobilis 

peptidszekvenciák esetében. A C’ a karbamidometilezett ciszteint jelöli. 

Az általam részletesen elemzett 28 peptid között nem volt a mobilis proton elmélet 

szempontjából immobilisnak tekinthető szekvencia, ezért ilyen típusú adatok sajnos még nem állnak 

rendelkezésemre. Az argininek és lizinek fehérjén belüli viszonylag nagy gyakoriságát alapul véve az 

immobilis peptidek ProAlanázzal történő enzimatikus emésztés során vélhetőleg igen ritkák.41 

Az alábbiakban néhány konkrét peptid példáján szeretném bemutatni a kötéshasadási 

preferenciák szekvencián belüli alakulását. Ennek érzékeltetésére a log2CIR-értékeket ábrázoltam a 

szekvenciát felépítő aminosavak közötti amidkötések függvényében (19-21. ábra), ill. a további 

peptidek esetében: Függelék F1-F25.  

A STRYVRANGTTVLVGMP szekvenciájú háromszorosan protonált, mobilis peptid log2CIR 

értékeit vizsgálva (19. ábra) megfigyelhető, hogy legintenzívebb a kötéshasadás a Val-Leu és a Leu-Val 

között, amely a triptikus peptidekre is jellemző (10. ábra, A panel). 
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19. ábra A STRYVRANGTTVLVGMP szekvenciájú, háromszorosan protonált, protonmobilis peptid 

MS/MS spektruma 45 V ütközési energián a készülék Transfer cellájában (lent) és a kötéseihez tartozó 

log2CIR értékek (fent). M a prekurzoriont jelöli, * az ammóniavesztést, ° a vízvesztést. 

Egyáltalán nem volt tapasztalható hasadás a Ser-Thr és a Thr-Arg között, amely egyfelől 

összhangban van a triptikus peptidek Ser és Thr C-terminálisán való gátolt kötéshasadásával, viszont 

ellentétes az arginin N-terminálisán megfigyelt megnövekedett kötéshasadási preferenciával. A prolin 

N-terminálisán való hasadást ebben az esetben erősen gátoltnak tapasztaltam a triptikus peptidek 

a14 

a15 

-∞ -∞ 
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tapasztaltakkal ellentétben. A Gly-Met amidkötés szintén kedvezően hasadt, amely szintén ellentétes 

a triptikus peptidek viselkedésével. A spektrumban az a- és b-ionok intenzitása dominál, ugyanis a 

szekvencia N-terminális felőli végéhez közel helyezkednek el erősen bázikus aminosavak.  

A DVFNQVVKSISIVGSYVGNRADTREA szekvenciájú négyszeresen protonált, mobilis peptid 

log2CIR értékeit vizsgálva (20. ábra) erős hasadási preferenciát figyeltem meg a Val-Gly, valamint az Ile-

Ser és Ile-Val amidkötések esetében, amely jellemző a triptikus peptidek esetében is. 

Egyáltalán nem keletkeztek az Asn-Arg, Ala-Asp, Thr-Arg, Arg-Glu és Glu-Ala amidkötések 

hasadásának megfelelő b- és y-ionok. Triptikus peptidek mobilis szekvenciáira log2CIR>0 „nR” 

hasadásakor, és log2CIR<0 „cN”, „nD” „cT", „nE" hasadásakor (10. ábra, A panel), amely utóbbiak csak 

részben magyaráznák az extrém gátolt kötéshasadást. Úgy tűnik tehát, hogy a ProAlanázzal emésztett 

peptidek esetén az arginin N- és C-terminálisán egyaránt gátolt a kötéshasadás, és hatással lehet a 

távolabbi kötések hasadásának preferenciájára is. A spektrumban az y-ionok intenzitása dominál a két 

arginin láncvégi helyzete miatt. 

