dc_272 11

AKADEMIAI DOKTORI ERTEKEZES

KORSZERU ANALITIKAI MODSZEREK ALKALMAZASA
A PEPTID- ES FEHERJEKUTATASBAN

JANAKY TAMAS

SZEGEDI TUDOMANYEGYETEM
ORVOSI VEGYTANI INTEZET
SZEGED
2011



dc_272 11

Motté: ,,Az analitika a kémia szolgalledanya.”



dc_272 11

Tartalomjegyzék
TartalOMJEZYZEK .....eveeeiiieeiiie ettt ettt e e et e e et e e s te e e ttee e tbeeesbeeesaseeetbeeenaeeenseeennneeennnes 1
ROVIATIESEK JEZYZEKE ......eeiniieieee et 4
Lo BLOSZO ittt et e 9
2.  NAGYHATEKONYSAGU ELVALASZTASI MODSZEREK ALKALMAZASA A
PEPTIDKUTATASBAN.......cutititiuiitiitetetietestest it ste ettt et be st et e st eb et et eb e st et es e ebe s et ebe b e 11
210 BEVEZELES ..ottt st 11
2.1.1. Nagyhatékonysagu folyadékkromatografia...........cccoeeveeriiiiniieiniiiiniieeneen, 11
2.1.2. Kapilldris eleKtrofOrézis .........ceovviiiiiiiiiiiiiiiiieiieee e 12
2.1.3. Nagyhatékonysagu elvalasztasi médszerek a peptidkémidban ........................ 13
220 CEIKITUZESEK ..eveeneieiiieiieieee ettt ettt et ettt ettt et 19
2.3.  Biolodgiailag aktiv peptidek elddllitasa, analizise és hatasainak vizsgélata .............. 20
2.3.1. CABTUICIN ...ttt et e 20
2.3.2. Peptid tOXINOK ...ecoviieeiiieeiiieeiie ettt e et e et eeaae e e e e e b e 22
2.3.3. GalaninOoK ......ooiiiiiiiiie e 25
2.3.4. FOSZIOPEPUACK ..o 31
2.3.5. Tumorellenes LH-RH-konjugdtumok eldallitdsa és vizsgdlata....................... 34
2.4, DISZKUSSZIO ...cuuiieiiieeeiieeeieeeeiee et e et e et e e st e e s teeestaeessbeeesseeesseeensseesnsneesnsneennseens 38
3. TOMEGSPEKTROMETRIA ES LC/MS ALKALMAZASA A PEPTID- ES
FEHERJEKUTATASBAN.......ccueitiiiiiitiieitntenteitettntet ettt stestebessete st esessese st s ses et s e enesneneene 39
Bl BEVEZEIES .t 39
3.1.1. TOMEZSPEKLIOMELIIA ... . veeeeieeeiieeeiieeeiie et et ee et e e e e eeaeeeeaeeeaeeeenreaenes 39
3.1.2. A tomegspektrometria alkalmazésa peptidek, fehérjék analitikdjaban ............ 40
3.1.3. Folyadékkromatogréfia-tomegspektrometria (LC/MS).......ccooveiviiiiniiennieenne 42
320 CEIKItAZESEK ..ottt ettt 44
3.3.  El6tanulmanyok LC/MS Kisérletekhez............ccccueeeviiiiniiiiiniiieiieeeeeieeeeee e 45
3.3.1. Nagyérzékenységti LC-MS feltételeinek megteremtése.........ccveevvvveeecureernnennne 45
2.3.1.1. Kapillédris kromatografids oszlopok KESzit€se ..........cccovvvivmniiiriieeninenne 45
2.3.1.2. Nano- és kapilldris LC-MS ionforrds kialakitdsa .........ccccceevvieeniiennneen. 46
3.3.2. Atmoszférikus nyomdsu ionizaciés médszerek Osszehasonlitdsa ................... 48
3.3.3. TAMC-MS rendszer KidOIZOZASA ......ceeeevuiieeiiieiiiieeiie et 50
3.4, VizsgalatoK LC/MS-SEl ....ooiiiiiiiiiiiie ettt 53



dc_272 11

34.1. A tomegspektrometria szerepe a gydgyszerkutatds folyamatanak korai
FAZISADAN ...eiiiiiiiie e 53

34.2. A neurohipofizis oxitocin és vazopresszin szintetizaloképességének igazoldsa..

.......................................................................................................................... 59

34.3. Ciklin-fiiggd kindz — inhibitor azonositdsa lucernasejtbol ...........cccccceeueeenene. 64
3.4.4. Streptomyces griseus-bol szarmaz6 C-faktor fehérje azonositésa ................... 66
34.5. Hepatitis B virus X-fehérje szerkezetének felderitése .........cocevvvvvrruveennrenne. 69
3.4.6. Monoklondlis anti-HBxAg antitestek epitOptérképezése .........ccovvrrvveernnnnnn. 72
3.5.  CE-MS és CEC-MS interface kialakitdsa €s alkalmazasa ...........cccccevevervveenicenneenne. 74
PROTEOMIKA .......outiiiiiiiiieeeeiiteee e eiteeeeeiteeeeesataeeeesataeeeeassaeeeessssseesasssseaeesnssseeeessssseeeannns 79
1. BEVEZELES .ttt e 79
4.2, CEIKIUZESEK ..ttt sttt ens 86
4.3.  Kisérlettervezési €s modszerfejlesztési vizsgalatok ............ccoccveevviiiniiiiniieiniiennne. 88
4.3.1. A bioldgiai és technikai variancia vizsgalata ..........ccccccoevveeriieeniieeniieenieeene 88
4.3.2. Gélben elvélasztott fehérjék mennyiségi meghatdrozasa ...........cccceeveeeveennnee. 93
4.4.  Gabona allergén fehérjéinek proteomikai analizise ............cceevveeevveeerieencieeencneeennne. 98
4.4.1. Szérazsig-stressz hatdsa buzafehérjék osszetételére.........covvvvniiinniiennnnnnne 100

4.4.2. Emelt d6zisti gombadld szer hatdsa tritikdle magjanak fehérje-osszetételére 103
4.4.3. Magyarorszagi gabonafajtak és pszeudoceredlidk allergén fehérjéinek
VIZSZALALA ....veeeeiieeeiie ettt et e et e e e e eeetreeeaaeeenbeeenns 105

4.5.  Biokémiai kutatasi problémak megolddsanak elosegitése proteomikai

fehér]eazonOSItASSAl ... ...covuiiiiiiiiiie e 108

4.5.1. Méhlepény-fehérjék (Placental Proteins, PP) proteomikai vizsgélata .......... 108
4.5.2. A mitokondrium esszencidlis jellegének igazoldsa ..........cccecevevveeeiveennnnnns 115
4.5.3. Barna zsirszovet fehérjéinek proteomikai analizise ..........cccccceeveveeeiveencnnenns 118
4.54. Transzglutamindz enzim szubsztratjainak proteomikai meghatdrozasa ........ 119
4.6. A proteomika gyogyszerkutatdsi alkalmazasa..........ccocueeevieeniiieniiiennieenieenieens 121

4.6.1. A szorongds egy allatmodelljének kifejlesztése és proteomikai jellemzése .. 123

4.6.2. Antitumor hatdsu peptidek célfehérjéinek azonositdsa ..........cccccceeevveernnens 127
4.6.3. AIDS ellenes gyogyszer mellékhatdsainak vizsgalata ..........ccceevvveeviueeennnen. 130
47.  Amiloid 1-42 peptiddel (AP1-42) kapcsolatos vizsgalatok...........ccceeveverveveuennennas 132
4.7.1. AP1-42-hoz kotddo fehérjék meghatdrozasa ........oocceeveeeviieniieniieniiciieeee 132
4.7.2. Oligomer AB1-42 toxikus hatdsainak proteomikai vizsgadlata ....................... 135
4.7.3. Oligomer AB1-42-vel kolcsonhat6 fehérjék azonositasa fehérjechip-en ...... 138



dc_272 11

4.7.4. Osztradiol hatdsa az AB-indukalta kolinerg sejtpusztuldsra .......................... 141
5. TUDOMANYOS EREDMENYEK OSSZEFOGLALASA ......c.cccteiiiniirieniiniiniteiieeetesiese e 145
6. KIEMELKEDO TUDOMANYOS EREDMENYEK .......cccccteiterieniiniinienieereeseeneeniensensessessessensens 149
7. EREDMENYEK GYAKORLATI HASZNOSITHATOSAGA .......ccoeuiiiiiiiiiinieieincneeeiceieeenes 150
KOSZONENYIIVANTLAS .....eeiiiiiiiiie ittt ettt ettt e st e e s e e e sbee e 152
A disszertacioban felhaszndlt sajit kozlemények LiStdja........ccceeevveeriiiiniiieniiieiniieiniieenen, 153
Felhasznalt irodalom .........c..eieiuiiieiiiecieeeeeeee e et e e e e e e e etae e seaeeeenbeeesnseees 158
g <] (<] TSRS 166



dc_272 11

Roviditések jegyzéke

1D

2D

AP

Azbu
Aopr
ACC
ACSF
ADME
AG

Ahx
AIDS
AMB
ANT
APCI
AP-MALDI
APP
ATP-CitLy
AZT

AX

BAT
BBB
BIND
BioGRID
Boc

C18
C3H/HEN
C57BL6
cAMP
CBB
CD45
CDK

CE

CEC
CE-MS
CEC-MS
CHAPS
cDNS

CI

CID

CKI
CPC
CZE
csGAL
CV%
DBPS
DCC
DDBJ
ddC

egydimenzios

kétdimenzids

béta amiloid peptid

3,4-diamino-butanoil

2,3-diamino-propionil

acetil-koenzim A karboxilaz

mesterséges cerebrospindlis folyadék

felszivodas, megoszlds, metabolizmus €s kivalasztas
agonista

€-amino-kapronsav

szerzett immunhidnyos tiinet egylittes
1-amino-3-metilbutan

antagonista

atmoszférikus nyomdasu kémiai ionizécio

1égkori nyomdsti matrix-segitette 1ézerdeszorpcids ionizacid
amiloid prekurzor protein

ATP-citrét lidz

3’-azido-3’-dezoxitimidin

szorongo egeértorzs

barna zsirszovet

vér-agy gat

,,Biomolecular Interaction Network Database”
,,Biological General Repository for Interaction Datasets” adatbazis
tercier-butiloxikarbonil véddcsoport
oktadecil-szilika

egértdrzs

egértorzs

ciklikus adenozin-monofoszfat

Coomassie Brilliant Blue

limfocita sejtfelszini fehérje

ciklin-fliggo kindz

kapilldris elektroforézis

kapillaris elektrokromatografia

kapillaris elektroforézis-tomegspektrometria
kapillaris elektrokromatografia-tomegspektrometria
3-[(3-kolamidopropil)dimetilammonio]-1-propdnszulfondt detergens
mRNS-rdl késziilt komplementer dezoxiribonukleinsav
kémiai ioniz4ci6

itkozés-indukalta disszocidcid
ciklin-fiiggd kinaz inhibitor
ciklopropéan-karbonil

kapilldris zonaelektroforézis

csirke galanin

variicios koefficiens %

Dubbelco foszfat puffer
diciklohexil-karbodiimid

DNA Database of Japan

didezoxicitidin



dc_272 11

DIEA di-izopropil-etilamin

DIGE differencialis gélelektroforézis

DMV dohanymozaik virus

DNS dezoxiribonukleinsav

DOXG glutaril-doxorubicin

DTT ditiotreitol

E2 Osztradiol

EDs effektiv dozis (az a d6zis, amely a maximalis hatds 50%-t hozza létre)

ELISA enzimhez kapcsolt immunszorbens vizsgélat

El elektron ioniz4ci6

EMBL European Molecular Biology Laboratory

EOF elektroendozmotikus dramlds

ESI elektrospray ionizacié

ETD elektron-atmenetes disszociicid

FAB gyors atom bombazasos ionizacid

FDR ,false discovery rate”, hibas taldlati arany

FPLC gyors fehérjekromatografia

Fmoc 9-fluorenilmetiloxikarbonil véddcsoport

FSH follikulus-stimuldlé hormon

FT-ICR Fourier-transzformécids ion-ciklotron rezonancia

GAL galanin

GAPDH glicerinaldehid-3-foszfaf dehidrogenaz

GNRNA redukcios €s alkilezési 1€pést nem alkalmazd, gélben torténd enzimes
proteolitikus médszer

GnRH gonadotropin felszabadité hormon

GO gén ontoldgia

GRA redukciot és alkilezést alkalmazé gélben torténd enzimes proteolitikus
modszer

GST glutation S-transzferdz

HBV Hepatitis B virus

HBxAg Hepatitis B virus x antigénje

HeLa humdn sejtvonal

hCG humaén koriogonadotrép hormon

hGAL human galanin

HMAQG glutaril(2-hidroximetil-antrakinon)

HMW nagy molekulatomegi

HOBt hidroxi-benztriazol

hPL human placentéris laktogén

HPLC nagyhatékonysagu folyadékkromatografia

Hsp hésokk fehérje

hTPK human tiamin-pirofoszfokinaz

HTS nagy ateresztoképességii szlirés

1A indolilecetsav

IAM rogzitett mesters€ges membran

IAMC rogzitett mesterséges membrin kromatografia

IEF izoelektromos fokuszélds

IgA immunglobulin A

IgE immunglobulin E

IPG immobilizalt pH gradiens csik

k’1am kapacitdsi faktor a rogzitett mesterséges membran kromatografidban



KEGG
LC-MS
LH
LH-RH
LNCaP
m/Am
m/z
MASCOT
MCEF-7
MALDI
MBHA
MCI-H69, 82
MDa-MB-231
MEKC
Mel
Met-O
MINT
MLGM
MPLC
mRNS
MS
Ms*E
MS/MS
Mt
mtDNS
MudPIT
MTX
NADH
NAX
NBM-SI
NCBI
ncRNS
NK
NMR
NMRI
NPFF
nrNCBI
ns-LTP
ORF
Orn
PAG
PAGE
Pal
PAM
PC-3
PFF
pGAL
pl

PIR
PMF

dc_272 11

,,Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes” adatbazis
folyadékkromatografia-tomegspektrometria
luteinizdléhormon
luteinizdléhormon-felszabadité hormon
prosztatakarcindma sejtvonal

felfontas a tomegspektrometridban
tomeg/toltés

adatbaziskeresd szoftver

emlOkarcindma sejtvonal

matrix-segitette 1€zerdeszorpcids ionizacio
4-metilbenzhidrilamin gyanta

kissejtes tiidokarcindéma sejtvonalak
emlOkarcindma sejtvonal

micelléris elektrokinetikus kromatografia
melfalan, (4-[bisz(kloroetil)amino]fenilalanin
metionin szulfoxid

,,Molecular INTeraction” adatbazis

lipid csepp membréan

kozepes nyomasu folyadékkromatografia
hirvivd ribonukleinsav

tomegspektrometria

specidlis tomegspektrometrids adatgyiijtési mod
tandem tomegspektrometria

molekulatomeg

mitokondridlis DNS

multidimenzionadlis fehérjeazonositasi technologia
metotrexat

nikotinsavamid-adenin-dinukleotid

nem szorong6 egértorzs

nucleus basalis magnocellularis-substancia innominata agyteriilet
National Center for Biotechnology Information
nem kédolé RNS

nincs kotés

magmagneses rezonanciaspektroszkdpia
egértdrzs

neuropeptid FF

nem redunddns NCBI adatbézis

nem specifikus lipid transzfer protein

nyitott leolvasési keret

ornitin

poliakrilamid gél
poliakrilamid-gélelektroforézis

piridilalanin

fenil-acetamido-metil gyanta
prosztatakarcinOma sejtvonal

peptid fragmens térképezés

patkany galanin

izoelektromos pont

,,Protein Information Resource”

peptid tomeg térképezés



dc_272 11

PP placenta fehérje

PR patogénekkel szemben képzddd fehérjék

PSD metastabil fragmentécié

Q-TOF kvadrupdl- repiilési id6 hibrid tomegspektrométer
RIA radioimmunoassay

Rlilp riboszéma fehérje

RNS ribonukleinsav

ROS reaktiv oxigén gyokok

RP forditottfazisu

RuBPs ruténium-batofenantrolin-szulfonat

SCLC kissejtes tiidotumor

SDS natriumdodecilszulfat

SEM az atlag standard hibdja

sGAL sertés galanin

SH-SY5Y neuroblasztoma sejtvonal

SKBr-3 emlOkarcindma sejtvonal

SSCTX szomatoszenzoros kéreg agyteriilet

STRING ,Search Tool for the Retrieval of Interacting Genes/Proteins” adatbazis
SzTE Szegedi Tudoményegyetem

T-47D emldkarcindéma sejtvonal

TAP-tag Tandem Affinity Purification

TCBL Substance P analégok

TCR/CD3 T-sejt receptor/CD3 komplex

TEAP trietilammo&nium-foszfat

TFA trifluorecetsav

tM vandorlasi 1d6

TMBHA 4-(benziloxi)-2,4-dimetoxibenzhidrilamin gyanta
TOF repiilési id6 analizéator

TPK tiamin-pirofoszfokindz

tr retencids id6

tRNS transzfer ribonukleinsav

TrEMBL leforditott EMBL adatbézis

UCSF University of California San Francisco

UPLC ultranagyhatékonysagu folyadékkromatografia
uv ultraibolya

WASI buza alfa-amildz/szubtilizin inhibitor

WAT fehér zsirszovet

WCI kimotripszin inhibitor

ZAP 70 Zeta-lanc-asszocidlt protein kindz 70

7DV nulla holttérfogat



dc_272 11

Kodolt aminosavak és roviditésiik

Aminosav neve Egybetlis kod  Harombetiis kod
Alanin A Ala
Cisztein C Cys
Aszparaginsav D Asp
Glutaminsav E Glu
Fenilalanin F Phe
Glicin G Gly
Hisztidin H His
Izoleucin I Ile
Lizin K Lys
Leucin L Leu
Metionin M Met
Aszparagin N Asn
Prolin p Pro
Glutamin Q Gln
Arginin R Arg
Szerin S Ser
Treonin T Thr
Valin \' Val
Triptofan A\ Trp
Tirozin Y Tyr



dc_272 11

1. ELOSZ0

Szerencsés embernek érzem magam, mert mindkét eddigi munkahelyemen, illetve
kiilfoldi tanulmédnyutjaimon olyan kozegbe keriiltem, olyan munkatdrsakkal dolgozhattam,
ahol, ill. akik mindig fogékonyak voltak a tudomény és technika Gjdonsédgaira és lehet0ségiink
is volt ezeknek laboratériumainkban torténd bevezetésére. Amint az a disszertacid elején
lathaté mottébdl sejthetd, elsdsorban analitikusnak tartom magam. Ugy gondolom, hogy az
analitikai kémia egyik legfébb feladata, hogy a tarstudomdnyok szdmdéra djabb €s tujabb,
érzékenyebb, specifikusabb, gyorsabb, egyszerlibb ¢és olcsobb analitikai eljardsokat,
modszereket fejlesszen ki €s elOsegitse azok fejlodését. Ezért vallom Prof. Theodor Wieland
mondadsat is, hogy ,,Az analitika a kémia lelke.”

Mindeddig az orvostudomédny kozelében dolgoztam (Szegedi Orvostudomanyi
Egyetem, Szent-Gyorgyi Albert Orvostudomdnyi Egyetem, Szegedi Tudomdanyegyetem
Altaldnos Orvostudomdnyi Kara, V.A. Medical Hospital, New Orleans, University of Florida,
Gyobgyszerésztudomanyi Kar, Gainesville), igy érthetd, hogy a disszertdcioban bemutatott
eredmények néhany kivételével valamilyen médon kapcsolddnak az gydgyitashoz. Kezdetben
endokrinoldgiai betegségek diagnosztizdlasdhoz szteroid-, peptid- és fehérje-hormonokat
hatdroztam meg radioimmunassay-vel, diagnosztikus és tumorellenes peptideket allitottam
eld, peptidek és fehérjék analiziséhez folyadékkromatografids, elektroforetikus,
tomegspektrometrids és proteomikai moddszereket fejlesztettem ki, hepatitis B virus és
placenta fehérjéinek szerkezetét hataroztam meg, emberi tdpladlkozdsban hasznalt
gabonafélékben allergén fehérjéket mutattam ki, gydgyszerkutatasi céllal lehetséges
fehérjecélpontokat jeloltiink ki, ill. gydgyszer mellékhatast vizsgéltunk, a betegség mogott
all6 molekuléris folyamatokat deritettiink fel, és végiil az Alzheimer-kérral kapcsolatosan
végeztiink alapkutatasi jellegli vizsgdlatokat.

Ko6szonhetéen az innovativ és progressziv munkahelyi kornyezetnek, szdmos uj
analitikai eljarast vezethettem be Magyarorszagon, ill. vettem részt azok itthoni
bevezetésében. Igy mi dllitottunk el eldszor szteroid- és peptidhormonok meghatdrozésara
szolgdlé reagenseket ¢és haszndltuk azokat a klinikai diagnosztikdhoz, ill. kutatési
feladatainkhoz. Mar 1978-ban 0Osszedllitottam egy HPLC késziiléket és hasznaltam
eredményesen peptidek analiziséhez. Munkatdrsaimmal egyiitt 1980-ban szintetikus peptidek
preparativ tisztitasat €s ellendrzését végeztiikk nagyhatékonysdgu folyadékkromatografidval.
1993-ban peptideket és fehérjéket analizaltam kapilléris elektroforézissel. Kapillaris HPLC

oszlopokat 1995-ben elsoként én készitettem és alkalmaztam peptidek vizsgalatdhoz.
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Ko6szonhetéen az 1994-ben beszerzett tomegspektrométernek, itthon az én munkacsoportom
haszndlta eldszor a tomegspektrometridt természetes és szintetikus peptidek széleskorii
vizsgalatdhoz. Laboratériumomhoz kotheté a posztgenom éra 1j tudomdnyteriiletének, a
proteomikdnak magyarorszdgi meghonositdsa, az els0 proteomikai fehérjeazonositdsok.
LehetOségeink szélesebb korli hasznositasa érdekében sok kooperdcidt alakitottam ki mas
teriileteken dolgozokkal, igy keriilhetett a disszerticiéba szdmos egymdstdl tdvol eso
tudomédnyos eredmény, a lucerndtdl kezdve, a talajlaké baktériumokon, fonalférgeken,
sejttenyészeteken és egereken végzett kisérleteken keresztiill human mintdkbdl szdrmazé
adatok.

A disszertdici6  hdrom  részbol  4ll, melyeket a  nagyhatékonysagu
folyadékkromatografiaval, kapillaris és gélelektroforézissel, valamint tomegspektrometridval
végzett peptid és fehérjeanalitikai munka kot Ossze. Eredményeimet tobbségében nem
egyediil, hanem csoportban végzett munkdval értem el. Igy pl. a peptideket, a citotoxikus LH-
RH-anal6gok kivételével nem én szintetizaltam, de tisztitdsuk €s mindségellendrzésiik, az
eredmények értékelése engem mindsit. A bioldgiai kisérletek kivitelezése sem az én munkam
volt, mindenhol ,,csak’ az analitikai vizsgédlatok és értékelésiik kothetok nevemhez, ill. késébb
munkacsoportomhoz.

A disszerticié harom {6 fejezetének elején bemutatom a targyalt analitikai modszer
torténetét, alapelveit és alkalmazhatésdgi teriiletei. Ezutdn minden egyes témardl rovid
elméleti attekintést adok, amelyet a kisérletek vazlatos leirdsa, az eredmények bemutatdsa és
megbeszélésiik kovet. Ahhoz, hogy az elért 4 tudomdnyos eredmények ne kiilon-kiilon
fejezetekben jelenjenek meg, azokat a disszerticid végén foglaltam Ossze. Ide keriilt az

eredmények gyakorlati jelentdségérdl sz6l6 ismertetés is.

Szeged, 2011, oktéber 15.

10



dc_272 11

2. NAGYHATEKONYSAGU ELVALASZTASI MODSZEREK
ALKALMAZASA A PEPTIDKUTATASBAN

2.1. BEVEZETES

2.1.1. Nagyhatékonysagu folyadékkromatografia

A kromatogréfidt malt szazad elején Tswett [1] haszndlata el6szor, utdna sokdig nem
volt a tudomdanyos érdeklodés eldterében, de a 40-es években bevezetett megoszlasi- [2],
papir- [3] és ioncserés kromatografia [4] az 50-es években kifejlesztett gdzkromatografia [5]
és vékonyrétegkromatogréfia [6], majd a 60-as években megjelend gél- vagy méretkizarasos
kromatogrifia [7] nagyszerli eredményeinek hatasidra egyre szélesebb korben talalt
alkalmazdsra. Hamarosan ezutdn, kiilonosen az élettudomanyokkal foglalkozdk részérdl
felmeriilt és egyre novekvo igény vezetett a nem-illékony, vizoldhaté mintdk jobb és gyorsabb
elvalasztdsdt megvaldsité nagyhatékonysdgu folyadékkromatogréfia (,,High-Performance
Liquid Chromatography”, HPLC) kifejlesztéséhez [8]. A HPLC — amely kivaléan
felhaszndlhaté a gyakran bonyolult osszetételii keverékek komponenseinek elvalasztasara,
azonositdsdra, mennyiségi meghatdrozdsara és tiszta allapotban torténd kinyerésére —
messzemenden teljesitette az irdnta felmeriilt kivansagokat és 45 éves torténete alatt a
leghatékonyabb kromatogréfids technikdva nétte ki magéat. Haszndlatdval gyakran olyan
feladatok is megoldhatéva valtak, melyek nélkiile egyaltalan nem vagy csak nehezen lettek
volna kivitelezhetok. A HPLC atyjdnak tekintett Horvdath Csaba szavaival élve ,,HPLC is a
method of unsurpassed versatility and a microanalytical tool par excellence” [9]. A HPLC
késziilék az analitikai laboratériumok standard felszerelése, a mérleg és a pH-méré utdn a
harmadik leggyakoribb miiszer. Hasznélata attorést hozott a biokémikusok és biolégusok
munkdjdban, mert képes a biologiai mintdk egyes komponenseinek tiszta allapotban torténd
izolalasdra és azok minOségi €s mennyiségi analizisére. A mintegy 30-35 évvel ezelott
kezd6d6 alkalmazdsa a peptidek és fehérjék analitikdjadban hozzdjarult a bioldgiai
tudoméanyok robbandsszerli fejlodéséhez, lehetové téve ezen anyagok gyors és érzékeny
analizisét [10]. Bar Vamos Endre [11] gondolatait eredetileg még a kromatogréfidra
vonatkozoan fogalmazta meg, de teljesen igaznak bizonyultak a HPLC-re is: ,,4j elvélasztasi
és vizsgalati médszerek felismerése gyakran véltja ki egy vagy tobb tudoméanyag rohamos
fejlodését. Fokozott mértékben érvényes ez a kromatografidra, amely a természetes anyagok
szerves kémidjanak egészen uj és jdratlan Utjait nyitotta meg.”

A HPLC legjellemzdbb tulajdonsaga és legfobb erénye a kivalé felbontoképesség, ami

altal a szerkezetileg nagyon hasonlé (rokon), ill. meglehetésen kiilonb6zd vegyiiletek
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egymastol jobban elvélaszthatok, megkiilonboztethetok [12]. Ez a képessége onnan ered,
hogy a minta, az &ll6fazis és a mozgdfazis kozotti kolcsonhatdsok ereddjeként 1étrejovo
retencidja, ill. csucsszélesség a kiilonbozo tipusu kromatografids modszerek koriilményeinek
,finomhangolasaval” konnyen valtoztathatéak és igy a célvegyiilet a tobbitdl elvalaszthatd. A
kereskedelmi forgalomban elérhet6 kiilonboz6 szelektivitasi allofazisok Oridsi szdma €s a
szelektivitds konnyli befolydsoldsa a mozgoéfazis tulajdonsagainak egyszerii valtoztatdsdaval
hatalmas lehetdségeket rejt. A 70-es évek elején jelentek meg a j6 nyomdsallosagui szilikagél
felszinén kémiailag kotott, tobbnyire hidroféb alkil- és aril-csoportokkal (C8, C18, fenil)
boritott, un. ,forditottfazisi” (,reversed phase”, RP) toltetek [13]. Szelektivitdsuk és
hatékonysaguk fiigg a szilikagél fizikai és kémiai tulajdonségaitol, a kotott fazis tipusatol €s
kialakitdsanak modjatél. A modositott feliiletli dll6fazisok bevezetése kibdvitette a HPLC
alkalmazhat6ésagat megnyitva az wutat a poldris, vizoldhaté anyagok analizise felé
(bioanalitika) és ezdltal rendkiviili médon felgyorsitotta a mddszer elterjedését. Az RP-HPLC
ma a kromatografia ,,igdslova”, a kromatografids elvédlasztasok 90% ilyen tolteteken torténik.
Rendkiviil széleskorti felhaszndldsi teriiletei koziil a gyogyszer-, élelmiszer- és
vegyipari, kornyezetanalitikai, biotechnoldgiai, toxikoldgiai, klinikai kémiai és élettudomanyi
(bioanalitika) alkalmazdsait emelem ki, de kiemelkedd szerepe van kutatélaboratériumok

elvalasztastechnikai feladatainak megolddsaban is.

2.1.2. Kapillaris elektroforézis

Az elektroforézisen alapuld elvélasztastechnikai eljardsok a toltéssel rendelkezd
részecskék (ionok) elektromos erdtérben torténd differencidlvdndoroltatdsan alapulnak: a
kiilonbozo toltésli és méretll ionok eltérd sebességgel és kiillonbozo irdnyba mozognak, amely
alkalmas koriilmények kozott felhasznalhat6 a részecskék elvalasztisara.

Az elektroforézis elméleti alapjainak XIX. szdzad végi tanulminyozisa utdn az 1930-as
évekig kellett varni, amig az elektroforézis valddi elvélasztastechnikai moédszerré nétte ki
magat. Fehérjékkel végzett kisérletei sordn Arne Tiselius oldatfazisi (hordozd nélkiili)
elektroforézissel szérumfehérjéket valasztott el egymastdl [14]. A fehérjeelektroforézis
teriiletén végzett munk4djat 1948-ban Nobel-dijjal jutalmaztik. Az 6tvenes években vezették
be a papirelektroforézist aminosavak vizsgalatdra [15], majd a cellul6zacetait, celluldznitrat
membrinokon végzett elektroforézist szérum fehérjék klinikai meghatarozdsara. Martin és
munkatérsai [16] kisérletei vezettek az agardz lapgélelektroforézis kifejlesztéséhez (DNS
elvdlasztasok), majd Smithier keményitdgélt alkalmazott fehérjék elvélasztasara [17]. A

kétdimenzids elektroforézis alapjait is O rakta le, elsé dimenzidban papir-, majd keményitdgélt
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alkalmazva [18]. A natriumdodecilszulfitot alkalmazé poliakrilamid gélelektroforézis (SDS-
PAGE) bevezetése [19] 6ridsi 10kést adott a fehérjekutatasnak, mert segitségével a fehérjék
molekulatomeg szerint elvdlaszthaték. Az izoelektromos fokuszdlds kombindldsa az SDS-
PAGE-val O’Farrel nevéhez kotheto [20]. Ez az eljards az immobilizalt pH gradiens csik [21]
alkalmazdsdval mind a mai napig a legnagyobb felbontoképességli elvélasztasi moddszer
fehérjék analiziséhez. Ez az oka annak, hogy a 2D-elektroforézis rendszer ma is az egyik
alapkésziiléke a proteomikai laboratériumoknak.

Jorgenson és Lukdcs [22] 1981-ben bejelentették az elsé  kapillaris
zonaelektroforetikus elvélasztast: 75 um belsé atmérdjli dmlesztett kvarc kapilldrisban 30 kV
fesziiltséget alkalmazva on-line detektédldssal fehérjéket kiilonitettek el addig nem latott nagy
felbontdssal, érzékenységgel és sebességgel. A kovetkezd jelentds 1€pés a micelléris
elektrokinetikus kromatografia (MEKC) Terabe altal tortént kidolgozéasa volt [23], amely
lehetdvé tette a minta ionos (v. ionizdlhaté) komponenseivel egyidejiileg az apoldris, hidroféb
vegyiiletek elektroforetikus analizisét is. A kapillaris elektroforézis terjedésével és
fejlodésével az addig ismert elektroforetikus médszereknek kidolgoztdk a nagyhatékonysagu
valtozatait is, igy megjelentek a kapillaris izotachoforézis, izoelektromos fokuszéalas és
gélelektroforézis, valamint lendiiletet vett a kapillaris kirdlis elvélasztasok kidolgozésa is. A
90-es évek mdsodik felében 1) elvdlasztdsi moddszer jelent meg: a kapillaris
elektrokromatografia. Pretorius mar 1974-ben megjosolta [24], hogy ha a kapilléris
kromatogréfids oszlopon hidrodinamikai 4ramléds helyett a kapillarisban elektromos aram
hatdsédra kialakul6 elektroozmotikus aramldst (EOF) haszndljdk a mozgd fazis meghajtaséra,
sokkal nagyobb felbontdsokat lehet elérni. ElsOsorban a gydgyszeriparban kezdték el
alkalmazni [25], azonban a felmeriilt problémdk miatt jovoje kétséges [26].

A kapillaris elektroforézisben rejld rendkiviil nagy hatékonysdgu elvalasztasok
lehetésége, a mddszer gyorsasdga és flexibilitdsa, az elhanyagolhaté mennyiségli olddszer
haszndlta, az automatizalt késziilékek piacra keriilése a kapilldris elektroforézis elterjedéséhez
vezetett, amikor a HPLC-vel szembeni (melletti) alternativ moddszerre volt sziikség. A
kapillaris elektroforézis legnagyobb sikere a sokcsatornds CE késziilékek alkalmazdsdval

végrehajtott Human Genom Program hatarid6 elotti befejezése [27].

2.1.3. Nagyhatékonysagu elvalasztasi modszerek a peptidkémiaban

Peptidek szintézise egyre novekvo kihivést jelentett (és jelent), ahogy az elddllitandd

peptidlanc Osszetettsége €s hossza novekedett. A mult szdzad kozepén a peptidkémia uttoroi
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szamtalan és gyakran lekiizdhetetlen nehézséggel keriiltek szembe annak ellenére, hogy
minden rendelkezésiikre all6 eszkozt igyekeztek felhasznélni [10]. A klasszikus, 1épésenkénti
oldatfazisi szintézissel elért sikereikhez, melyeket kiillonbozd szintézis-stratégidk és 1j
véddcsoportok alkalmazasdval értek el, sok-sok probléma megolddsan keresztiil jutottak el.
Ez magyarazhatta azt, hogy miért volt tobbségiik szdmara olyan nehéz feladni a szintézis
intermediereinek (a tiszta végtermék biztositdsa érdekében végzett) koriiltekintd izolalasat €s
megérezni, megérteni a szilard fazisu peptidszintézis elegancidjat, és timogatdlag alkalmazni
azt. Ez bizonyos szempontbdl érthetd volt, mert a szilard-fazisi peptidszintézis sordn nem
tisztitjdk az egyes kozbensd 1épések termékeit, melynek kovetkezében a végtermék
rendszerint nem kimondottan homogén, s nem allt rendelkezésre olyan mddszer, amivel
kvantitativan meg lehetett volna hatdrozni a peptidek tisztasagat.

Az oldatfazisu szintézis védett intermedier peptidjeinek tisztitasat a klasszikus szerves
kémia mddszereivel (extrakcid, kristdlyositds stb), valamint oszlopkromatografiaval végezték.
Sephadex® LH-20, LH-60 vagy G-50 oszlopokon dimetilformamid vagy hexametil-
foszforsavtriamid eluenseket, szilikagél tolteteken kloroformot és kiilonboz6 alkoholokat
hasznaltak eluensként. Ezek a moédszerek, ill. az ellendramd megoszlassal végzett tisztitdsok
meglehetdsen lassuak voltak (2-4 nap), s bar a polisztirol gyantdn tetrahidrofurdannal
gyorsabban lehetett kromatografdlni, az csak a molekulatomegben jelentdsen kiilonb6zo
anyagokat valasztotta el.

A természetes forrasbol szarmazo bioldgiailag aktiv peptidek (tirotropin felszabadité
hormon, gonadotropin felszabadité hormon, szomatosztatin stb.) izoldldsara, ill. szilard-fazisua
szintézissel eldallitott analdgjaik tisztitdsdra preparativ vékonyrétegkromatografiat, ioncserés
kromatogréfiat, gélkromatografiat és Sephadex LH-20-on végzett megoszlasi kromatografiat
hasznaltak tobb-kevesebb sikerrel [28].

A természetben djonnan felfedezett és izolalt rendkiviil nagy hatékonysagi (mar nano-
piko-, ill. femtomdlos koncentracidban hatdsos) bioldgiailag aktiv peptidek nagy szdma, azok
karakterizdlasa és bioldgiai funkcidinak megismerése ugrdsszeriien megnovelte a keresletet
jol definidlt mindségli peptidek, analégjaik é€s fragmenseik irdnt. A peptidekkel végzett
bioldgiai, biokémiai, orvosi kutatdsok kiterjedése, a szerkezet-hatds osszefiiggések, a hormon-
receptor kolecsonhatasok, enzim-szubsztrat-inhibitor rendszerek, antigén-antitest
kolcsonhatdsok tanulmanyozdsa, a fehérjék antigén-determindns helyeinek (epitopok)
felderitése és modellezése, peptid alapu gydgyszerek gyartdsa tovabbi, egyre novekvo igényt
tdmasztott egyrészt a peptidszintézissel, masrészt a peptidek tisztitdsanak hatékonysigaval,

sebességével és a termék tisztasidgaval szemben. A szilardfazisu peptidszintézis

14



dc_272 11

alkalmazasdval jelentOsen felgyorsult a peptidek elddllitdsa, mig a nagyhatékonysiagu
folyadékkromatografia kialakuldsaval és a peptidkémiai laboratériumokban torténd
bevezetésével elhdrult (helyesen: inkdbb csokkent) az akaddly a nagy tisztasdgu szintetikus
peptidek gyors eldallitasa el6tt. Azt is mondhatjuk, hogy a HPLC bevezetése nyitotta meg az
utat a szildrdfazisu peptidszintézis elterjedésének, s az évek sordn a két moddszer annyira
Osszendtt, hogy ma mar nincs korszerli peptidkémiai laboratérium nélkiiliik.

A forditottfazisi HPLC els6 dokumentdlt haszndlata peptidek tisztasdganak
megallapitasdra 1973-bol Rzeszotarskitél és Mauger-tdl szdrmazik [29], akik aktinomicint
vélasztottak szét harom komponensre (183 cm x 2,3 mm Bondapack C18 toltetli oszlop). Tsui
bacitracinnal végzett kisérletei [30, 31] irdnyitottdk igazdn a figyelmet HPLC peptidkémiai
alkalmazhatésagéara. Tsui egy addig csak 7 komponensiinek ismert kereskedelmi bacitracint
Bondapack C18/Corasil toltetii oszlopon (100 cm x 2,1 mm) foszfat puffer (pH 4,5)-metanol-
acetonitril eleggyel analizalt és 22 komponenst mutatott ki.

A HPLC rohamos peptidkémiai elfogaddsara és térhoditdsara utal az a tény is, hogy az
1974-es izraeli Eurdpai Peptidszimp6ziumon mar kerekasztal-megbesz€lést tartottak a vilag
vezetd peptidkémikusai ezen 4j elvalasztastechnikai médszerrol.

Bar néhéany laboratériumban a védett vagy moédositott peptidek elvélasztdsdra normél-
fazisi HPLC-t kezdtek el alkalmazni [32, 33], az igazi attorést a forditott fazisi HPLC
alkalmazasi lehetdségeinek felderitése [34] és 1j tipusainak kialakuldsa [35, 36] hoztdk.
Bennet és mtsai [37] eluensrendszerének kidolgozédsa oridsi 16kést adott a forditott-fazisu
HPLC peptidkémiai elterjedésének, mind analitikai, mind preparativ alkalmazasdnak, mert
C18 oszlopon 0,1% trifluorecetsavat tartalmaz6 viz-acetonitril eluenssel az elvalasztasi
problémak 90%-a megoldhat6 volt. Ma is ezt a rendszert hasznaljuk leggyakrabban.

Az eredményekkel jottek a problémadk is, viszont ezek tjabb fejlesztéseket inditottak
el mind az all6fazis (kisebb szemcseméretll, kiillonb6z6 porusatmérdjili, Gj tipusa kotott fazisy,
nagyobb széntartalmu stb.), mind a mozg6fazis adalékanyagainak szempontjdabol (hangyasav,
ecetsav, heptafluor-vajsav, ammoénium foszfat, trietilammoénium-foszfat, trietilammonium-
formiat, ionparképzok stb.) tekintetében [38, 39]. Ez oda vezetett, hogy a forditott fazisu
nagyhatékonysdgi folyadékkromatografia az évek sordn a peptidkémiai laboratériumokban
standard és nélkiilozhetetlen modszerré és csaknem egyeduralkodova valt [40]. A nagyszamu
gyartotél szarmazo, kiilonbozé szemcseméretli, porusatmérdjli, szelektivitdsd, fajlagos
feliiletti és eltéré apoldris lancu toltetek, oszlopok alkalmazasdval a legtobb preparativ és
analitikai feladat megoldhaté. A vizoldhat6 biopolimerek tomegspektrometrids analizisét és a

kromatogréfia tomegspektrométerhez valoé on-line kapcsolasat lehetové tévO atmoszférikus
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nyomadsu ionforrdsok (ESI és APCI) kifejlesztése kibOvitette a HPLC alkalmazhatdsagit, s
peptidkémiai alkalmazdsdn til gyakorlatilag egy Uj tudomanydgnak, a proteomikdnak a
kifejlodéséhez vezetett.

Forditott fazist kromatogréafidban a szilikagélen n-alkilcsoportot tartalmazé tolteten a
biomolekulak retencidjit a hidrofob és szilanofil kolcsonhatdsok kombinécidja vezérli. Egy
kromatogréfids rendszer szelektivitdsat dontd mértékben az all6fazis tulajdonsdgai hatarozzak
meg, igy els6sorban ezek feleldsek a kiilonb6z0 rendszerek kozotti szelektivitasbeli
eltérésekért. Ahogy azt a ,,Nagyhatékonysaga folyadékkromatografia a peptidkémiaban”
cimll konyviinkben targyaltuk (1", a peptidek és fehérjék ionos vegyiiletek. Emiatt a pH
lesz az egyes komponensek retencidéjara. A mozgd fazis kémhatdsa ezért jelentOsen
befolydsolja a szelektivitdst. A mozgo fazis szerves komponensének véltoztatdsa rendszerint
nem okoz jelentds szelektivitdsbeli kiillonbségeket, de novelheti a pH és az 4all6fazis
véltoztatdsa altal okozott kiilonbségeket. Az RP elvalasztasok szelektivitdsat a hdmérséklet is
befolyasolhatja.

