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1. Bevezetés

A fehérjék szekvencidjanak meghatdrozasa alapvetd jelentdségli a sejtben torténd bioldgiai
folyamatok megértéséhez. A szekvenaldshoz leggyakrabban az Un. bottom-up proteomikai modszert
hasznaljak. Ennek soran a vizsgdlt sejtkultirabdl vagy szovetmintdbdl kinyerik a fehérjéket,
megbontjak a fehérjeldncok kodzotti kotéseket és kémiai szarmazékképzés utjan blokkoljak azok
visszaalakulasat. A fehérjéket ezt kovet6en enzimatikus emésztésnek vetik ala. llyen médon jobb
oldhatdsagu és tomegspektrometridval egyszer(ibben azonosithatd, kisebb peptidek keletkeznek. Az
enzimatikus emésztéshez leggyakrabban hasznalt enzim a tripszin, amely nagy hatékonysaggal és
specifikusan a lizin és arginin aminosavak C-terminalisan hidrolizalja el az amidkotéseket. A keletkezd

peptideket triptikus peptideknek nevezziik.

Az enzimatikus emésztést kovetSGen nagy hatékonysagu folyadékkromatografia (HPLC)
segitségével elvalasztjdk a peptideket és tandem témegspektrometridval (MS/MS) azonositjak Sket.
MS/MS soran a tomegspektrométerben a peptidekbdl keletkezett peptidionokat elkilonitik, és
valamilyen gerjesztési technikaval alkotdrészeikre bontjak &ket (fragmentdcidé). A peptidionokbdl
keletkezé fragmensek jellemzéek a kiinduladsi peptid szekvencidjara, és adatbazis alapu kereséssel
azonosithatdak. Az MS/MS alapu azonositas sikeressége nagyban flugghet az enzimatikus emésztés
soran nyert peptidek fizikai-kémiai tulajdonsagaitdl, példaul a peptidek méretétél, hidrofobicitasatdl,

gazfazisu bazicitasatdl, toltottségi fokatodl és a gerjesztés energetikajatol.

A tripszinnel t6rténé emésztés soran altaldban kis-kozepes méretd, jellemzéen kétszeresen-
haromszorosan toltétt peptidionok keletkeznek, amelyek viszonylag kénnyen azonosithaték HPLC-
MS/MS technikaval. Ugyanakkor eléfordulhat, hogy a meghatarozni kivant fehérje tul sok vagy tul
kevés bazikus aminosavat tartalmaz. EI6bbi azt eredményezi, hogy sok kis méret(i peptid keletkezik,
amelyeket nehéz tisztitani és HPLC-vel elvalasztani, utébbi esetben pedig tul nagy peptidek
keletkeznek, amelyek nehezen fragmentalddnak vagy tul kevés informativ fragmens keletkezik bel6lik.

Ezért a tripszinen kivil mas, kilonféle specificitassal rendelkez6 enzimet is alkalmaznak a gyakorlatban.

Az egyik ilyen viszonylag Uj és kevéssé ismert emésztGenzim a ProAlanaz, amely a fehérjelancot
a prolin és alanin C-terminalisdnal hasitja el. Kutatdomunkdm sordn két modellfehérje, az éleszté
alkohol dehidrogenaz (ADH) és szarvasmarha szérum albumin (BSA) enzimatikus emésztését végeztem
el ProAlandz enzim segitségével. Ezt kovet6en azonositottam a keletkez6 peptideket, azok
fragmenseit, meghatdroztam az azonositashoz optimalis (itk6zési energiat, és részletesen vizsgaltam a

fragmentacids folyamatokat HPLC-MS/MS technikaval.



2. Irodalmi attekintés

2.1. Témegspektrometria

A tomegspektrometria (MS) egy olyan nagymliszeres analitikai és szerkezetkutaté maddszer,
amellyel ionokat lehet szétvalasztani elektromos és/vagy magneses térben vald viselkedésiik alapjan
tomeg / téltés (m/z) értékik szerint.! A mddszer mindségi és mennyiségi analizisre is alkalmas.
Napjainkban a fehérjék, valamint a peptidek szekvencidjanak meghatdrozasat legtobbszor ezzel a

technikaval végzik.2

Egy tomegspektrométer f6bb részei a mintabeviteli rendszer, az ionforras, a tomeganalizator
és a detektor (1. dbra). Az analizator és a detektor nagyvakuumtérben helyezkednek el, az ionforras

lehet légkdri nyoméson vagy vakuum alatt.?

Nagyvakuum

Mintabevitel | —p] lonforras —»| Tomeganalizator —» Detektor D —

1. dbra A témegspektrométerek sematikus felépitése

A mintabeviteli rendszer direkt vagy indirekt mddon juttatja a mintat a m(szerbe. Indirekt
injektalasrdl beszéliink, ha a tomegspektrométer ionforrdsahoz valamilyen elvdlasztastechnikai
eszkozt (kromatograf) on-line kapcsolnak. Az ionforras feladata az, hogy a mintabdl gazfazisu ionokat
allitson el6, amelyek igy kolcsonhatasba tudnak |épni elektromagneses térrel. Az analizator
szétvalasztja az ionokat térben vagy id6ben m/z értékiik szerint. Az analizator tipusa hatarozza meg a
készlilék felbontdsat és pontossdgat, a vizsgalhatéd tomegtartomany szélességét, a szkennelés
gyorsasagat. A detektor pedig az analizatorbdl érkezd ionok szdmaval ardnyos jelet generdl. A mdszer

vezérlését szoftveresen oldjak meg.*

2.2. Az elektroporlasztasos ionizacid

Fehérjék és peptidek vizsgalatdhoz legtobbszor elektroporlasztdsos ionizdciét haszndlnak
(Electrospray lonization, ESI). ES ionizacidé soran a mintat tartalmazo oldoszert 2-7 kV fesziltséggel
porlasztjak egy tiin keresztil.> A porlasztdst egy, az ESI-t(it korulolel§ csében daramld gaz (dltaldban
nitrogén) segiti. Pozitiv (ES+) és negativ ionizaciés mddot (ES-) kilénboztetlink meg attdl fiiggben, hogy

pozitiv vagy negativ ionokat kivanunk detektdlni. A porlasztds sordn keletkezé to6ltott cseppek



szaritasat elleniranyban daramld szaritdgdz segiti, a detektor iranydba valé mozgdsukat pedig
fesziltséggradiens. A parolgds kovetkeztében a toltéss(rliség, s igy a Coulomb-taszitds folyamatosan
né a cseppekben, igy véglil un. Coulomb-robbanasok kévetkeznek be, amelyek egyre kisebb méretd

cseppek keletkezését eredményezik (2. dbra).b

SzAarité gdz ————p ‘
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folyadékdram =——»-

2. 4bra Az elektroporlasztdsos ionizdcid (ESI) szemléltetése’

A teljes elparolgds utdn a mintabdl gazfazisu, tobbszorosen protonalt molekuldk [M + nH]™
keletkeznek pozitiv médban, forrason belili fragmentacié megfelels bedllitasok mellett nem jellemzé.
Az ES ionizacid poldros kis-, kozepes- és nagymolekuldk vizsgdlatdra alkalmas vezetGképes
olddszerben.? Megfelel§ olddszer példaul az acetonitril vagy metanol és viz elegye, amely 0,1%
hangyasavat vagy ecetsavat tartalmaz. Fontos kiemelni, hogy csak illékony adalékanyagok
haszndlhatok. Az olddszerben vagy a mintdban el6fordulé szervetlen ionok adduktot képezhetnek a

mintéval, mint példaul a [M + Na]* pozitiv médban vagy a [M + Cl]" negativ mddban.”

Mivel az ionizaci6 mértéke fligg a mérend6 komponensek polaritdsatél és
protonalhatésagatdl, ezért el6fordulhat, hogy tobbkomponensli mintdkban a konnyebben
protonalhaté komponensek nagyobb intenzitdssal detektalhatdk, és elnyomjak a tobbi jelét. Ezt a
jelenséget ionszupresszidnak nevezziik.’ A minta esetleges sétartalmdanak is jelent8s szupressziv hatasa

van a tébbi komponensre nézve.’



2.3. Analizatorok
2.3.1. Arepllési id6 analizator (TOF)

A peptid- és fehérjeszekvendlasi vizsgalatok céljara leggyakrabban repilési id6, orbitrap,
kvadrupdl, és ioncsapda analizatorok kombinacidit tartalmazé tomegspektrométereket haszndlnak

(4n. hibrid analizdtoros tdmegspektrométerek).®

Ezek kozul az un. reflektron repulési id6 analizator (TOF) nagy felbontassal és pontossaggal
rendelkezik. M{kodési elve elektromos térrel csomagokba gy(ijtott, majd felgyorsitott ionok repiilési
idejének mérésén alapul egy erre a célra kialakitott térmentes repilési cs6ben. El6szor az ionokat a
haladasi irdanyukra meréleges irdnyba téritik el, majd az un. iontikor visszaforditja azokat a detektor
iranydba oly mddon, hogy az ionok palyaja V-alaku legyen (V mdd). A replilési id6 egyenesen ardnyos
am/z érték négyzetgydkével (3. dbra).!* Ha a repiilési csében egy masodik iontiikrot helyeznek el, azzal

a felbontas tovabb javithaté (Un. W maéd).

Gyorsité

Girs'm A Detektor — A Detektor
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3. abra A reflektron tipusu repiilési id6 analizator (TOF) dltaldnos felépitése V-modban (bal) és W-

modban (jobb)

TOF analizator esetében gyakori kalibralds sziikséges. A kiilsé kalibraciot altaldban egy
standard vegyiletkeverék mérésével végzik. A masik lehetGség, hogy egy olyan sé (pl. natrium-formiat,
cézium-jodid) oldatat hasznaljak, amely valtozatos témeg(i klasztereivel lefedi a teljes mért m/z

tartomanyt.!?