A NELLINVKYS szekvenciájú kétszeresen protonált, mobilis peptid log2CIR értékeit vizsgálva 

(21. ábra) a legintenzívebb kötéshasadásokat a Leu-Leu és Leu-Ile között figyeltem meg, mely 

összhangban van a triptikus peptidekkel kapcsolatos tapasztalatokkal. Az Asp-Glu, a Tyr-Ser kötések és 

az Asn-Val amidkötések hasadása bizonyult viszont leginkább nem preferáltnak. Triptikus peptideknél 

az Xaa-Glu, az Xaa-Val és az Asn-Xaa hasadás szintén nem kedvezményezett, viszont az Xaa-Ser 

hasadása preferált. Így az Asn-Val és az Asp-Glu gátolt kötéshasadás a triptikus peptidek tulajdonságai 

alapján is jól értelmezhető. A spektrumban az y-ionok intenzitása dominál, ugyanis a bázikus 

aminosavak a szekvencia C-terminális felöli végéhez közel helyezkednek el. 
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20. ábra A DVFNQVVKSISIVGSYVGNRADTREA szekvenciájú, négyszeresen protonált, protonmobilis 

peptid MS/MS spektruma 40 V ütközési energián a készülék Transfer cellájában (lent) és a kötéseihez 

tartozó log2CIR értékek (fent). M a prekurzoriont jelöli, * az ammóniavesztést, ° a vízvesztést. 
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21. ábra A NELLINVKYS szekvenciájú, kétszeresen protonált, protonmobilis peptid MS/MS spektruma 

30 V ütközési energián a készülék Transfer cellájában (lent) és a kötéseihez tartozó log2CIR értékek 

(fent). M a prekurzoriont jelöli, * az ammóniavesztést, ° a vízvesztést. 
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6. Következtetések 

Mind az arginin, mind pedig a prolin jelenléte és szekvencián belüli pozíciója igen jelentős 

befolyással bír az ütközés-indukált disszociációs folyamatokra,51 így különösen hasznos lehet egy 

újszerű, és nagy érdeklődésre számot tartó emésztőenzim, a ProAlanáz fragmentációs hatékonyságot 

befolyásoló hatásának vizsgálata. 

Kutatásom során ezért ProAlanázzal emésztett fehérjékből keletkező peptidek fragmentációs 

tulajdonságait vizsgáltam HPLC-MS/MS módszerekkel. Célom volt az azonosításhoz szükséges 

fragmensek maximális számának meghatározása az ütközési energia függvényében, a peptideket 

felépítő aminosavaknak a fragmentációs profilra gyakorolt hatásának vizsgálata, valamint ezen 

fragmentációs profil összehasonlítása a triptikus peptidekével.  

Kutatómunkám eredményeképpen sikerült 17 ADH-ból és 11 BSA-ból származó egyedi peptid 

teljes fragmentációs profilját feltérképezni, melyek jó kiindulási alapot nyújthatnak egy későbbi, sokkal 

nagyobb – akár több száz vagy ezer peptidet magába foglaló – adatbázis elkészítéséhez is.  

Eredményeim alapján az alábbi következtetésekre jutottam: 

• A készülékgyártó által triptikus peptidekre megadott 19-45 V-os optimális ütközésienergia-

tartomány gyakorlatilag megegyezik a ProAlanázzal emésztett minták általunk meghatározott 

optimális tartományával (~20-45 V).49,50 Érdemes megjegyezni, hogy a peptidek >93%-a egy 

valamivel szűkebb, 20-35 V tartományban adott optimális MS/MS-spektrumot. 

• A peptidek 53%-a tartalmazott egy vagy több olyan aminosavkapcsolatot, melyek között az 

amidkötés egyáltalán nem hasadt el még az optimális ütközésienergia-értéken sem. 

• A 28 vizsgált peptid esetében az amidkötések többségének hasadása az átlagosnál kevésbé volt 

preferált, amely a szekvenciafragmensek eloszlásának egyenetlenségére utal.  

• Mindkét vizsgált protonmobilitási csoportban (parciálisan mobilis és mobilis) az arginin N- és C-

terminálisán mutatkozott a legkisebb kötéshasadási hajlam a többi aminosavkapcsolathoz 

képest. 