Mis elvalasztasi elven alapuldé nagyhatékonysiagu folyadékkromatografids eljarasok
(pl. az ioncserés, hidroféb kolcsonhatasi és gélsziiréses HPLC) egyre nagyobb teret nyernek a
szennyezésprofil meghatarozasaban, azonban alkalmazasuk specifikus és limitalt.

A teljesség igénye nélkiil felsorolom a peptidkutatds azon teriileteit, amelyeknél a
HPLC sikeresen alkalmazhat6 [1]:

— kiindulési anyagok, intermedierek tisztasdgvizsgalata,

— peptidkapcsolds nyomon kovetése (kvantitativ modon is),

— reakciok optimadldsa, kapcsolasi intermedierek felderitése,

— Uj reagensek, kapcsoldsok mindsitése,

— véddesoport eltavolitasok, peptidészter hidrolizisek ellenérzése,

— mellékreakciok (transzpeptidéacid, oxidacid, deszulfatélds, alkilezddés,

dezamidédlédds, racemizacid, epimerizacio, ciklizacid stb.) kimutatésa,

— optikai tisztasdgvizsgdlat,

— szilardfazisu szintézissel késziilt termékek hibas peptidjeinek kimutatasa,

— preparativ tisztitdsok kromatografias feltételeinek optimalasa é€s ellendrzése,

— szemipreparativ €s preparativ tisztitasok,

— szintetizalt peptid végtermékek tisztasdgvizsgalata,

" A disszerticiéban felhasznalt sajat kozleményekre hivatkozast [rémai szamokkal] jelzem.
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— racemizacios tesztek,

— aminosav-analizis, jellemzés,

— szerkezetanalizis, szekvenalas,

— peptidmetabolizmus vizsgalatok,

— szerkezet-hatds Osszefiiggések felderitése, modellezése,
— membrinkdlcsonhatdsok modellezése,

— peptidtérképek készitése,

— proteomikai vizsgalatok,

— poszttranszlaciés médositasok kimutatésa,

A szilard fazisi peptidszintézis sordn az elddllitanddé peptid méretétdl és
szekvencidjatol fiiggden kiilonb6z0 mennyiségli melléktermék képzodik. A kapcsolasi
reakciok szamdnak novekedésével (nagyobb peptid, ,rossz” szekvencia miatti ismételt
kapcsolds) rendszerint nd az esélye a mellékreakcioknak, a nem kivant termékek
megjelenésének, melyek csokkentik a nyerstermék tisztasidgit. A termék szennyezései
egyrészt a kapcsoldsi reakciok és a véddOcsoportok eltdvolitisara hasznalt reagensektdl,
masrészt peptid jellegi melléktermékektol (pl. véddcsoportot tartalmazd, hidnyos
szekvencidju, rovidebb vagy aggregilt peptidek) szdrmaznak. Az elsd tipust szennyezOktdl
ardnylag konnyli megszabadulni, mert tobbnyire ismert a mindségiik, azonban a masodik
csoportba tartozd szennyezések gyakran a termékhez hasonld polaritdsiak, nagysaguak és
tisztasdgdnak, ill. a szennyezésprofilnak a felderitéséhez eltérd szelektivitdsi €s nagy
hatékonysagu elvalasztdstechnikai moddszerekre volt/van sziikség. Ahhoz, hogy minden
szennyezOt felderitsiink, sosem elegendd egy modszer vagy technoldgia: tobb egymadssal
ortogondlis (kiillonbozd elven miikodo) elvalasztastechnikai eljardsra van sziikség. Kiegészitd
jellegli modszerek egymas melletti alkalmazasa esetén nagy az esélye annak, hogy minden, a
detektdlasi szint feletti mennyiségli szennyezést meg lehessen kiilonboztetni a terméktol.
Peptidek elvélasztidsara, szennyezdinek felderitésére a kapillaris elektroforézis kivalo
alternativanak bizonyult a kiilonbozé tipusi HPLC-s elvdlasztisok mellett. Ez annak
koszonhetd, hogy a kapilldris elektroforézis gyors, egyszerli, kdnnyen automatizalhato,
mennyiségi elemzésre is haszndlhaté, de mindenekeldtt nagyhatékonysdgu moddszer
vizoldhato kis mennyiségii peptidek, fehérjék kis térfogatban torténd elvalasztasara.

A kapillaris zonaelektroforézisben az elvdlasztds a toltéssel rendelkezé peptidek

elektromos erdtérben torténd eltérd vandorlasi sebességével magyardzhatd, melyet a peptidek
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kiilonbozd toltés/méret ardnya okoz. A peptidek toltését az oldészer pH-ja erdsen
befolydsolja, mert ionizalhaté csoportjainak protonaltsdga a puffer H'-ion koncentréci6jatdl
fligg. A toltések szdma a Henderson-Hasselbalch egyenlet alapjan szdmithaté ki. Néhany
galanin peptid (1asd 2.3.3. fejezet) ionizéltsagi allapotanak pH fiiggését mutatja az 1. dbra. A
pH kis véltozdsa a nettd toltésszdm jelentds valtozdsat okozhatja, kiilondsen az amino- €s

karboxilcsoportok pK; értékei kornyékén.

Toltések szama
[l

1. dbra
Galanin peptidek ionizaltsagi dllapotdnak fiiggése az oldat pH-jatol
= hGAL[1-30], == hGAL[1-19], == hGAL[1-16], == hGAL[17-30], == hGAL[26-30]

Peptidek vizsgdlatdban a kapilldris elektroforézis nem valt annyira elterjedtté, mint pl.
a fehérjék analitikdjaban (kiilonboz6 CE moddszerekkel karakterizdlhatok az egyes fehérjék,
pl. rekombindns fehérjék), kimutathaték izoformdik, mennyiségileg mérheté expresszids
szintjiilk, meghatdrozhaték kolcsonhatdsaik stb.), de mint azt a rendszeresen megjelend
osszefoglald cikkek is igazoljak [41, 42], a kutatdsban valé haszndlata sokrétli. Az aldbbi
felsorolas a teljesség igénye nélkiil a peptidkutatds azon teriileteit mutatja be, ahol ma a

kapillaris elektroforézist hasznaljak:

A., Analizis
— mindségellendrzés, tisztasigmeghatarozas,
— peptidek azonositdsa bioldgiai matrixbol,
— peptidek kémiai és enzimatikus reakcidinak, fizikai vdltozasainak
monitorozasa,

— aminosav- és szekvencia-analizis,
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— peptidtérképezés,
— kiralis analizis, sztereoizomerek elvalasztasa
B., Mikropreparativ elvalasztdsok

C., Peptidek fizikokémiai karakterizalasa

A nagyhatékonysdgi elvalasztdsi modszerek, de kiilonosen a HPLC bevezetése a
peptid- és fehérjekutatdsba forradalmasitotta a bioldgiai tudomédnyokat, (viszonylag) egyszerii
modon lehetdvé téve ezen biopolimerek gyors és nagy hatékonysdgu elvédlasztisat, érzékeny
detektdldsat, azonositasat és kvantitativ meghatarozasat. Az eredményeken keresztiil segitett
és segit megérteni kiillonbozd bioldgiai folyamatokat, és meginditotta az utat a peptid és

fehérje-alapi diagnosztikumok, gyégyszerek kifejlesztéséhez.

Ebben a fejezetben bioldgiailag aktiv peptidek eldallitdsardl, tisztitasarol,
nagyhatékonysdgid elvdlasztastechnikai  mindsitésiikrol és  bioldgiai  tulajdonsigaik

vizsgélatar6l szamolok be.

2.2. CELKITUZESEK

A., HPLC kontroll-médszer kifejlesztése caerulein szintézisének optimalizdlasara; a
caerulein preparativ kromatografids tisztitdsa és mindségellendrzése nagyhatékonysagu

elvalasztasi modszerekkel.

B., Szintetikus peptid toxinok (charybdotoxin, iberiotoxin) diszulfidhidjainak kialakitasa
HPLC-kontroll mellett; preparativ kromatografids tisztitdsuk, mindségellendrzésiik

nagyhatékonysagu elvalasztasi modszerekkel.

C., Szintetikus galanin analégok és fragmensek preparativ kromatografids tisztitdsa,
minOségellendrzése nagyhatékonysagu elvélasztasi mdoddszerekkel, fizikai-kémiai

paraméterek vizsgalata nagyhatékonysagu elvalasztasi eljarasokkal.

D., Foszforildlt peptidek elddllitdsa, tisztasdgvizsgdlata és kindzok aktivitdsanak

meghatdrozasa kapillaris elektroforetikus médszerekkel.

E., Tumorellenes hatdssal rendelkezd luteinizdléhormon-felszabadit6 hormon analégok
(luteinizing hormone-releasing hormone, LH-RH vagy gonadotropin-releasing hormone,
GnRH) szintézise. Preparativ és analitikai HPLC alkalmazédsa tiszta termékek

eldallitasara, biologiai hatdsuk vizsgdlata.
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2.3. BIOLOGIAILAG AKTIV PEPTIDEK ELOALLITASA, ANALIZISE ES
HATASAINAK VIZSGALATA

2.3.1. Caerulein [II]

A caeruleint (ceruletid) 1967-ben izolaltak el6szor ausztrdl zold levelibéka (Litoria
caerulea, kordbban Hyla caerulea) bérébdl [43]. A tiz aminosavbol all6 peptid, szerkezetét és

hatasat tekintve hasonl6 a hasnyéalmirigy kolecisztokinin peptidjéhez:

Glp-GIn-Asp-Tyr(SO3zH)-Thr-Gly-Trp-Met-Asp-Phe-CONH,

2. abra
A caerulein aminosavszekvencidja

Stimuldlja a gyomor, az epe és a hasnydlmirigy kivdlasztisat és bizonyos simaizmok
mukodését [44]. Gyulladasos folyamatokat indit, igy pl. hasnyalmirigy-gyulladast indukal,
ezért haszndlatos az epehdlyag, az epeutak és az emésztérendszer radioldgiai
diagnosztikdjdban, hasnydlmirigy miikodési zavarainak diagnosztikdjdban, ill. a paralitikus
ileum posztoperativ kezelésében [45].

Szintetikus elddllitdsa a benne 1évd érzékeny aminosavak (Met, Trp), a két szulfatdlhatd
csoport (Thr, Tyr) egyiittes jelenléte €s a szulfatészter labilitdsa miatt nehéz, ezért eldallitasara

szamos stratégiat kiprobaltak [46, 47], de ezek nem vezettek j6 hozami mddszerhez.

Kisérletek

A caerulein elddllitasara két klasszikus oldatfazisi €s harom szilardfazisu stratégia
kiprébaldsa utdn legjobban a szilardfdzisi szintézist kovetd szulfatdlas valt be (MBHA-
polimer, Boc-kémia). A szintézis kulcslépése a Tyr-szulfatészter kialakitds, melyet egy Uuj
reagens, a piridinium-acetilszulfat segitségével végeztiik el [48]. A szulfatdlast a kozbenso,
nem-szulfatészter peptid preparativ tisztitdsa utdn végeztik el. A végsd HPLC tisztitast
KNAUER HPLC késziiléken, gradiens eluensrendszer alkalmazdsival hajtottam végre. A
termék tisztasdgat forditottfazisi HPLC-vel és kapilléris elektroforézissel (BioFocus 3000

késziilék, BioRad, USA) hatdroztam meg.

Eredmények és megbeszélésiik

A caerulein szintézisére sem az oldatfazisi fragmenskondenzéicié (6+2+2, ill.
1+142424242), sem a Fmoc-Tyr(SOs;Na)-OPFP felhasznéldsaval tortén szildrdfazisu

szintézis nem vezetett megfeleld0 mennyiségli és tisztasdgu termékhez, ezért a Tyr-
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szulfatészter kialakitdsat a szilardfazisu szintézissel elkészitett és megtisztitott peptidlanc
utdlagos szulfatdlasaval végeztiik el. A DTT hozzdaddsa a hasit6 elegyhez megvédte a Met-t

és Trp-t az oxid4ciotdl, konnyebben tisztithaté atmeneti terméket eredményezett (3. dbra).

0.25 A 0.25 B 0.25 C
0.2 0.2 0.2
4
0.15 o l 0.15 4 0.15
|

0.1+ 0.1 0.1

Abszorbancia {230 nm)
Abszorbancia {230 nm)
Abszorbancia {230 nm)

1Ll

0 0 0 T
0 5 10 15 0 5 10 15 0 5 10 15
1dé (perc) 1dé (perc) 1d6 (perc)
3. abra

Caerulein-szintézis nyerstermékének kromatogramjai: Boc-véddcsoport eltdvolitasa (A) DTT nélkiili, (B) DTT-t
tartalmazé TFA oldattal. Caerulein szulfatészter-képzés reakciéjanak nyersterméke (C)
4 x 250 mm LiChrosorb RP-18 oszlop, 0,2% ecetsav-acetonitril eluens, dramlasi sebesség 1 ml/perc, 230 nm
(caerulein: piros nyil, caerulein-szulfatészter: zold nyil)

A peptidszintézis utidn, de a szulfatdlds el6tt a nyerstermék tisztitdsat 100 mg-os mennyiség
esetén 16 x 250 mm-es tisztitdsit HPLC (4. dbra), mig grammos tételeknél BUCHI MPLC
rendszeren: 30 x 300 mme-es, all6fazissal (Vydac C18, 15-30 um, 300 A) hazilag toltott
oszlopon 0,05 M TEAP (pH 6,5) — acetonitril eluenssel végeztem. A szulfatészter-csoport
kiilonleges savérzékenysége miatt olyan HPLC-rendszert dolgoztam ki, amely lehetdvé tette a
peptid-szulfatészter bomlds nélkiili tisztitdsat (0,2% ecetsav-acetonitril eluensrendszer). A
kétlépcsds nagyhatékonysagu kromatografidval > 98% tisztasagu caeruleint allitottunk eld (5.
abra). Az analitikai HPLC-vel végzett vizsgalat alapjan a 3. frakcié bizonyult a
legtisztabbnak, mig a micellaris elektrokinetikus kromatografidval (MEKC) ebben a mintdban
is mutatott ki egy lassabban vandorl6 szennyezést.
A termék RP-HPLC retenciés ideje €s kiilonboz tesztekben mutatott bioldgiai tulajdonsédgai
megegyeztek a kontrollként alkalmazott TAKUS® inj. (Farmitalia, Olaszorszag)
preparatummal.

A caerulein elddllitdsara kidolgozott mddszeriink olyan jol sikeriilt, hogy késObb

epehdlyag-diagnosztikai célra 10 g-os tételben is elkészitettiik.
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4. abra
Caerulein nem-szulfitészter peptid preparativ tisztitdsa (a szdmok a gytijtott frakcidkat jelzik).
16 x 250 mm Lichrosorb RP-18 (10 um, 100 A), 0,2% ecetsav — acetonitril, 2 ml/perc, 220 nm

A 0,25 7 0,25 B

0,2 4 0,2 0,04 0,04
€
s #2 #3 = #2 #3
wn
<
8'_ 0,15 4 0,15 S
5] o~
= <
& ‘S 0,02 0,02
2 g
§ 0,1 1 0,1 1 3
2 5
e E
i 0,05 -J \k"w--l'l_}—/
M L \ . ° \L.a._JA_J——/

]
0 5 10 15 20 0 5 10 15 20 0 5 10 15 0 5 10 15
id6 (perc) id6 (perc)

5. abra
A caerulein-szulfatészter preparativ kromatografias tisztitasi frakcidinak (#2, #3) ellenérzése
(A) analitikai HPLC-vel és (B) MEKC-val
HPLC: 4 x 250 mm LiChrosorb RP-18 (10 um), eluens 0,2% ecetsav 35% acetonitril, 1 ml/perc,
MEKC: 50 um x 50 cm kvarc kapilldris, 0,01 M nétriumborét + 0,005 M foszfat + 0,05 M SDS pH 8,0, 18 kV

2.3.2. Peptid toxinok [III]

A skorpidk az egyik legdsibb, tobb, mint 400 millié éves dllatcsoport a Foldon.
Erdekes élélények, kiilonlegesen hosszii evoliiciés idejiik, orvosi felhaszndldsuk és
méregmirigyiilk miatt. A skorpidoméreg szamos bioldgiailag aktiv komponenst, igy enzimeket,
peptideket, nukleotidokat, lipideket, mukoproteineket, biogén aminokat és egyéb mds anyagot
tartalmaz. Egyes fajok csipése csak a gerinctelen allatokat 6li vagy bénitja meg; mig egy

masik fajta skorpidméreg az emberre is haldlos lehet, mert megbénitja a szivet és a mellkasi
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izmokat ellat6 idegeket. A skorpidoméreg legjobban tanulmanyozott csoportja a peptidtoxinok,
melyek felismerik a sejtmembrin ioncsatorndit €s receptorait. A toxinoknak négy csoportjuk
ismert, melyek a K*, a Na*, a Cl és a Ca®* csatorndkkal 1épnek kolcsonhatdsba. Koziiliik j6l
ismertek az el0szor Leiurus quinquestriatus-bol izolalt charybdotoxin és a Buthus tamulus-bol
izolalt, vele 68% homoldgidt mutatd iberiotoxin. Mindkét peptid specifikusan blokkolja a K*-
csatorndkat, azok intracelluldris rész€hez kapcsolddva megakadalyozzak az ionok
transzportjat. A Ca-aktivdlt K'-csatorndk fontos szerepet jitszanak az artérids nyomds
szabdlyozdsaban, a sima €s harantcsikolt izmokban, blokkol4suk az idegrendszerben nagyfoku
idegizgalmat hoz létre.

A legtobb skorpidtoxinnak hasonld, konzervalt szerkezete van, melyben egy a-hélixet és 2-3
B-réteg szerkezetii antiparalel peptidlancot 3-4 diszulfid hid tomor globuldris szerkezetiivé
alakit. Mind a charybdotoxin, mind az iberiotoxin 37 aminosavbdl all6 minifehérje (6. abra),

melyben a harmadlagos szerkezetet 3 diszulfidhid alakitja ki [49].

Glp-Phe-Thr-Asn-Val-Ser-Cys-Thr-Thr-Ser-Lys-Glu-Cys-Trp-Ser-Val-Cys-GIn-Arg-

-Leu-His-Asn-Thr-Ser-Arg-Gly-Lys-Cys-Met-Asn-Lys-Lys-Cys-Arg-Cys-Tyr-Ser-COOH

Glp-Phe-Thr-Asp-Val-Asp-Cys-Ser-Val-Ser-Lys-Glu-Cys-Trp-Ser-Val-Cys-Lys-
-Leu-Phe-Gly-Val-Asp-Arg-Gly-Lys-Cys-Met-Gly-Lys-Lys-Cys-Arg-Cys-Tyr-GIn-COOH

6. abra
A charybdotoxin (fenn) és az iberiotoxin (lenn) aminosavszekvencidja és a diszulfidhidak elhelyezkedése
természetes toxinokban

Bar a peptidek szildrd fazisu szintézisére szdmos probalkozds tortént, a draga Fmoc-stratégidn
tdl a leirt médszerek hatékonysdga meglehetdsen alacsony (<1%) volt [50]. Peptideket lehet
jobb termeléssel eldallitani, azonban a bioldgiailag aktiv, 3 diszulfidhidat tartalmazé termék
elkészitése 1igazi kihivds volt. Vita és mtsai a charybdotoxin és fragmenseinek
tisztasagellendrzésére kapillaris zonaelektroforézist hasznaltak [51]. A skorpidtoxinok fontos
farmakol6giai segédeszkozok kiilonbozd szovetek Ca-aktivédlta K'-csatorndk szabdlyozdsi

mechanizmusédnak felderitésében, ezért biologiai kisérletekhez eldallitottuk a két toxint.
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Kisérletek

A peptideket PAM gyantdn Boc-startégidval jo hatasfokkal szintetizaltuk, majd
kidolgoztunk egy eljarast a diszulfidhidak kialakitdsara: a peptideket (0,05 M) 2 M karbamid,
0,1 M glicin és 0,1 M NaCl 8,7 pH-ju oldatdban egy éjszakan at kevertetve levegén oxidalva
zartuk az SH-csoportokat diszulfidhidda. A nyersterméket preparativ RP-HPLC-vel
tisztitottuk (7. abra), majd a termékek minOségét analitikai RP-HPLC-vel, kapillaris

zonaelektroforézissel és FAB-tomegspektrometridval ellendriztiik.

7. abra

A charybdotoxin preparativ kromatogramja (a szamok a gytijtott frakciokat jelzik).
47 x 300 mm PrePak® C18 (15-20 um, 300 A), eluens A: 0,1% TFA, eluens B: 0,1% TFA-80% acetonitril,
Gradiens: 13-26% B/32 perc, dramldsi sebesség 80 ml/perc, 220 nm

Eredmények és megbeszélésiik

A szulfhidril-csoportok diszulfidhiddd torténd zardsat hig oldatban (0,05 M, 2 1)
végeztiik, ezért a reakcidelegyet nem injektaltuk, hanem rapumpadltuk a preparativ HPLC
oszlopra. A megtisztitott peptidek mindkét mindségellendrzési eljardssal > 99% tisztasagunak
bizonyultak (8. dbra), a standardokkal azonos retenciét mutattak, tomegiik az elméletileg
szamolttal egyezett, valamint nyul aorta-teszten a természetes peptidtoxinokkal azonos
aktivitdsinak mutatkoztak. Bar kiilon szerkezetigazold vizsgélatokat nem végeztiink, a fenti
bizonyitékok arra engedtek kovetkeztetni, hogy a diszulfid-hidak a természetes peptidekben

talalhatohoz hasonldan alakultak ki.
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8. abra

A charybdotoxin és az iberiotoxin A: HPLC kromatogramja (=, —) és B: CZE elektroferogramja (=, —)
HPLC: Vydac C18 (5 pm, 300 10\) oszlop, eluens A: 0,1% TFA, eluens B: 0,1% TFA-80% acetonitril,
gradiens: 6-21% B/20 perc a charybdotoxin, 16,5-30%B/20 perc az iberiotoxin analiziséhez
CZE: 50 um x 50 cm kvarc kapillaris, 0,1 M foszfat puffer pH 2,5), 18 kV

2.3.3. Galaninok [IV-X]

A galanin egy 29/30 aminosavbol all6 multifunkciondlis neuropeptid, melyet eldszor
sertés vékonybélbdl izolaltak [52]. Szerkezetét 1983-ban hatdroztidk meg, s nevét is ekkor
adtdk: N-termindlis glicint és C-termindlisan alanint tartalmaz. Azéta mintegy 20 gerinces
allatfajbdl izoldltak hasonld hatdsu peptidet (patkdny, birka, szarvasmarha, csirke, alligitor
stb.) [53]. A humadn galanint 1991-ben izoléltdk, s mindjart két, bioldgiailag aktiv formdjit
tudtak kémiailag jellemezni [54]. A GAL-gén az emlOsokben erdsen konzervalt, mintegy 85%
homoldgiat mutat, ebbdl kovetkezik, hogy a kiillonboz6 fajokbdl szarmazé galanin peptidek is
igen hasonldéak [55]. A humdn galanin kivételével mindegyik 29 aminosavat tartalmazé
linearis polipeptid, melynek C-termindlisa amidélt. A kisebb humén galanint 19, mig a
nagyobbat 30 aminosav épiti fel, s ez utdébbi szabad C-termindlis karboxilcsoportottal
rendelkezik. Harom faj kivételével az N-termindlis 15 aminosav mindenhol azonos, mig a C-
terminalis rész tobb-kevesebb eltérést mutat (9. dbra).

A galanin a szdmos szovetben kimutathatd, legnagyobb mennyiségben a kozponti és
periféridlis idegrendszerben €s a gasztrointesztindlis traktusban. Az agy idegsejtekben egyiitt

lokalizalédik tobb neurotranszmitterrel (acetilkolin, szerotonin, norepinefrin) és mads
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neuromodulatorral (Neuropeptid Y, P-anyag (Substance P), vazoaktiv intesztindlis peptid

(VIP)).

1 5 10 15 20 25 30
human GAL[1-30]OH GWTLNSAGYLLGPHAVGNHRSFSDKNGLTS-COOH

csirke GAL[1-29]NH, GWTLNSAGYLLGPHAVDNHRSFNDKHGET-CONH,
sertés GAL[1-29]NH, GWTLNSAGYLLGPHAIDNHRSFHDKYGLA-CONH,
patkany GAL[1-29]NH,  GWTLNSAGYLLGPHAIDNHRSFSDKHGLT-CONH,

9. abra
A human-, a csirke-, a sertés- és patkdny galaninok aminosavszekvencidja

Sertés és patkdny galaninnal végzett bioldgiai kisérletek bizonyitottdk, hogy a galaninok
széleskorti endokrin €s idegrendszeri hatdssal rendelkeznek [56]. Szabdlyozzdk pl. bizonyos
peptidhormonok (inzulin, gasztrin, szomatosztatin, novekedési hormon, prolaktin) és
neurotranszmitterek (acetilkolin, szerotonin, dopamin stb.) felszabadulasat, hiperpolarizaljak
az idegsejteket, hatdssal vannak az alvésra, taplalékfelvételre, a fajdalomkiiszobre, a kognitiv
funkcidkra, szabdlyozzdk a simaizmok Osszehuzdéddsat a gasztrointesztindlis és hugyuti
rendszerben, ami azt jelzi, hogy a galanin fontos szerepet jatszik az izmok és endokrin sejtek
idegi szabalyozaséaban.

Az aminosavszekvencidban 1év6 kis kiilonbségek messzemend hatdssal vannak a bioldgiai
aktivitdsukra, pl. a sertés €s a patkdny galanin gétolja a gliik6z-indukélta inzulin-szekréci6t
patkanyban és kutydban, azonban nem befolyésolja a szervezet inzulinkivéalasztdsat emberben.
Ez a jelenség is azt tdmasztja ald, hogy célszerli a galaninokat (a tobbi szabalyzé peptidhez
hasonl6an) autolog szervezetekben vizsgalni.

A kutatok, kiilonosen a neuroendokrinolégusokat érdekelte a hGAL kiilonb6zo
fiziologiai, farmakoldgiai €s pszichiatriai hatdsai, ezért szintetizaltuk a human galaninok teljes
szekvencidjat tartalmazé peptideket, N- és C-termindlis szegmenseit, a teljes csirke-, sertés- és
patkany galanint €s azok N- és C-termindlis darabjait. A szerkezet-hatds Osszefiiggések

vizsgélatdra a fentieken kiviil a galaninnak még kb. 40 analdgjét éllitottuk elo.

Kiseérletek

A peptideket szilard fazisti peptidszintézissel 1% Merrifield, MBHA ¢és Tentagel
gyantdkon allitottuk el6 sziikségszerlien Boc- vagy Fmoc-stratégiat alkalmazva. A termékeket

esetenként Sephadex G-25 oszlopon, de leggyakrabban szemipreparativ RP-HPLC-vel
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tisztitottuk. A peptidek tisztasdgat analitikai RP-HPLC rendszeren és két kapillaris
elektroforetikus rendszerben ellendriztem, szerkezetiiket aminosav-analizissel, FAB-, ill. ESI-
tomegspektrometridval azonositottuk, bioldgiai aktivitdsukat tobb rendszerben vizsgéltuk [57-

59].

Eredmények és megbeszélésiik

A Sephadex G-25 oszlopon végzett kromatografidt kovetd szemipreparativ vagy
kétszeres szemipreparativ  RP-HPLC tisztitds csaknem minden esetben nagy tisztasagu
peptidet eredményezett, amint az a frakcidk ellendrzésére szolgdld elvdlasztistechnikai
mddszerekkel kapott kromatogramok és elektroferogramok bizonyitanak (10. dbra). Néhany
humdén galanin peptid HPLC és MEKC kromatogramjai és CZE elektroferogramja a 11. dbrdn
lathatok. Micelldris elektrokinetikus kromatografidval, — melyben az elvdlasztds a mintdnak a
micella és a puffer kozotti megoszldsan alapul — hasonlé kromatogramot kaptam, mint a
forditottfazisi HPLC-ben, ami a két médszer rokonsdgara utal.

A humén, sertés, patkdny és csirke galaninok, valamint N- és C-termindlis
fragmenseik Osszehasonlitd kromatografids és kapillaris elektroforetikus vizsgéalatanak
eredményei, valamint gorcseldidézo hatdsa a Fiiggelék 1. tablazataban lathaték. A kozponti
idegrendszeri hatdsukrdl (acetilkolin felszabadulds) [58], oxitocin- és vazopresszin-
elvalasztast szabélyz6 hatdsukrol [59] munkatérsaink szdmoltak be.

A peptidek forditott fazisi kromatografids oszlopon mutatott viselkedését elsésorban
hidrofébicitasuk befolydsolja, ami az egyes aminosavak hidrofébicitdsainak Osszege. Az
aminosavak ezen tulajdonsdgainak szdmszerlsitésére nagyon sok kisérletes és statisztikai
modszer sziiletett (fazisatmenetek szabadenergiavdltozasdnak meghatdrozasa, folyadék-
folyadék megoszlas, feliileti fesziiltség mérése, RP-HPLC és mds kromatografids technikdk,
egyéb fizikai paraméterek mérése, hozzaférhetd feliilet szamitdsa stb.) [60, 61], melyek
aminosavakat és peptideket kiilonbozé szempontok szerint vizsgdlva sajat hidrofébicitdsi
skdaldkat éllitottak fel [62-64]. Az egyes aminosavak oldallancuktol fiiggden eltérd mértékben
aminosavak mindségétol.

A HPLC-ben a retenciés idé megbecsléséhez [IX] gyakran alkalmazott Bull és Breese [65],
Meek [66], Rekker [67] stb. skaldkat felhaszndlva azt tapasztaltuk, hogy a peptidek
hidrofébicitasa dltaldban novekszik a peptid tagszamanak novekedésével. Galanin peptideket

vizsgalva azt tapasztaltuk, hogy azok retenciés ideje j6 korrelaciét mutatott a
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10. abra

hGAL[1-19] preparativ tisztitasi frakcidinak (#2, #3, #4, #5, #6, #7) analitikai HPLC kromatogramjai (A), CZE
(B) elektroferogramjai, és MEKC (C) kromatogramjai,
HPLC: 4 x 250 mm Eurosil-Bioselect 300 C-18 (5 um), eluens A: 0,1% TFA, B: 0,1% TFA 80% acetonitrilben,
gradiens: 10-70%B/30 perc, 1 ml/perc,
CZE: 25 um x 24 cm kvarc kapillaris, 0,1 M foszfat puffer, pH 2,5,
MEKC: 50 um x 50 cm kvarc kapillaris, 0,01 M nétriumborét + 0,005 M foszfat + 0,05 M SDS pH 8,0, 18 kV,
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11. abra

Human galanin és fragmenseinek analitikai HPLC (A) és MEKC (C) kromatogramjai
és CZE elektroferogramjai (B)
HPLC, CZE: lasd Fiiggelék 1. tablazat, MEKC: 50 um x 50 cm kvarc kapillaris,
0,01 M borat-0,005 M foszfat puffer-0,005 M SDS (pH 8,0), 15 kV
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hidrofébicitassal (12. abra). A peptidek méretének novekedésével romlik a korrelacio a
retencid €s a hidrofébicitds kozott, mert a peptidekben mésodlagos, harmadlagos szerkezeti
formak alakul(hat)nak ki. Ez magyardzhatja azt, hogy az 1-29, 1-30 galaninok az 6sszes tobbi
peptidtdl elkiiloniilve, egy csoportban, a 12. dbra bal felsd sarkdban helyezkednek.

kapacitasi faktor (k')

T T T T T T T T T T T
-25000 -20000 -15000 -10000 -5000 0
Bull-Breese konstansok dsszege

12. abra
Osszefiiggés a galanin peptidek retenciéja (Fiiggelék 1. T4blazat) és a peptidek aminosavainak dsszegzett Bull-
Breese konstansai kozott

A peptidek eldciés sorrendjét (amely ardnyos a hidrofébicitdsukkal) a peptidek
tulajdonsagaitdl fiiggetleniil szdmos paraméter, igy a szilikagél fajlagos feliilete,
porusdtmérdje, boritottsdga, az elicids puffer tipusa, pH, a hdmérséklet stb. befolyasoljik.

A peptidek elektroforetikus mozgékonysidganak pH-fiiggését vizsgdlva 6t humén
galanin peptidet analizdltam 6 kiilonbozé pH értékli pufferben (13. dbra). A tobb mint 1
pozitiv toltést hordozé peptideknél a mozgékonysag a pH novelésével folyamatosan csokken,
mig a hGAL 26-30-¢ nem valtozik. A vizsgilatbdl is léatszik, hogy peptidek kapillaris
zonaelektroforetikus elvdlasztasara a savas pH (pH 2-3) kedvez6, mert ilyen koriilmények
kozott az 6sszes amino- €s karboxilcsoport protondlva van, aminek kovetkeztében mindegyik
peptid a katdd felé vandorol.

A pH nemcsak a peptidek nettd toltésére van hatdssal, hanem befolydsolja az
elektroendozmotikus aramlést is. Alacsony pH-n a kvarc kapillaris faldn a szilanolcsoportok
protondltak, melynek hatdsdra az EOF csaknem nulla. A pH novelésével véltozik a kapillaris
feliilete, a szilanol OH-csoportok disszocidlnak, melynek kovetkeztében az EOF novekszik,

de az csak pH=4 felett valik jelentdssé. Masrészrél a pH emelésével megnd a peptid és a
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kapillaris fala kozotti ionos kdlcsonhatds lehetdsége. Ennek kikiiszobolésére a kapillaris belsd

falat szokas bevonni valamilyen hidrofob polimerrel (pl. poliakrilamid, polivinil-alkohol stb.).

mozgékonysag (10*cm?/VS)

pH

13. abra
Human galanin és fragmensek elektroforetikus mozgékonysdgéanak fiiggése az elektrolit kémhatasatdl
(0,1 M nétrium-foszfat, pH 2,5-5,0)
== hGAL[1-30], == hGAL[1-19], == hGAL[1-16], == hGAL[17-30], == hGAL[26-30]
Az elektroforetikus mozgékonysag fiigg a peptidek nagysagitol, alakjatol és toltésétol. Két
modellben [68, 69] vizsgdlva a humdn galanin peptideket, alacsony pH-n j6 linedris
korreléacidt taldltam a fenti fizikai-kémiai paraméterek, igymint az aminosavak szama (n), a
peptidek molekulatomege (M) és toltése (g), valamint az elektroforetikus mozgékonysag

kozott: 1n[q+1]/no'43 Osszefiiggés esetén ¥ =0,9958, q/Mz/3 hanyadost alkalmazva pedig P =
0,8973. Az ardnyossdg a pH novelésével csokkent, s pH 4 {o16tt el is tiint [IV].

2.3.4. Foszfopeptidek [XII-XIV]

A sejtfolyamatok szabdlyozdsa a membrdnon torténd jeldtviteli mechanizmusokon
keresztiil torténik, mely magaban foglalja kiilonféle enzimek kozvetlen vagy kozvetett médon
torténd aktivédldsat. A jelatviteli folyamatok sordn aktivdlédé enzimek kozé tartoznak a
fehérjék reverzibilis foszforildcigjat katalizalo protein kindzok és foszfatazok, melyek szamos
fehérje foszforilacids szintjének kialakitdsdban jatszanak szerepet, ezzel pl. a metabolikus
folyamatokat, a sejtciklust, a sejtek alakvaltozasat, kontraktilitdsat, migraciéjat, a
sejtnovekedést és differencidlodast, valamint a sejthalél folyamatét is szabalyozzdk.

A human proteom fehérjéinek tobb, mint 1/3 része foszfoprotein és human genom kb. 5%-a a

fehérje foszforilalo kindz és defoszforilalo foszfatiz csalddok fehérjéit kdédolja. Ezek az
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enzimek megnovelhetik vagy éppen csokkenthetik mas enzimek, receptorok, szabalyzé
fehérjék, transzkripcids faktorok aktivitdsat, kijelolhetnek fehérjéket lebontédsra, szabalyozzdk
bizonyos fehérjék szubcelluldris kompartmentek kozotti mozgédsat, gatolhatjdk vagy
elOsegithetik a fehérje-fehérje kolcsonhatdsokat. Ezek a komponensek vagy folyamatok sok
esetben részei kiilonbozé jeldtviteli folyamatoknak. Igy a kindzok vagy foszfatizok
szintjének, aktivitdsdnak vagy lokaliz4cigjanak véltozasa hatdssal van ezekre a folyamatokra.
A humén proteomban tobb mint 500 fehérje kindz katalizélja a foszfatcsoport ATP-rdl
Ser/Thr €s Tyr aminosavakra torténd atvitelét. Mivel a kindzok sok életfolyamatban
kulcsszerepet jatszanak, ezért a legfontosabb gydgyszer-célponttd valtak.

A kindzok/foszfatazok aktivitdsdnak meghatirozasira szamos moddszer 1étezik, ezek egyike a
célfehérje potencidlis foszforildlasi helyeit magaban foglalé peptidek, foszfopeptidek
analizise.

Immunoldgiai folyamatokban a T-sejt receptorokon keresztil megvaldsuld
jelatvitelben a T-sejt receptor (TCR)/CD3 komplex {-ldnca jatszik kozponti szerepet [70]. A
receptor stimuldldsa utdn a C-ldnc intracelluldris szakaszénak szdmos Tyr-je foszforildlédik.
Sokdig nem volt ismert, hogy a foszforildlast milyen kindzok katalizdljak és a peptidlanc 7
tirozinja koziil melyek 1épnek reakcidba [71]. A T-sejt aktivdlds csokkentéséhez a fehérje
defoszforildlasara van sziikség, azonban annak helye, ill. foszfatiz enzimje sem volt
ismeretes. Ezen kérdések tanulményozdsédhoz szintetizaltuk a C-alegység 7 rovid, 1-1 Tyr-t
tartalmazo szakaszat (61nP. 69nP, 80nP, 106nP, 119nP, 138nP, 149nP) (14. abra), valamint a
megfeleld foszfo-Tyr peptideket (61P, 69P, 80P, 106P, 138P, 149P), majd biokémiai
kisérletekben vizsgaltuk, hogy milyen kindzok, ill. foszfatdzok okoznak foszforildltsdgi-szint

véltozast ezen peptideknél.

MKWKALFTAAILQAQLPITEAQSFGLLDPKLCYLLDGILFIYGVILTAL-

61nP 69nP 80nP
FLRVKFSRSAE PPAYQQGQNQLYNELNLGR REEYDVL DKRRGRD-

106nP 119nP
PEMGGKPQRRKNP QEGLYNELQKDKM AEAYSEIG MKGERRRGK-

138nP 149nP
GHDGLYQGLSTATKDTYDALHMQALPPR

14. abra
TCR/CD3 komplex {-lancdnak aminosavszekvencidja és szintetizdlt fragmansei (vastagitott ddlt betiivel)
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Foszfopeptidek kémiai eldallitdsa a peptidek szekvencidjatdl fiiggben kiillonb6zd szintézis-

stratégidk kidolgozasat kidolgozasat teszi sziikségessé [72].

Kisérletek

A TCR)/CD3 peptidek szintézise nem (Boc- és Fmoc-stratégia, TMBHA, ill. MBHA
gyantdn, DCC kapcsolds), azonban a foszfopeptidek eldallitdsa szdmos nehézségbe iitk6zott.
A megfelel6 reagens (foszforamidit) megtaldldsa utdn a peptid gyantdn, vagy hasitds utdni
foszforildlds (globdlis modszer) vezetett eredményre [73]. A peptidek szemipreparativ RP-
HPLC-s tisztitdsa utdn a végtermékek tisztasdgat analitikai RP-HPLC-vel és kapillaris
elektroforézissel (CZE és MEKC) ellendriztem (15. dbra). A kapillaris elektroforézis kivalo

mddszer foszfopeptidek analizisére is [74].

Eredmények és megbeszélésiik

Bar az alkalmazott RP-HPLC rendszerben az 0Osszes foszfopeptidiink tisztanak
bizonyult (> 95%), néhany esetben a MEKC kimutatott alacsony mennyiségli (1-10%)

szennyezést.

o
=
(2]

1

abszorbancia (200 nm)

0.02

N 80P

T T T T T 1
id6 (perc)
15. abra

Foszfopeptidek MEKC kromatogramjai
MEKC: 50 um x 50 cm kvarc kapillaris, 0,05 M SDS-0,01 M borat-0,005 M foszfat puffer (pH 8,5), 15 kV

A T-sejt aktivdldsa utdn a C-lanc foszforildcidjdban valdsziniilleg az src tirozin-kindz csaldd
p59™™ és p56' tagjai, ill. a syk csaldd (ZAP 70) jatszanak szerepet. Kisérleteink azt mutattak,

hogy 6 rovid peptidiink, melyek a fehérje konzervalt régidjabol szarmaznak, szubsztritjai az
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src kindzoknak, mig a 61nP peptid, mely nem konzervalt szakaszban helyezkedik el, in vitro
nem célpontja az az Ick és fyn src kindzoknak.

A C-lanc defoszforildldséért a tirozin-foszfatdz aktivitdssal rendelkez6 CD45 (a limfocita
sejtfelszini fehérjéje) tiinik felelésnek. Foszforilezett peptidjeinket szubsztratként hasznédlva a
kapilldris elektroforetikus eredményeink azt mutattdk, hogy a CD45 defoszforildlja a -
oligopeptideket (pl. a CD45 foszfatdzzal egyiitt inkubalt 138P eltlinik és atalakul 138nP

peptiddé) (16. dbra), igy szerepet jatszhat a T-sejt-aktivalas down-reguldcidjaban.

138P

0.03
E 0.02 138nP
f =
: \
o
s
s
(%)
=4
©
-g 0.01-
2 138nP+ 138P
<

j — 1k
o J CD45 +138P

0 2 4 6 8 10 12 14 16 18
id6 (perc)

16. abra
MEKC kromatogramok: a CD45 defoszforildlja a TCR/CD3 komplex {-ldncédnak fragmensét (138P — 138nP,
z0ld vonal); a 138nP és 138P peptidek egyiittesen analizdlva (barna vonal)
MEKC kériilményei azonosak a 15. dbran bemutatottakkal.