< s

amelyet egy referenciadgon keresztil juttatnak a tomegspektrométerbe. A mérés sordan a mdszer
adott id6kozonként valt a mintadg és a referenciadag kozott, ezzel biztositva a folytonos

tdmegkorrekcid, s igy a pontos témegmérés lehet§ségét. '



2.3.2. A kvadrupdl analizator (Q)
A kvadrupdl analizdtor (Q) négy parhuzamos fémradbdl all, amelyekre egyen- és valtédramot
kapcsolnak oly mddon, hogy a két szemben [évé rid fesziiltségének mindig azonos az el6jele, mig a két

).¥* Minden egyen- és véltdaram értékparhoz csak egy adott m/z értéki

szomszédosé ellentétes (4. dbra
ion tartozik, amely stabil oszcillacids palyan el tud jutni a detektorig vagy az ttk6z6cellaig, a tobbi ion
instabil palydval rendelkezik, és nem jut tovabb. Az egyen- és valtéaram fesziltségének valtoztatasaval

végig lehet pasztazni a teljes mérhetd m/z tartomanyt, megkapva igy a témegspektrumot.®®

Detektor

lonforrés

4. abra A kvadrupdl (Q) analizdator dltaldnos felépitése

A kvadrupdl analizatorok viszonylag kedvez6 ardak és gyorsak, viszont alacsony a felbontasuk
és altalaban szlik az altaluk vizsgdlhaté tomegtartomany. Manapsag alkalmaznak hexa- és oktopdl

analizatorokat is ionoptikai és iontranszmisszids célokra.*

2.4. A tandem tomegspektrometria (MS/MS)

Szerkezeti informacid szerzése lagy ionizacids technikak alkalmazdsakor — mint amilyen az ESI
— csak abban az esetben lehetséges, ha az ionokkal tobbletenergiat kdzolnek, s ily médon szerkezeti

elemeire bontjak azokat. Erre szolgal a tandem tomegspektrometria (MS/MS).

MS/MS mérés soran az adott iont (pontosabban egy annak megfelel6 sziik m/z tartomanyt)
kivalasztjdk egy analizatorral, alkalmas moddszerrel gerjesztik, és a gerjesztés soran keletkezett
fragmenseket egy masik analizatorral pdasztazzdk. A gerjesztés céljara kivalasztott ionokat
prekurzorionoknak (precursor ion) nevezziik, mig a keletkez6 fragmensionokat termékionoknak

(product ion).t®

A két analizator kozott egy ioncsapda vagy Utkdz6cella talalhatd, ahol valamilyen gerjesztési
technika segitségével valthatd ki a prekurzorionok fragmentacidja. A leggyakrabban alkalmazott
gerjesztési technika az Utkozésindukalt disszociacid (collision-induced dissociation, CID), melynek
soradn a prekurzorionokat inert gaz atomjaival (He, Ar) vagy molekuldival (N,) Gitkdztetik.'” Az Gitkdzések

hatdsdra a prekurzorionok belsé energidja megné, amely végiil a kovalens kotések felszakadasahoz, és



semleges molekuldk, ill. termékionok keletkezéséhez vezet. A semleges molekuldakat (un.
semlegesvesztések) tomegspektrométer segitségével nem lehet detektdlni, a termékionokat viszont
igen. A semlegesvesztések bekovetkeztére a termékionok kozotti jellegzetes tomegkilonbséghdl lehet

kovetkeztetni.®

Tandem tomegspektrometrids méréseknél a kvadrupdl analizator kedvezd ara és gyorsasaga
miatt kivaldan hasznalhaté tomegszelektorként és litkdz6cellaként. Utdbbi esetben csak valtéaramot

kapcsolnak a rudakra, egyendramot nem.*

2.5. A nagyhatékonysdagu folyadékkromatografia (HPLC)

Tobbkomponensl mintdk vizsgalata sordn az ionszupresszié miatt, valamint, hogy egyszerre
optimdlis esetben csak egy komponens jusson a miszerbe, az MS-t elvalasztastechnikaval kapcsoljak
Ossze online. Leggyakrabban nagyhatékonysagu folyadékkromatografiat (HPLC) hasznalnak erre a
célra.® Ez egy olyan elvalasztastechnikai médszer, amely a minta molekuldinak egy allofazissal vald
kolcsonhatdsan, és egy vele érintkez6 mozgdfazis kolcsonhatdsan alapszik. Az eldcid (minta
komponenseinek mozgasa az all6fazisbdl a mozgdfazisba) hajtdereje a két fazis kozotti
kémiaipotencial-kiegyenlitédés. A minta kilonb6z6 komponensei kilonb6z6 mértékd fizikai

kolcsonhatdst alakitanak ki az allofazissal, ezért kiilonbozé lesz a retencids idejiik.®

Peptidek vizsgdlatara apolaris toltetld allofazissal ellatott kromatografias oszlopokat
haszndlnak. Ezen all6fazisok felllete leggyakrabban 18 szénatom hosszUsagu szénlancokbdl all,
mozgbfazisa pedig 4ltaldban acetonitril-viz elegy.®® Az ilyen elrendezést forditott fazisu
folyadékkromatografianak nevezik (RP-HPLC). Az acetonitril-viz elegyben az acetonitril aranyat az
elvalasztas sordn egy meghatarozott gradiensprogram szerint novelik az id6 fliggvényében. A minta

komponensei igy névekvé hidrofobicitasuk szerint eludlédnak a kromatografias oszloprél.?

Rendkivil komplex mintdk esetében az elvalasztds hatékonysaga javithatdé példaul
tobbdimenzids folyadékkromatografia alkalmazasaval (2D LC). Ekkor két kulonbozd alléfazisu
kromatografids oszlopot kotnek sorba, amelyek kozott valtdszelep, és opciondlisan egy detektor
helyezkedik el. A fehérjeszekvendlashoz legtobbszor egy erds kationcserél6 alléfazissal (SCX) ellatott
és egy forditott fazisu kromatografias oszlop kombinaciéjat alkalmazzak. A 2D LC kromatografianak két
f6 fajtdja létezik: az egyik az un. atfogd (comprehensive) 2D LC (LC x LC). Ekkor az els6é oszloprol
eludlédo komponensek folytonosan aramlanak at a masik oszlopra. A masik modszer soran viszont az
els6 oszloprdl eludlédd mintanak csak egy adott részletét engedik tovdbb a masodik oszlopra. Mindkét

esetben egy kétdimenzids kromatogramot kapunk (5. dbra).??
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5. dbra Kétdimenziés kromatogramok szemléltetése??

HPLC-MS kapcsolds esetén tobbféleképpen is megjelenithets a felvett kromatogram. Az egyik
az 6sszionaram kromatogram (total ion chromatogram, TIC), amely tartalmazza a tomegspektrométer
altal detektalt 6sszes iont az adott idépillanatban. Egyes esetekben célszer( lehet az uUn. baziscsucs
kromatogram (base peak chromatogram, BPC) hasznalata, amely a baziscsucsok — azaz minden
spektrum legnagyobb belitésszdmu csdcsainak — intenzitdsat dbrazolja az id6 flggvényében. Ha
egyetlen iont monitorozunk/detektalunk a teljes kromatografias futasi id6 alatt, akkor single ion

chromatogramot (SIC) kapunk.®

2.6. Proteomika

Proteomikdnak nevezziik azt a tudomanyteriletet, melynek soran biolégiai matrixokban
azonositanak fehérjéket, és sok esetben meghatarozzak azok mennyiségét és térbeli eloszlasat a
matrixon beliil.?* Erre a célra a legalkalmasabb technika a HPLC-MS/MS, de hasznalnak egyéb, példaul
gélelektroforézis-alapu, MALDI-TOF tomegspektrometrids, valamint mas tipusi kromatografidval
csatolt tdmegspektrometrids mddszereket is.”> Témegspektrometria alapi mddszerekkel féleg
virusokban és mikroorganizmusokban taldalhaté fehérjéket kutatnak, valamint sejten belili
poszttranszlacidos médositasokat azonositanak, ezenkivill komplex fehérjematrixok alkotéelemeinek

mennyiségét és minéségét hatarozzak meg.?®

A tovabbiakban csak a tomegspektrometria alapu proteomikai médszerek bemutatdsaval
foglalkozom. Ezen beliil harom f6bb stratégiat kiilonboztethetlink meg: a top-down, a bottom-up, és

a middle-down mddszereket.

2.6.1. A top-down modszer
Top-down szekvenalas sordn a fehérjéket intakt formdaban, azaz enzimatikus emésztés és
kémiai mddositas nélkil vizsgaljdk MS/MS méréssel. Fehérjemonomerek vizsgalata ES ionizacidval

torténik, oligo- és polimerek analizise viszont matrix elGsegitette lézer deszorpcidval/ionizacidval



(MALDI) térténik, ugyanis utébbiak nehezen vihet6k oldatba.?’ A vizsgalat sordn, amennyiben
lehetséges, megdrzik a fehérje harmadlagos szerkezetét. A top-down szekvenalds egy proteomikai
vizsgalatnak gyakran az elsé |épése, ugyanis informaciot szolgaltat a teljes fehérje proteoformjardl —
azaz egy adott fehérje kilénb6z6 szekvencidju valtozatairdl, vagy ugyanazon szekvencia

12—, valamint egy fehérjekomplex

poszttranszlaciésan kilénb6z6képpen moddositott formaird
sztochiometriajardl. Utkézécelldban térténd fragmentécidval megvizsgélhatd, hogy a fehérje mely

részei kapcsolddnak gyengébb kotésekkel a tobbi részéhez.

A méddszer el6nye a gyors mintael6készités, illetve, hogy nem sziikséges enzimatikus emésztést
és szarmazékképzést alkalmazni. Ugyanakkor komoly hatranya, hogy nagyon nagy felbontast és
tomegpontossagot igénylS technika, tovabba nagyobb fehérjék teljes szekvencidjat nem lehet vele

meghatdrozni.?”’

