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A fehérjék poszt-transzlacios maédositasinak egyik fajtaja a foszforilacié, mely szamos
biologiai funkcidt lat el. Kis mennyiségl biolégiai mintak foszforilaciéjanak hatékony
nanoHPLC-MS/MS vizsgalatahoz nélkulozhetetlen a mérést megel6z6 szilard-fazisu
extrakciés (SPE) tisztitas. Célunk olyan SPE mddszer optimalasa volt, mely minimalis
mintaveszteség mellett alkalmazhato kis mennyiségt (0,5-1 pg) komplex biologiai mintak
foszfopeptidjeinek somentesitésére.

A modszerfejlesztéshez formalin-fixalt paraffinba agyazott (FFPE) tid&rakos szdveteket
hasznaltunk. A fehérjék szovet feluleti triptikus emésztését kovetéen a kapott
peptidkeveréket a forditott fazisi SPE modszerrel tisztitottuk meg, majd a
foszfopeptideket TiO, SPE modszerrel dusitottuk. A dusitast kovetéen sémentesitésre
négy allofazist (forditott fazisu SPE: Thermo Scientific™ Pierce™ Cqg Column és Pierce™ Cis
Spin Tips, Affinisep AttractSPE® Disks Tips Cis, hidrofil-liofil kdlcsonhatason alapul6 SPE:
Affinisep AttractSPE® Disks Tips HLB) hasznaltunk kulénb6z6 oldoszerrendszerekkel. Ot
SPE tisztitomodszert hasonlitottunk 6ssze 6t parhuzamos mintat hasznalva, emellett 6t
parhuzamos tisztitatlan mintat hasznaltunk kontrollnak. Waters nanoAcquity HPLC-vel
kapcsolt Bruker Maxis Il tomegspektrométerrel végeztik a nanoHPLC-MS/MS mérést. A
peptid és a fehérje azonositasahoz a Byonic szoftvert hasznaltuk.

Minden moddszer esetében Osszevetettik az azonositott foszfopeptidek szamat, az
azonositott foszfopeptidek GRAVY értékét, izoelektromos pontjat, a foszforilacio helyének
és a foszforilacid szamanak eloszlasat. A legtdbb SPE modszer hasonldan teljesitett,
ugyanakkor a Thermo Pierce Cig Spin Tip volt a leghatékonyabb. Ezzel az SPE modszerrel
6,7 %-kal tobb foszfopeptid kerult azonositasra, mint a tisztitatlan kontrollmintak
esetében. Osszevetve az azonositott foszfopeptidek atfedését a médszerek kdzott, az
azonositott foszfopeptidek nagyjabdl 50%-a csak egy modszerrel volt kimutathatd. Kis
mennyiségl komplex minta foszfopeptidjeinek vizsgalatara a Thermo Scientific™ Pierce™
Cig Spin Tip megfeleld hatékonysagot mutatott.

38