2.3.5. Tumorellenes LH-RH-konjugatumok eléallitasa és vizsgalata [XV-XVIII]

A luteinizdléhormon felszabadité hormon (luteinizing hormone releasing hormone,
LH-RH, mds néven gonadotropin-releasing hormone, GnRH, gonadotropin felszabadité
hormon) egy 10 aminosavbdl allé peptid (17. dbra), amely pre-pro-LH-RH form4jaban a
hipotalamusz idegsejtjeiben (arcuat magvak) termelddik [75]. A mar processzalédott LH-RH
pulzal6 médon a hipofizis portdlis keringésébe valasztédik ki [76], ahonnan a hipofizis eliilsd
lebenyébe jutva a GnRH-receptorok aktivédldsaval beinditja a gonadotropinok (follikulus-
stimuldld6 hormon, FSH; luteinizaléhormon, LH) szintézisét. Ez utdébbiak azutan az
ivarszervekre hatva novelik az androgén, 0sztrogén €s progeszteron termelését, szabalyozzdk

a nemi mukodést.
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Glp-His-Trp-Ser-Tyr-Gly-Leu-Arg-Pro-Gly-CONH,

17. abra
A luteinizaléhormon felszabadité hormon (LH-RH) szerkezete

Az LH-RH izolélasa és szerkezetének felderitése ota (Schally és Guillemin 1977, Nobel-dij)
[77, 78] tobb ezer szintetikus analdgjat allitottdk eld [79, 80]. Agonista €s antagonista
analégjait az endokrinolégidban és a ndgydgydszatban a fertilitds szabdlyozdsara, a korai
pubertds, endometridzis stb. kezelésére hasznéljdk, mig az onkolégidban a hormon-szenzitiv
emld és prosztatatumorok terdpidjaban elfogadott és széles korben alkalmazott hatéanyagok
[81].

Napjaink leghatékonyabb antitumor hatdsi LH-RH analégjaihoz az alapmolekula
szisztematikus moédositasaival, D-aminosavak és kiilonleges, nem fehérjealkoté aminosavak
beépitésével jutottak el [82]. A 6. és 10. poziciéban torténd helyettesités a természetes
hormonndl sokkal aktivabb és elhtiz6d6 hatdst agonistdkat eredményezett, mig az 1, 2, 3, 6 és
10 pozicidkban torténd valtoztatdsokkal FSH és LH felszabaduldst gatlé antagonistikhoz
jutottak [83, 84]. LH-RH szuperagonistdk haszndlatosak szexudlhormon és novekedési faktor-
fiiggd emlo és prosztatatumoros betegek kezelésére [85, 86]. A rdkos sejtek novekedésének
gatlasat egyrészt az LH-RH 4ltal okozott szteroid-szint csokkenés okozza, azonban ismert
ezen peptidek tumorsejtekre kifejtett direkt hatdsa is [87]. Ez a terdpia azonban nem tudja
megakaddlyozni az ugyanabban a tumoros szovetben esetleg jelenlévé hormon-independens
sejtek novekedését. Hormon- és kemoterdpia egyiittes alkalmazasa megoldést jelenthet ezekre
az esetekre. Ha egy hatékony LH-RH agonistdhoz vagy antagonistdhoz citotoxikus csoportot
kapcsolunk, akkor egy olyan ,,blivos golyd” (magic bullet) jon 1étre, melynek ,,célba taldldsat”
(a rékos sejt felszinén 1évo receptorokhoz torténd eljutdst) maga a hormon vezérli [88]. Egy
ilyen analég egyrészt rendelkezik az agonista, illetve az antagonista hormonalis hatdsaval,
masrészt mint a kemoterdpids hatéanyag hordozdja szerepel. LH-RH receptorok jelenléte
vagy megjelenése emld-, prosztata-, végbél-, ovarium- és agytumorokban mar ismert [89, 90).
Fekete és mtsai [91] kimutattak LH-RH receptorokat hormon-independens
hasnyalmirigyrdkban is. (Az LH-RH anal6gok internalizicidja leirt folyamat [92]).

A klinikailag hasznalt rakellenes gydgyszerek koziil szamos alkalmasnak latszott
peptidekhez val6 kapcsoldsra. Ezek vagy mar eleve tartalmaznak olyan funkciés csoportot,
melyeken keresztiil a kapcsolat kiépithetd, vagy az konnyen kialakithat6. Peptidek részérdl
azok szabad amino-, karboxil- és szulthidrilcsoportjai hasznélhatok fel a citotoxikus anyaghoz

torténd kapcsoldsra. Bioldgiai vizsgédlatok céljdra olyan LH-RH szarmazékokat
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szintetizdltunk, amelyek a sejtosztédas kiilonbozd féazisaira hatdé citosztatikus csoportokat

tartalmaznak a peptidrészhez kapcsolva.

Kiserletek

A citotoxikus csoportot hordozé LH-RH agonistdk és antagonistak prekurzorait szilard
fazisi peptidszintézissel, Boc-stratégidval DCC/HOBt kapcsoldssal allitottuk eld. A
prekurzorok nyerstermékének preparativ tisztitdsa utdn (21,2 x 250 mm Dynamax Macro (12
pm, C18, 300 A oszlop, Rainin, USA), 0,1% TFA-acetonitril gradiens) a citotoxikus csoportot
oldatfazisu reakciéban épitettem be a molekuldba, melyet ismételt HPLC-s tisztitds kovetett.
A termékek tisztasigit 4 x 250 mm W-Porex 5C18 (Phenomenex, USA) oszlopon

ellendOriztem.

Eredmények és megbeszélésiik

Citotoxikus csoportokat az agonista vagy antagonista hatdsud, 6 poziciéban D-Lys-nel,
v. D-Orn-nel, ill. ezek diamino-karbonsavakkal (A,pr, A,bu) szubszitudlt LH-RH
szarmazékaira épitettiilk be, de elkészitettilk annak roviditett, 6-7 aminosavat tartalmazé
véltozatat is (18. abra). Citotoxikus csoportként nem-specifikus alkilezOszereket (melfalén,
ciklopropidnkarbonsav) tartalmaz6 analégokat: antrakinon szerkezetli szubsztituenseket (2-
hidroximetil-antrakinon, doxorubicin), ill. antimetabolitot (metotrexat) épitettiink az R4, ill. R®
poziciokba. A nitrogénmustér tipusid melfaldn régéta ismert a klinikumban mint tumorellenes
gyogyszer [93]; a ciklopropan fesziilt gylir(ijébdl eredd nagy reakcidkészsége szintén jol
ismert. A doxorubicin rékellenes antibiotikumként hasznélatos a klinikai gyakorlatban [94],
az antrakinon szarmazékok bioreduktiv alkilezOszerként ismertek, mig a metotrexat (félsav

antagonista) az onkoldgidban hasznélatos gyégyszer [95].

A: Glp-His-Trp-Ser-R°>-R°(AX)-Leu-Arg-Pro-Gly-CONH,
B: Ac-D-Nal(2)-D-Phe(4Cl)-R®-Ser-R>-R°(AX)-Leu-Arg-Pro-D-Ala-CONH,
C: R'-Ser-Tyr-R*(AX)-Leu-Arg-ProNH-Et

18. abra
Citotoxikus csoportot tartalmaz6 agonista (A), antagonista (B) hatdsu teljes hosszisagu, ill. roviditett (C)
LH-RH analégok 4ltaldnos szerkezete, ahol R": acetil, acetil-Trp, indolilacetil, R*: D-Trp, D-Pal(3), R*és
R6: D-Lys, D-Orn szubsztitudlt szdirmazékai (AX) RS: Tyr, Arg
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A termékek tisztasdga, koszonhetéen a kétlépéses HPLC tisztitdsnak mindig nagyobb
volt 95%-ndl. Ehhez hozzdjarult az is, hogy a kromatografids frakcidk Osszeontésénél a
nagyobb tisztasdgra, mintsem a nagyobb mennyiségre torekedtiink. A melfalant tartalmazo
peptidek gyors tisztitdsdra a HPLC kiilonosen alkalmas, ugyanis a melfaldn vizes oldatban
instabil [96], konnyen elhidrolizdl. A kromatogréfids frakcidok jégben gylijtésével, majd
azonnali liofilizdlasdval biztosithatd volt a peptidek homogenitdsa. A metotrexat glutaminsav
részének o és y karboxilcsoportjai is reagdlhatnak a peptid aminocsoportjaval, ezért o és vy
amid egyarant képzodott. A két termék analitikai HPLC-vel megkiilonboztethetd, de
preparativen elvdlasztani csak egy vegyiilet esetében sikeriilt. NMR vizsgdlatok
megallapitottdk, hogy az eldszor eludlédé termék a vy-szubsztitudlt konjugitum, ami
egyébként jobban kotddik mellrdk sejtmembran receptorokhoz.

Az elballitott citotoxikus csoportot tartalmazé LH-RH termékek HPLC-s retencios
adatait, bioldgiai aktivitdsat, hipofizis- és mellraksejteken mért receptorkotést a Fiiggelék 2-4.
tdblazatai tartalmazzdk. Az agonista analégokban a D-aminosavnak koszonheté LH-RH
aktivitdsnovekedést a hidroféb citotoxikus csoportok beépitése tovdabb novelte. A legtobb
citotoxikus csoporttal monoszubsztitudlt agonista nagy affinitdst mutatott humén
emlOkarcinoma-sejtek LH-RH receptoraival szemben. Az AG-3, AG-8 és AG-9
konjugdtumok SKBr-3, MDa-MB-231 és T-47D, az AG-6, AG-7, AG-8 agonistdk MCF-7
emldkarcinoma-sejtvonalakon, az AG-6, AG-9 analégok PC-3 és LNCaP prosztata
sejtvonalakon mért [3H]—timidin—beépiilést gatl6 hatésa jelzi ezen analégok tumorndvekedés-
gatld hatdsat. Az antagonistak in vivo ovulacidgatlasat tekintve (Fiiggelék 3. tablazat) feltind
a D-Pal(3)’ anal6gok nagyobb aktivitdsa a D-Trp® analégokhoz képest. Az antagonista
analégok receptorkotése csokkent, de az ANT-3 és ANT-15 konjugatumunk kiemelkedden
nagy citotoxikus hatdst mutattak prosztatata-, mig az ANT-13, ANT-15 és ANT-17 anal6égok
tobbfajta emldkarcindma sejtvonalakon. Harom anal6gunk (AG-6, AG-9, ANT-15) in vivo
antitumor hatédsat osztrogén-fiiggetlen MXT tumoros egereken vizsgaltuk. Az antrakinont
tartalmaz6 agonista és antagonista konjugdtum jobban gétolta a tumor novekedését, mint az
egyediil adott ekvimoldris mennyiségli hormon vagy citotoxikus szer. A roviditett hexa- és
heptapeptid analégok agonista hatdst nem, de atipikus antagonista hatast mutattak (Fiiggelék
5. tdblazat). A hibrid molekuldk kotddnek hipofizis, huméan emld €s prosztata rdkos sejtek

receptoraihoz. MCF-7 eml6karcindmads sejteken kis citotoxikus hatdssal rendelkeztek.

Felhaszndlva az altalam eldallitott citotoxikus analégokat, kollégdim allatkisérletben
el0szor bizonyitottdk be, hogy ez a tipusu ,,magic bullet” miikddik, azaz a hormon célba

juttatja a hozzakapcsolt tumorellenes szert. Hordozoként més, a rakos sejt felszinén specifikus
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receptorral rendelkezd peptidet (pl. szomatosztatin, bombezin stb.) haszndlva egyéb
citotoxikus vegyiilet is eljuttathatd a hatds szinhelyére, csokkentve ezdltal az egészséges
sejtek karosodasat [88]. Tovabbfejlesztve az eredeti elgondoldsunkat, Nagy €s mtsai olyan
szomatosztatin-doxorubicin szdrmazékot allitottak eld, amely 500-1000-szer hatékonyabb

tumorellenes szer, mint a doxorubicin 6nmagéban [97].

2.4. DISZKUSSZIO

A végtermékek tisztasdganak, ill. szennyezésprofiljanak felderitéséhez, minden
komponens  elvdlasztdsdhoz  ortogondlis rendszerek alkalmazdsa  sziikséges. A
kereskedelemben kaphaté RP-oszlopok Oridsi valasztéka lehetdséget ad kiillonbozo
szelektivitdsi oszlopok kivalasztdsdra, amelyeken az elvélasztott komponensek eltérd
retencidja legfOképpen a minta-all6fazis kolcsonhatdsok kiilonbozdségén alapul. Egy-egy
kromatogréafids rendszer (egy adott all6- és mozgdfazis kombindcidja) jelentdsen eltérd
szelektivitdsi, azaz ortogondlis rendszer lehet. Az ilyen rendszerekben kiilonb6z6
elvalasztasokat lehet elérni az ismeretlen Osszetételii minta Osszetevdire, ezért megvan annak
a valoszinlisége, hogy minden komponenst felderithetiink. Bar az RP-HPLC rendkiviil
hatékony mddszer, azonban a kromatogramokon lehet néhdny kritikus teriilet, ahol nem
tudunk megfeleld felbontast elérmi. Az eltér0 elvalasztasi elven alapuld kapillaris
elektroforézis és RP-HPLC kozott potencidlisan nagy szelektivitas-kiillonbségek vannak
(ortogondlis rendszerek), ezért az ismeretlen Osszetételii mintdk analizisekor kiillonosen
eldnyos e két modszer egyiittes alkalmazasa. A kapillaris elektroforézis elektrolitjdhoz adott
adalékok, pl. ionpar-képzdk, ciklodextrinek, polimerek, komplex-képzOk, szerves savak,
feliiletaktiv detergensek (SDS), szerves olddszerek, ill. ezek kombinéciéi ortogondlis CE
elvdlasztasi rendszerekhez vezetnek (pl. MEKC, nem vizes CE).

Ortogonadlis elvélasztasi rendszerek haszndlata a szennyezések kimutatdsira egyre
nélkiilozhetetlenebb. A mintdk analizise néhany ilyen rendszerben nemcsak noveli az esélyét
minden szennyezd felderitésének, de megteremti a lehetdségét, hogy egy-egy minta
analizisére a legalkalmasabb mddszert vélasszuk ki. A rendszerek szelektivitdsbeli
kiilonbségei, kiillonosen MS detektalassal eldsegitik a mintdban el6forduld Osszes szennyezés
kimutatasat.

Peptidek rutinszerli  tisztasdgvizsgdlatira a forditottfazisi HPLC mellett
legalkalmasabbnak a vele (bizonyos szempontb6l rokon, de) ortogondlis micelléris
elektrokromatografids elvédlasztasi eljarast taldltam. Ezért a két modszer egyiittes
alkalmazasédval szintetikus peptidekre ki is dolgoztam egy tisztasagellendrzési protokollt,
melynek segitségével nagyobb valoszinliséggel ki lehetett mutatni a termék esetleges

szennyezéseit [ XIX].
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3. TOMEGSPEKTROMETRIA ES LC/MS ALKALMAZASA A
PEPTID ES FEHERJEKUTATASBAN

3.1. BEVEZETES

3.1.1. Tomegspektrometria

A tomegspektrometria miiszeres analitikai eljards toltéssel rendelkezd anyagi
részecskék tomegének, helyesebben tomeg/toltés ardnyanak (m/z) meghatarozasara.
Felhaszndlhaté atomok, molekuldk tomegének, vegyiiletek elemi Osszetételének, keverékek
anyagi 0sszetevOinek, valamint molekulak szerkezetének felderitésére. Ezeket a méréseket kis
anyagmennyiségii komplex mintdkbol, rendkiviili érzékenységgel lehet végrehajtani, de
ugyanakkor egy nagyon specifikus, pontos és reprodukdlhat6 kvantitativ moddszer all
rendelkezésiinkre. A tomegspektrometria ma vitathatatlanul egyike a legsokoldalibb
analitikai eljarasnak: azon til, hogy a kémia majdnem minden dgaban hasznalatos (szervetlen-
, szerves-, fizikai-, geo-, bio- és analitikai kémia), kdszonhetden az utébbi két évtizedben a
milszerek €s a moddszerek teriiletén bekovetkezett oridsi fejlddésnek, mind a bioldgia, az
orvostudomdny és az anyagtudoményok teriiletén nélkiillozhetetlen médszerré valt.

Az els6 tomegspektrométer megalkotdja Thomson angol fizikus volt [98], akinek neve
az elektron és az izotopok felfedezésével vilt ismertté. Munkdssdgaért 1906-ban Nobel-dijat
kapott. 1918-ban Dempster kifejlesztette az elektronionizacids ionforrast €s az elsd szektoros
magneses tomegspektrométert irdnyfokuszaldssal (szog). A tomegdefektus felfedezdje, Aston
megalkotta az elsd energiafokuszaldssal miikoddé magneses késziiléket (1922-ben Nobel-dij).
A kereskedelmi forgalomban az 50-es években megjelend, egyre megbizhatobb késziilékek
felkeltették a szerves kémikusok figyelmét is és egyre novekvo szamban kezdték alkalmazni a
legkiilonb6z6bb szerves preparatumok analizisére. Az elsé kozlemény aminosavak és
peptidek analizisérdl 1958-ban jelent meg [99]. A héttérben a fizikusok tovabb dolgoztak és
egymds utidn fejlesztették ki az ujabb és Ujabb analizdtorokat (linedris repiilési id6 [100],
ionciklotron rezonancia [101], kettds fokuszalds [102], a kvadrupdl és ioncsapdés [103]). Az
ekkor kifejlesztett ioncsapdds analizatorért Paul és Dehmelt 1989-ben fizikai Nobel-dijat
kapott. Amig az elsd ,.kapcsolt technikat” a GC-MS-t 1956-ban kidolgoztdk [104], addig a
masik elvélasztistechnikai médszernek, a folyadékkromatografidnak tomegspekrometridval
valo Osszekapcsoldsdara 20 évet kellett varni [105]. A technika haszndlatit azonban a
tomegspektrométerbe bevezethetd kicsi, alig néhdny pl/perc dramldsi sebesség és a
rendelkezésre 4ll6, hodérzékeny és nagyobb molekulatomegli vegyiiletek analizisére

alkalmatlan elektronimpakt (EI) és kémiai ionizéciés (CI) technikdk gétoltdk. A folyamatos
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aramlasu ,,gyors atom bombézdsos” (FAB), a termospray és a ,,particle beam” interface-k
haszndlata segitette az LC-MS technika terjedését, azonban az igazi, robbandsszer(i attorést az
atmoszférikus nyomdasu ionizaciés mddszerek, az ,,atmoszférikus nyomdsu kémiai ionizaciés”
(APCI) és az elektrospray ionizacios ionforrasok (ESI) kifejlesztése [106] hozta. A ,,matrix
segitette 1ézer deszorpcids ionizaci6” (MALDI) kidolgozasdval [107] elharult az akadély a
biopolimerek érzékeny vizsgilata eldl. Fenn és Tanaka, a ,ladgy” ionizdciés moddszerek

kifejlesztéséért 2002-ben Nobel dijat kaptak.

3.1.2. A tomegspektrometria alkalmazasa peptidek, fehérjék analitikajaban

A nagyobb molekulatomegli, poléris vagy héérzékeny mintdk, pl. a biomolekuldk,
biopolimerek (peptidek, fehérjék, nukleotidok, nukleisavak stb.) tomegspektrometrids
analizisére a ,lagy” ionizaciés technikdk (ESI, MALDI) megjelenéséig nem volt lehetdség,
mert nem allt rendelkezésre olyan ionizdciés moddszer, melynek sordn ezen anyagok
ionizdcidja és gazfazisba torténd bevitele bomlés nélkiil végbement volna.

Biopolimerek jellemzésének elsd 1épése a molekulatomeg meghatirozdsa. A 70-es évek
végéig erre a célra elektroforetikus, kromatografids és ultracentrifugaldsos moddszereket
hasznaltak. Az eredmények nem voltak megfeleléen pontosak (4tlagosan 10-100% relativ
hiba), mert a meghatarozdsok csak egy, a molekulatomeggel valamilyen kapcsolatban &ll6
mads paraméteren (konformdcid, hidrodinamikai, v. Stroke-sugédr), s nem annak direkt mérésén
alapultak. A kovetkezd 1épés a peptidek, fehérjék aminosavszekvencidjanak meghatarozasa.
Erre a célra csaknem kizarélag az Edman-lebontds alkalmaztak. Az Edman-lebontds azonban
csak a természetes, nem moddositott aminosavakra miikodott jol, N-termindlison blokkolt
peptidekre nem volt haszndlhatd, valamint korldtozott hosszisdgi N-termindlis szakasz
szekvendldsara volt képes. A tomegspektrometria, koszonhetden a bevezetett ,lagy”
ionizdcids technikdknak €s a nagyobb molekulatomegek meghatdrozasara is alkalmas
analizatoroknak, csak az 1990-es évek elejére valt meghatarozé analitikai modszerré a peptid
és fehérjekémia, majd késobb az élettudomanyok teriiletén. Tdl azon, hogy a peptidek és
fehérjék molekulatbmege pontosan meghatarozhatd, képes azok szekvencidjanak
meghatdrozasédra is, kiilonosen ha tandem tomegspektometridt haszndlnak. A peptidek és
fehérjék tomegspektrometrids fragmentéacidja tomeginformacidkat ad, amit fel lehet hasznélni
a peptid/fehérje azonositidsdra, de novo szekvendldsdra €s nem utols6 sorban poszt-

transzl4cids és egy€b kovalens mddositdsok azonositdsara és lokalizdlasédra [108- 114].
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A tandem tomegspektrométer iitkozési régidjaban az ionok semleges gdzatomokkal, pl. Ar
atomokkal iitkoznek. Az energiadtaddssal jard iitkozések hatdsara ,,iitkozEés-indukalta
disszociacié” (,,collision induced dissociation”, CID vagy metastabil fragmentiacié (PSD))
jatszodik le, melynek sordn a peptidlanc elére megjdsolhatéan, tobbnyire az amid kotések
mentén, a karbonil- és az aminocsoport kozott hasad (fragmentdlddik). Egyszeres toltésii
ionokndl a disszocidcié pozitiv iont és semleges fragmenst eredményez, mig tobbszoros
toltésti ionokndl mindegyik fragmentum hordozhat toltést. Ha ez a toltés az N-termindlison
helyezkedik el, akkor b-ionokrdl, ha a C-terminélison, akkor y-ionokrél besz€liink [115, 116].
Az als6 indexben 1évo szam az adott lancvégtdl vald pozicidt jelzi. Az egymads melletti két b-
vagy y-ion kozotti kiilonbség megfelel a kozéjiik esé aminosav-maradék tomegének. Nagyobb

energidju litkozések hatdsdra a és x, ill. ¢ és z ionok is 1étrejohetnek (19. dbra).

X3 Y3 23 X2 Yo 2o X9 Y1 Z4

R 0 R; 0

ML
HZN’/l\\“/ \T/ ” \"/ OH

O| |Ry O| |Ry

a; by cq ay by ¢ az by c3

19. abra
Peptidek fragmentacidjanak szabdlyai
(a szines fiiggbleges vonalak a kotések hasadasi helyeit jelolik)

A fragmentacids szabdlyok ismeretében és megfeleld gyakorlat megszerzése utdn a peptidek
MS/MS spektruma megfejthetd és a peptid aminosavsorrendje (AA1-AA2-AA3-AA4)
felirhato (20. abra).

12 Y2 Y3 prekurzor
<« AA3 >l AA2 >l AA1
< AA2 >l AA3 Sl AA4 >
20. abra

Egy tetrapeptid elméleti MS/MS spektruma b-, ill. y-ionok sorozatdval, melybdl a szekvencia megfejthetd
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Manapsdg a proteomikai vizsgélatokban esetenként tobb ezer MS/MS felvételt kell
kiértékelni, ami szoftverek alkalmazdsa nélkiil irredlis vallalkozas. Fehérjék szerkezetének
megallapitdsdra szolgédlé tovabbi tomegspektrometrids modszerekrél a 4.1. fejezetben lesz
Sz0.

A teljesség igénye nélkiil felsorolom a peptid és fehérjekémia azon teriileteit, ahol a
tomegspektrometria ma mar nélkiillozhetetlen. (Ide irhatndam a 2.1.3. fejezetbdl a HPLC
alkalmazdsanak lehetOségeit is, mert azt tomegspektrometridval kiegészitve sokkal tobb

informdcioét nyerhetiink a vizsgélt biopolimeriinkrdl.)

— Peptidek és fehérjék molekulatomegének meghatdrozasa

— Izolalt fehérjék (HPLC, PAGE) primer szerkezetének felderitése ,,peptid tomeg
térképezés” és MS/MS moddszerekkel

— Tisztitott fehérjék mikroheterogenitdsainak vizsgalata

— Rekombinans technikdkkal eldallitott fehérjék, antitestek aminosav szekvencidjanak
megerdsitése

— Ko- és poszt-transzlacios modositasok detektdlasa, azonositasa és lokalizdlasa

— Diszulfid hidak helyeinek feltérképezése

— Fehérjebontési termékek, metabolitok azonositisa

— Nem-kovalens kolcsohatasok vizsgélata

— fehérje-ligandum, antigén-antitest kotddések vizsgélata

— Enzimek aktiv helyeinek felderitése

— Fehérje "folding", magasabb rendl struktirak vizsgédlata

3.1.3. Folyadékkromatografia-tomegspektrometria (LC/MS)

A biopolimerek analizisében az igazi attorés akkor kovetkezett be, amikor a két,
kiilon-kiilon is kiemelkedd képességli analitikai modszert, a nagyhatékonysagu
folyadékkromatografiat és a tomegspektrometridt sikeriilt 6sszekapcsolni.

A tomegspektrometria ereje abban rejlik, hogy a legtobb vegyiilet (tandem) tomegspektruma
elég specifikus ahhoz, hogy abbdl a vegyiiletet nagy megbizhatésaggal, esetleg minden
kétséget kizdr6an azonositani lehessen. Azonban, ha a mérni kivant vegyiilet valamilyen
matrixban van jelen, a beldle nyert tomegspektrum tartalmazni fogja az Osszes ionizalt
komponenst, ami — kiilondsen, ha vegyiiletiink minor komponens — bizonytalannd, esetleg

lehetetlenné  teszi azonositdsat. A  kromatografia elvélasztoképességének és a
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tomegspektrometria tomegmérési képességének kombindldsdval 1étrejott ) analitikai
mddszer, az LC-MS nagyszerlisége abban van, hogy a hasonlé vagy azonos retencids
tulajdonsagokkal rendelkez6 mintakomponenseket kiillonbozé tomegspektrumuk alapjan
differencidlni tudja. Tdl a mindségi informacién, LC-MS-sel olyan mennyiségi
meghatarozasokat is el lehet végezni, mely csak LC alkalmazasaval (a nem tokéletes
elvélasztds miatt) nem lett volna kivitelezhetd.

A két moddszer Osszekapcsoldsara kiilonféle probdlkozasok voltak, hogy a f6
inkompatibilitdsi problémadkat legydzzék [117]. Az elektrospray ionforrast eredetileg Kkis
aramlési sebességli belépd folyadékra tervezték. Ahhoz, hogy a HPLC-ben altalanosan
haszndlt 1 ml/perc dramlési sebességll elvilasztast tomegspektrométerrel detektélni lehessen,
az elitumot 1/100-1/1000 ardnyba leosztottdk, s a kisebb hédnyadat vezették be a
tomegspektrométerbe. A nagyobb, 10-1000 ul/perc sebességek haszndlatdhoz pneumatikus
rasegitésre van sziikkség, amit leggyakrabban nitrogéngaz bevezetésével oldanak meg. Az
tapasztaltdk [118], hogy bar a tomegspektrométer tomeg-aram tipusd detektor, a
folyadékaram csokkenésével (nanoESI, microESI) mégis nd a detektor érzékenysége. Ennek
oka, hogy alacsonyabb dramlasi sebesség mellett megnd az ionizacié €s az ionmintavételezés
hatékonysdga [119]. Néhany 10 nl/perc dramlasndl nanoESI illesztéegység haszndlatdval mér
15 évvel ezeldtt attomol detektalasi szintet értek el [120]. A nanoESI és mikroESI
kifejlesztésével €s  tomegspektrométerek  képességeinek, miszaki szinvonaldnak
elorehaladtdval rendelkezésre 4allt egy rendkiviil érzékeny, kis mennyiségli mintdk
analizdlasara szolgdld késziilék. Azonban ezt a képességét csak akkor lehetett komplexebb
osszetétell mintadkhoz kihaszndalni, ha hasonlé dimenziéban mukodo elvalasztastechnikai
rendszert, nanoLC-t, kapillaris LC-t vagy kapillaris elektroforetikus késziiléket kapcsolnak
hozza.

A nano- é€s kapillaris kromatografia a konvencionélis HPLC-hez viszonyitva nagyobb
felbontdsd, nagysdgrendekkel érzékenyebb elvdlasztdstechnikai modszer rendkiviil kis
mennyiségli mintdk elvalasztidsdra. Ugyanakkor jelentds olddszermegtakaritdssal jar, ami
csokkenti a kornyezetterhelést. (Meg kell jegyeznem, hogy mindezek az eldnyok csak akkor
érvényesiilnek, ha a kromatografids rendszer kimondottan nano- mikroHPLC célra késziilt
megfelelden kicsi holttérfogatokkal. Ugyanakkor az is igaz, hogy az oszloptoltési technoldgia
nagyon befolydsolja az oszlop mindségét, és emiatt a kapillaris méret elényei nem mindig

nyilvanulnak meg.)
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3.2. CELKITUZESEK

A,

Analitikai mérések kivitelezéséhez sziikség van a megfeleld eszkdzokre, médszerekre €s
ismerni kell azok alkalmazasi hatdrait. Ha nincs vagy nem elérhetd az eszkoz, akkor el
kell késziteni. Nagy érzékenységli MS, LC-MS és LC-MS/MS mérések bevezetéséhez
sziikségiink volt kapillaris kromatografids oszlopra, statikus €s dinamikus nanoESI
ionforrasra, valamint CE-MS, CE-MS/MS 06sszekapcsold (interface) egységre. Egyik
sem allt rendelkezésre, ezért terveztiik ezek elkészitését, ill. Gsszeallitasat.

Nem volt ismert, ezért meg akartuk vizsgélni, hogy peptidek LC-MS mérésére melyik
ionizdciés mod, az ESI vagy az APCI az érzékenyebb és alkalmasabb. Gyogyszerkutatas
korai fazisdhoz kerestiink olyan modszert, ami gyorsan €s lehetdleg specifikusan kiszlri
azokat a vegyiileteket, melyek nem felelnek meg a gyogyszerré valas kovetelményeinek.
Elhataroztuk, hogy kidolgozzuk az ,,immobilizalt mesterséges membran”’-kromatografia

online tomegspektrometrids detektalasat.

Meg kivantuk vizsgélni, hogy a gydgyszerkutatds korai fdzisaban milyen médon lehet a
tomegspektrometridt, ill. LC-MS-t haszndlni a kombinatorikus konyvtarak
osszetételének meghatirozasara, egy potencidlis jelolt farmakokinetikai paramétereinek

analizisére és a vér-agy géton torténd atjutdsdnak meghatarozasara.

Az oxitocin és a vazopresszin a hipofizis hatsé lebenyének hormonjai. Egyre tobb jel
mutatott arra, hogy ezek a peptidek nem csak a hipotalamuszban képzddnek. Meg
akartuk tudni, hogy vajon maga a hipofizis termeli-e azokat és hogy kiilsé hatds

befolydsolja-e a hormon szintézisét?

Egy fehérje szerkezetének és funkcidjanak vizsgdlata a fehérjekémiai kutatasokhoz
tartozik, mig ugyanez, de nagy sorozatban, globdlisan mar a proteomika teriilete. A
modszerek kozott nagy az atfedés, ezért két izoldlt fehérjének, a lucerna ciklin-fiiggd
kinazanak és a Streptomyces griseus ,,faktor C’-jének tomegspektrometrids azonositasat

itt mutatom be.

A Hepatitis B virusfertdzés komoly rizikofaktor. Diagnosztikai kit kidolgozasdhoz
kollégdim rekombindns mddszerrel eldallitottdk az X-proteint, ill. az ellene specifikus
monoklondlis antitestet. A fehérje karakterizalasdhoz meg akartuk ismerni szerkezetét, a
diszulfid-hidjainak elrendezddését. A  monoklondlis antitestek specificitdsdnak

meghatdrozasidhoz epitdp-térképezést akartunk végezni.
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3.3. ELOTANULMANYOK LC/MS KISERLETEKHEZ

3.3.1. Nagyérzékenységii LC-MS feltételeinek megteremtése

2.3.1.1. Kapilldris kromatogrdfids oszlopok készitése [ X1X]

Nano- és kapillaris kromatografids oszlopok csak az utébbi 10-12 évben érhetdk el
kereskedelemben. Kordbban, ha nagy érzékenységli nano-, v. kapillaris LC-MS mérést akart
valaki végezni, maganak kellett az oszlopokat elkésziteni. A nanoLC oszlopokat csaknem
kizar6lag omlesztett kvarc kapilldrisba (25-100 um), mig kapillaris LC-hez omlesztett kvarc
(150-320 um) kapillarisba vagy rozsdamentes acélcsdbe (300-500 um) toltik a kromatogréfias
allofazist. A toltetként 1,7-5 um szemcseméretli, forditott fazisa szilikagél alapu all6fazist
[121], vagy a kapillarisban in situ polimerizalt monolitot haszndlnak [122]. Bar monolit
oszlopot egyszeriibb késziteni, a mikrorészecskékkel toltott oszlopok népszertibbek, mert
tobbféle tulajdonsdgu allofazis kaphatd. A legnagyobb problémadt a toltet oszlopban tartdsa
jelenti, melyre leggyakoribb megoldas a kapillaris végébe egy vékony pordzus réteg (frit)

szinterezése vagy polimerizdlasa [123].

Kiseérletek

25 cm-es, 320 um belsé atmérdjli Omlesztett kvarc kapilldris végébe natriumszilikat-
dimetilformamid-viz elegyébdl 100 °C-on porézus sziirét (frit) polimerizaltunk. Nucleosil
5C18 (300 A) HPLC tsltetet izopropanolban szuszpenddlva hig zagyot készitettiink, amelyet
egy régi HPLC el6tétoszlopba toltottiink. Ennek egyik végébe a kapillarist erdsitettiik, masik
végét HPLC pumpdhoz kapcsoltuk (21. dbra). Toltet édlland6 kevertetése mellett addig
nyomattunk at (50-200 bar) a kapillarison izopropanolt, amig a kapilldris a kivant hosszig

meg nem telt a toltet szemcséivel.

C4- €185 um 100-300 A
izopropanolban

el6tétoszlop
Kapillaris
(fused silica)
0,05- 0,32 mm
- pordzus szliré

Magneses kever6

HPLC pumpa —>

21. abra
Kapillaris kromatogréfids oszlop készitése
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2.3.1.2. Nano- és kapilldris LC-MS ionforrds kialakitdsa [ XX]

Az 1994-ben  megvéasarolt  Finnigan  TSQ-7000  tomegspektrométeriink
folyadékkromatografias hasznélatdhoz csak egyfajta, standard elektrospray ionforrds volt
kaphatd, melyet 100-1000 pl/perc folyadékaramra terveztek. A folyadékaram ul/perc, de még
inkabb nl/perc tartomanyba csokkenésével egyre konnyebb lesz a cseppek képzddése, egyre
kisebb cseppek jonnek létre és mar a kapilldrisra adott fesziiltség is elegendd az aerosol
képzddéséhez [124]. A nagyfesziiltséget rendszerint a HPLC kapillaris és a nano/mikro ESI
kapillaris 0sszekotésére szolgdld fém csatlakozé egységre kapcsoljak. Az ilyen tipusd nano-,
v. mikroESI ionforrdsokban a folyadékdramot kiils6 HPLC pumpa segitségével tartjuk fenn
(dinamikus ESI forras) (22. dbra A). Azonban, ha a nanoESI kapilldris kilépd nyilasat 1-2
um-re csokkentjiik, mar kiilsé nyomadsra sincs sziikség, a folyadékaramlast (<25 nl/perc) mar
a fémmel bevont kapillarisra kapcsolt nagyfesziiltség is elinditja [125]. Ezt az ionforrast
statikus nanoESI forrdsnak nevezik, és ha nem is kromatografidval kapcsolva, de kivaléan

hasznalhat6 rendkiviil kis mennyiségii peptidek, fehérjék analizisére [126].

Kiseérletek

Kutatécsoportommal a nano- és kapillaris LC tomegspektrométerhez kapcsoldsdhoz
egy egyszerll konstrukcidju interface-t alakitottunk ki (24/A. abra). 100 um belsd atmérdji
Omlesztett kvarc kapilldrist magas hOmérsékletli gézlangon kihtztuk, majd a legvégét
Ovatosan letortiik (a nyilds atmérdje 5-15 um). Az igy elkésziilt nanoESI kapillérist egy zéro
holttérfogati fém csatlakozén (ZDV) keresztiil kapcsoltuk a kromatografids kapillaris
oszlophoz. Az 1-2000 V elleni védelmiil a ZDV egységet parafa pezsgdsdugé furatiba toltuk,
majd az interface-t egy 3 dimenziéban mozgathat6 egységbe fogtuk. Ezzel a megoldassal a
nanoESI tii végét pontosan tudtuk az MS belépd nyildsa elé poziciondlni. A statikus nanoESI
ionforrds (22/B. dbra) kialakitdsahoz hasonlé befogdegységet haszndltunk, azonban a nanoESI
tlit boroszilikat kapillarisb6l (0,7 mm belsd atmérd) precizids kapillarishizé késziiléken
készitettiikk, majd a nanoESI tii kiils¢ feliiletére ,,sputter coating” technikdval [127] vékony

aranyréteget g6zologtettiink.

Eredmények és megbeszélésiik

A bemutatott kapillaris HPLC oszlopkészitési mddszerrel az évek alatt sok oszlopot
allitottam el 75-320 um belsé atmérdjli kvarc kapilldrisok és 3-5 um szemcseméreti,

kiilonboz6 forditottfazisa (C4, C8, C18) toltetek felhaszndldsaval. A kapilléris oszlopokat
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22. abra
Laboratériumunkban késziilt A: dinamikus és B: statikus nano-elektrospray ionforrasok

egyszerll és bonyolult peptid- €s fehérjekeverékek elvilasztisara haszndltam fel. A kovetkezd
fejezetekben mindig jelzem, ha egy kromatogram ilyen ,,sajat” készitésii oszlopon késziil. A
23. abra egy ilyen kapillaris HPLC oszlopon végrehajtott, szintetikus oxitocinbdl és

vazopresszinbdl all6 keverék LC-MS analizisét mutatja.

100 - A m/z: 500 > 1000
50 A
§oﬁ'#¥h4ﬂ-'.‘
Th‘ 0 5 10 15 20
b
£ 100 1 B m/z: 542,8
c ]
] -
_‘é 50 t;=12,44 perc
2
8 o
g:, 0 5 10 15 20
100 - C m/z: 1007,5
50 A t:=15,06 perc
0 ———————————r—T—T————
0 5 10 15 20
1d6 (perc)
23. abra

Ocxitocin és vazopresszin kapillaris LC/MS analizise
total-ion kromatogram (A), a vazopresszin [M+2H]2+ extrahdlt-ion kromatogramja (m/z 542,8) (B), az oxitocin
[M+H]" extrahdlt-ion kromatogramja (m/z 1007,5) (C)
HPLC: 320 pm x 150 mm Nucleosil 5C18 100A oszlop, A eluens: 0,2% ecetsav, B eluens 0,2% ecetsav-80%
acetonitril, gradiens: 5-95% B/20 perc, dramlési sebesség 150 ul/perc, leosztas ~1:100
MS: mikroelektrospray fesziiltség: 2 kV, kapillaris hdmérséklet: 250 °C
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Statikus nanoESI ionforrast alkalmazva dramaian (mintegy 100-szorosan) megnott a
detektdlas érzékenysége és 1 upl-nyi mintdbol 35-45 percig tudtam MS és MS/MS

spektrumokat késziteni (24. dbra).

F 1
100 A ,Hagyomanyos” ESI 7222 -§+4°24
’
ﬁ 80 470.6
N
c
3 60 -
E
;E 40
= 6423 673.4
] i 212
£ 20 T
300 400 500 600 700 800 m/z
N ' E+06
100 B Nano-ESI 722.4 554
7
w 80
e
S 60 -
£
> 404 380.6
2
1]
T 201 527.0 6423 6134 760.3 777.4
. L , 423402 . | bl L \ el Lo
300 400 500 600 700 800 m/z

24, abra
Szilardfazisu peptidszintézissel eldallitott tisztitatlan hexapeptid MS spektruma a TSQ-7000
tomegspektrométerhez szallitott normadl (A), ill. sajat készitésii statikus nanoESI ionforras (B) alkalmazaséaval,
MS: 1400 V

3.3.2. Atmoszférikus nyomasi ionizacios modszerek osszehasonlitasa [XXI]

Az atmoszférikus nyomadsu ionizaciés moédszerek (ESI és APCI) kifejlesztése tette
lehetdvé a folyadékkromatogréfias/elektroforetikus elvalasztdsok on-line tomegspektrometrids
detektdsdsdnak széleskorll elterjedését. Nem taldltunk tematikus publikaciot, amely eligazitott
volna, hogy melyik ionizdciés moddszer megfelelobb peptidek nagyobb érzékenységii

analizisére.

Kisérletek

Danzil-Pro-GIn-Arg-NH,, egy potencidlisan neuropeptid FF antagonista hatdsu
peptidet vizsgéltuk mind a két atmoszférikus nyomdsu ionizaciés mddszerrel. A peptid vizes
oldatabdl 10 pl-t jutattatunk be a 250 ul/perc aramlési sebességli folyadékaramba (0,1%
ecetsav-50% metanol), majd ESI vagy APCI ionforrast alkalmazva LCQ kvadrupdl
ioncsapdds tomegspektrométeren (Thermo-Finnigan) MS (MS/MS) spektrumot készitettiink.

A moédszerek érzékenységének 6sszehasonlitisdhoz még egy ,.kis sebességli” (10 ul/perc) ESI
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vizsgalatot is végeztiink, amelyben az elhiz6do csticsok kikiiszobolésére a peptidet 300 um x

20 mm TARGA C18 oszlopon (Higgins Analytical, USA) csapdaztuk.