2.6.2. A bottom-up modszer

Bottom-up szekvenalas (6. dbra) soran egy sejtekbdl allé minta emésztésének els6 1épése a
matrix homogenizaldsa lizalast, azaz a sejtmembran megbontasat kovetSen. A lizatumot ezt kovetben
ultrahangos szonikaldsnak vetik ald a hatékony oldatba vitel érdekében. Az oldhatatlan
komponenseket ezutdn centrifugdlassal tavolitjdk el. A fenti mlveleteket alacsony h6mérsékleten,
protedzinhibitorok jelenlétében végzik, a fehérjék degradaldddsdnak megakaddlyozdsa céljabol.
Fontos, hogy ezek az inhibitorok ne lépjenek kdlcsonhatdsba a mérendé komponensekkel. Ezutan
ditiotreitollal (DTT) megbontjdk a diszulfidhidakat, majd altaldban jod-acetamiddal (IAA) vald
szarmazékképzés utjdn megakadalyozzdk azok visszaalakulasat. Ezutdn pufferrel megfelel6 értékre

allitjdk be a reakcidelegy pH-jat, majd emésztéenzimet adnak a mintahoz.?°

Az enzimatikus emésztés célja egy nagyméretl fehérje kisebb peptidekre bontasa. Ez olyan
enzimekkel torténik, amelyek meghatarozott aminosavak kdzott elhidrolizaljak az amidkotéseket. Erre
a célra leggyakrabban tripszint hasznalnak enyhén bazikus korilmények kozott (~pH 8), amely

specifikusan a lizin és az arginin C-terminalisanal hasitja el a lancot.?

A tripszines emésztést gyakran kémiailag mddositott tripszin és LysC enzim hozzdaddasaval
végzik. A tripszin kémiai mdédositasara az 6nemésztés megakadalyozasanak érdekében van szlikség. A
LysC/tripszin keveréke kevesebb hasitasi helyet hagy ki, mint a tripszin, mely utdbbi kisebb

hatékonysaggal hasit a lizin mellett.°

Ha a vizsgalt fehérje tul kevés bazikus aminosavat tartalmaz, akkor a keletkezé peptidek tul
nagyok és CID-val nehezen fragmentdlhatdk lesznek, ezért nem szolgaltatnak megfelel6 mennyiségl
szerkezeti informaciét. Ellenkezé esetben pedig tul sok kisméretl, kromatografids szempontbdl

nehezen elvélaszthatd peptid keletkezik.3!



Ilyen esetekben a tripszin valamelyik alternativajat célszerl haszndlni. Gyakran hasznalt egyéb

enzimek példaul a kimotripszin, a GluC, az ArgC, a pepszin, vagy a LysC énmagéban.3?

Kevésbé ismert, Uj tipusi enzim a ProAlanaz, mely 2020 ¢6ta kaphatd kereskedelmi
forgalomban.3® A ProAlandz az Aspergillus niger nevii gombabdl szdrmazé enzim, amely a prolin és az
alanin C-terminalisdn hasit. Az enzimatikus emésztéshez alacsony pH szikséges, és alkalmazasa
kevésbé id8igényes, mint a tripszin esetében.?* Legnagyobb specificitds pH 1,5-en, kétords emésztés
soran érhet6 el. ProAlanazzal torténé emésztést kovetSen a peptidekben rendszerint kétszer annyi
lanckozi alanin taldlhatd, mint amennyi lancvégi, illetve kétszer annyi lancvégi prolin talalhatd, mint
amennyi lanckozi.>* Ez alapjan az enzim prolin utdn sokkal nagyobb specificitdssal hasit. A ProAlanéz
kivaléan alkalmas hisztonokban talalhatd fehérjék vizsgdlatara, illetve kollagén emésztésére, melynek

kdszdnhet8en lehet&ségiink van &si csontmintakban taldlhato kiséréfehérjék meghatarozasara.®*

A minta sotartalmat, a reagenseket, illetve a puffereket a mérést megelSz6en el kell tavolitani
a problémamentes ionizdcié és HPLC szeparacio biztositdsa érdekében, amely leggyakrabban szilard

fazisu extrakcidval torténik.>?

Az emésztés utan a peptideket HPLC-vel elvdlasztjak, és MS/MS analizist hajtanak végre.
Adatfliggd analizis (data-dependent acquisition, DDA) soran a mintardl el6szér egy tomegspektrumot
vesz fel a szoftver, majd egy kritériumrendszer alapjan — példaul adott spektrum legintenzivebb 3-10

ionjat kivalasztva — végez MS/MS mérést.®

Intenzitas
Intenzitas

0 10 20 30 40
. P N P t/ perc
Mintael6készités Enzimatikus emésztés HPLC elvalasztas MS/MS mérés

m/z

6. abra A bottom-up szekvendlds sematikus folyamatdbrdja

A masik mddszer az adatfliggetlen analizis (data-independent acquisition, DIA), melynek soran
egy m/z tartomanyt kisebb ablakokra bontva az ablakok minden ionjat egyszerre fragmentaljak

intenzitastol fuggetlenil 336

MS/MS mérés soran a peptidek fragmensekre bomlanak, amelyekbdl adatbazis alapu
kereséssel lehet kdvetkeztetni a prekurzor szekvencidjara. A bottom-up mddszer egyik nagy hatranya
a hosszadalmas mintael6készités, valamint, hogy a poszttranszlaciés moddositdsok pontos helyét

gyakran nehéz meghatarozni.?!
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2.6.3. A middle-down moddszer

A middle-down szekvenalas abban kiilonbozik a top-downtdl, hogy ebben az esetben vizsgalat
el6tt a fehérjét kisebb alegységekre bontjak, és azokrdl vesznek fel HPLC-MS/MS méréseket. Ez a
bontas torténhet kémiai Uton, példaul a diszulfidhidak bontdsaval, vagy szerkezetspecifikus enzimek
alkalmazasaval. Az igy keletkez6 peptidek nagyobb méretliek, mint a bottom-up soran keletkezd
peptidek.”” A middle-down szekvenalds alkalmasabb lehet példaul a poszttranszlaciés médositasok
(PTM) lokalizalasara, mint a bottom-up, mely utébbi soran csak az egymashoz koézel es6 mddositasi

helyeket van lehet8ségiink egy MS/MS spektrumon beliil azonositani.?’

2.6.3. Szoftveres peptidazonositas
Egy tandem tomegspektrum manudlis kiértékelése idGigényes, és sok tapasztalatot igényld
folyamat. Egy komplex peptidkeverék Gsszes MS/MS spektrumanak kézi kiértékelése mar nem

lehetséges, ezért ezekben az esetekben szoftveres azonositdst alkalmaznak.

Az egyik ilyen megoldds a SEQUEST algoritmus. A program az 6sszes spektrumban szereplé
fragmensiont 6sszehasonlitja elméletileg keletkez6 fragmensionokkal, és ez alapjan azonositja a
peptideket. Az elméleti spektrumokat kordbban azonositott fehérjéket tartalmazé adatbazisok

segitségével generilja le.®

A Mascot keres6motor egy fehérjébél enzimatikus emésztés soran keletkezé peptidek MS/MS
spektruma alapjan azonositja a szekvenciadt oly mdédon, hogy a kisérleti adatokat 6sszehasonlitja
adatbdzisokban szereplé korabbi kisérleti adatokkal.®® A program ugy tekint egy LC-MS/MS
tomegspektrumra, mint a fehérje tdmegujjlenyomatara, és egy 6sszehasonlitas soran informaciét ad
arrél, hogy a mért ujjlenyomat mekkora valdszinliséggel egyezik az adatbazisban szerepl6 egyes tételek
ujjlenyomatdval. Az azonositdas megbizhatésaga a valdszinUségi értékkel szamolhatd. Ez az érték egy
kisérleti és egy elméleti spektrum korrelacidjanak a valdszinliségét adja meg, valamint azt, hogy

mennyivel jobb egy peptidtaldlat, mint egy véletlenszer( taldlat.*

2.6.4. A mobilis proton modell

Proteomikai vizsgalat soran ESI alkalmazdsakor a peptideket gyakorlatilag mindig pozitiv
maddban mérik, ugyanis altaldban tébb nagysdgrenddel nagyobb jelintenzitds érheté el, mint negativ
madban. Pozitiv mdédban a peptidekbdl tipikusan tobbszorésen protondlt molekuldk keletkeznek. A
toltés a bazikus aminosavak oldallancan, illetve az N-terminalison lokalizalédik, esetleg amidkotések

0O-atomijain.
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Utkozésindukalt aktivalds hatdsara a peptid belsé energidja megné, és igy megtdérténhet, hogy
termodinamikailag kevésbé kedvez6 helyekre vandorolnak az ionizalé protonok. llyen kedvezé6tlen hely

az amidkotés nitrogénje, amely a kotés gyengililéséhez, s végiil felbomldsdhoz vezet.