A fentiekben elmondottak következménye, hogy a peptidek csak kb. fele azonosítható teljes 

szekvencialefedettséggel, így a fennmaradó esetekben egy vagy több aminosav szekvencián belüli 

azonosítása kétségessé válhat. Ez problémát jelenthet akkor, ha a célunk egy eddig teljesen ismeretlen, 

adatbázisban nem szereplő fehérje de novo szekvenálása vagy ha az arginin közelében nehezen 

azonosítható poszttranszlációs módosítások találhatóak.52 
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Ugyanakkor előnyös lehet a ProAlanáz használata, ha olyan argininmódosítás vizsgálata a cél, 

amely jelentősen csökkenti az arginin bázicitását.53 Ilyenkor ugyanis az azonos szekvenciájú, de az 

arginint egyik esetben módosított, másik esetben nem módosított formában tartalmazó peptid 

könnyebben megkülönböztethetővé válik MS/MS segítségével. Ilyen esetben a tripszin a módosult 

arginin C-terminálisánál már nem hasítana,54 így különböző hosszúságú peptidek keletkeznének, a 

közvetlen összehasonlítás pedig nem volna lehetséges. 

Kutatási eredményeim alapján a jövőben további modellfehérjék enzimatikus emésztését 

tervezem ProAlanázzal a rendelkezésre álló adatbázis bővítése érdekében. Az adatbázis 

kiterjesztésével lehetőség nyílhat a hibahatárok csökkentésére és specifikusabb következtetések 

levonására. Jelen kísérlet az amidkötésekben résztvevő aminosavak kémiai minőségének vizsgálatára 

korlátozódott, ugyanakkor érdekes lehet a távolabbi aminosavak fragmentációt befolyásoló hatásának 

vizsgálata is, amely szintén az adatbázis-bővítés révén érhető el.  
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8. Függelék 

F1. táblázat Az ADH fehérje enzimatikus emésztéséből származó peptidek ütközési energiájának 

optimálására használt táblázat. A táblázat celláiban az azonosított b és y típusú fragmensek számának 

összegei találhatók. A C’ a karbamidometilezett ciszteint jelöli. 

 15V 20V 25V 30V 35V 40V 45V 

LDFFARG 8 12 10 8 5 5 5 

KANELLINVKYSGVCHTDLHAWHGDWP 1 3 12 53 62 53  

LVKSPIKVVGLSTLP 9 15 20 23 19   

NLMAGHWVA 7 14 14 18 13   

GITVYKALKSA 0 1 9 21 23   

STRYVRANGTTVLVGMP 1 12 15 13    

GVC’HTDLHAWHGDWP 0 5 15 20 24 0  

EVFIDFTKEKDIVGA 2 12 16 25 14   

NGTTVLVGMP 15 16 17 11    

TVYKALKSA 0 4 12 15 17 12  

DVFNQVVKSISIVGSYVGNRADTREA 9 21 25 27 28 37 27 

VQAAHIP 11 12 10 10 5   

KANELLINVKYS 23 26 23 17    

GIKWLNGS 11 13 15 14 9   

NELLINVKYS 4 17 20 22 20 15  

GIKWLNG 10 13 13 13 9   

MGYRVLGIDGGEGKEELFRS 2 20 39 38 35 26  

 

F2. táblázat A BSA fehérje enzimatikus emésztéséből származó peptidek ütközési energiájának 

optimálására használt táblázat. A táblázat celláiban az azonosított b és y típusú fragmensek számának 

összegei találhatók A C’ a karbamidometilezett ciszteint jelöli. 