Eredmények és megbeszélésiik

Az APCI egy igen stabil, megbizhaté és sokszor a legjobb modszer gyogyszerek,
gyogyszer-metabolitok LC-MS analizisére [128]. Az APCI ionforrds haszndlata minimalis
hangoldst €és optimalizélast igényel és gyakran kevésbé érzékeny a métrixhatdsra, mint az ESI
[129]. Néhédny Osszehasonlité tanulmédny azt mutatta, hogy — az analizdland6 vegyiilet
tipusatdl fiiggben — az ESI gyakran eldnyOsebb. Enzim-inhibitorokat, ill. metabolitjaikat
vizsgdlva azt talaltak [130], hogy az APCI rendkiviil érzékenyen miikodott hidrofob
anyagokra, de alkalmatlan volt a hidrofil vegyiiletek megfeleld detektdldsara, addig az ESI
10-100x érzékenységgel mutatta ki pl. a glutation konjugatumokat. Az ESI érzékenyebbnek
mutatkozott N-acetil-ciszteinil-lizin dimerek kimutatdsanal is [131]. Gydgyszerfejlesztési
kutatdsunk sordn danzilezett (nagy hidroféb csoport) peptidekkel kivantunk foglalkozni, de a
danzilezés lerontotta az ESI hatasfokdt gydgyszermetabolitok vizsgdlatanal [132]. Mindkét
technika egyforman teljesitett kozepesen poldris vegyiiletek esetén [133].

Mind a két tomegspektrometrids ionizdciés modszer értékelhetd spektrumot adott a danzil-
Pro-Gln-Arg-NH; peptidrol, melyekben a protonalt molekulaion (m/z 632) volt a baziscsucs
(25. abra).

632

w0, A w4 B 632

50

Relativ intenzitas

Relativ intenzitas

T T T T T T T T T J 0 P = = = =
200 250 300 350 400 450 500 550 600 650 700 200 250 300 350 400 450 500 550 600 650 700
m/z m/z

25, abra
A danzil-Pro-Gln-Arg-NH, (m/z 632) ESI-MS (A) és APCI-MS (B) spektrumai

ESI: 4200V, kap. hdmérséklet: 220 °C, 6blitdgaz: nitrogén 80 I/h, segédgaz: 20 I/h
APCI: koronakisiilési tii: 5 A, 450 °C, kap. hdmérséklet 150 °C, 6blitdégaz: nitrogén 40 I/h, segédgaz: 10 I/h

Az APCI spektrumon azonban szdmos molekulatoredék (fragmens ion) lathatd, de a
legintenzivebb fragmens ion relativ intenzitdsa sem érte el a molekulaion intenzitdsanak 50%-

at. A spektrumokbdl kitlinik, hogy az APCI nem annyira ,,lagy” ionizdciés mddszer, ami
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valészinlileg a magas homérsékleten (450 °C) végbement gazfazisu ionizacionak kdszonheto.
(Az elektrospray ionforrdsban az ionizaci6 oldatfazisban torténik).

Az kvadrup6l ioncsapdds tomegspektrométerek elsdésorban nem kvantitativ analizisre
késziiltek. Otletet meritve azonban Tiller és mtsai munk4jabdl [134], LC-MS/MS médszert
allitottunk be a danzil-Pro-Gln-Arg-NH, peptid kvantitativ meghatarozdsara. Kalibrcios
gorbe készitésekor a protondlt molekulaionbdl (anyaion) képzO6dd hirom legintenzivebb
lednyion (m/z 348, 459, 615) (26. abra) intenzitdsdnak Osszegét dbrazoltuk a koncentracid
fliggvényében. Az eredményekbdl lathatd, hogy az adott peptidszarmazékra hasonlé aramlasi
sebesség mellett az ESI ionizécié 50-100x érzékenyebb, mint az APCI. A ,kis sebességli” ESI
kisérletben még tovabbi 5x érzékenységnovekedést értiink el, azonban kisebb volt a mddszer

stabilitdsa, (sem a HPLC rendszert, sem az ESI ionforrast nem erre tervezték).

1 9 -
91 m/z632 - T (615+459+348)
108
° ESI
3107 1 (10 pl/min)
Q
[t
APCI
106 1 (250 pi/min)
ESI
(250 pl/min)
105 T r . . .
102 101 1 10t 102 103

Injektalt mennyiség (pmol)

26. abra
A danzil-Pro-Gln-Arg-NH, APCI- és ESI-MS mddszerrel késziilt kalibraciés gorbéi
APCI: koronakisiilési tii: 5 HA, 450 °C, kap. hdmérséklet 150 °C, 6blitdgaz: nitrogén 40 1/h, segédgdz: 10 1/h
ESI-1: 10 pL, 4250 V, kap. hémérséklet 200 °C, 6blitdgaz: nitrogén 30 1/h
ESI: 250uL, 4200V, kap. hémérséklet: 220 °C, 6blitdgaz: nitrogén 80 1/h, segédgaz: 20 1/h

3.3.3. TAMC-MS rendszer kidolgozasa [ XXII]

A gybgyszerkutatds és fejlesztés felgyorsitdhoz, hatékonyabbd és gazdasidgosabba
tételéhez olyan egyszerii és nagy ateresztoképességli vizsgalatokra van sziikség mar a korai
kutatds fazisdban, melyek ki tudjdk szelektdlni azokat a vegyiileteket, melyekbdl bizonyosan
nem lesz gyogyszerjelolt. Egy ilyen mddszer a vegyiiletek membranokkal vald
kolcsonhatdsainak, membranokon keresztiil torténd transzportjdnak vizsgalata, ugyanis ez a

gyogyszerek farmakokinetikai tulajdonsigait alapvetden befolydsolja. Szamos in vitro
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rendszer (pl. Caco-2 sejtek) létezik a membranon keresztiili transzport vizsgdlatdra
modellezésére, azonban ezek koriilményes €s draga mddszerek.

Lipinski €s mtsai szabédlyokban lefektették [135], hogy egy vegyiiletnek milyen fizikai-kémiai
paraméterekkel kell rendelkezzen, hogy egyaltalan gyogyszerjeloltségrol beszélni lehessen.
Ezek koziil egy paraméter a molekula lipofilitdsa, amely elsddlegesen az adott komponens és
a bioldgiai membran kozotti hidroféb kolcsonhatds erdsségét karakterizdlja. A lipofilitds
jellemzése torténhet pl. a vegyiilet n-oktanol-viz kozotti megoszlasi hanyadosianak
jellemzésével [137]. Ezek a mddszerek azonban ionos vegyiiletekre nem alkalmasak, és nem
idedlisak bioldgiai membranokkal valé kolcsonhatas modellezésére. A foszfolipidekbdl (pl.
foszfatidilkolin) kialakitott liposzéma és viz kozotti megoszlas vizsgélata szintén kozelebb
visz az igazi membrankolcsonhatidsok meghatdrozdsdhoz [138]. A  membranok
ateresztoképessége  korreldcioba hozhaté a molekuldk foszfolipofilitdsdval, amit
foszfatidilkolinnal mddositott feliileti HPLC tolteten végzett kromatogrifidval (IAMC,
~immobilized artificial membrane chromatography”, ,rogzitett mesterséges membran”
kromatogréfia) lehet meghatdrozni [139]. Ebben a rendszerben nemcsak hidroféb, de
hidrogénhidas és elektrosztatikus kolcsonhatds is kialakulhat a minta és a membrant utdnzé
oszlop kozott [140]. Az IAM oszlopon mért retenci6 (k’1am) ardnyos a membrankdlcsonhatés
€s membranon 4teresztOképességével (k'tam = (frx — fro)/tro). Ilyen oszlopon kapott
eredmények jol korreldlnak a Caco-2 sejteken, ill. a liposzoma-viz megoszlédsi rendszeren
kapott eredményekkel [140]. Az IAM-kromatogrifia leggyakrabban UV detektorral
hasznaltdk, azonban, hogy egyszerre tobb gydgyszerjeloltet lehessen analizalni, bevezettiik a

tomegspektrometrids detektalast.

Kiseérletek

Neuropeptid FF antagonista hatdsi danzilezett peptidek foszfolipofilicitasat
IAM.PC.DD oszlopon (Regis Tech., US) végzett kromatografidval hatdroztuk meg. A gyartd
altal javasolt, bioldgiai rendszerekben gyakran hasznalt Dubbelco foszfat puffert (DPBS, 8,1
mM Na,HPOy, 1,5 mM KH,POy,, 0,136 mM NaCl, 2,7 mM KCI, pH 5,4) 5% acetonitrillel
eluensként haszndlva (UV detektdlds) kiilon-kiilon megmértik az egyes peptidek
visszatartdsat. A hét peptidet egyiitt kromatografdlva APCI MS detektalast (eluens 10 mM
ammonium-acetét puffer (pH 5,4)), ill. ESI-MS mérést (eluens 10 mM ammodnium-acetat—5%
acetonitril) alkalmazva is kiszamoltuk a k’jam €rtékeket (tgo €rtékét citromsavval hataroztuk

meg.).
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Eredmények és megbeszélésiik

Eredetileg azért kezdtik el az IAM kromatografia alkalmazdsat, hogy nagy
ateresztoképességli szliromddszert taldljunk a kombinatorikus kémiai reakcidkkal eldallitott
nagyszamu vegyiilet vizsgdlatira. Az ,egy vegyiilet — egy kromatogram” megkozelités
azonban nem megoldds, ezért valasztottuk a tomegspektrometrids detektaldst, amely alkalmas
a keverék egyes komponenseinek azonositdsdra. Az eredeti modszertani leirdst alkalmazva
(UV detektdlds) az egyes peptidek k’jam értékei széles tartomanyban, 1,77-7,96 kozott
valtoztak (1. Tabldzat). (A tisztdn vizes oldatban tdl nagy volt a peptidek visszatartdsa, ezért

5% acetonitrilt adtunk a pufferhez.)

1. Tablazat
A danzil-X-Y-Arg-NH, peptidek IAMC vizsgélata UV, APCI- és ESI MS detektdldssal
k’1am értékek

Vegyiilet DPBS, pH 5,4 10 mM NHy-acetat 10 mM NHy-acetat
5% acetonitril pH 5,4 pH 5.4, 5% aceto-
(UV 254 nm) (APCI) nitril (ESI)
Danzil-Pro-Gln-Arg-NH, 5,88 6,94 4,27
Danzil-GIn-Gln-Arg-NH, 1,81 2,10 1,81
Danzil-Gln-Ser-Arg-NH, 2,73 2,98 2,33
Danzil-Gly-GlIn-Arg-NH, 4,96 5,79 3,54
Danzil-Gly-Ser-Arg-NH, 7,96 8,40 4,83
Danzil-Lys-Gln-Arg-NH, 1,77 1,35 1,42
Danzil-Lys-Ser-Arg-NH, 2,69 2,27 1,62
Korrelaci6 () | | 0,984 | 0,957

Az eddig hasznalt Dubbelco puffer azonban nagy sékoncentracidja miatt HPLC eluensként
nem alkalmazhaté tomegspektrometrids mérésekhez, ezért mds, illékony pufferrel, 10 mM
ammonium-acetdttal prébalkoztunk. Az APCI detektédldssal kapott k'jam  értékek ol
korreldltak (+* = 0,984) az elz8 eredményekkel. A tisztdn vizes oldatok feliileti fesziiltsége
azonban nem elegendd ESI ionforrdsban torténd ionizacidhoz, ezért az ESI detektdlasokhoz
5% acetonitrilt adtunk az ammoénium-acetat pufferhez. A peptidek kisebb retenciét mutattak,
mint a Dubbelco pufferben, de a korreldcié szintén megfeleld volt a két médszer kozott (7 =
0,957).

Eredményeinkbdl megallapithatd, hogy az IAM-kromatografia Dubbelco pufferrendszere
lecserélhetd 1illékony pufferre, igy az lehetOséget ad tobb vegyiilet egyidejii analizisére

tomegspektrometrids detektalast alkalmazva.
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3.4. V1ZSGALATOK LC/MS-SEL

3.4.1. A tomegspektrometria szerepe a gyogyszerkutatas folyamatanak Kkorai fazisaban

[XXI-XXIII]

A kombinatorikus kémia és a nagy ateresztOképességli szliromodszerek (“high-
throughput screening”, HTS) bevezetése alapjaiban valtoztatta meg a gydgyszerkutatdst és
fejlesztést. Az 4j mddszerekkel eldallitott 4j vegyliletek, s a roluk Osszegyiijtott adatok Oridsi
mennyisége fokozottan igényelte az Gj molekuldk abszorpcids, szervezeten beliili megoszlasi,
metabolizaciés és Kkiiiriilési tulajdonsdgainak (‘“‘absorption, distribution, metabolism,
excretion, ADME) a gydgyszerkutatdis minél kordbbi fazisdban torténd becslését és
értékelését. Még nehezebb, komplexebb a feladat, ha a terdpids célpont a kozponti
idegrendszeren beliill helyezkedik el. Egy uj terdpids szernek nemcsak, hogy optimadlis
farmakokinetikai paraméterekkel kell rendelkeznie, de bizonyitani kell, hogy megfeleld
dozisban eljut a kiszemelt célponthoz. A vér-agy gat (“blood-brain barrier”, BBB) csaknem
teljesen megakadalyozza a nagymolekuldju vegyiiletek és a kismolekuldji gyogyszerek 98%-
anak bejutdsat a kozponti idegrendszerbe [141]. Szamos in vitro médszert hasznalnak a vér-
agy gaton torténd transzport becslésére, azonban ezek az eljardsok munkaigényesek,
sejttenyésztd laboratériumot kivdnnak, ill. nem alkalmasak nagy sorozatba végzett
sziirdvizsgélatokhoz [142]. A passziv membrantranszporttal torténd abszorpcid vizsgélatara a
mesterséges membranok kival6 lehetdséget nytjtanak [143], azonban csak timpontokat adnak
az anyag kozponti idegrendszerben torténd biohasznosuldsara. Ahhoz, hogy valéban
megbizhatéan felderitsik az 4j vegylilet agyba torténd bejutdsdt, meg kell hatdrozni
koncentraciéjat mind a vérben, mind az agyban. A gyogyszerjeloltek plazmakoncentracid-
mérésen alapulé farmakokinetikai sziirése mar része a korai fazisu gydgyszerkutatdsnak
[144], azonban a terdpids célpont kornyezetében torténd meghatarozdsat és a koncentracid
1dofiiggésének vizsgélatat — noha relevdansabb, mint a plazmakoncentracié mérése — nagyon
ritkdn végzik el.

Az agyi koncentraciok meghatdrozdsa rendszerint a szer intravénds addsit kovetOen az
kisérleti 4llat (egér, patkany) lefejezésével, az agy eltdvolitisdval, majd az agyszovetben
megfeleld mddszerrel torténd mérésen alapszik. Ez az eljards — amit ugyan kombindlnak a
szer plazmakoncentracidjanak meghatdrozasaval — egy-egy vizsgalathoz egyrészt sok dllatot
kivan (id6pontonként legaldbb 6), mdsrészt a szovetmintdkbol torténd extrakcié és

koncentraciomérés is idoigényes feladat [145].
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A gyo6gyszerjelolt metabolizmusédnak korai, ha nem is teljes megismerése fontos lehet tovabbi
sorsdnak alakuldsdban. Metabolikusan “stabil” vegyiiletek kisziirésére legelterjedtebb
moddszer a hepatocita sejtekkel, mdj mikroszomaval, ill. enzimekkel torténd in vitro inkubdlas,
majd a lehetséges metabolitok kimutatdsa, mérése [146].

A tomegspektrometridnak a gyodgyszerkutatds és fejlesztés korai fazisdban torténd
alkalmazdasa az elmult évszdzad utolsé évtizedében még elég esetleges volt. Neuropeptid FF
antagonista hatdsu tripeptidek [147] példajan keresztiil bemutatom, hogyan hasznéltuk ki az
atmoszférikus nyomasu ionforrassal (ESI, APCI) felszerelt tomegspektrometria nytjtotta
lehetdségeket idegrendszeri célponti gydgyszerjeloltek kutatdsaban. A neuropeptid FF
(NPFF, FLFQPQF-amid) az agyban taldlhat6 antiopioid peptid, melyet kapcsolatba hoztak a
morfin tolerancia és fliggdség kialakuldsdval. A neuropeptid FF antagonistdi potencidlis

terdpids szerek az opioid-megvonadsi tiinetek hatékony kezelésére [148].

Kisérletek

Danzil-Ala-X-Arg-NH, és danzil-X;-X,-Arg-NH, (ahol X, X;, X; a 19 kédolt
aminosav Cys nélkiil) kombinatorikus konyvtar az ismert megosztis-keverés (split-mix)
modszerrel késziilt szilardfazisu peptidszintézissel [147]. A kisérletekhez sziikséges nagyobb
mennyiségli tobbi peptidet (néhdny 10 mg) Rink-amid-MBHA gyantan éllitottak eld. A
kombinatorikus konyvtar Osszetételét ESI ionforrdssal felszerelt kvadrupdl ioncsapdas
tomegspektrométerrel (LCQ, ThermoFinnigan) hatdroztuk meg egyrészt az oldat direkt
inflizidjaval, mésrészt a minta mikroHPLC-s (Eldex Laboratories, USA) elvdlasztdsa utan. A
nagyfelbontdsi MS spektrumok Bruker gyiartmdnyd (Bruker Daltonics Inc., USA) Apex II
Fourier transzformécids ion ciklotron rezonancia (FT-ICR) tomegspektrométeren késziiltek. A
NPFF antagonistdk vér-agy gdton torténd transzportjit IAM-kromatografidval és
tomegspektrometrids detektdlassal modelleztiik (lasd 3.3.3. fejezet). A danzil-Pro-GIn-Arg-
NH, szervezetben torténé megoszlasat Sprague-Dawley patkdnyokban vizsgéltuk (‘“multi-rat
study). Az anyag (4 mg/kg) i.v. beaddsat kovetd 5, 15, 30 és 60 perc mulva az dllatokat
leoltiik, Osszegytijtottiik a vért és kivettiik az agyat. A belsd standard (danzil-Pip-Gln-Arg-
amid) hozzdadésa utan a vérplazmabdl és az agy-homomogenizatumbdl a fehérjéket kicsaptuk
és a peptidek koncentraciéit LC-MS modszerrel kvantitativan meghataroztuk. Azt, hogy a
szer valéban atjut-e a vér-agy giton és onnan milyen sebességgel tdvozik, az eldbbi
modszernél joval pontosabban és gazdasidgosabban, szabadon mozgé éllaton végzett agyi

mikrodializist kovetd kapillaris LC-MS-sel is meghataroztuk.
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Eredmények és megbeszélésiik

A danzil-Ala-X-Arg-NH, kombinatorikus konyvtar eléallitaskor elméletileg 19 peptid
képzdédik ekvimolaris mennyiségben. Ennyi komponens detektdldsa egy kis (egységnyi)
felbontdsi tomegspektrométernek [149], mint a kvadrupdl ioncsapdds késziiléknek sem

okozhat problémét (27. dbra).
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27. abra

A danzil-Ala-X-Arg-NH, peptidkonyvtar MS és MS/MS (A), LC-MS és LC-MS/MS (B) spektruma
ESI ionforrés, 4250 V, kapillaris hdmérséklet 200 °C, MS: 2 x 200 ms, AGC 1 x 108, MS/MS 2 x 200 ms, AGC
1x 10, prekurzor kivalasztas 1,0 Da, 1,75 V
HPLC: 0,5 x 50 mm TARGA C18 oszlop, eluens A: 0,1% ecetsav, B eluens: 0,1% ecetsav-35% acetonitril,
gradiens 0-10’ 5%B, 5-100% B/20’, dramldsi sebesség 10 ul/perc

A peptidkonyvtar mindségi és mennyiségi Osszetételének pontosabb meghatdrozdsahoz vezet,
ha a tomegspektrometrids mérés eldtt a komponenseket kromatografidsan elvéilasztjuk. A
késziilék MS/MS képességeit kihaszndlva akar elvdlasztds nélkiil is azonnal szerkezeti
informdciét kaphatunk az egyes peptidekrdl. A HPLC elvalasztds, amennyiben elkiiloniti az
izobar peptideket, természetesen javit a spektrumok mindségén.

Az 1zobdr peptidek kromatogrifia nélkiili megkiilonboztetéséhez, jelenlétiik igazolasahoz

nagyfelbontdsi tomegspektrométerre van/volt sziikség [150, 151]. NanoESI-FT-ICR
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késziiléken a danzil-Ala-X-Arg-NH, konyvtir minden eleme kiilon-kiilon detektalhat6 volt.
Ko6szonhetéen a m/Am = 91000 felbontasnak, még a 0,0364 mDa kiilonbségli danzil-Ala-Gln-
Arg-NH; és a danzil-Ala-Lys-Arg-NH; is mérhetd volt (28. dbra).

danzil-Ala-GIn-Arg-NH,
606,2853

danzil-Ala-Lys-Arg-NH,
606,3216

606.22 606.27 606.32 606.37

m/z

28. abra
A danzil-Ala-Gln-Arg-NH, és a danzil-Ala-Lys-Arg-NH, peptidek megkiilonboztetése nano-elektrospray
FT-ICR tomegspektrométeren

Ha megnéveljiik a kombinatorikus konyvtar méretét, pl. elkészitjiikk a danzil-X;X,-Arg-NH;
konyvtdrat, jelentdsen megnd a lehetséges vegyiiletek szama (19 x 19 = 381) és vele egyiitt a
topoizomerek és izobdr peptidek szdma. A komponensek nagy szdma miatt tdl sok
hasznalhat6 informdaciét nem lehet levonni az MS spektrumbdl és néhany kivételtdl eltekintve
j6 MS/MS spektrum sem volt készithetd. Ekkora konyvtarrél mar a nanoESI FT-ICR késziilék
sem adott kielégitd eredményt, pl. a lehetséges 161 kiilonbozd molekulatomegl
komponensbdl csak 102-t tudott detektdlni. Az izobar peptidek megkiilonboztetéséhez
sziikséges nagysagu felbontdst nem sikeriilt mindig elérni: pl. az azonos pontos tomegl
danzilezett és amidalt Asp-Ile/Leu-Arg, Ile/Leu-Asp-Arg, Glu-Val-Arg, Val-Glu-Arg (m/z
635,2976) kiilon lehetett detektdlni a danzilezett és amidéalt Met-Pro-Arg, Pro-Met-Arg, Asn-
Asn-Arg csoporttdl, azonban az utdbbiak egymadst6l valé megkiilonboztetése nem volt
lehetséges (m/z 635,2798 és 635,2724).

Gyobgyszerjeloltek bioldgiai membranokon valdé atjutdsat akkor modellezik jol a
mesterséges membranokkal végzett kisérletek, ha a molekula feltételezhetéen passziv
transzporttal jut el a hatds szinhelyére. A peptidkonyvtirak komponensei lipofil
tulajdonsagainak nagy ateresztoképességli meghatarozasdhoz néhdny korabbi konyvtarbdl
kivalasztott peptid viselkedését tomegspektrométerhez kapcsolt IAM kromatografids oszlopon

is megvizsgaltunk. Az egyiittesen bejuttatott 7 peptid az oszlopon nem vélt szét alapvonalra,
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de az egyes komponenseket ionjaik tomegspektrometrids detektdldsdval meg lehetett

hatarozni (29. abra).
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29. abra
Danzilezett PQR-NH, (A), QQR-NH, (B), QSR-NH, (C), GQR-NH, (D) és GSR-NH, (E) IAMC-ESI-MS
kromatogramjai

Kromatografia: 4,6 x 30 mm IAM.PC.DD oszlop, 10 mM amménium-acetat puffer (pH 5,4), 1 ml/perc
MS: ESI ionforrds, 4250 V, kapillaris hémérséklet 200 °C, MS: 2 x 200 ms, AGC 1 x 108, MS/MS 2 x 200 ms,
AGC 1 x 107, prekurzor kivélasztas 1,0 Da, 1,75 V

Legerdsebb kolcsonhatast az oszlop foszfatidilkolin-szerti lancaival a danzil-GSR-NH; peptid
alakitott ki, mig a danzil-KQR-NH, gyorsan keresztiilment az oszlopon, ami a kisebb
foszfolipofilitas jele. A foszfolipofilitasi sorrend: KQR < QQR < KSR < QSR< GQR < PQR
< GSR, ami eltér az aminosavak hidrofébicitdsat jelzo Bull-Breese konstansok 0sszegébdl
szamitott hidrofébicitasi sorrendtdl: QQR < GQR < KQR < QSR < GSR < KSR < PQR. Ez az
eltérés is jelzi, hogy az IAMC oszlopon nem csak a molekula hidrofébicitdsa, de maés
tulajdonsagai is kozrejatszanak a kolcsonhatds kialakuldsdban. Reményeink szerint a
foszfolipofilitdsi sorrend tiikrozi a kiillonbozd peptidek vér-agy giton torténd 4atjutdsi
képességét.

A kordbbi vizsgélatokban leger6sebb neuropeptid FF antagonista hatdssal rendelkez6 danzil-
Pro-GIn-Arg-NH, peptidnek ,,multi-rat study”-ban i.v. beadds utdn meghataroztuk a vérbol
torténd eltiinésének és az agyba vald bejutdsanak/eltiinésének idogorbéjét. Az LC-MS/MS

kvantitativ mérések megbizhatésdginak novelése érdekében belsd standardként danzil-Pip-
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Gln-Arg-NH»-t (Pip: pipekolinsav vagy homoprolin) adtunk a mintdkhoz, melynek mind a
szerkezete, retencids ideje és ionizdcids képessége hasonld a vizsgalni kivant peptidhez.
Kalibracios gorbe alkalmazdsaval referens plazmamintdk koncentracidjat < 10%, agymintdk
koncentracidjat pedig < 20% eltéréssel tudtuk meghatdrozni. Az egy idOpontban hdrom
patkany plazma és szovetsulyra vonatkoztatott koncentracidit atlagolva dbrazoltuk a danzil-
Pro-GIn-Arg-NH, koncentricigjanak idobeli valtozasat a vérben €s az agyban (30. dbra). A
peptid vérbdl torténd kiiiriilését két-kompartmentes farmakokinetikai modell szerint értékelve
felezési ideje (tip) a gyors, megoszlasi fazisban 5 perc, mig a lassu, eliminécids fazisban 35
perc. Az agyban maximadlis peptidkoncentraciét (~ 120 ng/g) 5 percnél tapasztaltuk, azonban

30 perc mulva alig tudtunk beadott anyagot kimutatni.
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30. abra

Danzil-Pro-Gln-Arg-NH, koncentraciéjdnak alakuldsa patkany plazméban (A) és agyaban (B) i.v. adas utdn
(idépontonként n = 3, SEM)

Egy kozponti idegrendszeri tdmadaspontu szernek at kell jutnia a vér-agy giton és az
extracellularis térben megfelel6 koncentraciot kell elérnie. Az agymintdk hosszadalmas
feldolgozasa, a nem elég érzékeny detektdlds és a mért peptid kétséges eredete miatt (valoban
atjutott-e a vér-agy gdaton, vagy csak az agyszovetben 1€vé vér peptidtartalmat mértiik) a
vizsgalatot mas moédon: in vivo mikrodializist alkalmazva [152] is elvégeztiik. Az agyba
(stridtum) egy kaniilon keresztiil féligatereszté membrant (20 kDa alatt eged at) tartalmaz6 tiit
tiltettiink, melyet mesterséges cerebrospindlis oldattal folyamatosan oOblitve (1 ul/perc)
megfeleld6 analitikai modszerrel monitorozni lehet az  intersticidlis  folyadék
peptidkoncentracigjat. (Elokisérletben meghatdroztuk, hogy a mikrodializis ti milyen
hatasfokkal engedi at a danzil-Pro-Gln-Arg-NH, peptidet, s végeredményt ezzel az értékkel

korrigéltuk.) Kapillaris oszlop alkalmazédsdval novelni lehet a kromatografids moddszerek
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érzékenységét, ezért a mikrodializdtumot 0,3 mm x 50 mm TARGA CI8 oszlopon
kromatografalva MS/MS-sel analizaltuk. Hasonl6képpen az el6z0 kisérlethez, 4 mg/kg danzil-
Pro-GIn-Arg-NH, i.v. addsa utdn, de most egy azonos dallaton vizsgiltuk a peptid agyi
koncentraciéjanak idobeli alakuldsat. A mikrodializatumot szakaszosan (20 perces frakcidk)
gyljtottilk, majd mindenféle mintaelokészitést mellézve végeztik el az LC-MS/MS
vizsgélatot (31. dbra).

A bemutatott eljardsnak tobb elénye van a kordbbihoz képest: az agyba val6ban bejutd
vegyiilet szintjét lehet meghatdrozni; nincs sziikség mintaelOkészitésre, s az egész 120 perces
kisérlethez 3 patkdnyra volt sziikség €s még az utolsé idOpontban is relevans mennyiségii
peptidet lehetett detektdlni. A kiilonb6z6 idOpontokban szdrmazd mintdk itt azonos allatbol
szarmaznak, jelentdsen novelve az eredmények megbizhatésagit a tobb dllaton végzett

kisérletekhez képest.

Koncentracié a plazméban (pg/ml)
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31. abra
Danzil-Pro-GIn-Arg-NH, farmakokinetikai profilja vérbdl (A), ill. agybdl (B), mikrodializissel gytjtott
frakci6kbol meghatarozva (n = 3, SEM)

Amikor ezeket a mikrodializises vizsgalatokat végeztiik, a mddszer felhaszndldsa ritka volt a

kozponti idegrendszerre hat6 1j szerek vizsgalataban.

3.4.2. A neurohipofizis oxitocin és vazopresszin szintetizaloképességének igazolasa
[XXIV]

Mig a hipofizis eliils6 lebenyébdl szdmos peptid és fehérjehormon szekretalodik,

addig a hatsé lebenybdl jelentds mennyiségben csak két peptidhormon, az oxitocin és a
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vazopresszin valasztodik ki (32. abra). Az oxitocin szabédlyozza a simaizmok mikodését €s
fontos szerepe van a sziilés meginditdsdban. Sziilés alatti  felszabaduldsa
méhosszehuzéddasokat okoz, mig szoptatdé ndkben eldsegiti az emldbdl a tej kiiiriilését és
késobb felelds a gyermek €s az anya kozotti bensdséges kapcsolat kialakitdsaban. Ezeken
kiviil szamos fiziologids €s patofiziologids szerepe van (szexudlis aktivitds, szocialis
kapcsolatok kialakuldsa, stresszoldds, diabetesz, oszteopordzis stb.) [153]. A vazopresszin a
hipotalamusz magvaiban az oxitocinnal egyiitt termelddd, a neurohipofizisben tarolt hormon.
A szoveti permeabilitds megvaltoztatdsaval eldsegiti a vese tubulusainak reabszorbedld
hatdsit, igy szerepet jatszik a viz (ADH: antidiuretikus hormon), gliikkéz és sok
homeosztazisdnak szabdlyozdsaban. Noveli a periféridlis erek 0sszehuzddésat, igy noveli a
vérnyomast. A kozponti idegrendszerben szerepet jatszik a hosszd és rovid tdvi memoria

kialakulasaban is [154].

A  Cys-Tyr-lle-GIn-Asn-Cys-Pro-Leu-Gly-CONH,
| |

B  Cys-Tyr-Phe-GIn-Asn-Cys-Pro-Arg-Gly-CONH,
| ]

32. abra
Az oxitocin (A) és a Args-vazopresszin (B) aminosavszekvenciai

Mindkét peptidrdl ismert, hogy a hipotalamusz supraopticus és paraventriculdris magvaiban
termelddnek és a neurosectretoros granulumokba csomagolva axondlis transzporttal keriilnek
le a hipofizis hatsé lebenyébe. Ott az idegsejtek termindlis liregeiben tarolédnak, majd inger
hatdsdra a véraramba iiriilnek. Hasonl6éan mads felszabadité és gitl6 hormonhoz, mindkét
peptid egy nagy fehérje prekurzor molekula formdjdban képzddik, mely tartalmazza az
oxitocin és a vazopresszin hordozofehérjéit, a neurofizineket is. A prekurzor molekula
hasitdsa az axondlis transzport alatt torténik, igy a termindlisokban mar mint szabad peptidek
raktarozédnak [155]. E centrdlis dogménak ellentmondé tobb kisérleti eredmény arra utalt,
hogy a hipotalamuszon kiviil més, kdzponti idegrendszeri, ill. periféridlis sejt is forrdsa lehet
ezeknek a hormonoknak [156]. Igy oxitocin mRNS-t és vazopresszin mRNS- mutattak ki a
hipofizis eliilsé és hatsé lebenyében [157, 158], a herékben és az ovariumban is [159], igy

felvet6dott a gondolat, hogy helyben ezekben a szovetekben is termelddhetnek [160].
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Senkinek sem sikeriilt azonban a hormonok szintézisét ezekben a szervekben igazolni, mert az
mRNS jelenléte még nem elegendd bizonyiték a fehérjeszintézisre.
Kisérleteinkben arra kerestik a valaszt, hogy valéban torténik-e hormonszintézis a

neurohipofizisben.

Kisérletek

Him Wistar patkdnybdl eltavolitott neurohipofizis szovetet enzimatikusan és
mechanikusan diszpergaltuk, majd megfeleld koriilmények kozott egyrétegli sejtkultdrat
alakitottunk ki. A sejtkultdrdk feliilisz6jabol sajat fejlesztésti specifikus oxitocin [161] és
vazopresszin [162] radioimmunoassay-vel (RIA) naponta hormonmeghatarozast végeztiink.
Azokbol a mintdkb6l, amelyekben radioimmunoassay-vel oxitocin és vazopresszin
immunreaktivitdst mutattunk ki, Osszedntés utdn a peptideket extrahdltuk, majd LC-MS
rendszerben célzottan kerestiik a két peptidet. A analizist sajat fejlesztésti kapillaris HPLC
oszlopon, on-line kapcsolt, sajat fejlesztésti mikroelektrospray ionforrassal felszerelt TSQ-

7000 harmas kvadrupdl tomegspektrométerrel végeztem.

Eredmények és megbeszélésiik

A sejtkultira készitése kozben a sokszori mosds hatdsara az els6 néhany napban nem
tudtuk sem oxitocin, sem vazopresszin jelenlétét kimutatni. A 6-10 nap kozott mind a két
hormon koncentracidja novekedett, majd a 12-14. napra dallandésult: az oxitocin
koncentriciéja (129 + 14 pg/mg fehérje) kozel hdaromszorosa volt a vazopresszin
koncentraciéjanak (42 + 4 pg/mg fehérje) (33. dbra). RIA-val — bar mind a két peptidre
specifikus antiszérumokkal rendelkeztiink — természetébdl addéddan csak vazopresszin- és
oxitocin-szerll aktivitdsokat lehet kimutatni. Ezért a peptidek sejttenyészetbdl vald
azonositdsat kapillaris LC-MS rendszerben is elvégeztem. A sejtenyészet feliillisz6janak
extraktumat tomegspektrométerhez kapcsolt forditott fazisi kapillaris kromatografidval
vizsgdlva a totdl-ion kromatogramon nem volt a peptidek jelenlétére utalé jel (34/A. Abra),
azonban az oxitocin molekulaionjdnak (m/z 1007,6) extrahdlt ion-kromatogramjan 15,11
percnél megjelend csucsa (34/C. dbra) megfelel a szintetikus oxitocin retencids idejének

(23/C. ébra).
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33. dbra
Az oxitocin és vazopresszin koncentricidjanak iddbeli véltozdsa
specifikus radioimmunoassay-vel meghatdrozva (n = 10, atlag + SEM)

Hasonl6 kovetkeztetéseket lehet levonni az 1084,5 molekulatomegii vazopresszin LC-MS
kromatogramjabol: a kétszeresen toltott ion (m/z 542,8) extrahdlt ion-kromatogramjan
egyetlen csticsot (tg = 12,47 perc) latunk (34/B. dbra), ami egyezik a szintetikus vazopresszin

retencios idejével (23/B. dbra).
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34. abra

Neurohipofizis sejtkultira feliiliszéjdnak LC-MS kromatogramja
A totdl-ion kromatogram, B: a vazopresszin [M+2H]** extrahalt-ion kromatogramja (m/z 542,8), C: az oxitocin
[M+H]" extrahdlt-ion kromatogramja (m/z 1007,6)
HPLC: 320 um x 150 mm Nucleosil 5C18 100A oszlop, A eluens: 0,2% ecetsav, B eluens 0,2% ecetsav-80%
acetonitril, gradiens: 5-95% B/20 perc, dramlasi sebesség 150 ul/perc leosztas ~1:100
MS: mikroelektrospray fesziiltség: 2 kV, kapillaris hdmérséklet: 250 °C
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Azt, hogy a sejttenyészetben mind a két hormon a természetes nonapeptid formaban van jelen,
egyrészt a szintetikus peptidekkel megegyezd retencids idokkel és a molekulatomegekkel,

madsrészt CID spektrumokbdl nyert szekvenciaadatokkal igazoltuk (35. dbra).

+1 i s
Be 100+ B 5426 sziilé-ion
100 7233
1A
__ 804
80 X
& sziilé-ion -
2 m/z 100756 b
pi] N 504
£ 607 §
§ £
£ 2
> 4] & 404 H g 2
s 4 g < Y, [eHOl
K 9 = 80 5339
=3 Y"H A g = .
] 3 1 J + +1 +1
30 253 B'; 20 %60 68 +1 BS B, BB
4053 9159 5 6952 7568 8538 10097
| 7554 | 214 2m5 | | s [lose2
i L1 \ | NI [ | .
04 T T T T T T T 4 T T T T T T T aannas | T
0 200 400 600 800 1000 200 400 600 800 1000
m/z m/z
35. abra

Neurohipofizis sejtkultira feliilisz6jabol készitett MS/MS spektrumok
A: a 12,47 percnél eludlédé vazopresszin [M+2H]** (m/z 542,8) ionjanak MS/MS spektruma
B: a 15,11 percnél eludlédé oxitocin [M+H]" ionjanak (m/z 1007,5) ionjdnak MS/MS spektruma
MS/MS koriilményei: itkozési gdz Ar, 2,5 mTorr, iitkozési fesziiltség: m/z érték 1/35 része

Elészor sikeriilt extrahipotalamikus sejtekben vazopresszin és oxitocint szintézist
kimutatnunk. A neurohipofizisben a hipotalamuszbdl indulé axonok végzddései, hajszélerek
és neuroglia-szeri, Un. pituicita sejtek vannak. Mivel az idegsejtek axonjaiban nincs
fehérjeszintézis, igy a peptidek szintézise a pituicita sejtekben torténhet. A neurohipofizisben
kimutatott vazopresszin €s oxitocin mRNS-ek a rovidebb poli(A) farokban kiilonboznek a
hipotalamuszban taldlhatoktol [163]. A pituicita sejtek vazopresszin-mRNS tartalma
ozmotikus hatasokra valtozik [164].

Eredményeink azt a hipotézist tdmogatjdk, hogy a neurohipofizis sejtjei valéban
tartalmazzdk mind a vazopresszin, mind az oxitocin mRNS-é, melyek megfeleld
koriilmények kozé keriilve kodoljdk a két peptid beindul6 szintézisét [160]. A peptidszintézis
és kivalasztds dopaminerg kontrol alatt van, mert a dopamin, apomorfin €s Pro-Lys-Gly
tripeptid altal okozott megnovekedett peptidszintézis dopamin-receptor antagonista

haloperidollal, klérpromazinnal és sulpiriddel kivédhetd [XXV].
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3.4.3. Ciklin-fiiggé kinaz — inhibitor azonositasa lucernasejtbol [ XIX]

Az eukaridta sejtek sejtosztddasi ciklusa szigorian kontrolldlt folyamat. A sejtciklus
reguldcidja a szervezet novekedés-szabdlyozasanak sejtszintli alapja. Ennek a szabdlyzasnak a
ciklinek, a ciklin-fiiggd kindzok (cyclin-dependent kinase, CDK) és a ciklin-fiiggd kindz
inhibitorok (cyclin-dependent kinase inhibitor, CKI) a f0 komponensei, ahogy azt szdmos
fajban kimutattdk [165, 166]. A kindzok mennyisége a sejtciklus sordn allandd, aktivitdsuk
azonban a ciklinek altal, tobb szinten szabalyozott médon valtozik. A CDK-k aktivalédasanak
elengedhetetlen feltétele, hogy bizonyos ciklinekkel komplexet képezzenek. A komplexek a
sejtciklus kiilonbozo fazisdban eltérd szerkezetiiek és dsszetételliek. Tovabbi feltételek még a
CDK-k bizonyos aminosavakon tortén6 foszforilalodésa, ill. kdlcsonhatas kialakuldsa a CKI-
kal. Elesztébdl és emlds sejtekbdl tobbféle CKI-t izoldltak [167], azonban munkdnk idején
novényekben csak egy CKI volt ismert [168]. A lucerna sejtosztédasi ciklusainak jobb

megismerése érdekében djabb CKI kereséséhez kezdtiink.

Kisérletek

Lucerna (Medicago sativa A2) sejttenyészet homogenizatumabdl MonoQ ioncseréld
oszlopon végzett kromatografia utdn a frakciok CKI aktivitdsat a kindz-gatlasi assay-ben
hatdroztuk meg [169]. A CKl-aktiv frakciét forditott fazisi kromatografidaval tovabb
frakcionaltuk, és meghatdroztuk a benne taldlhat6 komponensek CKI aktivitasat és
molekulatomegeit. A fehérjetermészetii aktiv komponens azonositisdhoz SDS-PAGE
gélelektroforézist végeztiink, majd gélben torténd emésztéssel hidrolizdltuk a fehérjét. A
kapott peptidkeveréket sajat készitésli forditott fazisa kapilldris kromatografids oszlopon
vélasztottuk szét. Az egyes peptideket a hazi készitésti mikroelektrospray kapcsoléegységen
(interface) keresztiill on-line kapcsolt TSQ-7000 harmas-kvadrupdl tomegspektrométer
segitségével analizdltuk. Az LC-MS kromatogramon harom legintenzivebb peptidcsicsnak

MS/MS kisérletben meghataroztuk a szekvencidjat.