A fragmentécid értelmezésére szolgdl az un. mobilis proton modell®, mely szerint az
amidkotések akkor tudnak leghatékonyabban és viszonylag egyenletes valdszinliséggel hasadni, ha a
toltést okozd proton a CID gerjesztést kbvet6en elegend6en mozgékony ahhoz, hogy az amidkotések
nitrogénjéhez vandorolva a fragmentaciot kivaltsa. Ha a toltést okozd protont megkoti egy erGsen
bazikus csoport, példaul arginin oldallanc, akkor a protonvandorlashoz nagyobb gerjesztési energia

sziikséges, a fragmentacid ilyenkor alternativ Utvonalon mehet végbe.*

A mobilis proton elmélet szerint a protonalt peptidek a téltést okozod (,,ionizald”) protonok és

a peptiden rendelkezésre allé protondlhatd (bazikus) helyek aranya alapjan csoportosithatok:

e immobilis: ha a peptidion kevesebb vagy azonos mennyiségi protont tartalmaz, mint
ahdany arginint

e parciadlisan mobilis: ha a peptidion tobb protont tartalmaz, mint ahany arginint, de
kevesebbet, mint a lizinek, argininek és hisztidinek szdma 6sszesen

e mobilis: ha a peptidion tobb protont tartalmaz, mint ahdny bazikus aminosav van

benne.*

A tobbszorosen protonalt peptidprekurzorok kilonb6z6 gerjesztési moddszerekkel nyert
termékionjait a Roepstorff~Fohlman—Biemann némenklatura segitségével nevezziik el (7. dbra)*®. am-
mel, bn-mel és cn-mel jeloljik azokat az ionokat, amelyek az eredeti peptid N-terminalisat
tartalmazzdk, az m pedig azt jel6li, hogy egy fragmens hany aminosav-maradékot tartalmaz az N-
terminalis fel6l szdmolva. Hasonldoképpen xm-mel, ym-mel vagy zm-mel jeldljik a C-terminalist
tartalmazo ionokat, és az m index ilyenkor azt jeldli, hogy egy fragmens hany aminosav-maradékot
tartalmaz a C-terminalis fel6l szdmolva. a- és x-ionok keletkeznek az C4-C(=0) kozti kotések
hasaddsakor, b- és y-ionok az amidkotés hasaddasakor, c- és z-ionok pedig az N-C, kotés hasadasakor

keletkeznek (7. dbra).
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7. &bra A Roepstorff-Fohlman-Biemann némenklatira®

A bottom-up proteomikai mddszerrel nyert peptideket is leggyakrabban CID segitségével
fragmentdljadk, melynek soran altaldban a peptidgerinc amidkotései hasadnak, igy f6leg b és y tipusu

ionok keletkeznek (8. dbra).

NH, COQ Rs 0 Rs
NH (} NH OH
R N, NH
o) R, 0 R, 0
H
Ri \ 5 Rs 0 Rs

N R, H

7 \ NH OH
N NH
\o H 0 Ry 0
b ion ysion

8. dbra Egy dltaldnos peptid by — ynx fragmentdciés utvonaldnak mechanizmusa®

Ilyenkor gyakran by — yn.x ionpar keletkezik addiciés-elimindcids nukleofil szubsztitucidval, ahol
x a fragmension sorszdmat, N pedig a peptidet felépit6 6sszes aminosav szamat jeldli. A reakcid sordn

ciklikus dtmeneti allapot alakul ki, és végiil elhasad az amidkotés.*
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A prekurzor- és fragmensionok oldalldncaibdl semleges molekuldk is eliminalddhatnak, mint

7 7 7 . Ve s .. 7 43 7 . ra . 77
példdul az ammadnia és a viz. Ezeket nevezziik semlegesvesztésnek.** Ammaodniavesztés jellemzd a Lys,
Arg, Asn, GIn aminosavakat tartalmazé prekurzorokra/fragmensekre, mig vizvesztés a Ser, Thr, Asp és

Glu aminosavak tartalmazékra.*®

El6fordulhat, hogy a prekurzorion egyszerre két helyen is elhasad, ekkor un. belsé fragmens
keletkezik, amely a protondlt peptid egyik terminalisdt sem tartalmazza. A bels6 fragmensek
megnehezithetik a proteomikai vizsgdlatokat, mert konnyen &sszetéveszthet6k mds belsé

fragmensekkel és egyéb ionokkal.*®

A b-ionok szén-monoxid elimindcidjaval a megfelel6 a-ionokka alakulhatnak at, amelyekbdl

tovabbi lanchasadassal belsé a-ionok keletkezhetnek.

Jellegzetes fragmensek még az iminiumionok (*NH,=CH-R), melyek egy-egy aminosavra

lehetnek szelektivek, igy ezek gyakran fontos informéciét szolgaltatnak. *

2.6.5. Peptidek kétéshasadasi preferencidja

A szekvencia meghatdrozasara olyan szoftvereket haszndlnak, amelyek a mért adatokat
szimulalt adatokkal hasonlitjak 6ssze. Ezek a programok jellemz&en csak a keletkez6 fragmensek m/z
értékének egyezését vizsgaljak, és nem veszik figyelembe azok egymashoz viszonyitott intenzitdsat.
Utdbbiak viszont szintén szolgaltathatnak informaciét a felépité aminosavak kémiai minGségére

vonatkozdan.

Kapp és munkatarsai egy 5500 egyedi triptikus peptidet tartalmazé adatbazis CID MS/MS
fragmentacidja soran keletkezd b és y fragmensionok egymdshoz viszonyitott intenzitasat vizsgdltak.

Az adatbazis ioncsapda (QIT) készilékkel felvett MS/MS spektrumokat tartalmazott.

A kutatdécsoport az adatbazist alkotd peptideket protonmobilitds és toltottségi fok szerint

osztottak csoportokba (9. dbra).
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2+ parcidlisan mobilis (2035)

2+ immobilis (283)

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

3+ parcidlisan mobilis (572)

3+ immobilis (20)

1+ immobilis (378) 4+ mobilis (53)

1+ parcialisan mobilis
(741)

4+ parcidlisan mobilis (55)

1+ mobilis (8)

9. dbra Kapp és munkatdrsai dltal vizsgdlt peptidek téltés- és protonmobilitds-megoszldsa *

Ezt kovetben céljuk annak kideritése volt, hogy mely aminosavak kozott kedvezményezett, ill.
mely aminosavak kozott nem kedvezményezett a kotéshasadas. Ennek kvantitativ jellemzésére
definidltdk az ugynevezett hasadasi intenzitdsaranyt (Cleavage Intensity Ratio, CIR). Ez a mér6szam
megmutatja, hogy egy adott peptid adott amidkotésének kotéshasadasi preferencidja hogyan aranylik
a peptiden bellli 6sszes kotés atlagos kotéshasadasi preferenciajahoz. A CIR értékek szamitasi mddja

egy adott hasadasi helyhez a kdvetkez8*:

Z§=1 bt + yit

1
Nzliv=1 Zg:l(biz+ + )’iZ+)

CIR; = ey

Ahol s a vizsgalt hasadasi hely, N a hasadasi helyek szama a peptidben, Z a prekurzor ion
toltése, b%t és yZ* pedig a b- és y-tipust ionokat jeldlik, z-szeresen pozitiv tdltéssel.*! Ha a CIR; értéke
nagyobb, mint 1, akkor az adott kotéshasadds a peptiden belill preferdltabb, mint az atlagos

kotéshasadas, ha kisebb, akkor a kotéshasadas az atlagosnal kedvez6tlenebb/gatoltabb.

Kapp és munkatarsai az adott amidkotésekre kapott CIR értékeket atlagoltak, majd azok kettes
alapu logaritmusat abrazoltdk protonmobilitds szerint lebontva (10. dbra). Kutatémunkajuk
eredményeképpen sikerilt szamos, peptidek MS/MS fragmentacidja soran tapasztalt jelenség
altalanos voltat statisztikai modszerekkel igazolni. Az adatokbdl példaul megallapithatd, hogy a prolin
N-termindlisan igen preferalt a hasadas mobilis peptidek esetében, amely parcialisan mobilis és mobilis
peptidek esetében is viszonylag jelent6s marad. Jelent6s még az immobilis peptidekre jellemzé
kedvezményezett Asp-Xaa hasadds, amely kismértékben a parcidlisan mobilis peptideknél is
megjelenik. Erésen kedvez6tlen példaul a kotéshasadas prolin és glicin C-terminalisan mindharom
protonmobilitasi osztalyon belll. Mobilis peptidek esetén megfigyelhet6 még, hogy az arginin C-

terminalisan vald hasadas szintén nem kedvezményezett, viszont az abra azt mutatja, hogy ez az
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eredmény nagy hibaval terhelt. Ennek oka feltehetGen a peptidek triptikus természetében keresendd.
Ekkor csak azon peptidek esetében van lehet6ség az arginin C-terminadlisan vald hasadasra, amelyek

lanckozi arginint tartalmaznak, ez pedig tripszines emésztés esetében csak hibas hasitas esetén all
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10. dbra Kapp és munkatdrsai dltal vizsgdlt hasitdsi helyekhez tartozé log,CIR értékek** Az dbrdn az

aminosav egybetlis jelélését megeléz6 ,n” és ,,c” jeldli, hogy az adott aminosav N- vagy C-termindlisdn

térténd hasaddsrol van-e szo. ,,a” jeléli a metionin-szulfoxidot, ,,d” pedig a piridil-etil-ciszteint.
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3. Célkitlizések

A bottom-up szekvendlds soran gyakran tripszines enzimatikus emésztést alkalmaznak, igy a
lancvégi aminosav a keletkezd peptidekben tllnyomdrészt arginin vagy lizin. Ez a fragmentacids
folyamatokat nagymértékben befolydsolja: altaldban y-ion sorozatokat kapunk, mert a bazikus
aminosavakat tartalmazé termékionok intenzivebb jelet adnak.*” A keletkez8 peptidek &ltaldban kis-
kozepes méretliek (~500-2000 Da) és toltésliek (2+ vagy 3+). Ezen tulajdonsagaik viszonylag kdnnyen

azonosithatéva teszik a triptikus peptideket.

Ezzel szemben az Uj tipusu ProAlanaz emésztéenzim segitségével nyert peptidek nagyobb
méretliek lehetnek, mint a triptikusak, f6ként prolinra és alaninra végz&dnek, igy a bazikus aminosavak
lanckozi pozicidkban jelennek meg. Ezen tulajdonsdgok jelentés mértékben befolydsolhatjak a
fragmentacié, és igy az adatbazis alapu azonositdas hatékonysdgat is, melynek vizsgalata
kulcsfontossagu lehet. Ezért kutatasom soran két fehérjét, az éleszté alkohol dehidrogendazt (ADH,
UniProt azonositd: P0O0330) és a szarvasmarha szérum albumint (BSA, UniProt azonosité: P02769)
terveztem enzimatikus Uton emészteni ProAlandz enzimmel, majd a keletkezé peptideken HPLC-

MS/MS méréseket végezni.