 15V 20V 25V 30V 35V 40V 45V 

VSVLLRLA 0 15 13 10    

TLVEVSRSLGKVGTRC’CTKP 0 1 44 39    

DPNTLC’DEFKADEKKFWGKYLYEIA 0 7 5 5 4   

C’TEDYLSLILNRLC’VLHEKTP 0 63 68 63    

VSEKVTKC’C’TESLVNRRP 27 40 52 38    

DEKKFWGKYLYEIARRHP 52 65 40     

DETYVP 0 8 8 8 7   

YFYAP 6 7      

ELLYYANKYNGVFQEC’C’QAEDKGA 0 47 64 71 67   

EDKDVC’KNYQEAKDAFLGSFLYEYSRRHP 2 48 71 89 76   

LTADFAEDKDVC’KNYQEAKDA 0 2 6 19 29 27 22 

  



 
 

41 
 

 

 

F1. ábra A LDFFARG szekvenciájú, kétszeresen protonált, protonmobilis peptid MS/MS spektruma 20 V 

ütközési energián a készülék Transfer cellájában (lent) és a kötéseihez tartozó log2CIR értékek (fent). M 

a prekurzoriont jelöli, * az ammóniavesztést, ° a vízvesztést. 
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F2. ábra A KANELLINVKYS szekvenciájú, háromszorosan protonált, parciálisan protonmobilis peptid 

MS/MS spektruma 20 V ütközési energián a készülék Transfer cellájában (lent) és a kötéseihez tartozó 

log2CIR értékek (fent). M a prekurzoriont jelöli, * az ammóniavesztést, ° a vízvesztést. 

 

-∞ 
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F3. ábra A GIKWLNGS szekvenciájú, kétszeresen protonált, protonmobilis peptid MS/MS spektruma 

25 V ütközési energián a készülék Transfer cellájában (lent) és a kötéseihez tartozó log2CIR értékek 

(fent). M a prekurzoriont jelöli, * az ammóniavesztést, ° a vízvesztést. 
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F4. ábra A GIKWLNG szekvenciájú, kétszeresen protonált, protonmobilis peptid MS/MS spektruma 20 V 

ütközési energián a készülék Transfer cellájában (lent) és a kötéseihez tartozó log2CIR értékek (fent). M 

a prekurzoriont jelöli, * az ammóniavesztést, ° a vízvesztést. 

 

a5 

int-b [3-6] 

b
6

 -N
H

3
 

a6 
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F5. ábra A MGYRVLGIDGGEGKEELFRS szekvenciájú, négyszeresen protonált, protonmobilis peptid 

MS/MS spektruma 25 V ütközési energián a készülék Transfer cellájában (lent) és a kötéseihez tartozó 

log2CIR értékek (fent). M a prekurzoriont jelöli, * az ammóniavesztést, ° a vízvesztést. 
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F6. ábra A KANELLINVKYSGVCHTDLHAWHGDWP szekvenciájú, ötszörösen protonált, parciálisan 

protonmobilis peptid MS/MS spektruma 35 V ütközési energián a készülék Transfer cellájában (lent) és 

a kötéseihez tartozó log2CIR értékek (fent). M a prekurzoriont jelöli, * az ammóniavesztést, ° a 

vízvesztést. 

b25 

in
t-b

 [1
1

-2
5

] 

a26 

in
t-a [11-26] 

y2* 

in
t-b

 [1
3

-2
5

] 

in
t-b

 [2
3

-2
6

] 

a26 

in
t-b

 [4-26] 
in

t-b
 [10

-25
] 

-∞ -∞ 
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F7. ábra A LVKSPIKVVGLSTLP szekvenciájú, háromszorosan protonált, protonmobilis peptid MS/MS 

spektruma 30 V ütközési energián a készülék Transfer cellájában (lent) és a kötéseihez tartozó log2CIR 

értékek (fent). M a prekurzoriont jelöli, * az ammóniavesztést, ° a vízvesztést. 

in
t-b

 [5
-1

2
] 

in
t-b

 [3
-1

1
] 

-∞ 
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F8. ábra A NLMAGHWVA szekvenciájú, kétszeresen protonált, protonmobilis peptid MS/MS 

spektruma 30 V ütközési energián a készülék Transfer cellájában (lent) és a kötéseihez tartozó log2CIR 

értékek (fent). M a prekurzoriont jelöli, * az ammóniavesztést, ° a vízvesztést. 