Eredmények és megbeszélésiik

Lucernasejtek homogenizatumédnak ioncserés, majd forditott féazisi HPLC
kromatogréafidval (36. dbra) ciklin-fliggd kindz inhibitor hatdssal rendelkezd, 8565 Da

molekulatomegii fehérjét talaltunk.
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36. abra
Lucernasejtekbdl izolalt, CKI aktivitdssal rendelkez6 fehérjekeverék HPLC kromatogramja
HPLC: 2,1 x 100 mm Nucleosil 5C18 (300A) oszlop, A eluens 0,2% ecetsav, B eluens 0,2% ecetsav 80%
acetonitrilben, gradiens: 20-70%B/50 perc, dramlési sebesség 0,2 ml/perc

Az SDS-PAGE gél 7-10kDa koriili savjat kivagva, a benne 1év0 fehérjé(ket) tripszinnel
emésztve, majd a peptidkeverékbdl HPLC-MS analizist végeztiink a benne 1év0 peptidek
molekulatomegének meghatarozasara (,,peptid tomeg térképezés”, lasd 4.1. fejezet). A
Profound szoftverrel SwissProt adatbdzisban végrehajtott keresés elsé korben tobb
fehérjetalalatot 18 adott, azonban koziiluk legvalészintibbnek, 72%-0s
szekvencialefedettséggel az ubiquitin bizonyult. A feltételezett szekvencia birtokdban
megvizsgaltuk a LC-MS kisebb intenzitdsu csucsait, s a kapott peptidek az ubiquitin teljes

szekvencidjat lefedték (2. tablazat)

2. Tablazat
Az ubiquitin ,,peptid tomeg térképe”

Szakasz | Szekvencia Szamolt Mt Mért Mt
1-6 MQIFVK 764,5 764.,4
1-27 MQIFVKTLTGKTITLEVESSDTIDNVK 3009,6 3011,2
12-27 TITLEVESSDTIDNVK 1762,9 1763,6
28-33 AKIQDK 701,4 701,1
30-42 IQDKEGIPPDQQR 1522,7 15234
43-48 LIFAGK 6474 647,5
55-63 TLADYNIQK 1064.,6 1064,8
55-72 TLADYNIQKESTLHLVLR 2113.2 21142
64-72 ESTLHLVLR 1066,6 1066,9
55-76 TLADYNIQKESTLHLVLRLRGG 2496.,4 2497.5
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A ,,peptid tomeg térkép” eredményeinek megerdsitésére az LC-MS harom intenziv ionjabol
(m/z 765,4, 648,4 és 533,3) — amelyek az ubiquitin szekvencidjanak elejérdl (1-6), kdozepérol
(43-48) és végérol (64-72) szarmaznak — MS/MS spektrumokat készitettiink (37. dbra).

A 7654 és 648.,4 ionok CID spektrumdban teljes b- és y-ionsorozatot lattunk, amelyek
igazoltdk a MQIFVK, ill. LIFAGK szekvencidkat, mig a 533,3 [M+2H]2+ ion MS/MS
spektrumdban a TLADYNIQK peptidet az 5 C-termindlis €s 5 N-termindlis ionnal
azonositottuk.

Az ubiquitin szerepe jOl ismert a sejtciklust szabdlyzé fehérjék lebontdsdban [170]. A
ubiquitin-proteaszéma rendszer daltal szabdlyzott proteolizis fontos utvonala a nem-
lizoszomalis fehérjék degradicidjanak. A sejtciklus szamos kritikus eleme, igy a p27, p53,
E2F, c-Myc, c-Jun és c-Fos bomlik le ezen az ttvonalon. Igy az ubiquitin kozvetett CDK-

gatl6 hatdsa ismert, azonban direkt hatdsardl eddig nem voltak ismereteink.
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37. abra.

Az ubiquitin két triptikus fragmensének: a 765,4 [M+H]" (A) és a 648,4 [M+H]" (B) ionok MS/MS spektrumai,
iitkozési gdz: argon (2,5 mTorr).

3.4.4. Streptomyces griseus-bol szarmazo C-faktor fehérje azonositasa [ XXVI-XXVII]

A streptomycesek Gram pozitiv, aerob, fonalas novekedésii, elsdsorban talajban €16
baktériumok. Tanulmanyozasuk elméleti szempontokon tul azért fontosak, mert a morfoldgiai
differencialddasukkal parhuzamosan lejatszodo fizioldgiai/biokémiai differencidléddsuk sordn
nagyszamu, a gyogyaszatban, mezdgazdasdgban és az iparban is alkalmazhat6 anyagot
(antibiotikum, pigment, enzim, enzim inhibitor, rovarellenes szer, immun-modulétor,

antitumor hatdsi vegyiilet stb.) termelnek [171]. Extracelluldris szabdlyz6 fehérjék, un.
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autoregulatorok kulcsszerepet jatszanak a streptomycesek differencidlodasdban, a sejtek
kozotti kommunikacioban és mdasodlagos metabolizmusban [172]. Egy ilyen autoregulétor
fehérje a C-faktor [173], melyet tobblépcsés kromatografidval S. griseus 45H torzs
fermentlevébdl izoldltak [174]. A C-faktor 29 aminosavbdl dll6 N-termindlis része homoldgiat
mutatott szamos cink-ujj tipusi szabdlyzé fehérjével, s6t Zn-affinitds oszlopon tisztithato is
volt [175]. Mas bizonyitékokkal egyiitt arra lehetett kovetkeztetni, hogy a C-faktor egy cink-
ujj tipusu szabdlyzé fehérje. Amikor azonban génjét szekvendltdk, a szarmaztatott teljes
aminosavszekvencia mar nem tdmasztotta ald ezt az elképzelést. Azért, hogy fiiggetlen
modszerrel meggydzOdjiink a fehérje szerkezetérdl, a tomegspektrometrids fehérjeanalizist

hivtuk segitségiil.

Kiserletek

A tisztitott C-faktor tisztasdganak és molekulatomegének meghatarozdsahoz LC-MS
analizist végeztiink a laboratériumunkban készitett kapillaris HPLC oszlop és mikroESI
ionforras alkalmazdsaval TSQ-7000 harmas kvadrupdl tomegspektrométeren. A poliakrilamid
gélben tovéabb tisztitott fehérje savjat kivagtuk, DTT-vel redukéltuk, joédacetamiddal
alkileztiik, majd tripszinnel megemésztettilk. A fehérjehidrolizatumbél HPLC-MS analizist
végeztiink a benne 1év0 peptidek molekulatomegének meghatdrozasira (,,peptid tomeg
térképezés”). A bioinformatikai adatbazis-kereséssel (ProFound, SwissProt) kapott fehérje

szekvencidjat MS/MS mérésekkel is hitelesitettiik.

Eredmények és megbeszélésiik

A C-faktor génje egy 324 aminosavas fehérjét kodol, aminek N-terminalis 38
aminosavat tartalmazé része szigndlpeptidként lehasad. Az érett 286 aminosavbdl ll6 fehérje
molekulatomege 31038 Da, amivel jol egyezik az LC-MS analizissel meghatarozott 31047 +
5 Da tomeg (38. dbra). A fehérje alapos tisztitdson ment keresztiil, mert nem taldltunk mellette
szamottevo szennyezést.

A fehérjehidrolizatum LC-MS analizisével taldlt peptidek molekulatomeg-adatai alapjan az
adatbézis-keresés 100%-os valdszinliséggel azonositotta a Streptomyces C-faktor fehérjéjét
(Q9Z4K0). A 11 megtaldlt fragmens mind a helyére volt illeszthetd, és a fehérje teljes
szekvencidjanak 32,7%-at lefedte. A megtaldlt peptidek szekvencidjanak azonositdsdhoz
MS/MS méréseket végeztiink. Mind a 11 peptidrél jol értékelhetd leanyion (MS/MS)
spektrumot kaptunk, csaknem mindig teljes b- és y-ion-sorozattal. Példaképp bemutatom a

fehérje 41-47 peptidjének MS/MS spektrumét (39. dbra).
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38. abra

A S. griesus-bol izolalt C-faktor dekonvolicié utani MS spektruma
HPLC: 320 pm x 100 mm Vydac C4 (300 10\, 5 um) oszlop, A eluens: 0,04% TFA, B eluens: 0,05% TFA-80%
acetonitril, gradiens 5-90%B/30 perc, dramlasi sebesség 3 pl/perc
MS: mikroESI interface, fesziiltség: 1200 V, 10-2500 m/z
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39. abra

S. griseus-bol izolalt C-faktor fehérje 41-47 helyzetii peptidjének MS/MS spektruma ([M+2H]** m/z 409,4)
HPLC: 320 um x 200 mm Vydac C18 (300 A, 5 pm) oszlop, A eluens: 0,04% TFA, B eluens: 0,05% TFA-80%
acetonitril, gradiens 5-90% B/30 perc, aramlasi sebesség 3 ul/perc
MS: mikroESI interface, fesziiltség: 1200 V, iitk6zési energia: -(m/z/35 eV),
itkozési gdz: argon (2,5 mTorr).
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A szekvenciaszinten is megerdsitett peptidek adatait a 3. tdblazat tartalmazza.

3. tablazat
S. griseus-bol izolalt C-faktor fehérje MS/MS-méréssel igazolt szakaszai

Szakasz Szekvencia Szamolt Mt Mért Mt
8-19 FSLTEPSHDLFR 1447,7 1448,1
28-39 VQQSFTFDIVNR 14527 1453,0
28-40 VQQSFTFDIVNRR 1608,9 1608,6
40-47 RLFVAQLK 973,6 973,8
41-47 LFVAQLK 817,5 817,7
109-129 LARFKWNNGATLSRTSSALAK 2291,3 2290,2
154-160 YLTASGR 766,4 766,5
239-246 AGSTLTFR 851,5 8514
263-276 LFLGFASGVAGDRR 1464.,8 1465.5
277-282 SNLFYK 770,4 770,5
283-286 NVLI 4573 4574

Streptomyces  torzsekbdl els6ként azonositottunk egy sejtdifferencidloddst  kivaltd
autoregulator fehérje, a C-faktor aminosavszekvencidjat, mely tovabbi kutatdsokhoz nyitotta

meg az utat.

3.4.5. Hepatitis B virus X-fehérje szerkezetének felderitése [ XX VIII]

Az Egészségiigyi Vilagszervezet (WHO) adatai szerint tobb mint kétmillidrd olyan
ember €l a vildgon, aki valamikor az élete soran megfert6z0dott hepatitis B virussal (HBV).
Ezekbdl mintegy 360 milli6 beteg kronikus hepatitis B fertdzésben szenved [176], amely
komoly rizikéfaktor: a krénikus hepatitis B talajan méjzsugor €s méjrak alakulhat ki [177].
Evente koriilbeliil 500-700 ezer haldleset torténik a hepatitis B virusfert6zés kovetkeztében,
holott ez a betegség véddoltassal hatékonyan megelézhetd volna.

A hepatitis B virus (HBV) a Hepadna viridae csaladba tartozd, részlegesen kettdlanci DNS-t
tartalmazé virus. A virusburokban 1évé nukleokapszid tartalmazza a kb. 3,2 kB hosszusagi
DNS-t és a polimerazt. A DNS lanc négy ,,nyitott leolvasasi keret’-et (,,open reading frame,
ORF) tartalmaz. Az els6 ORF a HBV felszini (pre-S1, pre-S2, S) antigénjeit kédolja. A
masodik ORF-rdl a core antigén, a virus nukleokapszidjdnak f6 komponense szintetizdlodik
€s a szorosan hozza kapcsoléd6 HBeAg. A harmadik ORF a virus polimerdz enzimjét kddolja,
mely jelen van a virus core (HBcAg) partikulumokban, a virus replikdci6janak a helyén. A
negyedik ,,nyitott olvasasi keret” dltal kédolt fehérje az X antigén (HBxAg). A HBxAg egy

rendkiviil konzervativ, 17 kDa-os fehérje, melyre a nagyfokd hidrofébicitds és a diszulfid-
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hidak jellemzok [178]. Ez egy multifunkciondlis szabdlyz6 fehérje, amely modulélja a
sejtosztodast, a sejtek genotoxikus stresszre adott valaszat, hatdssal van a
fehérjekatabolizmusra és szerepet jatszik a jelatviteli folyamatokban, de funkciéi pontosan
még nem értelmezettek [179].

A HBxAg-ben a 154 aminosavbdl 80 (54%) hidroféb jellegli, amely bioldgiai rendszerekben
kiilonleges fiziko-kémiai szerkezetet jelent, ezért az alapkutatds szdmadra is érdekes, de
igazabdl diagnosztikus jelentdsége lehet, mert kapcsolat van a betegség kronikusbol malignus
allapotba torténd dtmenet €s a fertézott majsejtek X-protein expresszidja kozott [180].

Molnér Janos professzor munkacsoportjdval egyiitt dolgozva, akiknek elsOként sikeriilt olyan
mennyiségben az antigént eldallitani és tisztitani [181], hogy szerkezetvizsgélatira sor
keriilhessen, munkdnk elsddleges célja az X-protein szerkezetének és a kialakult

diszulfidhidak pontos helyeinek meghatarozésa volt.

Kisérletek

A rekombindns X-proteint (az X-protein 10-143 szakasza) glutation S-transzferaz
(GST) fuziés fehérjeként Allitottdk eld E. coli DHS5a sejtekben [181]. A fehérje
zarvanytestekbdl (inclusion body) torténd extrakcié utdin a GST-X-proteint 2,66 M
karbamidoldatban levegdn tortént 24 Ords keverés alatt renaturdlédott, azaz a cisztein
aminosavak diszulfidhidakkd zéarultak. Xa protedzzal a GST-t eltdvolitottdk és a reakcid
termékét Superdex 75 FPLC oszlopon megtisztitottdk. A PAG elektrofozézissel tovabb
tisztitott fehérjét kaptuk meg szerkezetvizsgalat céljara. A vinil-piridines alkilezést kovetden a
fehérjét 3 ordn keresztiil tripszinnel elhidrolizdltuk, majd képzodott peptidkeveréket
kapillaris-LC rendszeren elvdlasztva tomegspektrométerrel analizdltuk. (Kontrollként vinil-
piridines reakcié nélkiil is végeztiink egy vizsgalatot.) Ismerve az X-protein szerkezetét,
szamitégépes programmal létrehoztuk az Osszes lehetséges alkilezett és diszulfidhidas

triptikus peptid listdjat, majd azt 6sszehasonlitottuk az LC-MS analizis eredményével.

Eredmények és megbeszélésiik

A hig oldatban, pH 6,5-n tortént renaturdcié utan kialakult GST-X-protein kedvezd
szerkezetét jelzi az, hogy az Xa protedz felismerte és nagyon gyorsan (3 6ra) elhidrolizdlta a
fuziés fehérjét. A hasitds eredményes volt, melynek termékeit méretkizardsos
kromatogréfidval konnyll volt elvédlasztani és tiszta formdban kinyerni. A vinil-piridin j6
alkilezOszer, tioéter képzddése kozben konnyen addiciondlédik fehérjékben 1€vo cisztein

aminosavakra. Az X-protein hidrolizdtumanak LC/MS kromatogramjan (40/A. és 40/B. 4bra)
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két vinil-piridines adduktot taldltunk 729,2 és 1985,8 molekulatomegekkel (m/z 365,5 és
993,8), amelyek megfelelnek a DCLFK (114-118), ill. a DCLFKDWEELGEEIR (114-128)
peptideknek. (Az utébbi peptidben van egy kihagyott tripszines hasitdsi hely.) Mind a két
peptid hidnyzik a vinil-piridinnel nem kezelt fehérje hidrolizatumabdl, igy a rekombinans X-
proteinben csak a Cys115 tudott alkilezOdni (tehdt szabadon van), mig a tobbi 6 cisztein

diszulfidhidat képez.

115
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0 115
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£ o0 - D GICRSTDPAR L ,
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é . LKVFVLGGCR \A
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LVCGNSS L
0 'I""I'"'I""I'"'I""I'"'I""I""I""I""I""I"'
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40. abra

A rekombindns X-protein tripszines hidrolizituméanak LC-MS kromatogramja (G) és a kivalasztott ionok
kromatogramjai (A-F)
HPLC: 320 x 250 mm C18 (5 um, 100A) oszlop, A eluens: 0,05% TFA, B eluens 0,04% TFA-80% acetonitril,
gradiens: 5-90% B/70 perc, dramlasi sebesség 150 ul/perc, leosztds ~1:100
MS: mikroelektrospray, fesziiltség: 2 kV, kapillaris hdmérséklet: 250 °C

A 1535,9 és 2164,9 Da tomegii peptidek (m/z 768,9 és 1082,3) arra utalnak, hogy a 3 és 137
helyzetli ciszteinek diszulfidhidat képeznek (40/C. és 40/D. dbra). (Az utébbi peptid két
kihagyott tripszines hasitasi helyet is tartalmaz.) Az m/z = 1082,3 ionkromatogramjan az elso
csucs felel meg a X-protein diszulfidhiddal dsszekapcsolt {1-9}-{128-138} peptidnek, mig a
madsodik cstcs a tripszin dnemésztésének terméke. Az m/z = 774,1 ionkromatogramon szintén
két csucs lathaté, melynek egyike megfelelhet a fehérje 57-72 fragmensének
(molekulatomeg:1545,7, [M+2H]2+ = 773,9), melyben a 61 és 69 helyzetli ciszteinek
diszulfidhidat alkotnak (40/E. &bra). Ennek igazoldsara a fehérje hidrolizitumat DTT-vel

redukaltuk, majd vinil-piridinnel reagéltattuk. Az m/z 774,1 kromatogrambdl eltlint az els6
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csucs €s a divinil-piridint tartalmazd 57-72 peptidet megtaldltuk. A mdsodik csics ismét a
tripszinb0l szdrmazik. A harmadik diszulfidhid mar csak a maradék 17 és 143 helyzetii
ciszteinek kozott lehetséges. A fehérje {14-26}-{141-147} triptikus fragmensének
molekulatomege 2092,0, melynek kétszeresen toltott ionjat meg is taldltuk az LC-MS
kromatogramon (40/F. 4bra).

Az eredmények birtokdban felrajzolhaté a rekombindns HBV X-fehérje szerkezete

7 69

(41. 4bra), melyben a Cys'"® szabad és a Cys’-Cys'?’, a Cys®-Cys® &s a Cys'’-Cys'*?

ciszteinek kozott diszulfidhidak taldlhatok. Az abran az els6 hat és az utolsé négy aminosav a

klénoz6 vektorbdl szarmazik.

3 17
E’CRST-DPARDVLQLRPVGAESRG RPFSGSLGTLSSPSPSAVSTDHGAHLSLRGLPV
61 69 115
CAFSSAGPCALRFTSARRMETTVKAQPFLPKLHKRTLGLSVMSTTDLEAYFKDCLFKD
137 143

WEELGEEIRLKVFVLGGCRHKLVC-GNSS

41. abra
A rekombindns HBV X-protein szerkezete

Gupta és mtsai mas rekombindns mddszerrel minimélis mennyiségi teljes (1-154) X-proteint
allitottak eld [178]. Fehérjéjiikkben 9 cisztein koziil a 148 helyzetli volt szabad, diszulfidhid
érdekes médon minden negyedik cisztein kozott alakult ki (Cys’-Cys’®, CyS'"Cys'", Cys®!
Cys'’, Cys®Cys'?). Az eltéré mintdzatnak az eltéré virdlis DNS, az ebbdl kovetkezd

fehérjeszekvencia-kiilonbségek, ill. a tobb cisztein lehet az oka.

3.4.6. Monoklonalis anti-HBxAg antitestek epitoptérképezése [ XXIX]

A HBV genomot hordoz6 betegekben expresszdlodé6 HBxAg-nek, illetve a vele
szemben kialakult immunreaktivitisnak a betegség progndzisa szempontjabol alapvetd
jelentdsége van. Az idiilt mdjgyulladas, illetve az elsddleges majrak kialakuldsanak
mechanizmusdban az immunoldégiai komponensek tanulmanyozasdhoz elengedhetetlennek
latszott monoklondlis antitestek kifejlesztése és jellemzése. Egylittmiikodd partneriinknek
ugyanakkor célja volt egy, a laboratéoriumi diagnosztikdban  hasznosithat6
immundiagnosztikum kifejlesztése, amihez megfeleld0 mindségli és jol karakterizalt

monoklondlis antitestre volt sziikség.
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Az antigén-antitest reakciOban antitestek specifitdsa attdl fiigg, hogy az antigén mely
szerkezeti elemével, az. un. epitéppal szemben képzddtek. Egy antigén feliiletén altaldban
tobb epitdp helyezkedik el, igy veliikk szemben tobbfajta antitest képzddik. A monoklonélis
antitestek eldallitdsanak célja, hogy specifikusan csak egy-egy epitdppal szemben legyenek
specifikusak. Az epitépok lehetnek linedrisak, vagyis a fehérjeldncban egymds utdni
aminosavak daltal meghatdrozottak, ill. nem-folyamatos, un. konforméciés epitopok,
amelyeknél a lancban eredetileg tavol, de a feltekeredés hatdsdra egymdashoz kozel keriild
szakaszok egyiittesen alakitjdk ki az antigéndetermindns helyet. Egy antigén epitdpjainak
feltérképezése lehetdséget ad a monoklondlis antitest specifitdsdnak tervezésére.

Az antigén epitop helyeinek meghatdrozdsara kiilonboz6 szamitogépes predikcios [182] és
kisérletes modszerek (oligopeptid szkennelés [183], fag-display [184] stb.) dllnak
rendelkezésre. A tomegspektrometria el6térbe keriilése a bioldgiai kutatdsokban j
mddszereket hozott az epitépkutatdsban is [185].

Egyiittmiikodd partnereink eldéllitottak néhany monoklondlis antitestet a rekombindns X-
protein ellen [186] és felvetették a kérdést, hogy azok a HBxAg mely epitopjai ellen

specifikusak.

Kisérletek

A rekombindns X-protein(10-143) fehérjét redukalas és alkilezés utdn rovid ideig tartd
(3 ¢6ra) részleges tripszines hidrolizisnek vetettiik ald. A peptidkeveréket analitikai HPLC
oszlopon elvdlasztva 1 perces frakcidkra bontottuk. Monoklondlis antitestjeink koziil egyikkel
minden frakciobol kotési tesztet végeztink (ELISA). A teszten pozitivnak mutatkoz6
frakcidkat a laboratériumunkban Osszedllitott statikus nanoESI ionforrassal felszerelt TSQ-

7000 tomegspektrométeren MS/MS modszerrel vizsgaltuk.

Eredmények és megbeszélésiik

Wisconsin-CGC  szamitégépes programcsomaggal (Wisconsin-GCG  package,
Genetics Computer Group Inc., University Research Park, Madison, WI, USA) kollégdink
feltérképezték a rekombindns X-protein lehetséges epitopjait. A Jameson-Wolf és a Welling
féle modszerrel tortént antigenecitdsi predikci6 a 19-31, 55-67 és 100-114 szakaszokat jelolte
ki, mint valészinii epitépokat. Az X-protein részleges proteolizisével eldallitott
peptidkeveréket analitikai HPLC oszlopon UV detektdlas mellett elvalasztottuk (42. dbra).
Monoklondlis antitesttel végzett ELISA-tesztben hdrom frakcié adott pozitiv immunreakciot.

A legnagyobb immunvélaszt ad6é #18 és #19 frakcidban tomegspektrometridval harom
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peptidet azonositottunk (m/z 1472,7, 2525,0 és 2552,3), mig a #30-ban a nagyon érzékeny
nanoESI ionforrds alkalmazasa ellenére sem sikeriilt peptidet detektdlni. (Meg kell jegyezni,
hogy az UV detektor sem mutatott semmi jelet erre a frakcidra.) A 1472,1 peptid megfelel a
rekombindans HBV X-protein karboximetilezett 14-23 szakaszdnak (DVLCLRPVGAESR),
amit a nanoESI-MS/MS spektrummal igazoltunk.
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42. abra

Rekombindns X-protein proteolizisének HPLC kromatogramja és ELISA teszt eredményei
HPLC: 4 x 250 mm Nucleosil C18 (5 um, 300 A) oszlop, A eluens: 0,1% TFA, B eluens 0,1%TFA-80%
acetonitril, gradiens: 20-60%B/40 perc, 1 ml/perc

A tomegspektrometrids eredményeink alatdimasztottdk a predikcié eredményét, mert az egyik
valészinlisitett epitép (19-31) atfedett a részleges proteolizis utdn azonositott 14-23
szakasszal. Ezért feltételeztiik, hogy az adott monoklondlis antitest a fehérje ezen szakaszara

specifikus.

3.5. CE-MS S CEC-MS INTERFACE KIALAKITASA ES ALKALMAZASA
[XXX-XXXI]

A kapillaris elektroforetikus médszerek tomegspektrométerhez valé kapcsoldsaval a
nagyhatékonysagui elvélasztast kombindltdk a nagy szelektivitisi MS detektdldssal, amely a
komponensek molekulatomegén til azok szerkezetére is felvilagositassal szolgal [187]. A két
mddszer 0sszekapcsoldsdban a legnagyobb kihivast a 20-30 kV fesziiltséget alkalmaz6 CE és
a 3-4 kV-on elektroporlasztist végzd ESI-MS ionforrds zart dramkoreinek kialakitdsa

jelentette. Az Osszekapcsoldsra tobb megoldas is sziiletett: ,, sheath flow” mddszer [188], az

74



dc_272 11

elektroforézis kapilldris dramldsdval koaxidlisan alkalmazott ,,bemosé” folyadék zarta az
elektroforézis aramkorét, elOsegitette stabil elektrospray kialakuldsat és lehetOvé tette
kiilonbozd hattérelektrolitok alkalmazasat is. Az elektroforézis sordn kialakult nl/perc
aramlasi sebességhez képest a ,,sheath liquid” nagysigrend(ek)kel nagyobb térfogatiarama
egyrészt higitotta a mintdt, misrészt rontotta az ionizdcié hatdsfokat, igy csokkentette az
elérhetd érzékenységet. Nanoelektrospray ionforrast €s platina drétot tartalmazd koaxidlis
kapilldris alkalmazdsakor javult a mddszer érzékenysége [189]. A ,,liquid junction” interface-
ben a CE fesziiltségét az CE és elektrospray kapillérist 6sszekapcsold teret kitoltd folyadékra
kapcsoltak [190], azonban a két kapillaris nem tokéletes Osszeillesztése lerontotta mind az
elvalasztds hatékonysdgat, mind az érzékenységet. A ,,sheathless” interface nem alkalmaz
,bemosd” folyadékot, igy kikiiszoboli annak hatranyait. Szamos megoldés sziiletett erre az
interface tipusra is [191], melyek tobbsége idéigényes elokészitést, nagy gondossagot igényel
és nem alkalmazhat6 széleskorlien.

A fenti hitrdnyok kikiiszobolésére egy olyan dltaldnosan haszndlhaté nanoelektrospray-CE
(CEC) interface kifejlesztését tiiztiik ki célul, amelyben a nanoelektrospray kapillaris konnyen

illeszthetd az elektroforézis kapillarisdhoz és elhaszndl6dasa utdn egyszeriien cserélhetd is.

Kisérletek

A hédrmas kvadrupdl Finnigan TSQ-7000 tomegspektrométeriinkhoz kifejlesztettiink
egy statikus és egy dinamikus nanoelektrospray ionforrast (Iasd 3.3.1.2. fejezet). A statikus
nanoelektrospray tijét 0,69 mm belsd atmérdjii boroszilikat kapillarisbdl mikrokapillaris-hiizé
késziilékkel készitettiik el, majd kiilsd feliiletét arany elpdrologtatdsaval vékony fémréteggel
vontuk be. Késobb ehhez az aranyozott boroszilikat kapillarishoz csatlakoztattuk az ESI
tadpegységet. A kapillaris elektroforézis 50 um belsé (150 pm kiilsé) atmérdjii kvarc
kapillarisat gazlangon kihuztuk, csucsat 48% HF-dal megmarattuk, majd a masik végét ugy
vagtuk le, hogy a kapillaris hossza 20 cm legyen. Hasonl6 kihizott kapillarist alkalmaztunk
kapilldris elektrokromatografia oszlopaként, melyet szuszpenddlt POROS® R2-10 tipusi
forditott fazisu, perfizids kromatografids toltettel (Perseptive Biosystem, USA) nyomtunk tele
(15 cm). A kapillaris hegyének belsé atmérdje 5-7 um, igy az visszatartotta a toltet 10 pm-es
szemcséit. Az elvéalasztd kapilldrist feltoltottiik a hattérelektrolittal (metanol-viz-ecetsav, 20-
79-1, v/v/v), majd bedugtuk a boroszilikdt nanospray kapillarisba, ott rogzitettiik, mig masik
végét a hattérelektrolitot és a platina ellenelektrodot tartalmazé edénybe meritettiik (43. dbra).
A CE-MS és CEC-MS analizisekhez a nanoESI tlire 1,3 kV, mig a CE ellenelektrédra 15 kV
fesziiltséget kapcsoltunk. Az elvélasztandé peptidkeveréket (Ac-RGVGGLGLGK-NH,, Ac-
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RGAGGLGLGK-NH,, Ac-RGGGGLGLGK-NH; és H-RGAGGLGLGK-NH;)
elektrokinetikus injektdlassal (-5 kV, 2-3 masodperc) juttattuk a kapillarisba.

fold

ESI = CZE
tapegység tapegység
Pt elektrod
4
M S kvarc kapillaris
puffertartaly

aranyozott nanospray kapillaris

kihuzott, maratott kvarc kapillaris

43. abra
Kapillaris elektroforézis — tomegspektrométer kapcsolat kialakitdsa

Eredmények és megbeszélésiik

A laboratériumomban  Osszedllitott kapillaris elektroforézis-tomegspektrométer
interface alkalmas volt CE-MS és CEC-MS analizisek kivitelezésére (44. 4bra). Igaznak
bizonyult a statikus nanoESI kifejlesztdjének leirdsa [126], hogy alacsony dramldsi sebesség
mellett egy-egy aranyozott elektrospray kapillaris akar 45 percig képes volt stabil elektrospray
kialakitani. Ez az 1d0 (mintétdl fiiggden) elegendd néhdny analizis kivitelezésére, majd a t
kicserélése utdn ujabb futtatisok végezhetdk. CZE ilizemmoddban az acetilezett, csak egy
aminosavban kiillonbozé peptidek egymdstol nem, csak a szabad N-termindlisi homol6gtol
lehetett elvdlasztani, mig CEC mdédban a POROS R2-10 toltet segitségével
hidrofébicitaskiilonbségiik alapjan mindegyik peptid elvalt egymdastél. CEC moddban a
peptidek migrécids ideje hosszabb volt, mint a toltet nélkiili CZE esetében, ami az peptid és
az allofazis kozotti kolesonhatds kialakuldsara utal.

Amint azt kordbban bemutattam, a szilardfazisd peptidszintéssel eldallitott peptidek
tisztitdsdra csaknem kizardlag forditott fazisi nagyhatékonysdgid kromatografiat haszndlnak,
melynek sordn a leggyakrabban alkalmazott eluens a TFA-viz-acetonitril kiilonb6z6
Osszetételll elegye. A kromatogrifia befejeztével a tiszta frakcidkat Osszegyljtik, majd
liofilizaljik. fgy a peptidek csaknem mindig trifluoracett formdban vannak jelen. A TFA

erdsen kotddik a peptidhez, ami erdsen bazikus peptid esetén megneheziti annak azonositasat,
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44. abra

Hasonl6 szerkezetii peptidek analizise CE-MS (A) és CEC-MS (B) médszerrel
CE: 50 um x 20 cm kvarc kapilldris, héttérelektrolit: metanol-viz-ecetsav (20-79-1, v/v/v), 15 kV
CEC: 320 um x 15 cm POROS R2-10 oszlop, hattérelektrolit: metanol-viz-ecetsav (20-79-1, v/v/v), 15 kV
MS: nanoESI, 1500 V

amint az  intézetiinkben  elddllitott =~ VEPKVKKREAVAGRGRGRGRGRGRGR-
GRGRGGPRR, 15 bézikus aminosavat tartalmazd peptid ESI-MS spektrumén lathaté (45/A.
abra). A peptid er6sen poldaris volta miatt CEC-MS rendszerben kis retenciéval (1,8 perc)
eludlédott a forditott fizisi POROS® R2-10 toltetrdl. Az elektrokromatogrifia sordn
megszabadultunk az erdsen kapcsol6do trifluoracetat anionoktdl, s peptid konnyen
értelmezheto, [M+2H]2+— [M+10H]10+ ionsorozatot tartalmazé spektrumét kaptuk (45/B.
abra). A kitisztult spektrumbdl egy szennyezést is ki lehetett mutatni, amit az 3667,5
molekulatomegli ion 2-9-szeres toltésli ionjainak sorozatdval bizonyitottunk. A szennyezés az
egy Lys-nel kevesebbet tartalmazé delécids peptiddel azonos.

A modszert 4tiiltettik HPLC-re (2 x 20 mm C18 oszlop), €s azdta rendszeresen

hasznaljuk ESI-MS mérés eldtt sok TFA-t tartalmaz6 peptidek on-line TFA-mentesitésére.
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45. abra
A VEPKVKKREAVAGRGRGRGRGRGRGRGRGRGGPRR peptid ESI-MS (A) és CEC-nanoESI-MS (B)
analizise, ESI spray oldat metanol-viz-ecetsav (20-79-1, v/v/v), MS: 4000V,
CEC: 320 um x 15 cm POROS® R2-10 oszlop, hattérelektrolit: metanol-viz-ecetsav (20-79-1, v/v/v), 15 kV,
MS: nanoESI, 1500 V
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4. PROTEOMIKA
4.1. BEVEZETES

A proteomika a proteomot alkot6 fehérjék atfogd mindségi és mennyiségi analizisével,
valamint funkcidéinak megismerésével foglakozé tudoményig. A proteomika és proteom
kifejezéseket Marc Wilkins javasolta [192], amelyek tiikor-szinonimdi a genomikédnak és a
genomnak, mely egy é€l0 szervezet teljes génkészletét jelenti. A proteom (,,protein
complement of a genome”) egy sejt, szovet, szerv vagy szervezet teljes fehérjedlloméanyat
jelenti egy adott idépontban. Az ,,omics/omika” kifejezés megjelenése szimbolizdlja, hogy
hogyan véltozott meg a gondolkodds az €16 szervezet bioldgidjarol és mikodésérdl. Az 1990-
es évek kozepéig a biokémikusok, biolégusok, sejtbiolégusok egy specifikus biokémiai
folyamat egyedi génjeiben, fehérjéiben és a folyamathoz tartoz6 néhdny metabolittal
foglalkoztak és a rendelkezésre 4116 mddszerekkel nagyon sok informécidt gytijtottek egy-egy
folyamatrol.
A géntérképezési eljarasok automatizdldsaval az utobbi lassan masfél évtizedben sok-sok
organizmus genomja valt ismertté és ez maga utin vonzotta tobb nagyléptékii -omikai
tudoménydg, igy a transzkriptomika, proteomika, metabolomika, lipidomika és a glikomika

kialakuldsat, ill. nagyardanyu fejlodését.

Gén (DNS) — MRNS — fehérje — metabolit(ok)
genom — transzkriptom — proteom — metabolom
(genomika) (transzkriptomika) (proteomika) (metabolomika)
46. abra
A biolégia dogmdja

Az informdcidtechnoldgia Oridsi fejlodésének és a kereshetd internetes adatbdzisok
megjelenésének koszonhetden hatalmas mennyiségli molekularis informdcié valt elérhetdvé,
hasznalhatova. A sok informacié azonban csak adathalmaz marad, ha nem sikeriil azokat
valamilyen miikodési kapcsolatba, hédl6zatba, hierarchidba, azaz rendszerbe foglalni. Ezzel
foglalkozik a rendszerbiolégia.

A fehérjeexpresszidra sokdig a mRNS expresszidvaltozdasaibél probaltak
kovetkeztetni. A vizsgdlatok azonban azt mutattdk, hogy az mRNS- és a fehérje-expresszid

mértéke kozott meglehetdsen kicsi a korreldcid (rz < 0,4) [193], mert az mRNS nem mindig
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irodik at fehérjévé. Ahhoz, hogy megértsiik, mi is torténik valdjaban a sejtekben,
mindenképpen meg kell ismerni a sejtekben egy adott pillanatban jelenlévd fehérjék
mennyiségét és aktivitdsat, kolcsonhatdsait, valamint azok kritikus poszt-transzlacios
moédositdsait, melyek szabdlyozzak a fehérjék aktivitasat is. Mindezt el lehet végezni egyedi
fehérjék, ill. a proteom szintjén a megfeleld fehérjekémiai, ill. proteomikai technolégidk
segitségével. A fehérjekémia a fehérjék szerkezetét és funkcidit vizsgdlja, €s leginkdbb a
fizikai biokémia és enzimoldgia teriiletén alkalmazzdk. A munka sordn a szekvencia teljes
meghatdrozasdra és a fehérjeszerkezet megismerésére torekednek; modellezéssel, ill.
kisérletekkel a szerkezetnek a fehérje funkcidjara gyakorolt hatdsét vizsgdljak. Tobbnyire egy
fehérjét, esetleg néhdny alegységbdl 4ll6 komplexeket tanulmanyoznak. Ezzel szemben a
proteomika a multiprotein tartalmu rendszereket vizsgélja, fokuszdlva a sok kiilonallo fehérje
kolcsonhatdsara és a nagyobb rendszerekben, hdlézatokban betoltott szerepiikre. Az analizis
soran komplex fehérjekeverékeket vizsgal, de nem torekszik teljes szekvenciameghatarozasra,
a fehérjéket részleges aminosavsorrend és adatbadzisok segitségével azonositja. A proteomika
eredményeit a rendszerbioldgia, a fehérjekémidét a szerkezeti bioldgia hasznositja. Més
szoval a proteomika az egész proteomot vizsgilja €s nem egy komponensének analizisére
torekszik. (Ezért targyaltam bizonyos egyszerli fehérjeazonositasokat az el6z6 fejezetben.)

A proteomikdnak tobb kiilondllo, de bizonyos aspektusaiban dtfedé dga alakult ki,
melyek egyiittmiikodése segithet megérteni a proteom, ill. a biolégiai rendszer mitkodését. Igy
beszéliink szerkezeti, expresszids, koOlcsonhatdsi €s funkciondlis proteomikardl. Attdl
fiiggden, hogy milyen mdédszerekkel érik el a kitlizott cél, szintén tobbféle proteomikérdl
beszéliink. Munkdm sordn tomegspektrometria-alapi [194] és affinitdsi kolcsonhatds-alapu
(fehérje-chip) [195] médszereket hasznaltam.

A proteom analizisekor tobb nehézséggel néziink szembe. A mintdban 1év0 fehérjék
széles molekulatomeg-tartomanyban (5000 — 1.000.000 Da), nagy koncentracié-kiillonbséggel
(sejtekben 10°, vérben 10" is lehet az ardny a kiilonboz6 fehérjék koncentracidja kozott) és
nagy szdmban (sejtekben 10* nagysdgrend) fordulnak eld, rdaddsul a proteom sem térben, sem
idoben nem 4alland6. Emiatt rendszerint tobb nagy felbontoképességii €s nnagy érzékenységili

modszert kell kombindlni a fehérjék vizsgalatdhoz.

A tomegspektrometria-alapd proteomika Iépései a kovetkezdk:

mintaelOkészités — elvalasztds — tomegspektrometrids mindségi €s mennyiségi analizis —

bioinformatikai kiértékelés — validalas.
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Minden proteomikai fehérjeazonositds egy lényeges tényre épiil: a legaldbb hat, vagy tobb
aminosavat tartalmaz6 peptid szekvencidja nagyrészt egyedi egy organizmus proteomjaban.
Mis széval egy tipikus hexapeptid jellemez egy génterméket. Igy ha meghatdrozzuk
(MS/MS) a peptid(ek) szekvencidjat, adatbazisban torténd kereséssel meg tudjuk mondani,
hogy milyen fehérjébol szarmazik. Természetesen ugyanolyan szekvencidval rendelkezd
hexapeptid tobb fehérjében is eléfordulhat, azonban ezek rendszerint a hasonld fehérjék
konzervalt régidibol szarmaznak. Kettdé vagy tobb peptid szekvencidjanak meghatdrozasaval
nagy biztonsdggal azonosithaté a fehérje. Minden (legtobb) fehérje egyedi, igy
hidrolizistermékeinek Osszessége is jellemzo lesz az adott fehérjére. A fragmensek pontos
tomegének megmérésével (,,peptide mass fingerprinting”, PMF, ,,peptid tomeg térképezés™)
szintén kovetkeztetni lehet a fehérjére [196]. Természetesen itt is igaz, hogy egy-két peptid
szekvencidjanak megismerése jelentésen megnoveli a fehérjeazonositds valdszintiségének
biztonsdgat. A fentiek alapjdn a proteomikai fehérjeazonositas lényege, hogy a fehérjéket
peptidekké bontjuk, majd ezek tomegének/szekvencidjdnak meghatirozasdval adatbazisokban
torténd egyeztetés alapjan kovetkeztetiink az eredeti fehérjére.

A biol6giai mintdk rendkiviili 0sszetettsége miatt a fehérjéket eldszor ki kell nyerni az
Oket koriilvevé bioldgiai matrixbdl. A minta tipusatdl fliggben ez torténhet kiilonbozo
feltarasi, kicsapédsi modszerekkel, ultrasziiréssel, centrifugdldssal, szilardfazisd extrakcidval
stb. [197]. A kapott fehérjekeverék rendszerint még nagyon sok komponenst tartalmaz, ezért a
tomegspektrometrids analizis eldtt csokkenteni kell annak komplexitasat. Ez rendszerint
kromatogréafids és/vagy elektroforetikus elvdlasztasi modszerekkel torténik. A valasztott
elvalasztastechnikai eljaras fligg att6l, hogy a proteomikai analizis melyik szakaszdban és
milyen céllal haszndljdk. Nagyon gyakori, hogy az analizdlandé minta még mindig sokfajta
komponenst tartalmaz, ekkor egy masodik, ortogondlis elvdlasztdsi modszer alkalmazdsaval
(vagy ultra nagy felbontdsu tomegspektrométerrel) érhetiink célt. Az elvélasztds mindig a
peptidek/fehérjék valamilyen fizikai-kémiai tulajdonsdgan alapul, amit az aminosavosszetétel
€s az esetleges poszttranszlaciés modositasok hatdroznak meg.
Az 47. dbran bemutatom a tomegspektrometrids fehérjeazonositds folyamatibrajat. Lathato,
hogy a folyamat tobb 1€pésében alkalmaz(hat)tunk elvdlasztastechnikai eljarast. A fehérjék
elvadlasztdsdra hasznalt kromatografids moddszerek (gélszliréses, ioncserés, hidroféb
kolcsonhatési, forditott fizisi) nem elég hatékonyak, szelektivek (kivéve az affinitdsi
kromatogréfiat), ezért tobbnyire a mintaelOkészitési 1épésben keriilnek alkalmazdsra. A
fehérjékbol proteolizissel kapott peptideket a proteomikdban csaknem kizardlag forditott

fazisu, C-18 allofazison valasztjdk szét, kozvetleniil a tomegspektrometrids analizis elott. (A

81



dc_272 11

,MudPIT” (Multidimensional Protein Identification Technology) eljardsban a fehérjekeverék
enzimatikus proteolizisét kovetéen a kapott nagyszdmu peptidet on-line kétdimenzids
folyadékkromatografiaval (elsé dimenzi6: ioncsere, masodik dimenzié: RP-HPLC) vélasztjak
sz€ét, majd MS/MS mddszerrel analizaljak [198]). Az érzékenység €s a hatékonysdg novelése
érdekében a mar bemutatott nano-, ill. kapillaris kromatografias rendszereket kapcsolnak on-

line a tdmegspektrométerhez.