A peptideket kiilonboz6 Utkdzési energiak alkalmazasa mellett terveztem fragmentalni, hogy
megdllapitsam, mely energian keletkezik a legtobbféle b és y tipusu fragmension. Kapp méddszerét
alkalmazva célul tliztem ki a peptideken belili amidkdtések hasadasi preferencidjanak meghatdrozasat
is, hogy felderitsem a triptikus peptidekhez képest jelentkezé esetleges kilonbségeket, ill. az ebbdl

eredd potencidlis el6nydket-hatranyokat.
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4. Kisérleti rész

4.1. Felhasznalt anyagok

1. tablazat A HPLC-MS/MS mérésekhez felhaszndlt vegyszerek, modellfehérjék és emésztéenzim adatai

Anyag Gyartoé Tisztasag
Acetonitril Sigma-Aldrich LC-MS
Eleszt6 alkohol dehidrogenaz Sigma-Aldrich =>98%
(ADH)
Hangyasav Sigma-Aldrich LC-MS
ProAlanaz Promega MS
Sésav Sigma-Aldrich Reagens
Szarvasmarha szérum albumin Sigma-Aldrich =>98%
(BSA)
Viz Sigma-Aldrich LC-MS

4.2. Mintael8készités és enzimatikus emésztés

Az élesztd alkohol dehidrogendzbdl (ADH) és a szarvasmarha szérum albuminbdl (BSA) 2,00 ill.
3,76 pg/uL (teljes anyagmennyiség: kb. 3-3 nmol) koncentracidju vizes oldatokat készitettem
50 — 50 plL végtérfogatban biztonsdgi zaras Eppendorf-csévekben. A diszulfidhidak redukalasa céljabdl
a fehérjeoldatokhoz 5,5 pL 0,1 M koncentrdcidju ditiotreitolt (DTT) adtam (DTT végkoncentracio:
10 mM), majd 30 percen keresztll 37 °C-on inkubaltam az oldatokat f(ithet6 keverd (Thermomixer)
segitségével 300 rpm keverés mellett. A fehérjék szulfhidrilcsoportjainak alkilezéséhez
(karbamidometilezés) 6,17 uL 0,15 M jédacetamidot (IAA) adtam az oldatokhoz (IAA végkoncentracio:

55 mM), majd 30 percen keresztiil s6tétben, 25 °C-on inkubaltam az oldatokat.

A ProAalanaz enzim 4 plL térfogatd, 0,2 ug/uL koncentracioju vizes térzsoldatahoz 50 uL 0,1 M
koncentracidéju sdésavat adtam, majd az oldat teljes térfogatat a mintdhoz adtam. Az elegyet 37 °C-on
egész éjszakan at inkubaltam 300 rpm-es razatds mellett. Az enzimatikus reakciét masnap 10 percig
tarto 90 °C-os melegités segitségével allitottam le, majd a reakcidelegyet 3 pmol/uL koncentraciora

higitottam.
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4.3. HPLC-MS(/MS) mérések

A peptidek tajékozédd tomegspektrometrias és célzott tandem tomegspektrometrids
vizsgalatdhoz egy hibrid QTOF késziiléket hasznaltam (Waters SELECT SERIES Cyclic IMS, Waters

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

Cyclic IMS

Pre- Post-
ESI Trap L ek oy IG Transfer

Stepwave 1G Quad 4 Etore Store Pusher
&—) " ! Array —Tp

Reflectron

11. abra A Waters SELECT SERIES Cyclic IMS sematikus rajza (IG és Stepwave: iontovdbbito, Quad:
kvadrupdl, Trap és Transfer: litk6z6celldk, Cyclic IMS: ciklikus ionmobilitds elvdlasztdstechnika, Pusher:

akcelerdtor, Reflectron: iontiikér)?

A folyadékkromatografias elvdlasztdshoz 0,1% hangyasavat tartalmazé vizet (A eluens), ill.
0,1% hangyasavat tartalmazé acetonitrilt haszndltam. Az elvalasztashoz gradiens eluciét alkalmaztam

(2. tablazat).

A spektrumok kiértékeléséhez, illetve a szamitdégépes emésztéshez az mMass szoftvert
haszndltam (verzid: 5.5.0), melynek segitségével kdnnyen és gyorsan ki lehet értékelni a peptidek

tdmegspektrumait, illetve képes in silico emésztést is végrehajtani.*®
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2. tablazat A HPLC-MS/MS futdsok sordn haszndlt gradienstdbldzat

I1d6 / perc Aramlasi sebesség / (mL * perc?) A% B %
0,0 95,0 5,0
1,0 95,0 5,0
15,0 40,0 60,0
15,5 0,300 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 vizsgélatokhoz egy forditott fazisi ACQUITY PREMIER CSH C18 1.7 um, 2,1 x

150 mm tipusu kromatografias oszlopot haszndltam, melyet a mérés soran 60 °C-on termosztaltam.
A QTOF-késziilék mérés soran alkalmazott ionforras-paramétereit a 3. tablazat tartalmazza.

3. tablazat A Waters SELECT SERIES Cyclic IMS ionforrdsdnak bedllitdsai a HPLC-MS/MS mérések sordn

lonizacié fajtaja ESI
Polaritas Pozitiv
Porlasztégaz nyomasa / bar 6,0
Deszolvataciés gaz aramlasi sebessége / (L * h?) 800
Deszolvatacios gaz h6mérséklete / °C 400
lonforras hémérséklete / °C 120
Kapillarisfesziiltség / kV 2,80
Leucin enkafalin belsé standard koncentraciéja / pg * uL* 50

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

4. tablazat A tandem témegspektrometrids energiafiliggd vizsgdlatok paraméterei

Fragmentacio helye

Transfer Gitkdzési cella

Utkozési energia tartomanya / V

Utkozési energia lépéskdze / V

Utkozbgaz fajtaja

Nitrogén
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5. Eredmények

A kutatasom soran két modell fehérje, az éleszt6 alkohol dehidrogendz (ADH) és a

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

A kisérletsorozat els6é részében tdjékozddd LC-MS méréseket készitettem az ADH- és BSA-
emésztményekrél (12. dbra). A fehérjéken in silico emésztést (UniProt azonositék: ADH: P00330, BSA:
P02769) végeztem az mMass szoftver segitségével, majd az LC-MS kromatogramok kromatografias
csUcsait Osszevetettem az in silico emésztés altal kapott peptidlistaval. A kisérletsorozat masodik
részében csak azokrdl a prekurzorokrél vettem fel célzott LC-MS/MS spektrumokat (SIC-MS/MS),
amelyek esetében a spektralis intenzitas elérte a 10° belitésszamu abszolut intenzitdst, és a spektralis
csucs kornyezetében nem volt egyéb zavard hattér- vagy mas peptidhez tartozd csucs. A
kromatografias csicsok alapvonalon valé elvélasztasa tehat nem volt kritérium. Az LC-MS/MS
spektrumokat 15-60 V k6zott 5 V-onként vettem fel a mUiszer Transfer Gtkdzési celldjaban. Az igy kapott
MS/MS spektrumok kozil azokat értékeltem ki, amelyekben a legtobbféle, 5 ppm-es hibahataron belil
azonosithatd b- és y-iont talaltam az mMass szoftver segitségével. A sikeresen azonositott peptidek

listajat és a hozza tartozo optimalis litkozésienergia-értékeket az 5. tdblazat foglalja 6ssze.
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12. Abra Az ADH (A) és a BSA fehérje (B) ProAlandzzal térténé emésztményének bdziscsucs-

kromatogramja
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5. tablazat Az ADH és a BSA fehérjék ProAlandzzal térténd emésztésébdl azonositott, MS/MS-mérésre

kivdlasztott peptidek listdja és adatai. A C’ a karbamidometilezett ciszteint jel6li.

L Mért Szamolt
ADH-peptidek szekvenciaja Toltés UtkO.ZESI monoizotépos m/z | monoizétépos

energia/V . . .

érték 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

L Mért Szamolt
BSA-peptidek szekvencidja Toltés Utko'ze5| monoizotépos m/z | monoiz6tdpos

energia/V . s

érték 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

A két fehérjeemésztménybdl 6sszesen 28 egyedi peptidet (17-et az ADH-fehérjébdl és 11-et a
BSA-fehérjébdl) sikeriilt azonositani és elemezni. A peptidek atlagosan 15 aminosavbol épiiltek fel,
atlagos toltottségi fokuk 3 volt. Megfigyelheté az is, hogy az egész éjszakdas emésztés
eredményeképpen az enzim specificitdsa csokkent, és C-terminalisan szerint, ill. glicint tartalmazé
peptidek is keletkeztek. Az optimalis Utkdzésienergia-értékek meghatdrozasara az F1 és F2 tablazat

adatai szolgaltak. Az optimalis Utkozésienergia-értékek >79%-a 20-30 V, >93%-a 20-35 V kozé estek,
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20-45 V-os energiaval pedig a teljes szett lefedhet6 (13. dbra). Utdbbi tartomany gyakorlatilag
megegyezik a készilékgyartd altal triptikus peptidek azonositdsara hasznalt lépcsézetes (ramped)

Utkozési energia-intervallummal (19-45 V).4%°

50

45 A

40 A

35 A A A A

30 AA  MAA VY A

25 A  AA M A

optimalis Gitkozési energia/V

20 AAAA A A

15
250 450 650 850 1050

prekurzor m/z

13. dbra Az ADH és BSA-emésztménybdl szarmazo peptidek optimdlis litk6zésienergia-értékei a

prekurzor m/z fiiggvényében

Az egyes peptidekhez tartozé optimalis (tkozésienergia-értékeken felvett MS/MS-
spektrumokat vettem alapul a CIR és log,CIR értékek kiszamitasahoz, melyhez sajat készitési Python
nyelven irt programokat haszndltam, és az eredményeket grafikusan abrazoltam (F1-F25. dbra). A
log,CIR értékek kiszamitasat az (1) egyenlet alapjan végeztem, és az MS/MS spektrumokon a

monoizotépos csucsokhoz tartozd intenzitasértékeket vettem figyelembe.