-∞ 
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F9. ábra A GITVYKALKSA szekvenciájú, kétszeresen protonált, parciálisan protonmobilis peptid MS/MS 

spektruma 30 V ütközési energián a készülék Transfer cellájában (lent) és a kötéseihez tartozó log2CIR 

értékek (fent). M a prekurzoriont jelöli, * az ammóniavesztést, ° a vízvesztést. 

M
 

y9
 

in
t-b

 [5-9] 
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F10. ábra A GVCHTDLHAWHGDWP szekvenciájú, háromszorosan protonált, parciálisan protonmobilis 

peptid MS/MS spektruma 35 V ütközési energián a készülék Transfer cellájában (lent) és a kötéseihez 

tartozó log2CIR értékek (fent). M a prekurzoriont jelöli, * az ammóniavesztést, ° a vízvesztést. 

b13 

in
t-b

 [3
-1

3
] 

in
t-b

 [3
-1

0
] 

-∞ 
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F11. ábra A EVFIDFTKEKDIVGA szekvenciájú, háromszorosan protonált, protonmobilis peptid MS/MS 

spektruma 30 V ütközési energián a készülék Transfer cellájában (lent) és a kötéseihez tartozó log2CIR 

értékek (fent). M a prekurzoriont jelöli, * az ammóniavesztést, ° a vízvesztést. 

y13 
y12 y11 

in
t-a° [4

-5
] 

in
t-a [4

-5
] in

t-b
 [5

-1
3

] 

in
t-a [5

-6
] 

-∞ -∞ 
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F12. ábra A NGTTVLVGMP szekvenciájú, kétszeresen protonált, protonmobilis peptid MS/MS 

spektruma 25 V ütközési energián a készülék Transfer cellájában (lent) és a kötéseihez tartozó log2CIR 

értékek (fent). M a prekurzoriont jelöli, * az ammóniavesztést, ° a vízvesztést. 

-∞ 
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F13. ábra A TVYKALKSA szekvenciájú, kétszeresen protonált, protonmobilis peptid MS/MS spektruma 

35 V ütközési energián a készülék Transfer cellájában (lent) és a kötéseihez tartozó log2CIR értékek 

(fent). M a prekurzoriont jelöli, * az ammóniavesztést, ° a vízvesztést. 

a2 

in
t-b

 [3
-4

] 

in
t-b

 [3
-5

] 

in
t-b

 [3
-6

] 

in
t-b

 [3
-7

] 

in
t-b

 [3
-8

] 
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F14. ábra A VQAAHIP szekvenciájú, kétszeresen protonált, protonmobilis peptid MS/MS spektruma 

20 V ütközési energián a készülék Transfer cellájában (lent) és a kötéseihez tartozó log2CIR értékek 

(fent). M a prekurzoriont jelöli, * az ammóniavesztést, ° a vízvesztést. 



 
 

55 
 

 

 

F15. ábra A TLVEVSRSLGKVGTRCCTKP szekvenciájú, háromszorosan protonált, parciálisan 

protonmobilis peptid MS/MS spektruma 30 V ütközési energián a készülék Transfer cellájában (lent) és 

a kötéseihez tartozó log2CIR értékek (fent). M a prekurzoriont jelöli, * az ammóniavesztést, ° a 

vízvesztést. 

a2
 

in
t-b

 [3
-19

] 

in
t-a [1

2
-1

3
] 

in
t-b

 [3
-1

9
] 
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F16. ábra A VSVLLRLA szekvenciájú, kétszeresen protonált, protonmobilis peptid MS/MS spektruma 

20 V ütközési energián a készülék Transfer cellájában (lent) és a kötéseihez tartozó log2CIR értékek 

(fent). M a prekurzoriont jelöli, * az ammóniavesztést, ° a vízvesztést. 