: b
Minta
cmmm—’
JENE 2 N 2
LC 1D PAGE 2D PAGE
A J
redukcid, alkilezés, enzimatikus/kémiai hidrolizis J

‘. nanoESI-MS I LC-MS ] ‘ MALDI-TOF MSJ PMF
. cpms/Ms CIDETD MS/MS]  psDMs/Ms PFF

: ! :

adatfeldolgozas, adatbaziskeresés

adatok validalasa

fehérje azonositésa)

.
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47. abra
A proteomikai fehérjeazonositds folyamatabraja

Fehérjék bioanalitikai vizsgdlatara, elvdlasztisdra legelterjedtebb modszer az egy
dimenziés poliakrilamid gélelektroforézis (1D-PAGE), melynek elsé 1épése a fehérjék
redukaldsa (merkaptoetanol, ditiotreitol) és denaturdldsa (natrium dodecilszulfit, SDS) [199].
Az elvélasztds alapja, hogy az SDS molekuldk hozzitapadva a fehérjelancokhoz, a
molekulatomeggel kozel ardnyos negativ toltést adnak (dodecilszulfat anion) a fehérjéknek.
Az igy eldkezelt elegyet nagyfesziiltségli elektroforézisnek aldvetve a fehérje-SDS komplexek

a keresztkotott poliakrilamid gélben az andd felé vandorolnak. A vandorlds sebessége aranyos
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a komplexnek a gélmatrix porusaiba val6 belépési képességével. A kisebb molekulatomegii
fehérjék gyorsabban, a nagyobbak lassabban mozgé savokba rendezOdnek, amelyeket
kiilonbozd festési eljardsokkal (Coomassie Brilliant Blue R-250, G-250, Amido-black,
ezlistozés, imidazol/cink stb.) lehet lathatéva tenni. A gél strliségét, viszkozitasat és
porusméretét az akrilamid és a bisz-akrilamid koncentracié hatarozza meg. Az 1D-PAGE
felbontdsa teljes proteom vizsgdlatira nem megfeleld (egy-egy sdvban 10-100 fehérje is
lehet), ezért a proteomikdban csak akkor haszndljuk, ha a vizsgdland6 fehérjekeverék nem
tilzottan komplex.

A proteomikédban a legelterjedtebb fehérjeelvdlasztasi modszer a 2D-PAGE, melyet el6szor
O’Farrel [200] és Klose [201] alkalmaztak proteom vizsgalatdra. A kétdimenzids elvalasztdsi
modszerek elvédlasztoképessége (csucs/folt-kapacitds) kozelitdleg egyenld az egyes
alkalmazott médszerek elvalasztoképességének szorzataval [202]. 2D elektroforézissel a gél
nagysagitdl és a festési modszer érzékenységétdl fiiggden 1000 — 10000 foltot lehet
megkiilonboztetni, ami egy sejtben 16v6 fehérjék szamédnak 7-24 %-a. Igy a 2D PAGE-vel
csak a nagyobb koncentracioban jelenlévé fehérjéket lehet detektdlni, 34 résziik lathatatlan
marad [203]. (Tomegspektrometrids analizissel ez az ardny novekszik, mert egy-egy foltban
tobb fehérjét is lehet azonositani [204].) Az elvdlasztds els¢ féazisdban a fehérjéket
amfolitokkal eldallitott vagy immobilizalt pH gradiensben fékuszaljak, melynek sordn az
egyes komponensek izoelektromos pontjuknak megfeleld pH érték koriil gylilnek 6ssze (IEF,
izoelektromos fokuszalds), aszerint vdlnak szét. Kezdetben az IEF-et géllel toltott csOben
hajtottdk végre. Jelentdsen megnovelte a modszer reprodukdlhatésidgit a rogzitett pH-
gradienst tartalmazd, kontrollalt koriilmények kozott elddllitott gyari gélcsikok haszndlata
[205]. A legéltalanosabban haszndlt pH 3-10 gradiens mellett nagyobb felbontds elérése
érdekében sziikitett pH intervallumu (3-6, 5-8, 7-10, ill. még sziikebb) csikok is elérhetok
[206]. Az izoelektromos fokuszalds denaturdlé kozegben (urea, tiourea, CHAPS detergens)
torténik. Redukalészer (ditiotreitol, ditioeritritol) hozzaadasara a diszulfidhidak felhasadnak,
ami szintén hozzajarul a fehérjék denaturdcigjahoz. A ciszteinek ujboli osszekapcsolodasit az
IEF végén az —SH csoportok alkilezésével (jodacetamid) akaddlyozzdk meg. A mdasodik
dimenziéban az elvdlasztis az elsOvel ortogondlis mddszerrel, a molekulatomeg alapjan
elvdlaszté SDS-poliakrilamid-gélelektroforézissel torténik. Proteomikai célra leggyakrabban 1
mm vastag 24 x 20 cm-es géleket alkalmazzak, de a minta komplexitdsatol fiiggden akér
kisebb (8 x 8 cm, 17 x 17 cm), akar nagyobb (40 x 30 cm) gélek is haszndlhatok. Egy 24 x 20
cm-es gélen akar 1 mg fehérjekeverék is jol analizdlhaté és a foltokban 1évd fehérjék

mennyisége tobbnyire elég a tomegspektrometrids fehérjeazonositdshoz. Az elvalasztott
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fehérjéket kiillonbozd tipusu és érzékenységli festési eljardsokkal lehet lathatévd tenni.
Fehérjék 6sszehasonlitd expresszids elemzéséhez olyan festéket célszerli valasztani, amelyik a
fehérje mennyiségével ardanyos jelet ad. Ilyenek a fluoreszcens Cy festékek, a SYPRO Ruby,
Deep Purple, RuBPs és tobbé-kevésbe a Coomassie Brilliant Blue R-250, G-250.

A 2D-PAGE minden korlatja ellenére (nagy molekulatomegli, hidroféb fehérjék, erdsen
bazikus fehérjék nem elemezhetdk, csak a nagyobb mennyiségii fehérjéket detektdlja stb.)
proteomikaban fehérjék elvalasztasara ma is a legéltalanosabban hasznélt médszer.

Két biologiai minta fehérjeprofiljanak megbizhaté Osszehasonlitisdhoz (expresszids
proteomika) nélkiilozhetetlen a 2D-PAGE reprodukélhatésdga. Ez fiigg a kivitelezés
koriilményeitdl, de elsdsorban a kivitelezd tigyességétdl (variacios koefficiens 10-25%) [207].
Az 0Osszehasonlithatésag novelése érdekében dolgoztdk ki a 2D fluoreszcens differencidlis
gélelektroforézist (2D DIGE) [208]. A mdédszer 1ényege az, hogy a két minta, ill. 1:1 ardnyd
elegyének (referencia) fehérjéit elektroforézis eldtt eltérd tulajdonsdgu, fluoreszcens cianin
festékekkel (Cy3, Cy5, Cy2) kovalensen megjelolik, majd dsszekeverik. A két minta azonos
fehérjéi azonos foltba vandorolnak, igy nem lesz eltérés a két minta fehérjéinek koordinatai
kozott. Az egyes fluoreszcens festékek hullimhosszan detektdlva harom denzitogramot
kapunk, melyek pontosan illeszkednek egymdsra. Az azonos foltok intenzitdsainak
Osszevetésével lehet kovetkeztetni mennyiségi viszonyaira. Fluoreszcens festékek
alkalmazdsa javitja az érzékenységet (< 1 ng), mig a Cy2 festékkel jelzett referenciaminta
haszndlata noveli a médszer reprodukalhatdsdgat (5-8%) [209].

Az un. ,,bottom-up” proteomikai analizisben (peptidek szerkezetébdl kovetkeztetiink a
fehérjére) a denaturalt fehérjéket enzimatikus vagy kémiai modszerekkel peptidekké bontjuk.
Ehhez olyan reagenst kell vélasztani, ami specifikusan mindig ugyanazon az egy vagy két
aminosav el6tt vagy utdn hasitja el a peptidkotést. Ilyen enzimek a tripszin (K, R),
endoproteindz Lys-C (K), Arg-C (R), Glu-C (E, D), kimotripszin (F, Y, W) stb. A bazikus
aminosavak C-termindlisdn hasit6 enzimek azért kiillonosen alkalmasak a proteomikai
fehérjeazonositdsaban, mert a képzddd peptidek mindegyike bazikus aminosavat tartalmaz a
peptidlanc végén, ahol a tomegspektrometrids ionizacid sordn a pozitiv toltés lokalizalédhat.

Az el6z6 fejezetben bemutattam azokat a tomegspektrometrids ionizalasi médszereket
és analizdtorokat, amelyek alkalmasak peptidek mindségi €s mennyiségi meghatarozasara, igy
a proteomikdban is az ESI és MALDI ionforrdssal felszerelt tomegspektrométerek
haszndlatosak. Ismételten hangsilyozom, hogy a peptid és fehérjeanalitika és ennek
kovetkeztében a proteomika sem jutott volna el mostani szintjére a tomegspektrometria utobbi

masfél évtizedben tortént rendkiviili fejlodése nélkiil. Ennek ellenére ma sincs olyan

84



dc_272 11

tomegspektrométer (€s talin nem is varhatd), ami mindenfajta proteomikai feladatra (nagy
pontossagu tomegmérés, szekvenciameghatarozas, poszttranszlacids valtozasok kimutatésa,
mennyiségi analizis stb.) egyformén jo6 lenne.

A proteomika harmadik alappillére a bioinformatika, ill. a biostatisztika. A
bioinformatika interdiszciplinéris tudomany, amely matematikai, statisztikai és informatikai
modszerekkel segiti biologiai, biokémiai €s biofizikai problémédk megoldasat.

A DNS- és fehérjeszekvendlasi modszerek elterjedésével szinte egy idoben 1épett fel az igény
az adatokat Osszegyiijté €s szamitégépes elemzéseket lehetévé tevd elektronikus adatbdzisok
létrehozdsdra. A genomikai projektek és a proteomikai kutatdsok eredményei tovabbi Oridsi,
naponta novekvd mennyiségli adatot szolgiltatnak és ezek kezelésére ma méar kifinomult
bioinformatikai eljardsok €s minden kutaté szdméra elérhetd internetes adatbazisok allnak
rendelkezésre. Ezek egyrészt nukleinsavszekvencia adatbdzisok (EMBL, GenBank, DDBJ),
masrészt fehérjeszekvencia adatbédzisok (PIR, SwissProt, NCBI, UniProt, TTEMBL), melyek
felhasznalhatok a tOomegspektrometrids proteomikai mérési eredményekbdl torténd
fehérjeazonositasra [210]. A fehérjék azonositdsa peptidjeik MS és/vagy MS/MS spektrumai
alapjan torténik [211]. A kiilonb6z0 ,.keres6-motor” szoftverek (legismertebbek: MASCOT,
Protein Prospector, Phenyx, ProteinLynx Global Server, Spectrum Mill, ProFound stb.) in
silico 0Osszehasonlitjdk a mért MS vagy MS/MS spektrumokat az adatbazisok 0Osszes
fehérjéjébol szarmaztatott peptidek elméleti spektrumaival. Ezutdn a mért spektrum(ok)hoz
legjobban hasonlité spektrumi peptideket tartalmazé fehérjéket egy pontozdsi rendszer
alapjan (scoring algorithm) sorbadllitjak. Amennyiben egy vagy tobb fehérje pontszama elér
egy szigord kovetelményekkel megallapitott kiiszobértéket, akkor azt/azokat azonositottnak
tekintik. Tobb, kiillonbozd algoritmussal miikodd ,.keresOmotor” alkalmazdsa megnoveli a
fehérje azonositisdanak biztonsdgit. A kiilonbozd ,keresdmotorok” mds-mds pontozasi
algoritmust hasznélnak, ezért minden kiértékelésnél feltiintettem az alkalmazott szoftvert. A
,peptid tomeg térképezés” (PMF) készitésekor a minta MS spektrumat [212], mig a ,,peptid
fragmens térképezés” (,,peptide fragment fingerprinting”, PFF) készitésekor MS/MS
spektrumdt (spektrumait) hasonlitjdk az adatbdzis Osszes fehérjéjének in silico, hasonld
koriilmények kozott (enzim, alkilezdszer) késziilt MS spektrumdhoz, ill. a hasonld tipusu
(ioncsapda, harmas kvadrupdl, TOF, orbitrap stb.) késziiléken felvett MS/MS spektrumaihoz
[213]. Méra a ,,peptid tomeg térképezés” modszer haszndlata hattérbe szorult, ill. csak
segédeszkoziil szolgdl a ,,peptid fragmens térképezés™ alapjan torténd fehérjeazonositdshoz. A

tomegspektrometrids fehérjeazonositds végére megismerheté az adatbdzisokban szerepld
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fehérjék neve, kodja, génje, szekvencidja, molekulatomege, izoelektromos pontja, poszt-
transzlacidés médositdsai, kolcsonhatdsai mds fehérjékkel stb.

Az alapvetd életfolyamatok molekuldris szintii megértéséhez, a rendszerbioldgia
kiteljesiiléséhez szolgdltatott alapkutatdsi eredményeken til a proteomika biomarkerek
felfedezésével segitséget nyudjthat a betegségek korai diagnézisdban, betegségek
elérehaladdsdnak megismerésében, gydgyszeres terdpia hatdsdnak nyomonkovetésében, a
gyogyszerkutatds kiilonbozo féazisaiban, kornyezetvédelmi problémdak megolddsdban, a
novényélettani folyamatok megismerésével mezdgazdasagi terméseredmények fokozasdban

stb.

4.2. CELKITUZESEK

A., Proteomikai alapkutatdsi céllal kisérlettervezési €s mdoddszerfejlesztési vizsgélatokat
szerveztink. Meg kivantuk hatdrozni, hogy vajon a neuroproteomikai céld
allatkisérletekben az dallatok genetikai hatterének van-e befolydsa az agy fehérje-

Osszetételére?

B., Az 1D és 2D poliakrilamid-gélelektroforézissel elvélasztott fehérjék mennyiségi
meghatdrozdsa nem megoldott. A ,label-free” tomegspektrometrids moddszer olyan
tovabbfejlesztését terveztiik, amely lehetdséget teremt a gélben elvalasztott fehérjék

relativ €s abszolit mennyiségének kvantitativ analizisére.

C., Gabonafélék magjanak fehérjeprofil-vizsgdlatdval meg kivantuk hatdrozni, hogy
kiilonbozd biotikus és abiotikus stresszek hatdsara milyen stresszfehérjék képzodnek,
mert ezen fehérjék jelentds része emberekben allergiat (lisztérzékenység,
gabonaallergia). Meg kivantuk vizsgalni, hogy ezek az allergén fehérjék a buzan kiviil

mads gabonafélékben, ill. pszeudoceredlidkban is megtaldlhatok-e?

D., A fehérjék a sejtekben lejatszodé biokémiai folyamatok dallandé résztvevoi. A
kiilonbozo életfolyamatokban résztvevo dsszes fehérje funkcidja, ill. szervezddései nem
ismertek. Ezért célul tliztik ki humdn placentdbdl izolalt fehérjék és kolcsonhatd

partnereik proteomikai azonositasat, majd bioldgiai funkcidinak felderitését.

A riboszémalis Rlil-fehérjével kolcsonhato partnerek proteomikai azonositasaval, majd
biokémiai vizsgdlatokkal meg akartuk hatdrozni, hogy milyen funkciéi vannak e

fehérjének és miért nélkiilozhetetlen a mitokondrium az eukariota sejtek szamara.
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Egy sokat tanulméanyozott életfolyamat, a hideg elleni védekezés mogott rejlo biokémiai
folyamatok felderitéséhez terveztilk a hidegstressznek kitett, majd reakklimatizalt
allatok barna zsirszovetében tortént fehérjevaltozdsok kimutatdsat, ill., a megvaltozott

expresszidju fehérjék hatdsara bekovetkezo életfolyamatok vizsgalatat.

A programozott sejthalal folyamataban fontos szerepet jatszik a transzglutamindz enzim.
Célkitiizéstink volt azon fehérje felderitése, amely Caenorhabditis elegans
fonalféregben (a sejthaldl vizsgdlatinak modelldllata) az enzim szubsztratjaként

miikodik.

A gyogyszerek célpontjai a legtobb esetben fehérjék. E célpontok felderitésére egyik
alkalmas moédszer a proteomika. Igy betegségek dllatmodelljeinek proteomikai
vizsgalatdval, a megvéltozott expresszidju fehérjékbdl kovetkeztetni lehet a betegség
altal érintett biokémiai folyamatokrdl, melyekbe megfeleld gydgyszerek tervezésével be
lehet avatkozni. A szorongds egy uj dllatmodelljében a kisérleti allatok agyédnak
proteomikai vizsgalataval meg kivantuk hatdrozni azokat a folyamatokat, amelyek részt

vesznek a betegség kialakuldsaban.

Kissejtes tiidokarcindma sejttenyészeten, ill. in vivo hatékony peptidszarmazékok
kolcsonhaté partnereinek proteomikai azonositdsival meg akartuk hatdrozni azon

molekuléris célpontokat, amelyeken keresztiil hatdsukat kifejtik.

A gyogyszerkutatishoz tartozik a gydgyszerek mellékhatdsainak vizsgélata,
magyardzata is. Ennek érdekében vdalaszt kerestiink arra, hogy a nukleozid anal6gokkal
(HIV gydgyszerek) torténd gyodgykezelés miért €s hogyan vezethet kardiomiopatia
kialakulasahoz.

Az APB1-42 (amiloid) peptid kulcsszerepet jatszik az Alzheimer-kor patoldgidjaban. A
betegség hatterében zajlé molekularis folyamatok tisztazasdhoz tomegspektrometrids és

fehérje-chip alkalmazasaval meg kivantuk hatdrozni a peptiddel kolcsonhat6 fehérjéket.

Azt, hogy az AP1-42 miként, milyen biokémiai folyamatokat megzavarva fejti ki
citotoxikus hatdsat, sejttenyészetekkel végzett proteomikai vizsgédlatokkal kivantuk

tanulmanyozni.

Az 0Osztrogének allatmodellekben szignifikdns védohatdst mutatnak az Alzheimer-kor
kifejlodésével szemben. Célunk ennek a folyamatnak molekuldris szintii felderitése volt,

melyet proteomikai fehérjeanalizissel kivantunk megoldani.
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4.3. KIiSERLETTERVEZESI ES MODSZERFEJLESZTESI VIZSGALATOK

4.3.1. A biologiai és technikai variancia vizsgalata [ XXXII]

A bioldgiai, élettani, orvosi és farmakoldgiai kutatdsok végeredményének mindségét
elsésorban két tényezd: a valasztott allatmodell tulajdonsdgai (bioldgiai variancia) és a
kisérlet kivitelezésének mindsége (technikai variancia) hatdrozzak meg [207]. A felmeriilt
tudoményos kérdések dllatkisérletes megvdalaszoldsdban alapvetd szerepe van a megfeleld
allatmodell kivalasztdsanak, ill. annak, hogy a kisérleti 4llatok genetikai jellemzo6i
megfeleljenek a kisérlet célkitlizéseinek. Genetikai tényezOk hatdrozzdk meg az éallatok
tulajdonsagait, beleértve a kiilonboz6 fizikai hatdsokkal, kémiai anyagokkal, koérokozé
mikrobdkkal és idegen, illetve sajit antigénekkel szembeni érzékenységiiket. A genetikai
tulajdonsagok befolydsoljdk a koéros elvaltozdsokra, a betegségekre valé hajlamot, de a
kezelés hatékonysdgiat és mellékhatdsait is. Természetesen nem csak a reakcid
kivalthat6sagat, hanem annak mértékét is befolydsoljdk a genetikai tényezok [214]. Ezek a
tényezOk egyiittesen hatdrozzdk meg azt, hogy egy-egy allatfaj, torzs alkalmas vagy nem egy
adott kisérlethez.

A 2D-elektroforézis ma is a legszélesebb korben haszndlt proteomikai médszer egy kiilsd
vagy belsé hatdsra bekovetkezd fehérje expresszid-véltozdsok kvantitativ meghatirozasara
[215]. Torténetének 36 éve alatt nagyon sokat fejlesztettek az eljardson, de ennek ellenére
még ma is rendkiviil munkaigényes, nem automatizalt és bizonyos fokig szubjektiv mddszer
maradt [216].

A bioldgiai kisérleteknek mar a tervezési fazisdban figyelembe kell venni a bioldgiai és
technikai variancidk nagysdgét és eredetét. A bioldgiai variancia els@sorban az éllatmodell
genetikai hétterétdl €s tartasi koriilményeitdl, mig a technikai variancia a mintael6készitéstol,
az elektroforézis, festés és a kiértékelés 1épéseitdl fiigg. A két kisérleti allatcsoport
eredményei kozotti tn. totdl variancia a bioldgiai €s technikai variancidk 6sszege.
Kutatécsoportommal arra kerestiik a valaszt, hogy az egerek genetikai hattere hogyan
befolyasolja agyi proteomjuk Osszetételét, ill. milyen mindségi paramétereket kell elérni a 2D

analizis sordan, hogy megbizhat6 eredményeket kapjunk a fehérjeexpresszié valtozasara.

Kiseérletek

A kisérletekhez azonos vagy kiilonb6zé almokbdl szdrmazd 30-40 grammos him

NMRI egereket, ill. kiilon alombdl szarmazé C3H/HEN egereket hasznéltunk a 48. dbran
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l4that6 kisérleti elrendezésben. A 60 + 2 napos allatok agyét kivettiik, majd a jobb féltekét

homogenizdlva a proteomot 2D-PAGE-val analizaltuk.
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48. abra
1. kisérlet: A és B csoportok egy anyatdl (testvérek)
2. kisérlet: C és D csoportok mindegyike mds anyatdl
3. kisérlet: G1 és G2 csoportok azonos sziiloktdl két generacid (kozottiik 2 hénap)
4. kisérlet: D és E csoportok mindegyike mas sziil6ktdl (kozottiik 2 honap)
5. kisérlet: E csoport NMRI egér, F csoport C3H/HEN egér

A bioldgiai variancia meghatarozdsa érdekében az allatokbdl szdrmazé mintdkat kiilon-kiilon
dolgoztuk fel. A technikai varianciat két alkalommal, ugyanannak a mintdnak 4 parhuzamos

mérésével hataroztuk meg. A fehérjeprofilok Osszehasonlitdsat a gélek digitalizdldsa utdn
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(FLA-5100 szkenner, FUJI-FILM) a Progenesis SameSpots szoftverrel (NonLinear
Dynamics, USA) hasonlitottuk 0Ossze. Az egyszerli statisztikai értékelésen tuil adatainkat
szigoru szlrésnek vetettiik ald (FDR, ,false discovery rate) [217], majd a statisztikai préba

erejét a Piface szoftverrel analizaltuk [218].

Eredmények és megbeszélésiik

Minden kisérletes tudomdnyban nélkiilozhetetlen eldkisérletek végzése, amik
segitenek megérteni és csokkenteni azokat a hatdsokat, valtozokat, hibdkat, amelyektdl az
eredmény fiigg. Egy kisérlet teljes variancidja a bioldgiai és a technikai variancidk Osszege.
Egy allatmodell egyedeinek genetikai hattere jelentdsen befolydsolhatja a bioldgiai varianciét.
Az NMRI egértorzs a farmakoldgiai, toxikoldgiai, immunoldgiai kutatdsban altaldnosan
hasznélt, genetikailag nem definiélt, dn. ,kiiltenyésztett” térzs. Ugy gondoltuk, hogy az egy
alombdl szarmazé utédok homogénebb genetikai hattérrel, kisebb bioldgiai variancidval
rendelkeznek, mint a kiillonboz6 anyétdl szarmazok, ezért érzékenyebben lehet a kisebb
fehérjeexpresszid-valtozasokat detektalni.

Az 49. abran bemutatok a kisérletre jellemz6 2D elvélasztés elektroferogramjat. A 2D-PAGE
technikai ismételhetdségét, a technikai variancidt egy egéragy homogenizdtumanak 2 x 4
parhuzamos analizisével hatdroztuk meg. A két sorozatban a medidn CV%-t 9,3%-nak
taldltuk (s6t a pontok 95%-anak variacids koefficiense is kisebb, mint 20,5%), ami jobb, mint
a hasonlé poszt-elektroforetikusan festett gélek esetében mért 16,2% [219], de gyengébb,
mint a 2D-DIGE kisérletben mért 7% [209]. Ez a kivalé eredmény részben a legkorszeriibb
kiértékeld szoftver, a SameSpot folt-kezeld algoritmusédnak tulajdonithaté. Azt taldltuk, hogy
a kisebb foltoknak nagyobb a varidcids koefficiense, mint a nagyobbaké. Az azonos €s
kiilonbozé almokbdl szarmazé allatokkal végzett vizsgalatokban a totdl variancia 12,1%-nak,
ill. 11,2%-nak ad6dott, ami a technikai variancianal 20-30%-kal magasabb (50. dbra). Ez a kis
kiilonbség arra utal, hogy kisérletiinkben a bioldgiai variancia kicsi, €s az egy kisérletben
beliili total variancidt a technikai ismételhet0ség fogja dontden befolyasolni.

Az eredmények statisztikai értékelésével kovetkeztetéseket lehet levonni arra vonatkozdlag,
hogy egy-egy csoportban milyen 4llatszam sziikséges ahhoz, hogy bizonyos szintl
fehérjeexpresszio-kiilonbséget detektdlni tudjunk. Altaldnosan elfogadott, hogy két folt
intenzitdsat akkor tekintjiik szignifikdnsan kiilonb6z0nek, ha a p < 0,05 és a statisztikai proba
ereje (power) nagyobb, mint 0,8. Kisérleti koriilményeink mellett a négyes elemszdm
minimum kétszeres valtozas (100%) detektdlasara van lehetdség. Ha kisebb kiilonbségeket

(pl. 50%-0s) is detektdlni szeretnénk, az allatszamot legaldbb kilencre kellene novelni. A 2D-
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DIGE moddszer eldnye itt nyilvdnul meg, mert a kisebb technikai variancia miatt kezelheto

allatszam mellett kisebb kiillonbségeket is lehet megbizhatdan értékelni [220].

pH3-10

W

49. dbra
NMRI egér agydnak 2D-PAGE elektroferogramja
IEF: 24 cm pH 3-10 IPG csik, SDS-PAGE: 24 x 20 cm gradiens gél (10-14,5%), festés RuBPs
A kékkel koriilrajzolt foltok az 6sszes gélen statisztikailag jol detektalhat6 foltokat jelzik.
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50. abra
A variaciés koefficiens megoszldsa technikai és bioldgiai parhuzamos mérések esetén
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Az el6z0 szamitdsokkal szemben, amikor az 0sszes (36 db) NMRI egéragybdl készitett gélek
azonos foltjait vettiikk figyelembe, csoportonkénti Osszehasonlitdsokat is végeztiink (4.

tablazat).

4. tablazat
Egy és tobb alombdl szarmazé NMRI és C3N/HEN egerek agyi proteomjdnak dsszehasonlitdsa

2. kisérlet

1. kisérlet

ol siais 782 733 830 639 593
CV%p=134 | CV%c=131 | CV%q =153 | CV%p=127 | CV%g=115
CV% CV%g =128 | CV%p=128
CV%np= 144 | CV% cp=149 | CV%ao=108 | CVoe=118 | CV%s=129
72 0,988 0.991 0.987 0,990 0.978
II:BRO"E‘S’r“gé“ 0 0 1.9% (16) 2.2% (15) 15.5% (92)
Valtozds > 2 0 0 0.2% (2) 0 1.9% (11)

’ 100%-ban egyezd foltok szdma

Az azonos anyatol szarmazé 8 egér két csoportja kozott nem taldltunk egy fehérjefoltot sem,
melynek intenzitdsa szignifikdnsan kiilonb6zo lett volna (1. kisérlet). Ugyanez mondhaté el
arrél a két dllatcsoportrol, melyekben az egerek véletlenszerlien, kiilonb6zd anydktdl lettek
Osszevalogatva (2. kisérlet). Az eredmény teljesen Osszecseng az el6zé eredménnyel,
miszerint a kisérletekhez felhaszndlt NMRI egerek ugyan ,kiiltenyésztett” éallatok, mégis
homogén populéciét képeznek (az egy anyatdl szarmazds nem javit rajta). Hasonl6 képet
kaptunk a 3. és 4. kisérlet Osszehasonlitisakor, melyekben a két-két Osszehasonlitott
allatcsoport ledlése kozott 2 hénap telt el és az egy anyatdl vald szarmazas itt sem bizonyult
kiilonosebben eldnyosnek. Jelentds eltérést kaptunk azonban a két fajta egértorzs (NMRI és
C3H/HEN) agyi proteomja kozott: 92 szignifikdnsan kiillonboz6 intenzitdsud folt koziil 11
kétszeresnél nagyobb kiilonbséget mutatott.

Osszefoglaldsként elmondhatd, hogy megfeleld szakértelemmel és gondossaggal a 2D-
gélelektroforézissel kivalo, 9,3% (CV%) reprodukalhatésagu kisérleteket lehet végezni. Akér
a genetikailag nem definidlt ,,outbred” NMRI egércsoportokat, akar a genetikailag definialt
»inbred” C3H/HEN csoportokat vizsgéltuk, a csoportok agyi fehérjeprofilja egységesnek
bizonyult, a totdl variancia 10,8 és 15,5% kozott valtozott. Ezért a klasszikus kisérleti
allatcsoport-kialakitds (az dllatok véletlenszerli csoportositds) proteomikai kisérletekben is
alkalmazhat6. A kisérletekbdl kideriilt, hogy az egész kisérleten keresztiill a technikai

variancia domindl, mig a bioldgiai variancia ezen éllattorzsekben nem jelentds. Az n = 4
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allatszdm szigoru statisztikai feltételek mellett minimum kétszeres valtozds meghatarozasara

alkalmas. Eredményeink mds laboratériumok kisérlettervezéséhez is segitséget nyujthatnak.

4.3.2. Gélben elvalasztott fehérjék mennyiségi meghatarozasa [ XXXIII]

Fehérjekeverékek Osszetételének mennyiségi meghatarozasara leggyakrabban 1D- és
2D-gélelektroforetikus, ill. izotépos jeldléssel (*H, °C, PN, '0) vagy jelslés nélkiil (,,label-
free”) miikodé LC-MS és LC-MS/MS tomegspektrometrids eljardsokat hasznalnak [221]. Az
expresszids proteomika legelterjedtebb moddszere a fehérjék mennyiségi valtozasainak
Osszehasonlitdsara a 2D-PAGE. Egy-egy bioldgiai mintdban toébb 10000, de akar 100000
kiilonbozé fehérje is lehet, azonban a legnagyobb 2D-gélen ennek csak toredéke, a
legnagyobb mennyiségben jelenlévo fehérjék lathatok. A tdbbi fehérje mennyisége a
detektdlas érzékenységi szintje alatt van, vagy egy lathaté foltban tobb fehérje is taldlhato
[222, 223]. A kozel azonos izoelektromos ponttal és molekulatomeggel rendelkezd fehérjék
foltjai atfedik egymast. A kevésbé Osszetett mintdk 1D analizisekor hasonlé problémaval
allunk szemben: ha a festés sordn két minta azonos molekulatomegli sdvjai kozott
intenzitdskiilonbséget taldlunk, a mennyiségi eltérést nem lehet konkrétan egy fehérjéhez
hozzarendelni. A probléma megolddsara Havlis és mtsai [224] probéltak eldszor
tomegspektrometrids modszert haszndlni: izotdppal jelzett belsd standard peptidek
alkalmazasdval meghataroztdk a gélben 1€vd fehérjék abszolit mennyiségét. Mddszeriik
azonban korlatozottan és csak néhany eldre kivélasztott fehérjére volt hasznalhat6. Broedel és
mtsai [223] az ,,in-gel” proteolizis sordn a parhuzamos mintékba beépitett '°O vagy '*O izotép
aranyabodl kovetkeztettek a két sdvban 1évd azonos fehérjék mennyiségére. Mddszeriik az
1zotopos jelolés bizonytalansdga, ill. koltsége miatt nem alkalmas nagy sorozati mérésekhez.
Célom egy izotopos jelzést nem alkalmazd ,label-free” tomegspektrometrids modszer
kidolgozasa volt, amely altaldnosan haszndlhaté 1D és 2D sdvokban/foltokban 1€vo fehérjék
relativ €s abszolit mennyiségeinek meghatdrozasara. Mddszerfejlesztésiink kiindulépontja
Silva és mtsai kozleménye volt [225], akik egy 6 fehérjébdl allo keveréket oldatban
hidrolizaltak, majd LC-MS" médszerrel analizdltak. Az MS® a Waters cég (Waters Corp.,
USA) Q-TOF tomegspektrométerén megvaldsithaté adatgylijtési mod, mely alkalmas fehérjék

egyidejii mindségi €s mennyiségi analizisére [225].
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Kisérletek

Az egy savba/foltba vandorlé fehérjék modellezésére elkészitettiink négy kiillonbozd
Osszetételll oldatot, melyekben 5 ismert fehérjét kevertiink Ossze eldre meghatarozott
ardanyban (A, B, C, D, E) (5. tabldzat). A marha szérum albumint belsé standardnak szantuk,

ezért minden oldat azonos mennyiséget tartalmazott.

5. tablazat
Fehérjekeverékek osszetétele (ug)

Fehérje Molekulatomeg (Da)  pl A B C D
Alkohol-dehidrogendz I 36692 6,3 0,1 1,0 0,5 0,25
Szénsav-anhidraz I1 28983 6,4 1,0 0,5 0,25 0,1
Enolaz 1 46671 6,2 0,5 0,25 0,1 1,0
Ovalbumin 42750 5,2 0,25 0,1 1,0 0,25
Marha szérum albumin 66433 5,6 0,25 0,25 0,25 0,25

Ahhoz, hogy az 6t fehérje egy gélsdvban legyen, a keveréket 12% poliakrilamid gélben (1D)
rovid ideig (5 perc) elektroforizdltuk. A fehérjék még éppen csak beléptek a gélbe egy
gélsavot alkotva. A 2D-PAGE-sel kétféle kisérletet végeztiink. Eloszor az egyes fehérjék
Osszetételének (izoformak) és a gélen vald elhelyezkedésének meghatdrozasara mindegyik
fehérjébol 1 ug-t osszekeverve 3 gélt futtattunk. A madsodik kisérletben a fenti 4 oldat
mindegyikét (A, B, C, D) kiilon-kiilon E. coli lizdtumhoz (fehérjetartalom 50 pg) kevertiik,
feltételezve, hogy lesz az E. coli lizdtumban olyan fehérje, ami egyiitt fog vandorolni az 5
koziil valamelyik hozzdadott fehérjével. Minden Osszetételbdl 3 gél késziilt. Az 1D gélekbol
szarmaz0, 5 fehérjét tartalmazé savokat kétféle modszerrel dolgoztuk fel:

GRA moddszer: teljesen szokdsos, redukalast €s alkilezést kovetd tripszines proteolizis [226],
GNRNA modszer: hasonl6 az el6z0hoz, de sem redukélést, sem alkilezést nem végeztiink.

A 2D foltok feldolgozdsira a GNRNA mddszert alkalmaztuk, mert a fehérjék az
elektroforézist megel6zden a futtatdshoz redukaltuk és alkileztiik. Az A, B, C és D oldatokat

6 M guanidin oldatban DTT-vel redukéltuk és jédacetamiddal alkileztiik, majd kihigitds utdn
tripszinnel hidrolizéltuk. A gélben tortént proteoliziseket mindig az azonos oldat
hidrolizdtumahoz  hasonlitottuk. Az LC-MS/MS  analiziseket Q-TOF  Premier
tdmegspektrométerhez (MS® méd) kapcsolt nanoUPLC késziiléken 75 pm x 250 mm
BEH130 C18 (szemcseméret 1,75 um) oszlopon (mindegyik Waters Corp.) végeztiik 0,1%
hangyasav-0,1% hangyasav acetonitrilben eluensekkel (3-40% B / 20 perc, 350 nl/perc).
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Ugyanabbdl a mintdbdl mindig 3 parhuzamos tomegspektrometrids analizist végeztiink. Belso
standardként az LC-MS/MS analizis eldtt nyul foszforildz B hidrolizdtumot adtunk a
mintdkhoz. Az MS/MS adatokat ProteinLynx Global Server szoftverrel (Waters Corp.),

UniProtKB/Swiss-Prot fehérje adatbazis hasznalataval végeztiik.

Eredmények és megbeszélésiik

A fehérjék ,label free” kvantitativ vizsgdlata sordn azt taldltdk, hogy a MS"
tizemmoddban egy fehérje 3 legintenzivebb jell triptikus peptidjének intenzitdsitlaga aranyos a
fehérje abszolut mennyiségével (Top3 mddszer) [225, 227]. A fehérje mennyiségét mindig a
mintdhoz hozzdadott belsd standardra vonatkoztatjdk. A mddszer ma mér teljesen elfogadott
eszkoz  fehérjék  oldatb6l  torténd  mennyiségi  meghatdrozdsira: mds  tipusu
tomegspektrométerekhez is adaptaltdk [228] és adatbéazis-keresé szoftverekbe (MASCOT,
Scaffold) is beépitették. Gélfazisu proteoliziseknél azonban a fehérjék, ill. peptidjeik maés
fizikai-kémiai tulajdonsdgai jatszhatnak szerepet, mint az oldatfazisi enzimatikus
hasitdsokban, ezért a meg kellett vizsgalni, vajon Top3 mddszer alkalmazhaté-e gélekhez is.
Az oldatban és gélben torténd analizis kiillonbozdségét tamasztjdk ald a 6. tdblazat adatai,
mely szerint pl. az enoldz fehérjébol, akar oldatban, akar gélben tortént a tripszines hasitds, a
legintenzivebb peptidek a NVNDVIAPAFVK és a VNQIGTLSESIK voltak, azonban a
harmadik legintenzivebb peptidnek gélek esetén leggyakrabban a IGSEVYHNLK, mig
oldatfazisu hasitds sordn a hidrofébabb IGLDCASSEFFK peptid bizonyult.

) 6. tablazat
Eleszt6 enolaz legintenzivebb triptikus peptidjeinek gyakorisdga 36 analizisben

Azonositott peptidek Peptid el6fordulasa a Top3-ben
oldat GNRNA GRA
NVNDVIAPAFVK 35 36 36
VNQIGTLSESIK 34 32 36
IGSEVYHNLK 1 30 23
SIVPSGASTGVHEALEMR 0 7 0
TAGIQIVADDLTVTNPKR 0 3 0
GNPTVEVELTTEK 0 0 8
AADALLLK 0 0 3
TAGIQIVADDLTVTNPK 6 0 1
TFAEALR 0 0 1
IGLDCASSEFFK 29 0 0
AVDDFLISLDGTANK 3 0 0

A peptidek intenzitdsi sorrendjének reprodukdlhatésdga fehérjérdl fehérjére véltozott, de

osszefoglal6an az mondhatd, hogy egy adott protokoll esetén az analizisek 75%-ban ugyanazt
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a 3 peptidet hasznaltuk a kvantitativ meghatdrozdsban. A kiilénbdzé protokollokat
Osszehasonlitva dltaldban a harombdl kettd megegyezett mindegyik protokollban és az eltérés
mindig az oldatfazisu proteolizis esetében volt.

A fehérjeexpresszio kiillonbozé mintdkban torténd Osszehasonlitdsat az 1D gélen egy sdvba
futtatott fehérjék tomegspektrometrids analizisével modelleztiik.

Egy adott fehérje mintdk kozotti koncentraciokiilonbségeit (ami valédi minta esetén az
expressziovaltozasnak felelne meg) relativ ,label free” mddszerrel hatiroztuk meg. A
legkisebb mennyiségli fehérjét vettiilk egységnyinek €s az 51. dbran azt dbrazoltuk, hogy a

kiilonbdz6é mintdkban hianyszoros mennyiségli fehérje van.
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51. abra
Egy adott fehérje (¢ alkohol-dehidrogendz, ® szénsav-anhidrdz 2, m enoldz 1, aovalbumin)
mennyiségi ardnyai Top3 mddszerrel kiilonbdzd mintdkban (oldat, 1D gél) meghatdrozva

A gélben kimutatott mennyiségi aranyok jol kovetik az oldatban 1év0 ardnyokat, az egyenesek
iranytangensei 1 koriiliek €s az egyenesek regresszids koefficiensei is kozel vannak 1-hez.
Kiilonosen figyelemremélté az eredmény, ha figyelembe vessziik a gélelektroforézis és a
tripszines hasitas 1épéseinek szamat. Mddszeriinkkel megbizhatéan meg lehet hatarozni két
gélben 1évd azonos fehérjék mennyiségi ardnyait akkor is, ha a sdvok festddési intenzitdsainak
Osszevetése nem alkalmazhat6 a jelenlévd fehérjék nagy szdma miatt. Az egy sdvban 1évd
fehérjék abszolit mennyiségének meghatiarozdsa még nagyobb kihivist jelentett.
Hasonl6képpen a fehérjék oldatban torténd abszolit mennyiségének meghatarozasahoz [225],

a Top3 moddszerben a gélben torténd hidrolizis esetében is az egyedi fehérjék oOsszes
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kalibracids pontja egy egyenesen helyezkedik el (52. dbra). Ez azt jelenti, hogy az egy savban
1évd kiillonbozd fehérjék mennyiségei is meghatarozhatok.