A log,CIR vs. aminosavkapcsolat abrdakon -eo szimbdélummal jeldltem a CIR=0 érték miatt
matematikailag értelmezhetetlenné valt log,CIR-értékeket. Ezek azok a poziciok, amelyeknél az
amidkotés nem hasadt el, hasaddasra utald b és y-fragmensionok nem keletkeztek. Mivel ezek az
azonositast negativan befolyasoljak, igy mind a 28 db vizsgalt peptid esetén kigyUijtottem a nem hasadt

amidkotések szamat, és ezek megoszlasat kordiagramon abrazoltam (14. dbra).
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14. abra Peptidek nem hasadt amidkétéseinek szama és azok szdzalékos ardnya

A 14. dbra adatai alapjan a peptidek kb. fele (47%) minden amidkotésnél elhasadt az optimalis
Utkdzésienergia-értéken fragmentdlva, kdzel egyharmaduk (32%) esetében egyetlen amidkotés nem
hasadt el, kb. egyotodiknél (21%) pedig 2 vagy annal tobb helyen nem sikeriilt amidkotésnek

megfelel6 b-y szekvenciafragmenseket detektalni.

Kilon érdemes kiemelni két peptidet, az egyik (szekvencia: DVFNQVVKSISIVGSYVGNRADTREA)
5, a masik (szekvencia: DPNTLC'DEFKADEKKFWGKYLYEIA) 18 helyen nem mutatott egydltaldn

amidkotés-hasadast.

A Kapp és munkatdrsai altal a 10. dbrdn bemutatotthoz hasonlé médon az egyes aminosavak
N- és C-termindlisan valod kotéshasadasi preferencidit dabrazoltam a peptidek protonmobilitasa alapjan
csoportositva (15— 18. dbra). Mivel a log,CIR érték akkor 0, ha CIR=1, ezért az y=0 vonal jel6li az atlagos
kotéshasadasi preferenciat. Tehdt minden log,CIR>0 érték esetében az atlagoshoz képest
kedvezményezett, és minden log,CIR<0 érték esetében az atlagoshoz képest gatolt amidkotés-
hasaddsrél beszéllink. A relative alacsony mintaszam, ill. a peptidek nagy heterogenitasa miatt a mért
értékek nagy hibaval terheltek és sok esetben kiugré adatokat is tartalmaznak, ezért a median

értékeket vizsgaltam (a median értékeket a dobozdiagramban talalhato vizszintes vonalak jelolik).

Parcialisan mobilis szekvenciak esetén az eredményeim azt mutattak, hogy a kotéshasadas az
aminosavak N- terminalisanal (15. dbra) az esetek tobbségében nem volt kedvezményezett. Ebben az
esetben is kiugrdan gatolt az argininek N-terminalisanak (,,nR”) hasadasa, mely nem ennyire markans
a triptikus peptidek esetében (10. dbra, B panel). A két csoport kdzétt hasonld hasadasi preferenciat
csak az ,nl”, az ,nl”, az ,nE”, az ,nD” és az ,nV” mutatott. Az ,nP” hasaddsa triptikus peptidek esetén
nagy mértékben kedvezményezett (log,CIR kb. 2,1), mig ProAlanazzal emésztett peptidek esetén
ennek értéke kb. 0,1-nek adddott. Hasonlé tendenciat mutatott az ,nG”, az ,nH”, az ,nW” és az ,,nK”
hasaddsa, mely triptikus peptideknél kedvezményezett, ProAlandzzal emésztett peptideknél viszont

nem.
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15. dbra Az adott aminosavak N-termindlisdn vald kétéshasadds preferencidja (log.CIR) parcidlisan

log2CIR

-6

-10

protonmobilis peptidszekvencidk esetében. A C’ a karbamidometilezett ciszteint jeléli.

Parcialisan mobilis szekvencidk esetén eredményeim azt mutattdk, hogy az aminosavak
tobbségének C-terminalisan a kbtéshasadas gatolt (16. dbra), kilonosen az Arg esetében (log,CIR<-4).
Triptikus peptidek esetén ez az érték kb. -1 (10. dbra, B panel, ,cR"). A ,cL” és ,cl” a ProAlanazzal
emésztett peptidekre is enyhén pozitiv log,C/IR-értéket adott. A ,,cG”, ,cS”, ,cT”, ,,cN", ,cA”, hasadas
mind a tripszinnel emésztett irodalmi, mind a ProAlandzzal emésztett sajat mérésbél szarmazé
peptidekre nézve negativ. A ,,cF” a ProAlandzzal emésztett peptidekre enyhén pozitiv értéket adott,
mig a triptikus peptidekre ez enyhén negativ. A,,cH" és ,cK” és ,cV" kbtéshasadast viszonylag gatoltnak
taldltam, mig triptikus peptidek esetében ennek az ellenkezéje volt megfigyelhetS az irodalmi adatok

szerint.
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16. abra Az adott aminosavak C-termindlisan valé kétéshasadds preferencidja (log.CIR) parcidlisan

protonmobilis peptidszekvencidk esetében. A C’ a karbamidometilezett ciszteint jeléli.

Mobilis szekvencidk esetén a kotéshasadas az aminosavak N- termindlisandl (17. dbra) az
esetek tobbségében szintén nem kedvezményezett. ProAlandzzal emésztett peptidek esetén a
legkevésbé az ,nR” hasaddsa volt kedvezményezett (log,CIR ~-3,5), mig triptikus peptideknél ennek
log,CIR -értéke kb. 0,5-nek adédott (10. dbra, A panel). Utdbbiaknal az ,nP” hasadasa volt a leginkabb
preferalt (log,CIR ~ 2,2), ProAlandz emésztménybdl szdrmazé peptideknél viszont ez az érték kb. 0,5-
nek adddott. Kiemelked6 hasadasi preferenciat figyeltem meg a Met N-termindlisanal. Az ,nG”, ,nY”,
»NW”, ,nS” hasadas triptikus peptideknél enyhén kedvezményezett volt (log,CIR ~ 0,25 - 0,5), mig
ProAlandzzal emésztett peptideknél az ,,nS” kivételével (mely kb. 0,1 értéket adott) mindegyik log,CIR

érték negativnak adédott.

26



r 3
4
3
Lad N op
: ‘B
1 Q
0
&
A |
g R
2 I
(o]
,3 .
(o]
-4 * x
- o
-5 -
6
7

17. dbra Az adott aminosavak N-termindlisan vald kétéshasadds preferencidja (log.CIR) protonmobilis

peptidszekvencidk esetében. A C’ a karbamidometilezett ciszteint jeléli.

Mobilis szekvencidk esetén az eredményeim azt mutattak, hogy a kétéshasadas az aminosavak
C- terminalisandl (18. dbra) az esetek tobbségében szintén gatolt, a ,cR” log,CIR-értéke ebben az
esetben is kiugréan alacsony (CIR < -4). Ez utdbbi jelenség megfigyelhetd triptikus peptidek vizsgalata
soran is, kiilondsen az Arg esetében, ahol a legnagyobb a hibahatar (10. dbra, A panel). A legmagasabb

III

log,CIR-érték mindkét eredetl peptidcsoportnal a ,,cl” kotéshasadasnal figyelheté meg, azonban ez
ProAlanaz emésztés esetében kb. 1,8-nak adddott, mig triptikus peptideknél kb. 0,75-nek. A ,cl”
kotéshasadas mind triptikus, mind ProAlandaz emésztménybél szarmazé peptidek esetében hasonldan
kedvezményezett, a ,cV” hasadds az abra adatai alapjan viszont csak triptikus peptidek esetén tiinik
preferaltnak. ProAlandz emésztésbdl szarmazd peptidek esetén latvanyos eltérést mutat a,,cP” log.CIR
-értéke a triptikus peptidekhez képest, mely elGbbi esetben kb. 0,5-nek, utdbbi esetben kb. -2,5-nek

adodott.
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18. abra Az adott aminosavak C-termindlisdn vald kétéshasadds preferencidja (log.CIR) protonmobilis

peptidszekvencidk esetében. A C’ a karbamidometilezett ciszteint jeléli.

Az altalam részletesen elemzett 28 peptid kozott nem volt a mobilis proton elmélet
szempontjabél immobilisnak tekinthet6 szekvencia, ezért ilyen tipusu adatok sajnos még nem allnak
rendelkezésemre. Az argininek és lizinek fehérjén belili viszonylag nagy gyakorisagat alapul véve az

immobilis peptidek ProAlanézzal térténd enzimatikus emésztés soran vélhetéleg igen ritkak.*

Az aldbbiakban néhany konkrét peptid példadjan szeretném bemutatni a kodtéshasadasi
preferencidk szekvencian belili alakuldsat. Ennek érzékeltetésére a log,CIR-értékeket abrazoltam a
szekvenciat felépité aminosavak kozotti amidkotések fliggvényében (19-21. dbra), ill. a tovabbi

peptidek esetében: Fliggelék F1-F25.