-∞ 
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F17. ábra A DPNTLCDEFKADEKKFWGKYLYEIA szekvenciájú, hatszorosan protonált, protonmobilis 

peptid MS/MS spektruma 25 V ütközési energián a készülék Transfer cellájában (lent) és a kötéseihez 

tartozó log2CIR értékek (fent). M a prekurzoriont jelöli, * az ammóniavesztést, ° a vízvesztést. 

int-a°* [6-17] 

-∞ -∞ -∞ -∞ -∞ -∞ -∞ -∞ -∞ -∞ -∞ -∞ -∞ -∞ -∞ -∞ -∞ -∞ 
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F18. ábra A CTEDYLSLILNRLCVLHEKTP szekvenciájú, négyszeresen protonált, protonmobilis peptid 

MS/MS spektruma 25 V ütközési energián a készülék Transfer cellájában (lent) és a kötéseihez tartozó 

log2CIR értékek (fent). M a prekurzoriont jelöli, * az ammóniavesztést, ° a vízvesztést. 

M° 
M 

a2 

y6 
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F19. ábra A VSEKVTKCCTESLVNRRP szekvenciájú, ötszörösen protonált, protonmobilis peptid MS/MS 

spektruma 25 V ütközési energián a készülék Transfer cellájában (lent) és a kötéseihez tartozó log2CIR 

értékek (fent). M a prekurzoriont jelöli, * az ammóniavesztést, ° a vízvesztést. 

y9° 

in
t-a [2

-3] 

in
t-b

° [3-4
] 

in
t-b

 [6
-7] 
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F20. ábra A DEKKFWGKYLYEIARRHP szekvenciájú, ötszörösen protonált, parciálisan protonmobilis 

peptid MS/MS spektruma 20 V ütközési energián a készülék Transfer cellájában (lent) és a kötéseihez 

tartozó log2CIR értékek (fent). M a prekurzoriont jelöli, * az ammóniavesztést, ° a vízvesztést. 

a2 

a10 

a5 
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F21. ábra A DETYVP szekvenciájú, egyszeresen protonált, protonmobilis peptid MS/MS spektruma 

30 V ütközési energián a készülék Transfer cellájában (lent) és a kötéseihez tartozó log2CIR értékek 

(fent). M a prekurzoriont jelöli, * az ammóniavesztést, ° a vízvesztést. 

b4 b5 

a5 

-∞ 
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F22. ábra A YFYAP szekvenciájú, egyszeresen protonált, protonmobilis peptid MS/MS spektruma 20 V 

ütközési energián a készülék Transfer cellájában (lent) és a kötéseihez tartozó log2CIR értékek (fent). 

M a prekurzoriont jelöli, * az ammóniavesztést, ° a vízvesztést.  



 
 

63 
 

 

 

F23. ábra A ELLYYANKYNGVFQECCQAEDKGA szekvenciájú, háromszorosan protonált, protonmobilis 

peptid MS/MS spektruma 30 V ütközési energián a készülék Transfer cellájában (lent) és a kötéseihez 

tartozó log2CIR értékek (fent). M a prekurzoriont jelöli, * az ammóniavesztést, ° a vízvesztést. 

M 
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F24. ábra A EDKDVCKNYQEAKDAFLGSFLYEYSRRHP szekvenciájú, ötszörösen protonált, parciálisan 

protonmobilis peptid MS/MS spektruma 30 V ütközési energián a készülék Transfer cellájában (lent) 

és a kötéseihez tartozó log2CIR értékek (fent). M a prekurzoriont jelöli, * az ammóniavesztést, ° a 

vízvesztést. 

y12 

a17 

in
t-b

° [9
-2

0
] 

in
t-a [2

0
-2

4
] 

-∞ 



 
 

65 
 

 

 

F25. ábra A LTADFAEDKDVCKNYQEAKDA szekvenciájú, háromszorosan protonált, parciálisan 

protonmobilis peptid MS/MS spektruma 35 V ütközési energián a készülék Transfer cellájában 

(lent) és a kötéseihez tartozó log2CIR értékek (fent). M a prekurzoriont jelöli, * az 

ammóniavesztést, ° a vízvesztést. 

M 

-∞ -∞ 