A kozos kalibraciés egyenes meredeksége azonban fiigg a vélasztott belsd standard
mindségétdl (nydl foszforildz B hidrolizdtum, marha szérum albumin, enoldz 1) és
alkalmazasi modjatol: 0,5876, 1,4348 és 0,8376. Ezért az ,abszolit mennyiségi
meghatdrozas” kifejezés itt nem helyénvald, mert a belsd standardtél fliggéen ugyanarra a
fehérjére is kiilonb6z6 eredményeket kapunk. A mddszer viszont nagyon jol hasznélhat6é az
egy savban/foltban 1év6 fehérjék mennyiségének Osszevetésére: a GNRNA moddszer 36 LC-
MS analizisébdl 36-ban helyesen lehetett megéllapitani a legkisebb ¢és legnagyobb
mennyiségll fehérjét és az esetek 86 %-ban a sorrend is helyes volt. A Top3 alapjan végzett
mennyiségi meghatdrozas kovariancidja 13-15%, amely hasonlé érték, mint a gélbeli festodési

intenzitdsok alapjan torténd mérés.
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52. abra
Kiilonboz6 fehérjék egymashoz viszonyitott mennyiségei (¢ alkohol-dehidrogendz, ® szénsav-anhidraz 2,
m enoldz 1, aovalbumin) (belsd standard: nyul foszforildz B hidrolizdtum)

Maodszeriink igazi elénye a 2D analizis sordn nyilvanul meg, mert detektdlni tudjuk az egy
foltban 1évo fehérjéket és azok mennyiségeit. Az E. coli lizaitumhoz adott fehérjekeverékiink
2D-PAGE analizise utdn pl. az €élesztd enoldz 1 legnagyobb foltjaban kimutattunk E. coli-bdl
szarmazd citrat szintdz enzimet (azonosité CISY_ECOLI) is. Ha az analizis sordn élesztd

enoldaz 1-nek csak a festddés alapjan meghatdrozott mennyiségi ardnyaira hagyatkozunk
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(53/A. édbra) az alatta 1évo madsik fehérje miatt félrevezetd eredményt kapunk (meredekség:
0,4308). Az MS analizissel kimutatott, minden mintdban kozel azonos mennyiségli E. coli
citrat-szintdz levondsa utdn specifikusan meg tudtuk hatdrozni az enoldz mennyiségi

valtozasat (53/B. dbra) (meredekség: 0,5395).

1,6 1

N
o

A y =0,4308x + 0,5485

14 4 r=0,953

w
o

1,2 1

1,0 4 ..<'

w
o

N
]

Normalizalt teriilet
[P
o v

Fehérje mennyisége (fmol a 2D gél foltban
N
v o

e
°
o

[} 0,5 1 15 2 2,5 0 10 20 30 40 50 60 70
Enolaz1 (ug) Enolaz 1 mennyisége (fmol) oldatban

53. abra
Enol4z 1 kalibricids gorbéje E. coli lizaitummal egyiitt futtatott fehérjekeverék 2D-PAGE
elektroferogramjabdl RuBPs festéssel (A) és LC-MS"-Top3 médszerrel meghatarozva

A Top3 ,,label free” tomegspektrometrids meghatdrozason alapulé altalunk kidolgozott
mddszer kitlinden alkalmazhat6 fehérjék 1D és 2D gélben torténd relativ és ,,abszolat”
mennyiségi meghatdrozasara, melynek segitségével lehetdség nyilik a fehérjeexpresszid

pontos meghatirozasara.

4.4. GABONA ALLERGEN FEHERJEINEK PROTEOMIKAI ANALIZISE [XXXIV-
XXXVI]

A gabonafélék régota a legfontosabb taplalékaink kozé tartoznak. Jellemzden magas
szénhidréttartalmuk mellett mas, fontos tdpanyagok, igy vitaminok, dsvanyi anyagok, élelmi
rostok és fehérjesziikségletiink forrdsai is. Az Osszetevok ardnya egy-egy gabonafélén beliil a
fajtatol, termesztési koriilményektdl fiiggden jelentds eltérést mutat [229].

A gabonafélék magvaiban 1évd 8-15%-nyi fehérje egyrészt tartalék- vagy raktarozott
fehérje (prolaminok és gluteninek), madasrészt metabolikusan aktiv proteinek (enzimek,
albuminok, globulinok). A fehérjék Osszetételét €s mindségét is genetikai és kornyezeti
eredetii tényezdk befolyasoljak [230]. Erésdinamikai tanulményok szerint a kémiai 6sszetétel-
valtozds és az emészthetdség a novekedés koriilményeitdl fiigg. Ezek a tényezdk
(mezdgazdasagi eljarasok, stresszhatdsok) erdsebbek lehetnek a genetikai hatdsndl, és a

termés min0dségi €s mennyiségi paramétereire is hatassal lehetnek [231]. Ezért nagyon fontos
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mind meghatdrozni, mind megérteni azokat a tényezdket, amelyek hozzdjarulhatnak a termés
hozamdnak és mindségének javitasdhoz.

A novényekre haté stressz-tényezok (stresszor) koziil természetes eredetiinek tekintjiikk a
természeti kornyezet szélsdséges megvaltozdsait: a nagy fényintenzitast, hohatast, vizhianyt,
asvanyi tdpanyagok hidnyat, alacsony homérsékletet, hirtelen fagyot, nagy sékoncentraciét
stb., mig antropogén stresszorként tartjuk szdmon a herbicideket, 1égszennyezd anyagokat,
savas esot, talajsavanyoddst, toxikus nehézfémek feldisuldsat, a fokozott UV-sugérzast stb.

Kiilsé tényezok megvaltozasdnak hatdsara a novények kiillonbozé védekezési
mechanizmusokkal reagdlnak. Az indukalt védekezési mechanizmusok kozt legfontosabb a
hiperszenzitiv reakci6 [232], melynek sordn szdmos fehérjét kédold novényi gén aktivalédasa
figyelhetd meg (stressz-fehérjék). Ezek lehetnek strukturalis fehérjék, masodlagos anyagcsere
enzimek vagy patogenezishez-kapcsolt (,,pathogenesis-related”, PR) fehérjék génjei [233]. A
PR-fehérjék az alacsony pH-nak és az enzimes lebomldsnak sajdtos fizikokémiai
tulajdonsagaik révén jol ellendllnak [234]. Elsésorban aminosavszekvencia-homoldgia
alapjan a PR-fehérjéket 14 osztilyba soroljdk [235]. PR-fehérje termelddése nemcsak patogén
behatoldkkal szemben, de kiilonb6z6 kémiai behatas esetén is megfigyelhetd [236]. A kémiai
anyagokon kivill az ozmotikus- vagy so-stressz is kivalthat PR-fehérje indukciét [237].
Ugyanannak a PR-fehérjének a termelddését kiilonbozo tipust stresszorok is kivalthatjak, ami
azt jelenti, hogy nagy az atfedés a kiilonboz6 ingerek altal aktivalt gén-klaszterek kozott
[238].

Meglepd moédon a novényi eredetli élelmiszer-allergének koziil soknak hasonlé vagy
azonos a szerkezete a PR-fehérjékével és a PR-fehérjék csoportjaiba nem sorolhaté allergének
is gyakran valamilyen védekezd funkcidval rendelkeznek [239].

Az allergids megbetegedések szama évrdl évre emelkedik és az egész vildgon egyre novekvo
problémat jelent. Az ilyen megbetegedések jelentds része élelmiszerallergia, mely tilnyomd
részt a gabondkban el6fordulé allergén fehérjékhez kapcsolhat6. Az allergén fehérjék
rendszerint osszetett fehérjék (gliko-, lipo-, ill. nukleoproteinek) 5-70 kDa molekulatomeggel,
azonban léteznek nagyobb oligomer allergének is. Altaldnos jellemzéjiik, hogy héstabilak,
ellendllnak a tdpcsatorna enzimjeinek (pl. pepszines, tripszines, kimotripszines emésztés),
savas izoelektromos ponttal és minimélisan két IgE-kotd hellyel rendelkeznek [240]. Az
utébbi években nagyszamu élelmiszer-allergént azonositottak, izolédltak és jellemeztek.
Csoportositdsukra szdmos probalkozas tortént eredet, funkcidik, masodlagos-harmadlagos

szerkezetiik, ill. fehérje-csalddok  szerint. Legértelemszeriibb osztidlyozdsuk az
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aminosavszekvencia, szerkezet, valamint funkcidik alapjan torténd csalddokba, majd és
szupercsaladokba soroldsuk [241].

Gabonafélék koziil az egyik legértékesebb és legnagyobb teriileten termelt a buza.

Kedvezd élettani hatdsa mellett, mégis az egyik leggyakoribb allergénforrds a colidkids
(lisztérzékenység) €s a gabonaallergids betegek korében egyardnt. A kétféle érzékenység
hatterében alapvetéen mds immunoldgiai folyamatok hudzdédnak és kivéltdsukban is mds
allergének jatszanak szerepet. Eddigi ismereteink szerint a gabonaallergiat leggyakrabban
kivalto erds allergének a gliadinok (o és ®5), az a-amildz inhibitorok (CM3, 0.53) és a nem-
specifikus lipid transzfer fehérjék. A colidkia esetében a buza gliadinok (a gluteninnel egyiitt
adjak a glutént) és a gliadinokkal azonos szerkezettel rendelkezd prolaminok (rozs szekalin,
arpa hordein, zab avenin) a toxikus allergén faktorok, melyek els6dlegesen a vékonybél-
nyélkahdrtya karosodédsat okozzdk.
A gabondk PR- és allergén fehérjéinek izoldlasdra, azonositisdhoz és jellemzéséhez
kromatogréfids, 1D-, ill. 2D elektroforetikus, rekombindns, tomegspektrometrids &s
immunolégiai mdédszereket (pl. ELISA, 1D és 2D immunblot) haszndlnak [242, 243].
Kétdimenzids elektroforetikus szétvalasztas alkalmazasaval Posch és mtsai [244], valamint
Weiss mtsai [245] 700 egyedi, oldhat6 buzafehérje koziil 70-80 fehérjefolt IgE-kotd
aktivitasat detektaltdk a 14—70 kDa molekulatomeg tartomanyban. Mamone és mtsai [246]
attekintik a legijabb proteomikai lehetdségeket gabona-allergének vizsgalatara.

Magyarorszag régéta és méltan hires kivalo buzdjar6l. A magyar buzanemesitok
hirnevének a fenntartdsdhoz kivantunk hozzdjarulni a tudomdny legidjabb mddszereinek
alkalmazasaval. Az élelmiszerallergids betegek szamanak novekedése ezért indokolttd teszi a

gabondban 1évo allergén fehérjék tobboldalid, molekuldris alapokon torténd kutatisat.

4.4.1. Szarazsag-stressz hatasa buizafehérjék osszetételére

Kisérletek

A szarazsag-stressz vizsgélatara a ‘CY-45’ tavaszi buza (sziil6i vonal) és a‘T-117’, ‘T-
106-3/a’, ‘T-128° bar génre transzformalt vonalait hasznédltuk (Gabonatermesztési Kutatd
Kht., Szeged). A vizsgalt buiza vonalak kéthetes novénykéit a ndvény optimélis fejlodéséhez
elegendd vizmennyiségének egyharmadaval lattdk el. A biizaszemek Orleményének Osborne
szerinti frakciondldsa utdn a viz/sé-oldhat6 fehérjéket 2D poliakrilamid gélelektroforézissel
valasztottuk szét. A transzgenikus buzabol szarmazo fehérjeelektroferogram képét a kontrol

sziiléi vonaléval és kozottiik 1évo eltérd foltok fehérjetartalmét tripszines hasitds utdn Bruker
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Reflex III MALDI-TOF tomegspektrométeren (Bruker Daltonik GmbH., Németorszag)
felvett MS és atmoszférikus MALDI ionforrassal felszerelt Agilent XCT Plus ioncsapdas
tomegspektrométerrel (Agilent Technologies, Németorszag) készitett MS/MS felvételekkel
azonositottuk. Az MS/MS spektrum kiértékelése Agilent SpectrumMill segitségével,
naprakész nrNCBI adatbazis alkalmazdsdaval tortént. Egy masik poliakrilamid gélbdl a
fehérjéket nitrocellul6z membrénra blottoltuk, és ezen hajtottuk végre az immunreakciét. A
vizsgélatokhoz felhaszndlt humdn szérumok klinikailag igazolt hétteri gabona-allergids

betegektdl szarmaztak.

Eredmények és megbeszélésiik

A szédrazsag-stressz hatdsdra a sziil6i €s transzgenikus buza vonalakban (T-117, T-106-
3/a és T-128) expresszalodo stressz-indukalt fehérjéket kétdimenzids elektroforézissel torténd
elvdlasztast kovetden immunblot és tomegspektrometrids technikdkkal vizsgaltuk. A stresszelt
sziildi és a transzgenikus buza vonalak fehérje-térképében a 28 kDa-ndl kisebb

molekulatdmeg tartomdnyban mutattunk ki eltéréseket (54. abra).
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A CY-45 sziildi (A) és a T-117 transzgenikus btiza (B) albumin-globulin frakcidjanak 2DE elvalasztasi képe
IEF: 17 cm pH 3-10 linedris IPG csik, PAGE: 16 x 16 cm 12% poliakrilamid gél, festés CBB R-250

A transzgenikus vonalak albumin-globulin frakci§jabol megjelend dj fehérjefoltokat (T-128-
ban 1, 4, a T-117-ben 2, 3) tripszines hidrolizis utdn mind ,,peptid tomeg térképezéssel”, mind

MS/MS analizissel azonositottuk (7. Tablazat).
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7. tablazat
Transzgén buzafajtdkban meghatarozott, szarazsag-tesztre expresszalodo fehérjék

Folt | Fehérje neve Azonosité Szekvencia Molekula-  pl MS/MS alapjén
szdma # lefedettség tomeg (Da) azonositott szekvencia
(%)
q-a.m?léz/tripszin $10027 . 16077
1  [|inhibitor CM1 P16850 57 7,49
prekurzor
22773 (KYHREWESCFQK(Q),
2 |27K fehérje BAC76688 17° 6,06 |(K)VHVAIYYESLCPYSVR(F),
(K)GYPLLEARCR(S)
I 13265 (K)EHGAQEGQAGTGAFPR(C),
3 inhibitor 0.19 AAV39515 83" 7,46 |(R)DCCQQLAHISEWCR(C),
(R)LPIVVDASGDGAYVCK(D)
Endogén a- 19633
4 |amildz/szubtilizin| P16347 16" 6.77 [PPPPVHDTDGNELR(A).
inhibitor (WASI) (RYHVITGPVRDPSPGR(E)

“szekvencia lefedettség MALDI-TOF tomegspektrométeren meghatérozott ,,peptid tomeg térképezés” alapjdn
Pszekvencia lefedettség AP-MALDI-ioncsapdds tomegspektrométeren meghatirozott aminosavszekvencia
alapjan

A buza albumin-globulin frakcidjdban az a-amildz/tripszin inhibitor csaldd szdmos tagja
megtaldlhat6. WASI inhibitort el6szor Petrucci és mtsai [247] mutattak ki albumin frakciobdl,
ami a buiza amildzait nem, csak az dllati vagy baktérium eredetli a-amildzt gatolta. Ez azt
jelenti, hogy az inhibitor részt vesz a ndvény patogénekkel szembeni védekezésében. Az a-
amilaz/tripszin inhibitorok nagy szerkezeti homoldgidt mutatnak taumatin fehérjékkel,
amelyek PR-fehérjék [248]. A T-117 transzgenikus vonalban ismeretlen funkcidval
rendelkezd, irodalmi adatok alapjdn allergén tulajdonsagi fehérjét, 27K proteint
azonositottunk kiilonbségfehérjeként.

A sziil6i és a T-117 transzgenikus buza vonal viz/sé-oldhaté fehérjéinek
elektroferogramjdn gabona-allergia pozitiv human szérummal 40-45 kDa molekulatomeg
tartomdnyban mindkét buzaban IgE reaktiv fehérjéket detektaltunk. Szintén mindkét vizsgalt
mintdban kimutattunk a 27 kDa molekulatomegli és pl = 7 izoelektromos pontd fehérjét. A
transzgenikus buza szdrazsdg-stressz hatdsara expresszalt kiillonbségfehérje 20 kDa alatti
molekulatomegii 0,19 dimer a-amildz inhibitor ugyancsak pozitiv immunreakciét adott. Az a-
amilaz/tripszin inhibitorok jo6l ismert allergének, a prolamin szupercsalad tagjai [241].

A szarazsag-stressz hatdséara torténd megjelenésébdl arra kovetkeztethetiink, hogy a
vizsgalt transzgenikus buza vonalak (T-117, T-106-3/a és T-128a) sziil6i CY-45 vonalnal
érzékenyebben reagdlnak a vizhidnyra. Az o-amildz/tripszin inhibitorok ismert allergén

fehérjék, ezért ezek a transzgenikus vonalak nem alkalmasak tovabbi termesztésre.
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4.4.2. Emelt dozisi gombaolé szer hatasa tritikale magjanak fehérje-osszetételére

Kisérletek

A vizsgélatokban felhasznalt Bogo fantdzianevii tritikdle a Gabonatermesztési Kutat6
Kht. (Szeged) telepérdl szarmazott. A szabadtéri novényeket eldszor az aratds eldtt 51 nappal
(virdgzas idején) 0,6 L/ha propikonazollal, majd 43 nappal (kaldszolds idején) 1,5 L/ha emelt
doézisu tebukonazollal permetezték. A tebukonazol a propikonazolhoz hasonléan a triazolok
csoportjdba tartoz6 fungicid szer, mely a penészgombdk 6 sejtfal alkoté6 komponensének, az
ergoszterolnak a bioszintézisét gitolja. A kontroll (BO) és a permetezett (BK) mintdk

feldolgozasa és analizise az el6z0 kisérletnél leirt médszerekhez hasonléan tortént [249].

Eredmények és megbeszélésiik

A tritikdle mintdk albumin-globulin frakciéjat 2D-PAGE-val (pI 5,0-8,0 és 5-120 kDa)
véalasztottuk el (55. dbra), mert elOkisérletekben ebben az izoelektromospont-tartomdnyban

detektaltuk a legtobb véltoz4st.

A Mt
(kDa)

487-

338-

v
o0

pl:5

v
o0

pl: 5

55. abra
Kezeletlen (A) és emelt dozisu fungicidekkel kezelt (B) Bogo tritikdle albumin-globulin
frakciéinak 2 DE képe (a szamozott foltok az azonositasra kivett fehérjéket jelolik)
IEF: 17 cm pH 5-8 linedris IPG csik, PAGE: 16 x 16 cm 12% poliakrilamid gél, festés CBB R-250

A kontrol és emelt doézisi fungiciddel kezelt mintdk kozott jelentds fehérjeexpresszio-
kiilonbséget taldltunk. A legnagyobb eltéréseket mutatd foltokbdl tripszines hidrolizis utdn

MALDI-TOF tomegspektrométeren ,,peptid tomeg térképezés’-sel azonositottuk a fehérjéket

103



dc_272 11

(8. tablazat). Az emelt dozisu fungiciddel tortént kezelés hatdsdra beindult védekezési
mechanizmus hatdsdra az eldzd fejezetben megismert kiterjedt a-amildz inhibitor-csalad
néhdny tagjanak megvaltozott expresszidjat itt is kimutattuk. Ezen fehérjék patogének elleni
védelmi funkci6jardl és allergén jellegérdl tobben is beszamoltak [250, 251]. A fungicid elleni
védekezésben megjelent két endogén o-amildz/szubtilizin inhibitort is, melyek eredetileg a
mikrobidlis eredetli protedzokat gatoljdk. Sikeriilt kimutatnunk egy penész rezisztencia
fehérjét is (AAT39944). Két foltban is novekedett az expressziéja ugyanannak a
proteindzgatld fehérjének (20798981). Az eredményekbdl latszik, hogy a kiilonbozo
stresszorok (szdrazsag, herbicid) részben hasonld vélaszokat valtottak ki, ami azt jelenti, hogy
ezek a fehérjék a novények dltalanos védelmi rendszerének tagjai.
8. tablazat

Bogo tritikdléban emelt d6zisd fungicidekkel torténd kezelés hatdsdra
megvaltozott expresszidju fehérjék adatai

Szekvencia-
lefedettség

Azonositd Molekula-  pl

tomeg (Da)

Fehérje Faj

Triticum

BO/3 100769 | alfa-amilz inhibitor ! 13056,2 5.38 2%
aestivum

BOM4 | 56480630 |O-19 dimeralfa-amildz Triticum 131913 | 523 24%
inhibitor aestivum

BK/1 65993781 | dimer alfa-amildz inhibitor Uii{iouin 15046,4 5.59 31%
aestivum

BK/3 | 54778503 |O-19 dimer alfa-amildz Triticum 132564 | 5.73 24%
inhibitor aestivum
Endogén a-amilaz/ Triticum

B RIS it A (TAST || st BESL | e U
Endogén a-amilaz/ Triticum

BK/7 123975 | Gubtilizin inhibitor (WAST) | aestivum 19633.1 1 6.77 41%

BK/12 | AAT39944 |Feltételezett fitofiora- Siolzminn 146524 57 6.3%
rezisztencia fehérje demissum
Endogén a-amilaz/ Triticum

BRAT | PI6347 |0, ibtilizin inhibitor (WAST) |  aestivum 198489 1 69 38%
Endogén a-amilaz/ Triticum

B ey szubtilizin inhibitor (WASI) aestivum RS e 5%
e Triticum

BK/4 20798981 | WCI proteindz inhibitor . 129441 7,42 16%
aestivum

BK/5 20798981 |WCI proteindz inhibitor Uniemn 12944.1 7.42 16%
aestivum

Gabonaallergids szérummal végzett immunblot-tal az azonositott fehérjék koziil a BO/4 jeli
dimer a-amildz inhibitor, a BK/1 jeli dimer a-amildz inhibitor és a BK/17 jelti endogén a-
amildz/szubtilizin inhibitor adott pozitiv reakciét, ami megerdsiti azokat az irodalmi adatokat,
melyek szerint a novényi védekezd rendszer fehérjéinek nagy tobbsége ismert allergén

fehérje.
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4.4.3. Magyarorszagi gabonafajtak és pszeudocerealiak allergén fehérjéinek vizsgalata

Az élelmiszer-biztonsaggal kapcsolatos modszertani fejlesztések kozott kiemelt
szerepet kapott a tdplalék allergének kimutatdsa és mennyiségi meghatdrozdsa. A rutin
diagnosztikdban az allergének élelmiszerekbdl torténd kimutatdsa leggyakrabban
immunolégiai mddszereket alkalmaznak [240, 252], de az j proteomikai technikdk is egyre

inkabb terjednek [253].

Kiserletek

A vizsgélatban felhasznalt gabona mintak (buza (Triticum aestivum), GK Tisza, 2004,
Triticum. spelta, OKO-10, 2004, Triticum durum, D-78, 2004, (Triticum aestivum), GK Cipo,
2004, (Triticum aestivum), CY-45 Grandstar, 2001, rozs (Secale cereale), Amilo, 2004,
Tritikalé (Triticosecale sp.), tavaszi, EMBR 18, 2004, arpa (Hordeum vulgare), tavaszi, STC
I. 22-03, 2004 és csupasz zab (Avena nuda), tavaszi, GK Zalan, 2004) és pszeudoceredlia
mintdk (amardnt (Amaranthus cruentus), GK Maros, 2005, hajdina (Fagopyrum esculentum),
430 torzs, 2003, kukorica (Zea mays), Ella SC, 2004 és rizs (Oryza sativa), Bioryza, 2003) a
Gabonatermesztési Kutaté Kht.-tdl (Szeged) szarmaznak.

A magvak albumin/globulin frakcigjat 50 mM Trisz-HCI pufferrel (pH 8,5) extrahdltuk, az
alkohol oldhat6 frakcidt 70% etanollal nyertiik. Fehérjék elvalasztdsa SDS-PAGE-val 15%-o0s
poliakrilamid gélen tortént. Immunblottolds utdn az allergén fehérjék kimutatdsa klinikailag
igazolt gabona-allergids (IgE medialt) és colidkids (IgA medialt) betegek szérumaval tortént.

Fehérjeazonositds a gélcsikok kivagdsa, redukdldsa, alkilezése és tripszines hidrolizise utan
LC-MS/MS modszerrel tortént. Az elvalasztast 0,075 x 150 mm-es Zorbax 300SB-C18, 3,5
pm oszlopon, az analizis pedig Agilent XCT ioncsapdés tomegspektrométerrel végeztiik. Az
MS/MS adatok kiértékelésére SpectrumMill szoftvert é€s az aktudlis Uniprot-trEMBL

adatbazist hasznaltuk.

Eredmények és megbeszélésiik

Vizsgdlatainkat hazai buza allergének és a velilk keresztreagdlé gabonafehérjék
vizsgalatdra fokuszéltuk. A buzdn kiviil olyan gabondkat, illetve pszeudoceredlidkat is
vizsgaltunk, amelyek a buzdval egyiitt szintén a colidkia kivaltéi (buizéaval keresztreagdlok:
tritikdlé, rozs, arpa, zab) lehetnek, illetve amelyek nem okoznak klinikai tiineteket a colidkids
betegekben (buzdval nem-keresztreagdlok: amardnt, hajdina, kukorica, rizs). Minden

vizsgélatba vont hazai gabondban, illetve pszeudoceredlidban nemcsak a colidkids, hanem a
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gabonaallergids betegekben potencidlisan klinikai tiineteket kivalté fehérjéket is
monitoroztuk.

A vizsgdlt 6t buzafajta viz/s6-oldhaté frakciéjanak (1, 2, 3, 4, 5), ill. ioncserés
kromatogréfidval dusitott két frakcidjanak (1°, 17, 2°,27,3°,37, 47,47, 5°,5”) (58. dbra A), ill.
alkohololdhat6 glutén frakciéjanak SDS-PAGE képét mutatja be 56. abra (B). Ugyanezen az
abran lathaté a viz/s6-oldhaté és alkohol-oldhaté frakcidinak immunblotja colidkias, ill.
alkohololdhat6 frakciéjanak immunblotja gabonaallergids betegek szérumdval reagéltatva.
Ioncserés dusitds hatdsdra lathatéva vdéltak (eltéré mértékben) a viz/sé-oldhaté frakcidk IgE

antitestekkel (gabona-allergids beteg széruma) reagalé allergén fehérjéi, melyek minden minta

esetében a 10-16 kDa, 31- 37, 45-70 kDa molekulatomeg-tartomédnyba helyezkedtek el.

k.

M1 1 172 2203 33 4 4 45 55

M1 1172 2 22 3 33 4 4 45 5 5 M1 2 34 5

M1 1”172 2 203 3 3 4 4 45 5 5

56. abra
Magyar buzafajtak viz/s6 (A), ill. alkohol-oldhaté (B) frakcidinak SDS-PAGE képe, valamint colidkids (C, D),
ill. gabona-allergids betegek szérumaval (E) késziilt immunoblotjai
Mt, 1: T. aestivum, GK Tisza, 2004, 2: T. spelta, OKO-10, 2004, 3: T. durum, D-78, 2004, 4: T. aestivum, GK
Cip6, 2004, 5: T. aestivum, CY-45 Grandstar
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A kiilonb6z6 buzafajtak alkohololdhaté fehérjefrakcidinak colidkids humédn szérummal
szemben IgA-reaktivnak bizonyul6 fehérjéi majdnem mindegyik fajtdban egyforman 37-54
kDa savban helyezkedtek el. A tobbi gabona és pszeudoceridlia viz/sé- és alkohololdaté
frakcidinak vizsgalatakor az albumin/globulin frakcioban erésebb IgE pozitivitast taldltunk a
gabondknal, mig jéval kisebbet a pszeudocerelidk esetén. A zab és a kukorica alkoholos
extraktuma is mutatott IgE-reakciot. A rizs viz/s6-oldhaté frakcidja tartalmazott a
legkevesebb IgA-pozitiv allergént, de meglepd, hogy a colidkids diétdbol nem kizart amaréant
€s hajdina fehérjék IgA-reaktivitdst mutattak. Az alkohololdhaté frakciok koziil az amarant,
hajdina és a rizs volt mentes colidkids tiineteket okoz6 allergénektol.

Proteomikai fehérjeazonositasra a buzdk koziil a 7. aestivum, GK Cipd, 2004 mintat
valasztottuk, mert ez minden olyan molekulatomeg-tartomdnyban tartalmazott
gabonaallergids human szérumokkal szemben IgE-reaktiv fehérje csoportokat, melyek mas
buzafajtdknal is felismerésre keriiltek. A buzdval keresztreagdlé és nem-keresztreagdld
gabonak/pszeudoceredlidk extraktumaibdl 1-1 nagyon gyakori és intenziv sav Kkeriilt
azonositdsra. A fehérjéket szigord kritériumok alapjan, az LC-MS/MS mérések
eredményeinek nrNCBI Plant adatbazisban végrehajtott keresése alapjan azonositottuk
(Fuggelék, 6. tablazat). Buzdban a mar kordbban is megtaldlt a-amildz inhibitor csalddon til
(monomer, dimer, CM2, CM3, CM16, CM17 fehérje prekurzor) ismert allergén fehérjéket
[241], mint xilandz inhibitorokat, szerpineket (Z1A, Z1C, Z2A, Z2B), ns-LTP prekurzort,
HMW glutenint és avenint taldltunk. A pszeudoceredlidk koziil az amarantban agglutinint,
hajdindban 13S globulint (magi tdrolé protein 2, 3), kukoricdban leginkabb enzimeket
(endokitindz A, B) azonositottunk, melyek nem voltak ismert allergének, mig a rizsben az
allergén cupin szupercsaldd tagjat azonositottuk. A buizaval rokon rozsban az ismert allergén
szerpinen kiviil béta-amildzt, az arpdban Hsp70-t, a zabban kiilonféle enzimeket (alfa-1,4-
gliikdn-protein szintdz, aszpartit aminotranszferdz, frukt6z-biszfoszfat aldoldz, GAPDH)
azonositottunk.

Az eredmények azt mutatjdk, hogy az idok folyamdn a buza sok fehérjéje valt
allergénné, alakult ki ellene IgE, ill. IgA antitest, melyek atépids személyekben allergids
reakcidkat valthatnak ki. Az emberi tdpldlkozasban sokkal kisebb szerepet jatszé egyéb
gabonafélék is tartalmaznak a buzdéhoz hasonl6 ismert allergéneket (pl. szerpin), azonban
joval kisebb mennyiségben. Eddig nem volt ismert, hogy a pszeudoceredlidk viz/s6 frakcidja

is tartalmaz IgA-aktiv fehérjéket, azonban ezek nem glutén (gliadin + glutenin) eredettiek.
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4.5. BIOKEMIAI KUTATASI PROBLEMAK MEGOLDASANAK ELOSEGITESE
PROTEOMIKAI FEHERJEAZONOSITASSAL

A fehérjék kulcsszerepet jatszanak minden bioldgiai folyamatban. Funkcidik
megismerésére €s magyardzatira els6 1épés aminosavszekvencidjuk, szerkezetiik,
poszttranszlaciés modositdsaik, expresszidjuk felderitése ¢és kolcsonhaté partnereik
feltérképezése. A proteomikai vizsgadlatok eredményei rendszerint Gjabb problémakat vetnek
fel, tedridkat generdlnak, amelyeket tovabbi kisérletekkel kell magyardzni, igazolni. A

tovdbbiakban erre mutatok be példdkat a kozremiikodo partnereimmel végzett munkakbol.

4.5.1. Méhlepény-fehérjék (Placental Proteins, PP) proteomikai vizsgalata
[XXXVII-XLII]

Terhesség alatt a szérumban Uj fehérjék jelennek meg, melyek a méhlepényben
termelddnek, és fontos szerepet jatszanak a magzat €s a méhlepény kialakuldsaban,
fejlodésében, valamint a terhesség fenntartdsaban. Sziilés utdn génjeik represszalodnak, de
kiilonbozo koros éllapotokban ujbdl kifejezddhetnek [254]. Olyan placenta fehérjék, mint a
human koriogonadotrép hormon (hCG), a huméan placentaris laktogén (hPL) vagy enzimek,
mint a hdstabil alkalikus foszfatdz régéta ismertek. Az elvédlasztistechnikai moddszerek
fejlodésével a megismert méhlepény-fehérjék szdma fokozatosan novekedett. Az 1980-as
években Hans Bohn 20 membrén-asszocidlt €s 26 oldhat6 szoveti fehérjét izolalt placentabol,
az akkori szinten jellemezte azokat és antiszérumokat is termelt elleniik [255, 256].
Néhanyuknak felismerték bioldgiai funkcidjat, de legtobbjiiké ismeretlen volt.

Az elmult évek sordn pécsi kollégdk szamos méhlepény-fehérjét izoléltak (pl. a PP13, PP17a,
PP17b, PP18a, PP18b, PP20, PP23 és P25) és probaltak funkcidikat megtaldlni [257-259].
Ko6z6s munkdnk akkor kezdodott, amikor megkértek, hogy az izoldlt vagy rekombindns
modszerekkel elddllitott fehérjéket azonositsam, hogy utdna funkcidikat igazolhassdk. Néhany
fehérjének meg akartuk hatdrozni kolcsonhaté partnereit is, hogy megismerjiilk azokat a

folyamatokat, amelyeken keresztiil hatasukat kifejtik.

Kisérletek

Az egyes PP-fehérjéket termindlis human placentdbdl, ill. humén sejtkultirakbol
izolaltak [257-259]. Génjeik azonositisdhoz a placenta cDNS konyvtarat fag-display
technikdval, a PP-fehérjékre specifikus antiszérumokkal sziirték, majd az izolalt klénokat

automata Genetic Analyzer-rel szekvendltdk. Gén-adatbazisokban tortént keresés utdn a
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feltételezett fehérjéket az izolalt és/vagy rekombindns fehérjék proteomikai moddszerekkel
torténd azonositasaval igazoltuk.

A PP-fehérjék koriiltekintd €s alapos tisztitdsa utdn a fehérjék tisztasagat poliakrilamid
gélelektroforézissel ellendriztilk, majd a gél tiszta sdvjait kivigva DTT-vel redukdltuk,
jodacetamiddal alkileztiikk, majd tripszinnel hasitottuk. A hidrolizissel kapott peptideket
kioldottuk a gélbdl, majd ZipTip C18 mikropipetta-hegybe integrdlt mikrooszlopon
megtisztitottuk. A mintdkat 2,5-dihidroxi-benzoesavval tortént Osszekeverés utin Bruker
Reflex III MALDI-TOF tomegspektrométeren ,,peptid tomeg térképezés’-t végeztiink és a
legintenzivebb peptidnek PSD MS/MS mddszerrel meghataroztuk a szekvenciajat.

Eredmények és megbeszélésiik

A PP13 legnagyobb mértékben a placentidban termelddik, de bizonyos anyai és
magzati szovetben is kimutathaté terhesség alatt [256]. Két azonos, 16 kDa molekulatomegi
lancat diszulfidhid koti 0ssze. Glikoprotein, de szénhidréttartalma csak 0,6%. Klénozéssa,
szekvenciaanalizise és szamitogépes modellezése nagy konzervalt szerkezeti és funkciondlis
homoldgiat mutatott a galektin csaldddal. Szerkezetének 3D-modellezésébdl egy konzervalt
szénhidratkotd hely létére kovetkeztettek, ezért galektin-13-nak nevezték el [260]. A PP13
hidrolizatumanak MALDI-TOF analizise igazolta (57. abra), hogy a PP13 azonos a galektin-
13-mal (azonositasi #: NM_013268, Mt: 16336, pl: 5.4, lefedettség 56%).

7 NO WD W o DO © ™~ = o~ OOy NN— M O N O o == [-=NTs}
wwwwwwwwww = ST 23T R L3I 2 2 22
14000 PSEFIBI5RS 2522 > T scmaZ 22 S5es = > gy
o A R R N ¥
m/z Szakasz  Szekvencia
10000 ] 1471,8299 10-23 LPVSLSVGSCVIIK
4 ] 1487,7378 116 -128 IPPSFVKMVQVSR
-
E 8000 | 2385,3917 1-23 MSLPVPYKLPVSLSVGSCVIIK
3 — 2406,1193 68 - 87 EFGIWMLEETTDYVPFEDGK
= |
6000 1 2422,1209 68 - 87 EFGIWMLEETTDYVPFEDGK
i 2562,2278 67-87 REFGIWMLEETTDYVPFEDGK
2578,2198 67-87 REFGIWMLEETTDYVPFEDGK
4000 |
3486,5844 24 -53 GTPIHSFINDPQLQVDFYTDMDEDSDIAFR
3502,6469 24 -53 GTPIHSFINDPQLQVDFYTDMDEDSDIAFR
2000
0 4 AJLLLLL. [ .[m o O |.‘hA ol “1 L Ll | l
T T T T
1800 2300 2800 3300 m/z
57. abra

A PP13 hidrolizdtumanak MALDI-TOF MS spektruma, ill. a csicsokhoz tartozé fragmensek, matrix: DHB
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Kimutattuk, hogy hasonldéan a ,,Charcot-Leyden crystal” protein/galektin-10-hez, mind az
izolalt, mind a rekombindns PP-13 is rendelkezik gyenge lizofoszfolipaz aktivitdssal, valamint
jol kotik az N-acetil-laktézamint, manndzt €s N-acetil-glilkézamint, valamint hatékonyan
agglutindlja az eritrocitdkat. A homodimer PP13 redukciéjaval cukorkotése csokken, mig
agglutindlé képessége megszilinik, nem gy, mint mas galetineké [261]. Kimutattuk, hogy a
rekombinans PP13 nem, de a placentdbdl izolalt fehérje foszforildlt, de a foszforilalaltsagi
allapota nem befolydsolta cukorkotd képességét. A galektin-3 foszforildlasa ki/be kapcsolja
annak monoszacharidkotd képességét [262].

A PPI13 kolcsonhaté partnereinek felderitéséhez mind az izoldlt, mind a rekombindns
fehérjébdl immunaffinitds oszlopot készitettiink és placenta, ill. fotdlis mdjsejt-tenyészet
homogenizatumaib6l ,kihaldsztuk” a PP13-hoz specifikusan kotddé fehérjéket. Az
affinitasoszloprdl leoldott specifikusan kotott fehérjék SDS-PA-gélen végzett analizise két

intenziv sadvot mutatott (38 €s 41 kDa), melyeket redukcid, alkilezés és a tripszines hidrolizis

utdn MALDI-TOF tomegspektrométerrel azonositottunk (9. Téblédzat).

Mért tomeg

[M+H]*

Szamitott

Pozicio

9. tablazat

PP13 fehérjéhez specifikusan kot6do fehérjék MALDI-TOF MS | peptid térképezése”

Szekvencia

Modbdositas

tomeg [M+H]"

38 kD sav: annexin II
1035,6177 1035,5297 | 213-220 | (K) WISIMTER (S) _
1086,5769 1086,4856 29-37 | (K) AYTNFDAER (D) _
1086,5769 1086,6821 287-295 | (K) VLIRIMVSR (S) -
1094,5963 1094,5271 69-77 (R) QDIAFAYQR (R) Glp
1111,6201 1111,5536 69-77 | (R) QDIAFAYQR (R) -
1244,6868 1244,6235 136-145 | (R) TNQELQEINR (V) -
1439,8798 1439,7238 291-302 | (R) IMVSRSEVDMLK (I) 2 Met-O
1460,7615 1460,6732 | 234245 | (K) SYSPYDMLESIR (K) _
15429514 1542,8491 50-63 | (K) GVDEVTIVNILTNR (S) -
1588,8890 1588,7681 | 234246 | (K) SYSPYDMLESIRK (E) -
1778,0156 1777,8642 120-135 | (K) GLGTDEDSLIEIICSR (T) -
1909,0682 1908,8827 180-196 | (R) AEDGSVIDYELIDQDAR (D) _
2065,2063 2064,9838 | 179-196 | (R) RAEDGSVIDYELIDQDAR (D) -
41 kDa sav: beta/gamma aktin

1198,7517 1198,5228 44-54 (K) DSYVGDEAQSK (R) -
1198,7517 1198,7061 22-32 (R) AVFPSIVGRPR (H) -
1203,6632 1203,5614 3343 | (R) HQGVMVGMGQK (D) 2 Met-O
1499,7963 14996767 | 353-365 | (K) QEYDESGPSIVHR (K) Glp
1515,8512 1515,7497 78-88 | (K) IWHHTFYNELR (V) N
1628,0516 1627,7716 | 353-366 | (K) QEYDESGPSIVHRK (C) Glp
1791,0558 1790,8925 | 232247 | (K) SYELPDGQVITIGNER (F) N
1954,2281 1954,0650 89-106 (R) VAPEEHPVLLTEAPLNPK (A) —
2215,3066 2215,0705 285-305 | (K) DLYANTVLSGGTTMYPGIADR (M) —
2807,5914 2807,3119 207-231 | (K) EKLCYVALDFEQEMATAASSSSLEK (S) —
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Mind a placentabdl, mind a WRL-68 sejttenyészetbdl izolalt 38 kDa tomegili fehérje annexin
II-nek (azonositdsi #: NM_004039), mig a 41 kDa molekulatomegli béta/gamma aktinnak
(azonositdsi  #: NM_001101) bizonyult. A placenta ¢és fotdlis  mdjsejtek
szinciciotrofoblasztjainak perinukledris festése kimutatta galektin-13 expresszidjat €s a brush
border membranjanak erds festddése megerdsitette a galektin-13 sejtfelszinre torténd
externalizdciéjat. Kimutattuk az annexin II és PP13 egyiittes el6forduldsat, ami arra utal, hogy
a PP13, hasonl6an més galektinekhez [263], a PP13 is mikrovezikulumokban, aktinnal és
annexin Il-vel egyiitt, ektocitdzissal keriil a sejt felszinére [264].

Eredményeink alapjdn a PP13/galektin-13 specidlis hemosztatikus és/vagy immunbioldgiai
szerepet jatszik az anyai-magzati vérkeringés csatlakozdsdban, de felvetddik szerepe a
placenta kifejlédésében is.