A STRYVRANGTTVLVGMP szekvencidju hdromszorosan protonalt, mobilis peptid log,CIR
értékeit vizsgalva (19. dbra) megfigyelhetd, hogy legintenzivebb a kotéshasadas a Val-Leu és a Leu-Val

kozott, amely a triptikus peptidekre is jellemz6 (10. dbra, A panel).
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19. dbra A STRYVRANGTTVLVGMP szekvencidju, hdromszorosan protondlt, protonmobilis peptid
MS/MS spektruma 45 V (itk6zési energidn a késziilék Transfer celldjaban (lent) és a kétéseihez tartozo

logzCIR értékek (fent). M a prekurzoriont jeléli, * az ammoaniavesztést, ° a vizvesztést.

Egyaltaldan nem volt tapasztalhaté hasadds a Ser-Thr és a Thr-Arg kozott, amely egyfeldl
0sszhangban van a triptikus peptidek Ser és Thr C-terminadlisan vald gatolt kotéshasadasaval, viszont
ellentétes az arginin N-terminalisan megfigyelt megnovekedett kotéshasadasi preferencidval. A prolin

N-termindlisan valé hasadast ebben az esetben erdsen gatoltnak tapasztaltam a triptikus peptidek
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tapasztaltakkal ellentétben. A Gly-Met amidkotés szintén kedvez6en hasadt, amely szintén ellentétes
a triptikus peptidek viselkedésével. A spektrumban az a- és b-ionok intenzitdsa dominal, ugyanis a

szekvencia N-terminalis fel6li végéhez kozel helyezkednek el erésen bazikus aminosavak.

A DVFNQVVKSISIVGSYVGNRADTREA szekvencidju négyszeresen protonalt, mobilis peptid
log,CIR értékeit vizsgalva (20. dbra) erGs hasaddsi preferenciat figyeltem meg a Val-Gly, valamint az lle-

Ser és lle-Val amidkotések esetében, amely jellemzd a triptikus peptidek esetében is.

Egydltalan nem keletkeztek az Asn-Arg, Ala-Asp, Thr-Arg, Arg-Glu és Glu-Ala amidkotések
hasadasanak megfelel6 b- és y-ionok. Triptikus peptidek mobilis szekvencidira log,CIR>0 ,nR”
hasadasakor, és log,CIR<0 ,cN”, ,,nD” ,,cT", ,nE" hasaddasakor (10. dbra, A panel), amely utébbiak csak
részben magyarazndak az extrém gatolt kdtéshasadast. Ugy tinik tehdt, hogy a ProAlanazzal emésztett
peptidek esetén az arginin N- és C-terminalisdan egyardnt gatolt a kdtéshasadds, és hatdssal lehet a
tdvolabbi kotések hasaddsanak preferencidjara is. A spektrumban az y-ionok intenzitdsa dominal a két

arginin lancvégi helyzete miatt.

A NELLINVKYS szekvencidju kétszeresen protonalt, mobilis peptid log,CIR értékeit vizsgdlva
(21. abra) a legintenzivebb kotéshasaddsokat a Leu-Leu és Leu-lle kozott figyeltem meg, mely
0sszhangban van a triptikus peptidekkel kapcsolatos tapasztalatokkal. Az Asp-Glu, a Tyr-Ser kotések és
az Asn-Val amidkotések hasaddsa bizonyult viszont leginkabb nem preferaltnak. Triptikus peptideknél
az Xaa-Glu, az Xaa-Val és az Asn-Xaa hasadds szintén nem kedvezményezett, viszont az Xaa-Ser
hasadasa preferalt. igy az Asn-Val és az Asp-Glu gatolt kétéshasadas a triptikus peptidek tulajdonsagai
alapjan is jol értelmezhet6. A spektrumban az y-ionok intenzitdsa dominal, ugyanis a bazikus

aminosavak a szekvencia C-terminalis fel6li végéhez kodzel helyezkednek el.

30



] 2,53
2,16
2 - I 1,i35 |
- 0,47 0,57
0,41 ol |1 | 020 &
0 | 1 _0'16 I I -0 -0 -0Q00-00
-0,49
% 1 o -0/96
_- 20 !_.
= a7 1,26
_2 -
2 —2:1?
-4
. 4,80 -4!91
-6 -
-6{14
--r-r--------r—r--r-r-r-r-r-r-r-r-r-r-r-r-rr-—
DVFNQVVEKSISIVGEGSYVGNRADTREA
Szekvencia
"= 2100 - 3 3
> >
mn
bl
>~
1800 4
=5
=
1500 - ) 3
2y
L
[at]
= [Ty]
1200 4 9 ':;
900 1
3 ©
© [\ = @
o [} 3 =
— =
600 2 4 { I
‘:;' i
=
300 1 ﬂ
B
0 .o Wl ll ete
300 600 900 1200

miz

20. dbra A DVFNQVVKSISIVGSYVGNRADTREA szekvencidju, négyszeresen protondlt, protonmobilis
peptid MS/MS spektruma 40 V (itkbzési energidn a késziilék Transfer celldjaban (lent) és a kétéseihez

tartozo log,CIR értékek (fent). M a prekurzoriont jeléli, * az ammdaniavesztést, ° a vizvesztést.
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21. dbra A NELLINVKYS szekvencidju, kétszeresen protondlt, protonmobilis peptid MS/MS spektruma
30 V litk6zési energidn a késziilék Transfer celldjaban (lent) és a kétéseihez tartozo log:CIR értékek

(fent). M a prekurzoriont jel6li, * az ammoniavesztést, ° a vizvesztést.
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6. Kovetkeztetések

Mind az arginin, mind pedig a prolin jelenléte és szekvencian bellli pozicidja igen jelentds

! jgy kilénodsen hasznos lehet egy

befolydssal bir az itk6zés-indukalt disszociaciés folyamatokra,®
Ujszerd, és nagy érdekl6désre szamot tartdé emésztéenzim, a ProAlanaz fragmentdcids hatékonysagot

befolydsold hatasanak vizsgalata.

Kutatasom soran ezért ProAlandzzal emésztett fehérjékbdl keletkezé peptidek fragmentacids
tulajdonsagait vizsgaltam HPLC-MS/MS mddszerekkel. Célom volt az azonositashoz sziikséges
fragmensek maximalis szamanak meghatdrozdsa az (itk6zési energia fliggvényében, a peptideket
felépité aminosavaknak a fragmentacidés profilra gyakorolt hatdsanak vizsgdlata, valamint ezen

fragmentacids profil 6sszehasonlitasa a triptikus peptidekével.

Kutatdomunkam eredményeképpen sikerilt 17 ADH-bdl és 11 BSA-bdl szarmazo egyedi peptid
teljes fragmentacios profiljat feltérképezni, melyek jo kiinduldsi alapot nyujthatnak egy kés6bbi, sokkal

nagyobb — akar tobb szaz vagy ezer peptidet magaba foglalé — adatbazis elkészitéséhez is.
Eredményeim alapjan az aldbbi kovetkeztetésekre jutottam:

e A készllékgyartd altal triptikus peptidekre megadott 19-45 V-os optimalis Utkozésienergia-
tartomany gyakorlatilag megegyezik a ProAlandzzal emésztett mintadk altalunk meghatarozott
optimalis tartomdnyaval (~20-45 V).*>*° Erdemes megjegyezni, hogy a peptidek >93%-a egy

valamivel sz(ikebb, 20-35 V tartomanyban adott optimalis MS/MS-spektrumot.

e A peptidek 53%-a tartalmazott egy vagy tobb olyan aminosavkapcsolatot, melyek kozott az

amidkotés egyaltalan nem hasadt el még az optimadlis itk6zésienergia-értéken sem.

e A 28vizsgdlt peptid esetében az amidkotések tobbségének hasaddsa az atlagosnal kevésbé volt

preferalt, amely a szekvenciafragmensek eloszldsanak egyenetlenségére utal.

e  Mindkét vizsgdlt protonmobilitasi csoportban (parcidlisan mobilis és mobilis) az arginin N- és C-
terminalisan mutatkozott a legkisebb kotéshasaddsi hajlam a tobbi aminosavkapcsolathoz

képest.

A fentiekben elmondottak kévetkezménye, hogy a peptidek csak kb. fele azonosithaté teljes
szekvencialefedettséggel, igy a fennmaradd esetekben egy vagy tébb aminosav szekvencian belli
azonositasa kétségessé valhat. Ez problémat jelenthet akkor, ha a célunk egy eddig teljesen ismeretlen,
adatbazisban nem szereplé fehérje de novo szekvendldsa vagy ha az arginin kdzelében nehezen

azonosithatd poszttranszlaciés mddositasok talalhatdak.>?
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Ugyanakkor el6ny6s lehet a ProAlanaz haszndlata, ha olyan argininmddositas vizsgalata a cél,
arginint egyik esetben moddositott, mdsik esetben nem mddositott formaban tartalmazd peptid
konnyebben megkilonboztethetévé valik MS/MS segitségével. llyen esetben a tripszin a mddosult
arginin C-terminalisdndl mar nem hasitana,> igy kilénbdz8 hosszisagu peptidek keletkeznének, a

kozvetlen 6sszehasonlitas pedig nem volna lehetséges.

Kutatasi eredményeim alapjan a jov6ben tovdbbi modellfehérjék enzimatikus emésztését
tervezem ProAlandzzal a rendelkezésre allé adatbdzis bdvitése érdekében. Az adatbazis
kiterjesztésével lehet6ség nyilhat a hibahatarok csokkentésére és specifikusabb kovetkeztetések
levonasara. Jelen kisérlet az amidkotésekben résztvevé aminosavak kémiai min6ségének vizsgalatara
korlatozddott, ugyanakkor érdekes lehet a tavolabbi aminosavak fragmentaciot befolydsolé hatasanak

vizsgdlata is, amely szintén az adatbazis-bbvités révén érhetd el.
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8. Fliggelék

F1. tdblazat Az ADH fehérje enzimatikus emésztésébsl szarmazd peptidek Utkozési energidjanak
optimalasara hasznalt tablazat. A tablazat cellaiban az azonositott b és y tipusu fragmensek szamdanak
Osszegei talalhatdk. A C' a karbamidometilezett ciszteint jeloli.

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. tablazat A BSA fehérje enzimatikus emésztésébll szdrmazd peptidek Utkozési energidjanak
optimaldsara hasznilt tablazat. A tablazat celldiban az azonositott b és y tipusu fragmensek szamdanak
Osszegei talalhatdk A C’ a karbamidometilezett ciszteint jeloli.

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
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F1. abra A LDFFARG szekvencidju, kétszeresen protondlt, protonmobilis peptid MS/MS spektruma 20 V
litkbzési energidn a késziilék Transfer celldjdban (lent) és a kétéseihez tartozd log,CIR értékek (fent). M

a prekurzoriont jel6li, * az ammoniavesztést, ° a vizvesztést.
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F2. dbra A KANELLINVKYS szekvencidju, hdromszorosan protondlt, parcidlisan protonmobilis peptid
MS/MS spektruma 20 V litkézési energidn a késziilék Transfer celldjdban (lent) és a kétéseihez tartozo

log.CIR értékek (fent). M a prekurzoriont jeléli, * az ammdaniavesztést, ° a vizvesztést.
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F3. abra A GIKWLNGS szekvencidju, kétszeresen protondlt, protonmobilis peptid MS/MS spektruma
25V (itk6zési energidn a késziilek Transfer celldjaban (lent) és a kétéseihez tartozo log,CIR értékek

(fent). M a prekurzoriont jel6li, * az ammoniavesztést, ° a vizvesztést.
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F4. abra A GIKWLNG szekvencidju, kétszeresen protondlt, protonmobilis peptid MS/MS spektruma 20 V
litkbzési energidan a késziilék Transfer celldjaban (lent) és a kétéseihez tartozd log,CIR értékek (fent). M

a prekurzoriont jeléli, * az ammoniavesztést, ° a vizvesztést.
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F5. dbra A MGYRVLGIDGGEGKEELFRS szekvencidju, négyszeresen protondlt, protonmobilis peptid
MS/MS spektruma 25 V litkézési energidn a késziilék Transfer celldjdban (lent) és a kétéseihez tartozo

log.CIR értékek (fent). M a prekurzoriont jeléli, * az ammdniavesztést, ° a vizvesztést.
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F6. dbra A KANELLINVKYSGVCHTDLHAWHGDWP szekvencidju, 6tszérésen protondlt, parcidlisan

protonmobilis peptid MS/MS spektruma 35 V (itk6zési energidn a készlilék Transfer celldjaban (lent) és

a kétéseihez tartozo log,CIR értékek (fent). M a prekurzoriont jel6li, * az ammoniavesztést, ° a

vizvesztést.
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F7. abra A LVKSPIKVVGLSTLP szekvencidju, hdromszorosan protondlt, protonmobilis peptid MS/MS
spektruma 30 V (itkbzési energidn a késziilék Transfer celldjaban (lent) és a kétéseihez tartozo log,CIR

értékek (fent). M a prekurzoriont jeléli, * az ammdniavesztést, ° a vizvesztést.
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F8. abra A NLMAGHWVA szekvencidju, kétszeresen protondlt, protonmobilis peptid MS/MS
spektruma 30 V (itk6zési energidn a késziilék Transfer celldjaban (lent) és a kétéseihez tartozd log,CIR

értékek (fent). M a prekurzoriont jeléli, * az ammdniavesztést, ° a vizvesztést.
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F9. abra A GITVYKALKSA szekvencidju, kétszeresen protondlt, parcidlisan protonmobilis peptid MS/MS
spektruma 30 V (itk6zési energidn a késziilék Transfer celldjdban (lent) és a kétéseihez tartozo log,CIR

értékek (fent). M a prekurzoriont jel6li, * az ammdniavesztést, ° a vizvesztést.
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F10. abra A GVCHTDLHAWHGDWRP szekvencidju, hdromszorosan protondlt, parcidlisan protonmobilis
peptid MS/MS spektruma 35 V (itkézési energidn a késziilék Transfer celldjaban (lent) és a kétéseihez

tartozo log,CIR értékek (fent). M a prekurzoriont jeléli, * az ammdniavesztést, ° a vizvesztést.
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F11. dbra A EVFIDFTKEKDIVGA szekvencidju, hdromszorosan protondlt, protonmobilis peptid MS/MS
spektruma 30 V (itkbzési energidn a késziilék Transfer celldjaban (lent) és a kétéseihez tartozo log,CIR

értékek (fent). M a prekurzoriont jel6li, * az ammadniavesztést, ° a vizvesztést.
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F12. abra A NGTTVLVGMP szekvencidju, kétszeresen protondlt, protonmobilis peptid MS/MS
spektruma 25 V (itkbzési energidn a késziilék Transfer celldjaban (lent) és a kétéseihez tartozo log,CIR

értékek (fent). M a prekurzoriont jeléli, * az ammoniavesztést, ° a vizvesztést.
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F13. dbra A TVYKALKSA szekvencidju, kétszeresen protondlt, protonmobilis peptid MS/MS spektruma
35 V iitk6zési energidn a késziilék Transfer celldjaban (lent) és a kétéseihez tartozo log:CIR értékek

(fent). M a prekurzoriont jeldli, * az ammdoniavesztést, ° a vizvesztést.
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F14. dbra A VQAAHIP szekvencidju, kétszeresen protondlt, protonmobilis peptid MS/MS spektruma
20V (itkézési energidn a késziilek Transfer celldjaban (lent) és a kétéseihez tartozo log,CIR értékek

(fent). M a prekurzoriont jel6li, * az ammoniavesztést, ° a vizvesztést.
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F15. dbra A TLVEVSRSLGKVGTRCCTKP szekvencidju, hdromszorosan protondlt, parcidlisan

protonmobilis peptid MS/MS spektruma 30 V (itk6zési energidn a készlilék Transfer celldjaban (lent) és

a kétéseihez tartozo log,CIR értékek (fent). M a prekurzoriont jel6li, * az ammdniavesztést, °

vizvesztést.

a
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F16. abra A VSVLLRLA szekvencidju, kétszeresen protondlt, protonmobilis peptid MS/MS spektruma
20 V (itk6zési energidn a késziilék Transfer celldjgban (lent) és a kétéseihez tartozo log.CIR értékek

(fent). M a prekurzoriont jel6li, * az ammdniavesztést, ° a vizvesztést.
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F17. dbra A DPNTLCDEFKADEKKFWGKYLYEIA szekvencidju, hatszorosan protondlt, protonmobilis
peptid MS/MS spektruma 25 V (itk6zési energidn a késziilék Transfer celldjaban (lent) és a kétéseihez

tartozo log,CIR értékek (fent). M a prekurzoriont jeléli, * az ammadniavesztést, ° a vizvesztést.
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F18. dbra A CTEDYLSLILNRLCVLHEKTP szekvencidju, négyszeresen protondlt, protonmobilis peptid
MS/MS spektruma 25 V litkézési energidan a késziilék Transfer celldjaban (lent) és a kétéseihez tartozo

log.CIR értékek (fent). M a prekurzoriont jeldli, * az ammoniavesztést, ° a vizvesztést.
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F19. dbra A VSEKVTKCCTESLVNRRP szekvencidju, 6tszérésen protondlt, protonmobilis peptid MS/MS
spektruma 25 V (itkbzési energidn a késziilék Transfer celldjdban (lent) és a kétéseihez tartozo log:CIR

értékek (fent). M a prekurzoriont jel6li, * az ammdniavesztést, ° a vizvesztést.
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F20. dbra A DEKKFWGKYLYEIARRHP szekvencidju, 6tszérésen protondlt, parcidlisan protonmobilis
peptid MS/MS spektruma 20 V (itk6zési energidn a késziilék Transfer celldjdban (lent) és a kétéseihez

tartozo log,CIR értékek (fent). M a prekurzoriont jeléli, * az ammdaniavesztést, ° a vizvesztést.
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F21. abra A DETYVP szekvencidju, egyszeresen protondlt, protonmobilis peptid MS/MS spektruma
30 V iitkézési energidan a késziilék Transfer celldjaban (lent) és a kétéseihez tartozo log,CIR értékek

(fent). M a prekurzoriont jel6li, * az ammdniavesztést, ° a vizvesztést.
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F22. abra A YFYAP szekvencidju, egyszeresen protondlt, protonmobilis peptid MS/MS spektruma 20 V
litkbzési energidn a késziilék Transfer celldjaban (lent) és a kétéseihez tartozo log,CIR értékek (fent).

M a prekurzoriont jeléli, * az ammdniavesztést, ° a vizvesztést.
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F23. abra A ELLYYANKYNGVFQECCQAEDKGA szekvencidju, hdromszorosan protondlt, protonmobilis
peptid MS/MS spektruma 30 V (itkbzési energidn a késziilék Transfer celldjdban (lent) és a kétéseihez

tartozo log,CIR értékek (fent). M a prekurzoriont jeléli, * az ammadniavesztést, ° a vizvesztést.
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F24. dbra A EDKDVCKNYQEAKDAFLGSFLYEYSRRHP szekvencidju, étsz6résen protondlt, parcidlisan

protonmobilis peptid MS/MS spektruma 30 V (itk6zési energidn a késziilék Transfer celldjaban (lent)
és a kétéseihez tartozo log:CIR értékek (fent). M a prekurzoriont jeléli, * az ammdaniavesztést, ° a

vizvesztést.
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F25. dbra A LTADFAEDKDVCKNYQEAKDA szekvencidju, hdromszorosan protondlt, parcidlisan
protonmobilis peptid MS/MS spektruma 35 V litkbzési energidn a késziilék Transfer celldjgban
(lent) és a koétéseihez tartozé log,CIR értékek (fent). M a prekurzoriont jeléli * az

ammoniavesztést, ° a vizvesztést.
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