A PP17-t el6szor méhlepénybdl izoldltak [265], de késObb mas periféralis szovetben
is kimutattdk. Terhesség alatt magasabb szérumszintet mértek, illetve emelkedett
koncentraciot mutatott kiilonféle tumoros (pl. méhnyakrak) betegeknél is [266]. A PP17-nek
négy variansat, egy 30 kDa (PP17a), egy 48 kDa (PP17b), egy 60 kDa (PP17¢) és egy 74 kDa
(PP17d) mutattak ki [266], és szekvendltdk a PP17-t kédolé placenta cDNS-t is [267].
Legkozelebbi homoldgjai a humédn adipofilin és az egér ,adipéz differencidloddssal
kapcsolatos fehérje”, valamint a human és patkdny perilipin, a f6 hormonregulélta zsirsejt-
specifikus foszfoprotein. A PP17b intracelluldris szerepérdl mastél évtizede folyik a vita, mert
vannak, akik a TIP47 név alatt megismert, a manndz-6-foszfat-receptor transzportjaért felelds
fehérjével azonositjdk [268], mig masok az intracellularis lipidmetabolizmussal hozzak
kapcsolatba [269].

A PP17-nek az adipofilinhez és prelipinhez val6 hasonldsiga és sajat eredményeink is inkdbb
az utébbi vélekedést tdmasztjdk ald, miszerint a PP17 ,lipid storage droplet protein”-ek
csaladjaba tartozik. Kollégdim specifikus antiszérumot haszndlva PP17-t mutattak ki HelLa
sejtek lipid frakcidjaban, ill. humén tej ,lipid csepp membrin”-frakcigjdban (MLGM),
valamint konfokdlis mikroszképpal neutrélis zsircseppekkel valé kolokalizacidjat taldltak
tumoros szovetben és Hela sejtekben. A specifikus anti-PP17 szérum immunglobulinjait
Sepharose 4B-hez kotve immunaffinitdsi oszlopot készitettiink, aminek segitségével Hel a-
sejt, ill. humédn tej MLGM extraktumabdl izoldltuk az antitesthez kotddd fehérjéket. SDS-
PAGE gélen tortént elvalasztas utdn a 30 kDa, 48 kDa és 60 kDa savokat redukcid, alkilezés
€s a tripszines hidrolizis utin MALDI-TOF tomegspektrométerrel (,,peptid tomeg
térképezés”) és két legintenzivebb csics PSD MS/MS vizsgdlataval azonositottuk. A 48 kDa
molekulatomegii fehérje a 434 aminosavas PP17b-nek (azonosité #: AAD11622) (10.
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Téblazat), a 30 kDa-os 46% szekvencialefedettséggel PP17a-nak (azonosité #: AF051314), a
60 kDa molekulatomegili pedig a 30 kDa PP17a dimerjének bizonyult.

10. Tablazat
Anti-PP17 szérummal izollt 48 kDa fehérje tripszines hidrolizitumdnak MALD-TOF MS analizise.
Azonositott fehérje: PP17b (AAD11622)

Meért tomeg  Szamitott ~ Pozicid Szekvencia
[M+H]"  tomeg [M+H]"

1039,6150 1039,4849 48-55 |(R) QEQSYFVR (L) Glp
1056,6356 1056,5114 48-55 (R) QEQSYFVR (L) -
1169,6793 1169,5703 65-74 (R) QHAYEHSLGK (L) -
1234,7593 1234,6717 1-12 (-) MVLSGVDTVLGK (S) 1Met-O
1295,7397 1295,6596 132-142 | (K) EPPKPEQVESR (A) -
1438,8454 1438,7555 63-74 (R) LRQHAYEHSLGK (L) -
1438,8454 1438,7555 65-76 | (R) QHAYEHSLGKLR (A) -
1470,7957 1470,7316 114-124 | (K) LHQMWLSWNQK (Q) -
1486,7971 1486,7265 114-124 | (K) LHOMWLSWNQK (Q) 1Met-O
1707,8661 1707,9407 63-76 (R) LRQHAYEHSLGKLR (A) -
1835,0596 1834,9299 31-47 | (R) IATSLDGFDVASVQQQR (Q) -
2059,1532 2059,0460 125-142 | (K) QLQGPEKEPPKPEQVESR (A) Glp
2067,0806 2066,9783 13-30 (K) SEEWADNHLPLTDAELAR (I) -
2073,2239 2073,1266 82-100 | (R) AQEALLQLSQALSLMETVK (Q) _
2076,2001 2076,0726 125-142 | (K) QLQGPEKEPPKPEQVESR (A) -
2089,2453 2089,1215 82-100 | (R) AQEALLQLSQALSLMETVK (Q) 1Met-O

Citosztatikus szerek (carboplatin, paclitaxel) HeLa sejteken apoptdzist és PP17b-termelést
indukal, mely proteinkindz C inhibitorral csokkenthetd volt. Ez azt jelzi, hogy a NF-kB és az
AP-1 transzkripcids faktorok a folyamatban érintve vannak [270]. A megnovekedett A
dibutiril cAMP, phorbol mirisztil-acetat hatdsara bekovetkez6 PP17b-termelés arra utal, hogy
lényeges szerepe van a sejtdifferencidlédasban [271].

Eredményeink arra utalnak, hogy a PP17b egy neutrélis zsircsepp-asszocidlt fehérje és

expresszigjat proteinkindz C-fliggd folyamatok vezérlik.

A human placenta protein 20-t (PP20) 1985-ben méhlepénybdl izoldltdk és
meghatdroztdk alapvetd fizikai-kémiai tulajdonsigait. A pp20 két azonos alegységbdl alld
homodimer glikoprotein, melyben a ldncokat nem-kovalens erdk tartjdk 6ssze. Kédolé gén-
szekvencidjanak azonositdsa utdn a pécsi laboratériumban rekombinans technikdval
elddllitottdk a 243 aminosavbdl all6 27 kDa molekulatomegii monomer fehérjét. Szekvencidja

azonos a human tiamin-pirofoszfokindz (hTPK) alegységével és legkozelebbi homologja az
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egér TPK. Western-blot mddszerrel human magzati és felndtt-szovetekben is detektdltuk a

hTPK enzimet, amely kimutathaté volt tumorsejtekben €s szovetekben egyarént.

A placentdbol izolalt PP20 SDS-PA-géljén két csik volt lathatd, egyik 27 kDa, masik

54 kDa kornyékén. A gélbdl kivagott fehérjéket redukcio, alkilezés €s a tripszines hidrolizis

utdin MALDI-TOF tomegspektrométerrel (,,peptid tomeg térképezés™) (11. tdblazat) és egyik

ionjanak PSD MS/MS vizsgélatdval azonositottuk (58. dbra).

11. tablazat
PP20 tripszines hasitdsdnak termékei MALDI-TOF tomegspektrométerrel meghatdrozva

Meért tomeg  Szamitott  Pozicid Szekvencia
[M+H]"  tomeg [M+H]"
1095,6713 1095,5322 52-60 (R) LYDITEGER (E) -
1269,8753 1269,7531 119-131 | (K) VDVIVTLGGLAGR (F) —
1626,1082 1625,9590 116-131 | (K) DLKVDVIVTLGGLAGR (F) _
1928,1423 1927,9740 19-33 | (K) YCLVILNQPLDNYFR (H) _
1964,0617 1963,8707 87-103 | (K) GCELISTPDQDHTDFTK (C) _
2367,3637 2367,1621 61-80 (R) ESFLPEFINGDFDSIRPEVR (E) —
e f22 22 3 D EEE OB
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58. abra

A PP20 1269,9 (m/z) peptidjének MALDI-PSD MS/MS spektruma (b- és y-ionok).
Szekvencia: VDVIVTLGGLAGR

matrix: DHB
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Az nrNCBI adatbédzisban tortént keresés utdn mindkét savbol a tiamin-pirofoszfokindz
enzimet (azonositdé # AAKO1351) azonositottunk, ami bizonyitja az 54 kDa sdvban 1évo
fehérje dimer jellegét. LC-MS modszerrel kivitelezett tiamin-pirofoszfokindz enzimaktivitas
tesztben mind az izolélt, mind a rekombindns PP20 fehérjék aktivnak bizonyultak. Western
blot médszerrel PP20/hTPK jelenlétét mutattuk ki minden normél €s tumoros felndtt és
magzati szovetben (kozel egyforma mennyiségben), de egészségesek vérében nem. Ez
igazolta Nosaka és mtsai [272] eredményeit, de bizonyos szempontbdl ellentétben van azzal
az allitdssal, mely szerint egérben a TPK mRNS szovetspecifikusan, legnagyobb
mennyiségben a vesében és a mdjban expresszalodik [273].

Az eddigi placenta-fehérjékhez hasonlé6 mddszerekkel a PP23  fehérjérdl
bebizonyitottuk, hogy azonos a 28 kDa molekulatomegli human SOUL protein (mas néven:
heme binding protein 2) fehérjével, amit proteomikai vizsgalata is aldtdmasztott (azonositasi
szam #: NP_055135). Mind az izolalt, mind a rekombinans PP23 kéti a vas(II)-t és kotodik a
hem-hez. A placentdhoz képest sokkal nagyobb mennyiségben termelddik a kiilonbozd
tumoros szovetekben, igy pl. hasnydlmirigy adenokarcindmds szovetben. Vizsgélataink
szerint a PP23 szerepet jatszhat kiilonboz6 apoptotikus folyamatokban, valamint a magzati
differencialédédsban, fejléddésben.

A PP25S fehérjét eloszor szintén méhlepénybdl izoldltdk. Génjének szekvencidja
hasonlésdgot mutatott az alfa-B-krisztallin-hoz, mely nagyon hasonlé szekvencidja tobb ,kis
hésokk fehérje” szerkezetéhez. A hdstresszre vald érzékenysége, ill. chaperon aktivitdsa
bizonyitotta, hogy ez a fehérje is egy ,.kis hdsokk fehérje” és molekulatomege utin Hsp16.2-
nek nevezték el. Ez a fehérje is nagyobb mennyiségben expresszalddik tumoros szdvetekben
(pl. neuroektodermalis tumor). Rekombinans Hsp16.2 stabilizlta a mitokondridlis membrant.
Hsp16.2 tiltermeld sejteknek megndtt az éEletképességiik sejthaldlt indukdld szerekkel
szemben. Hela és WRL-68 sejtek lizdtumabdl rekombindns Hspl6.2-vel készitett
immunaffinitds oszloppal kihaldszott legnagyobb mennyiségli fehérjét proteomikai
mddszerrel azonositottuk és MALDI-TOF MS ,peptid tomeg térképezés” mddszerrel, ill.
PSD MS/MS spektrumok alapjdn humédn hdsokk 90 kDa fehérje 1 bétanak (azonositdsi #
NP_031381) talaltuk. Ez tovabbi kutatdsokat indukalt és kimutattak, hogy védéhatasat Hsp90-
medialt dtvonalon fejti ki. Hsp16.2 tdltermeld sejtekben megndtt a lipid raft-ok képzddése,

melyben a Hsp90-nek ismert szerepe van [274].
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4.5.2. A mitokondrium esszencialis jellegének igazolasa [ XLIII]

A mitokondrium nélkiilozhetetlen organelluma az eukariota sejteknek. Anabolikus és

katabolikus reakcidk egész sordnak végrehajtdsaban jatszik fontos szerepet: a citratkor és a
termindlis oxidacié mellett itt zajlik példaul a zsirsavak béta-oxidacidja, az urea ciklus,
aminosav bioszintézis, valamint a hem szintézis néhany 1épése, ezen kiviil fontos szerepe van
jelatviteli folyamatokban és az apoptézis szabdlyozdsaban is [275]. Erdekes médon ezen
funkciok egyike sem esszencidlis: a 1égzési lanc, az ATP termelés, avagy a szdmos
bioszintetikus reakcié elvesztését kovetden pl. az élesztd sejtek megfeleld kornyezetben
képesek tovabb €lni [276]. A legelsd és a sokdig egyetlen ismert és nélkiilozhetetlen
mitokondridlis funkcié a vas-kén fehérjék aktivaciéjahoz sziikséges vas-kén komplex
bioszintézise [277]. Az azonban nem volt ismert, hogy miért teszi ez a funkcidja a
mitokondriumot az eukariéta sejtek elengedhetetlen alkotérészévé. Ugy gondoltuk, hogy a
mitokondrium egy vagy tobb pdtolhatatlan funkcidt betdltd extramitokondridlis vas-kén
fehérje aktivacidjaval valik 1étfontossagu sejtalkotova.
Kutatasainkhoz tehat egy olyan élesztd (Saccharomyces cerevisiae) célfehérjét kerestiink,
amely valdszinlileg vas-kén fehérje, az élesztében bizonyitottan esszencidlis, de alapvetd
szerepe még nem tisztazott. A fehérje adatbankok &tvizsgédldsa utdn az addig ismeretlen
funkcigji Rlilp-re esett a valasztasunk. Ez a fehérje egyike az evoluicié sordn legerdsebben
konzervalddott fehérjéknek, latszélag minden archedban és eukaridtdban megtaldlhatd.
Egyiittmiikodd partnereim bebizonyitottdk, hogy az Rlilp prosztetikus csoportként vas-kén
komplexet kot, viszont ellentétben a tobbi ismert esszencidlis vas-kén fehérjével, nincs
szerepe a vas-kén komplex bioszintézisében. Igy ez a fehérje, funkciéjanak feltdrdsan
keresztiill megfeleld jelolt lett annak a kérdésnek a megvalaszoldsara, hogy miért
nélkiilozhetetlen a mitokondrium az eukaridta sejtek szamara.

Az Rlilp funkcidjanak megértéséhez elengedhetetleniil fontos megvizsgélni, milyen
tovabbi fehérjékkel kapcsolodik a sejten beliill. A lehetséges kotd partnerek izoldldsira

affinitdskromatogréfiat, azonositasukra proteomikai mddszereket alkalmaztunk.

Kiseérletek

A Rlilp-hez kotddo fehérjék kinyerésére a kofrakciondlds egyik formdjat, a TAP-tag
(Tandem Affinity Purification) affinitds kromatogrifids mdédszert alkalmaztuk, amely egy
altalanosan haszndlt eljards TAP-tag-gel elldtott fehérjék €s az altaluk képzett komplexek
nativ koriilmények kozotti hatékony €s nagy tisztasagu izoldlasara [278]. A TAP-tag két

alkotdja a protein-A és a kalmodulin-kotd fehérje, amelyeket a dohdnymozaik virus (DMV)
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protedz hasitohelye valaszt el egymastdl. A kisérlethez egy olyan torzset hoztunk Ilétre,
amelyben az RLI1 génjéhez TAP-tag-et kapcsoltunk, mikdzben a gén tovdbbra is sajat
endogén prométerének szabdlyozdsa alatt allt (RLI1-TAP torzs). A kétlépéses affinités
kromatografids moédszer sordn az é€lesztdsejt extraktumat el0szor IgG-affinitds oszlop, majd
DMV protedz hasitast kovetoen kalmodulin-affinitds oszlop haszndlatdval tisztitottuk. Az
RIi1-TAP fehérjét és a hozzd kotddd fehérjéket ezutdn SDS-PAGE segitségével
szétvalasztottuk. A legnagyobb mennyiségben jelenlévd fehérjéket gélben tortént emésztés
utdn MALDI-TOF tomegspektrométeren végzett ,,peptid tomeg térképezés” mdodszerével, az
MS-Fit szoftverrel (UCSF; http://prospector.ucsf.edu/) nrNCBI adatbazisban tortént
kereséssel azonositottuk. Az MS spektrumban legintenzivebb két csiucsot add peptidjének

szekvencidjat PSD MS/MS segitségével hataroztuk meg.

Eredmények és megbeszélésiik

A TAP-tag affinitds kromatografia oridsi elonye mas izoldlé6 modszerekkel szemben
egyrészt a kétlépéses tisztitds, amellyel még specifikusabb és megbizhatobb mddon
tisztithatok a TAP-tag-et hordozé fehérjék kotd partnerei, valamint a nativ viszonyokat
imitdlé koriilmények, amelyek lehetdvé teszik, hogy az in vivo asszocidcidok a tisztitasi
1épések folyaman megmaradjanak. Az SDS-PAGE elektroferogramon lathato, hogy az TAP-
tag-s tisztitds elsd 1épésében még sok, kisebb affinitdssal kotddd fehérje eltdvolitdsa joval

tisztabba teszi a képet (59. dbra).

elsé masodik
Mt (kDa) elucid ellcio
N BR|
. W EE
66 - - . - Riilp
43 g ! “ — Rpl3p
T — Rpl2p
S — Rpl10p
30- = — Rps1p/Rps4p/Rpl8p
E ; — Rpl7p
L ~ Rps8p/RI13p/Rpl16p
20-
- — Rps16p/Rps17p/Rps24p
14 -
59. abra

Rlilp-vel kolcsonhato fehérjék TAP-tag affinitdskromatografias tisztitdsanak elektroferogramja,
ill. a proteomikai médszerrel azonositott fehérjék elhelyezkedése
SDS-PAGE 12% gél, festés CBB R-250
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Az Rlilp-n kiviil csak riboszomalis fehérjéket, a kis (40S) és nagy (S60) alegységek alkotdit
mutattunk ki (nagy taldlati pontszdimmal: Mowse pont) (12. Tdbldzat), ami azt jelenti, hogy a

Rlilp a 80S citoszoélikus riboszéméhoz kotodik.

12. Tablazat
Rlilp-vel kolcsonhat6 fehérjék MALDI-TOF tomegspektrometrids azonositdsdnak eredményei

Fehérje neve Azonosito # Molekulatomeg  Lefedettség % Mowse pont
Rpllp NP_010376 68341 41 1,303e+008
Rpl3p NP_014706 43758 45 2,331e+006
Rpl4ap NP_009587 39092 52 1,241e+006
Rpldbp NP_010295 39062 52 7,992e+005
Rpl2bp AAA34974 39125 40 4,899e+004
Rpl10p NP_013444 33718 38 3,216e+005
Rpslbp NP_013648 28813 53 7,260e+005
Rpslap NP_013546 28744 48 2,192e+005
Rps4bp NP_012073 29410 44 2,029e+004
Rps4ap NP_012679 29410 44 2,029e+004
Rpl8bp NP_013055 28112 38 1,0e+000"
Rpl7ap NP_011439 27638 63 6,065e+005
Rpl7bp NP_015126 27697 59 2,296e+005
Rpl16ap NP_012133 22201 26 3,6e-001"
Rps8ap NP_009481 22490 42 2406
Rps8bp NP_011028 22490 42 2406
Rpl13bp NP_013862 22525 40 2039
Rpl13ap NP_010201 22554 40 2036
Rpsl7ap NP_013688 15788 43 5,0e-001"
Rps16bp NP_010200 15847 34 3,2e-001"
Rps24ap NP_010997 15329 39 3,2e-001"

Az eredmények igazoldsara a kisérletben haszndlt torzs sejtextraktumat cukorgradiens
ultracentrifugdldssal elvalasztottdk és az egyes frakcidkat Western blot-tal vizsgéltdk Rlilp-
TAP, Rps3p, RpllOp fehérjékre. A kisérlet eredménye megerdsitette eddigi
megfigyeléseinket, hogy bir az Rlilp legnagyobb része a kis riboszémadlis alegységhez
kotodik, a fehérje mindkét alegységgel, valamint a kész 80S riboszémaval is képes
kapcsolddni.

Az itt ismertett, a Rlilp-vel kolcsonhat6 fehérjék azonositdsa része volt egy nagyobb,
az Rlilp tulajdonsdgait kutaté kisérletsorozatnak. Vizsgalataink sordn bebizonyitottuk, hogy
az élesztd Rlil fehérje alapvetd szerepet jatszik a riboszomak érésében. Mindez a
mitokondrium esszencialis jellegét is megmagyardzza, hiszen ez az organellum a vas-kén
komplex szintézise altal egy olyan vas-kén fehérjét aktival, amely a riboszémdk érésének

elOsegitésén keresztiil elengedhetetlen a fehérjeszintézishez.
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4.5.3. Barna zsirszovet fehérjéinek proteomikai analizise [XLIV]

Az eml6sok testhomérsékletének szabdlyozdsira tobbfajta mechanizmus mikodik.
Ezek egyike a hOmérséklet &ltal szabdlyozott hodtermelés. Ennek helyszine dallatokban
(ragcséalok, medve) és Gjsziilottekben a barna zsirszovet (,,brown adipose tissue”, BAT) [279].
Feladata ellentétes a fehér zsirszovetével (,,white adipose tissue”, WAT), mert a BAT inkdbb
az energia felhasznaldsaért, hové alakitasaért, mig a WAT az energia zsir formdjaban torténd
tarolasaért felelds. Hideghez valé alkalmazkodiskor a BAT mennyisége megnd, miikodése
intenzivvé valik, reakklimatizalaskor ellentétes folyamat indul be [280]. Mdés sejtekkel
(beleértve a WAT-ot is) szemben a BAT mitokondridlis un. szétkapcsold fehérjét
(,,uncoupling protein 17, UCP1) termel, ami megadja a sejt mitokondriumanak a lehetdséget
arra, hogy lekapcsolja az oxidativ foszforilaciét és a szubsztratot ATP elddllitdsa helyett
hétermelésre haszndlja fel. Tobb kozlemény foglalkozott az UCP1 génexpresszidjanak
tanulmanyozdasaval, de kevés informdcio volt a BAT, ill. WAT hideg-indukalta mitokondridlis
biogenezisének molekuldris szintll torténéseirdl [281]. Munkédnk alapvetd célkitlizése volt
el0szor megismerni, hogy milyen fehérjeszintli valtozasok torténnek hidegstressznek Kkitett,
majd reakklimatizalt allatokban, ill., hogy a megvaltozott expresszidju fehérjék (enzimek)

hatdsdra milyen folyamatok torténnek.

Kisérletek

A 29 °C-on tartott him patkdnyokat 7 napra +5 °C-ra hiit6tt helyre tettiink, majd ismét
29 °C-ra visszahelyezve 24 és 48 6ra mulva SDS-PAGE futtatassal 6sszehasonlitottuk a BAT
fehérje-0sszetételének valtozdsat a kontrolléhoz viszonyitva. A megvaltozott expresszidju
fehérjéket  redukdlds, alkilezés és  tripszines emésztés utin MALDI-TOF
tomegspektrométerrel ,,peptid tomeg térképezés” és PSD MS/MS modszerekkel és a
MASCOT szoftverrel (Matrix Science Inc. USA) azonositottuk.

Eredmények és megbeszélésiik

A hideg adaptaciora megnovekedett expresszidju fehérjéket proteomikai médszerekkel
azonositottuk és tobbségiik lipogenikus enzimnek bizonyult (60. dbra, 13. Téblazat). Tovibbi
kisérletekhez az acetil-koenzim A karboxildzt (ACC) és a ATP-citrat lidzt (ATP-CitLy)
valasztottdk. A fehérjéket specifikus antitestek haszndlatdval Western blot kisérletben
validaltik. Erdekes még NADH szintézisét katalizdl6 almasav-enzim mennyiségének
fokozoddsa, ami nélkiilozhetetlen koenzimje a de novo zsirsavszintézisnek. Az emelkedett

ACC és CitLy aktivitasok barna zsirszovetben, hideg kornyezetben erdteljes zsirsavszintézisre
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utalnak. Ezzel ellentétben a zsirszintézis fenti két kulcsenzimjének aktivitdsa a fehér
zsirszovetben csokkent. Az enzimaktivitdsok tovabbi vizsgalata egyértelmiien kimutatta, hogy
a két enzim a barna €s fehér zsirszovetben ellentétesen szabdlyozott, ami megmagyardzza
Trayhurn eredményeit [282]. Az emelkedett zsirsavszintézis mellett a barna zsirszovetben
hidegben sokkal jelentdsebb a B-oxidacid, amire a zsirtartalom mérése adta az indirekt

bizonyitékot. A gliikkdz (és a glikogén) a BAT-ban j6 szubsztratja mind a hétermelésnek, mind

a lipogenezisnek.

Fehérje neve Azonosité Mt ) Pont

# szam

acetil-CoA NP_071529 266849 40 | 143

karboxilaz 1
ceruloplazmin  [NP_036664 [120841| 26 70

ATP citrat lidiz  |[NP_058683 [121471| 38 213

Almasav-enzim |P13697 64589 | 47 120
Enolaz 1 AAH63174 | 51736 | 48 150
60. abra 13. Tablazat
Barna zsirszovet fehérje-osszetétele SDS-PAGE-val Hidegadaptaciéban megnovekedett expresszidju
SDS-PAGE: 5% poliakrilamid fehérjék azonositisa MALDI-TOF

tomegspektrometridval

Kisérleteinkkel valaszt tudtunk adni egy kordbbi kérdésre is [283], hogy miért novekszik meg

a barna zsirszovet glikogén-koncentracidja a reakklimatizdlédas soran.

4.5.4. Transzglutaminaz enzim szubsztratjainak proteomikai meghatarozasa [XLV]

A transzglutaminazok (EC 2.3.2.13) egy aciltranszfer reakciot katalizdlnak, melyben a
fehérjeszubsztrat peptidlanca glutamin aminosavénak y-karboxamid csoportja acil-donorként,
a lizin e-aminocsoportja acil-akceptorként funkciondl. A reakci6 eredménye egy
intermolekuldris g(y-glutamil)lizin izopeptid kotés, amely Osszekapcsolja a fehérjék lancait
[284]. Transzamindz szubsztratnak bizonyult az intracellularis B-krisztallin [285], lipokortin
[286] és szamos extracelluldris fehérje [287]. A programozott sejthaldl vizsgdlata sordn az

aktin miikddott az enzim szubsztratjaként.
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Az olyan komplex folyamatok, mint a programozott sejthaldl tanulmédnyozdsira, gyakran
alkalmazzak a fejlodési genetikai vizsgélatok kedvenc dallatmodelljét, a Caenorhabditis
elegans fonalférget [288]. Transzglutamindz aktivitast lehetett mérni a féreg extraktumaban és
feltételezték, hogy a reakci6 szerepet jatszik a programozott sejthaldl folyamataban [289].

Célunk az enzim szubsztratjdnak C.elegans-bol torténd azonositdsa volt.

Kisérletek

Agar-agar gélen nevelt Caenorhabditis elegans fonalféreg homogenizatumat N-(5-
aminopentil)biotinamiddal inkubdltuk, majd a preparativ SDS-PAGE-vel tisztitottuk. A
biotin-aktiv ~ frakciokat avidin-Sepharose oszlopon kromatografdltuk, majd 2D
elektroforézissel tovabb tisztitottuk. A biotin-aktiv foltokat kivagas utan DTT-vel redukaltuk,
jodacetamiddal alkileztiik, majd 37 °C tripszinnel hidrolizaltuk. A peptideket sajat készitésu
300 um x 150 mm C18 (300 A, 5 pm) kapillaris oszlopon 0,1% hangyasav (vizben) — 0,1%
hangyasav (acetonitrilben) gradienssel ~ 1 plL/perc dramldsi sebességgel valasztottuk szét,
majd az online kapcsolt TSQ-7000 tomegspektrométerrel analizdltuk. Az eredmények
bioinformatikai kiértékelése a ProFound szoftverrel (http://prowl/rockefeller.edu/cgi-

bin/ProFound) és az aktudlis SwissProt fehérjeadatbédzis haszndlataval tortént.

Eredmények és megbeszélésiik

A 2D gélen eziistfestéssel tobb, de strepdavidines reakcioval csak két erésen festddo
foltot mutattunk ki. ,,Peptid tomeg térképezés”-sel az egyik folt 68% szekvencialefedettséggel
enoldznak (CE03684) (61. dbra), mig a masik fehérje 56% lefedettséggel mitokondriélis ATP-
szintaz alfa-1 alegységnek (CE18826) bizonyult.

LIS B B I B B L B P 5017 10915
Yu
A -
Szekvencialefedettség = 68% = § 0
s s VNQIGSVTESIEAAK
~O
5 g Fragmens: 345-359
c
8 304 K v
E 1011 2
]
o
& 20 3
3424
15 b,
b4 515,3 b5
10 el v b, 1446
b, o Y131400,1
5 1 b, 034,4 13325
1‘,’110 | 2971 41'1 69 '5 943,3_1|01.5.r 14
[} 50 100 150 200 250 300 350 400 200 400 600 800 1200
Aminosavak m/z
61. abra

Biotinilezett C. elegans fehérje azonositdsa ESI-MS ,,peptid tomeg térképezéssel” (A)
és a 1545,4 Da tomegii ion MS/MS spektruma (B)
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A fehérjék azonositadsdnak biztonsdgat két, ill. 3 peptidjilk MS/MS analizisével tdmasztottuk
ala. Az 1. fehérjébdl szdrmazo 1448,5 Da tomegii csucs szekvencidja GNPTVEVDLFTEK, a
1545,4 Da tomegii¢ VNQIGSVTESIEAAK, melyek az enoldz 16-26 és 345-359 szekvencidi.
A 2. folt TATAIDTIINQK (1299,7 Da), HALIIFDDLSK (m/z 1270) és QMSLLLR (m/z
859,5) peptidjei a mitokondridlis ATP-szintdz alfa-1 alegység 204-215, 291-301 és 308-314
fragmensei. A fehérjéket a féreg petéjén és fejlddési ciklusdnak elsd allapotan kiviil a tobbi
fejlodési fazisban kimutattuk.

A két enzim azonositdsa tovabbi kisérletek kiindul6pontjaul szolgélt [290].

4.6. A PROTEOMIKA GYOGYSZERKUTATASI ALKALMAZASA

Az utébbi 20-25 évben a gydgyszerkutatdsban paradigmavéltds jatszédott le [291]. A
hagyomanyos gydgyszerkutatdsi stratégidk tobb szdz, tobb ezer természetes vagy szintetikus
vegyiilet szlirésével eldszor a megcélzott bioldgiai hatdssal rendelkezd vegyiileteket, azaz a
valészinli hatéanyagot valasztottdk ki. Miutdn a kello terdpids értékkel rendelkezd
vezérvegyiiletet kivédlasztottdk, szerkezeti mddositdsokkal, a szerkezet-hatds Osszefiiggések
megismerésével optimalizaltdk a vegyiiletet. Azonban magardl a betegségrol, amivel szemben
a gyodgyszert tervezték, rendszerint keveset tudtak. Az elmilt idészakban a molekuléris
bioldgia, biokémia és a fehérjekémia eredményeire épitve alapvetd 4ttorés kovetkezett be a
legfontosabb betegségek molekuldris mechanizmusainak megismerésében és ezek az
eredmények Uj perspektivdkat nyitottak a gyogyszerkutatds szdmadra is. A raciondlis
gyogyszertervezéshez eldszor a betegség okat, molekuldris mechanizmusat deritik fel, majd a
beazonositott €s molekuldris biologiai mddszerekkel igazolt, szerkezetileg (3D) feltérképezett
,betegségokozd” célmolekuldk ellen torténik célzott hatéanyag-keresés, tervezés, optimalas,
majd a gydgyszerfejlesztés. A kismolekuldji gyogyszerek célpontjai az esetek tilnyomo
tobbségében fehérjék: enzimek, G-protein-kapcsolt receptorok, ioncsatorna-alkotok,
transzporterek, magi hormonreceptorok stb. [292]. Az ember tobb tiz-, szdzezer fehérjéje
koziil azonban csak toredékiik ,,druggable”, azaz célpontja a gydgyszer serkentd vagy gétld
hatdsanak.

A kilencvenes évek végéig mintegy 500 fehérjérél ,,mutattdk ki”, hogy gyogyszerek
célpontjai és kb. 10000-rdl feltételezték, hogy potencidlisan azok lehetnek [293]. Késdbb ez a
szam csokkent [294], de vannak akik mds szempontok alapjin ezt a szdmot nagyobbra teszik

[295]. Tipikusan célpontok azok a fehérjék, amelyek kulcsszerepet toltenek be olyan
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metabolikus, jeltovabbitdsi és mas biokémiai folyamatokban, melyek jellemzdek egy adott
betegségre, ill. mikrobidlis patogének fertdzoképességére vagy talélésére.

A proteomika a fehérjék szerkezetének, poszt-transzlacidés dallapotdnak, mennyiségi és
mindségi valtozdsainak, sejtbeli lokalizaciéjanak, molekuldris kolcsonhatdsainak és
funkcidinak meghatarozdsaval foglalkozik, mely elGsegiti szervezeten beliili bioldgiai
utvonalak, halézatok, jeldtviteli mechanizmusok felderitését és megértését, betegségek
molekuléris patomechanizmusdnak megismerését, betegségek és terdpidjuk biomarkereinek
feltérképezését stb. A proteomikédnak a gydgyszerkutatas/fejlesztés minden fazisdban (célpont
felfedezése, azonositasa, validalasa, vezérvegyiilet  kivalasztasa, optimdlasa,
gyogyszerfejlesztési jelolt kivélasztdsa, preklinikai/klinikai vizsgdlatok) megvan a sajat
alkalmazasi teriilete.

Gyobgyszerek potencidlis célfehérjéinek kijelolésére szamos moddszert alkalmaznak [296].
Beteg és normadl sejtekben, szovetekben eltérd expresszidjinak taldlt fehérjék azonositasa,
kolcsonhatdsi halézatainak meghatdrozdsa gyakran az elsd 1épcséfok annak eldontésében,
hogy egy-egy fehérje j6 gydgyszercélpont lehet-e. A kismolekuldji gyogyszerrel kapcsolatba
1ép6, ahhoz kotddo fehérjék meghatirozasa is vezethet molekuldris célpont kijeloléséhez. Egy
hatéanyaggal kezelt és nem kezelt mintdk fehérjeprofiljainak Osszehasonlitasa
felvildgositassal szolgédlhat a gydgyszer hatdsmechanizmusanak meghatdrozasara mind a f0,
mind a mellékhatdsok tekintetében.

A proteomika egyik legfontosabb alkalmazasi teriilete a biomarkerek, biomarker panelek
felderitése és nyomonkovetése [XLVI]. A klinikai gyakorlatban a biomarkerek jelezhetik a
betegség kockdzatat (prediktiv biomarkerek), utalhatnak a betegség kialakuldsira, meglétére,
elorehaladottsdgdra (diagnosztikus biomarkerek), és hogy az adott egyedi esetben hova
fejlodhet a betegség (prognosztikus biomarkerek). Ezzel szemben a gyogyszerekkel
kapcsolatos biomarkerek megmutathatjdk, hogyan dolgozza fel a beteg szervezete a
gyogyszert (farmakodinamikai biomarkerek), segithetnek annak megallapitdsaban, hogy vajon
a gyogyszer hatékony és biztonsagos-e (toxikoldgiai biomarker), mi a biolégiailag hatékony
dozisa, és segithetnek kivédlasztani azon betegeket, akik a legnagyobb valdsziniiséggel
valaszolnak a kezelésre, vagy legkevésbé szenvednek annak karos hatdsaitdl.

A proteomikdnak a gyogyszerkutatdsban betoltott szerepét hdrom példdn, a szorongds, mint
pszichiatriai korkép mogott 4ll6 molekuléris folyamatok felderitésén, egy antitumor hatdsu
peptid kolcsonhatd partnereinek azonositdsdn €s egy nukleozid-analég toxikus hatdsdanak

vizsgalatan keresztiil mutatom be.
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4.6.1. A szorongas egy allatmodelljének Kkifejlesztése és proteomikai jellemzése [ XLVII]

A pszichidtriai betegségek (szorongds, depresszid) a kozponti idegrendszer
megbetegedései. Mind gyakorisdgukat, mind kovetkezményeiket tekintve ma mar nagy
népegészségiigyi problémét jelentenek. A szorongdsos kérképek a szervezet kiilonbozo
ingerekre adott tulzott vdlaszreakcidinak kovetkeztében jonnek létre. Szinte minden esetben
irraciondlis félelemmel €s koros szorongdssal jarnak egyiitt. Jellemzdek rajuk a testi €s lelki
tiinetek is. Tartés fenndllasuk esetén és megfeleld kezelés nélkiil a szorongds konnyen
depressziova alakulhat. A legfébb probléma ezen betegségek terdpidjaval kapcsolatosan, hogy
a receptorokon hat6 jelenlegi gyodgyszerek csak tiineti kezelésre alkalmasak, valamint sok
mellékhatasuk van [297]. A szorongds az érzelem egyik megnyilvdnuldsa, mely csak a
magasabb rendii emldsok és az ember tulajdonsdga. Human betegségek kutatdsdhoz tobbnyire
allatmodelleket haszndlnak. A pszichidtriai betegségek modellezéséhez azonban az allatokat
nem kérdezhetjiik meg, hogyan érzik magukat, akarnak-e ,beszélgetni”? A pszichidtriai
betegségeknek olyan allatmodelljei vannak, amelyek az adott betegség egy-egy specifikus
kulcstiinetét vagy szimptdmadjat, de nem az egész szindromat utdnozzdk [298]. A pszichidtriai
neurobioldgiai kutatdsok az utébbi idoben kiemelt jelentdséget tulajdonitanak a molekuléris
jelenségek tanulmdnyozasdnak kiilonféle pszichidtriai korképekben és szindrémdkban
(,,molekuldris pszichidtria™) [299] A betegség hatdsara bekovetkezd sejtszintli molekuldris
athangolddés a genom illetve proteom megvaltozasaval jar, ami részben a szignalrendszerek
kozvetitésével, részben direkt génexpressziés hatdsra kovetkezhet be. Allatkisérletekben
megfigyelték, hogy anxiolitikus szer kronikus adasa, ill. ismételten alkalmazott
pszichoszocidlis stressz az agyi proteom megvaltozasaval jar [300, 301].

Az EGIS Gyogyszergyar Rt. dltal rendelkezésiinkre bocsatott, 35 generacion keresztiil tesztelt

499

és vélogatott beltenyésztett ,,szorongd” egértorzs (AX) felhaszndlasaval azonositani akartuk
az agy azon génjeit és fehérjéit, amelyek a normal egértorzshoz (NAX) képest (a két torzs
egyedei tenyésztés elején azonos sziillOktdl szarmaztak) eltérd szinten fejezOdnek ki. Az
eredményekbdl kovetkeztetni kivantunk arra, hogy a szorongds milyen molekularis

folyamatokat érint, amelyek esetleg alkalmasak lesznek racionélis gyogyszertervezésre.

Kiseérletek

Az allatok viselkedését haromféle teszttel, a ,,porond” (,,open-field”), az ,.emelt
keresztlabirintus” (,.elevated plus maze”) és a ,.fény-sotét” (,light-dark™) tesztekkel
tanulmanyoztuk. 15-17 hetes AX és NAX egerek agyat kivettiik, a kisagyat, az agytorzset €s a

bulbus olfactoriust eltavolitottuk. Az agy tobbi részét homogenizaltuk, majd a fehérjéket 2D
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7z

DIGE (differencidlis fluoreszcens gélelektroforézis) mddszerrel elvéalasztottuk és
mennyiségiiket analizaltuk. A kiilonbozd fluoreszcens festékekkel megjelolt AX, NAX és
referencia mintdkat (a két csoport 1:1 ardnyu elegye) Osszekevertiik és egyiittesen analizéltuk.
A gélekben elvdlasztott fehérjéket Typhoon TRIO+ (GE HealthCare) 1ézer-szkennerrel
vizualizaltuk és digitalizéltuk, a csoportok fehérjeprofiljait DeCyder szoftverrel hasonlitottuk
Ossze. Az eltérd intenzitasu foltokat kivdgva a fehérjéket tripszines hidrolizist kovetden online
kapcsolt nanoHPLC-MS/MS rendszerrel (75 x 150 mm ZORBAX 300SB-C18 oszlop + 300
um x 5 mm C18 csapda-oszlop, 0,1% hangyasav-viz-acetonitril gradiens eldcid, dramldsi
sebesség: 300 nl/perc, Agilent LC-MSD XCT Plus ioncsapdas tomegspektrométer: full-scan
MS, majd a négy legintenzivebb ionbdl MS/MS). A tomegspektrometrids adatokbdl a
fehérjéket MASCOT, ill. X! Tandem szoftverek és az aktudlis SwissProt adatbazis

segitségével azonositottuk.

Eredmények és megbeszélésiik

A pszichidtriai betegségek komplex megbetegedések, melyek kialakuldsat szdmos
kornyezeti faktor befolydsolja [302]. A megfeleld édllatmodell kivdlasztisa meghatdrozza az
egész kisérlet kimenetelét. A kitenyésztett stressz-érzékeny ,,szorongd” egerekben 35
generdcion keresztiil 6roklédott ez a viselkedési mintdzat, ami homogén genommal és hasonl6

(azonos) fenotipussal rendelkezd dllatcsoportokhoz vezetett. Kimutattuk, hogy ,.emelt

keresztlabirintus” tesztben jelentds eltérés van az AX és NAX egércsoportok viselkedése

kozott (62. abra).
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62. abra

Az ,emelt keresztlabirintus” (bal oldal) és az AX és NAX egerek viselkedési paraméterei (jobb oldal)
A nyitott részen val6 tartézkodds ideje (A), a nyitott részre valé kilépések szdma (B),
az 0sszes kilépés szdma (C), zart részre val6 belépések szama (D)
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Ujdonsdg a mi megkozelitésiinkben, hogy a szorongé fenotipusd torzset proteomikai
mddszerekkel jellemezziik. Ez jelentOs elorelépést jelent, mert — bér a pszichidtriai betegségek
viselkedései modelljei nem kozvetleniil egyenértékiiek, de hasonléak a humén
kedélybetegségekhez — a gyodgyszerfejlesztésben elért sikerek bizonyitjdk, hogy még a
ragcsdlé modellek is reprodukdljdk a humédn betegségek jé néhdny molekularis szinti
torténését [303].

Az el6z6ek alapjan azt szerettiik volna elérni, hogy reprodukéljuk és jelentdsen kibOvitsiik a
szorongas mar ismert molekularis mechanizmusairél sz616 ismereteket.

Meg kell jegyezni, hogy bar a 2D-DIGE mddszerrel csak a sejtben 1évd legnagyobb
koncentraciojui fehérjék 5-25%-at tudjuk detektdlni, az 1500-2500 fehérje megfelelden
karakterizdlja az allatmodell fenotipusat. A két egércsoport kozott 2D-DIGE alapjan (63/A.
abra) 82 eltérd intenzitasu foltot taldltunk (p < 0,05, n = 6/csoport), melyek koziil 39 az AX
csoportban, mig 43 a NAX csoportban volt intenzivebb (63/B. dbra). Az azonositott fehérjék
adatait a Fliggelék 7. tdblazata tartalmazza.

A 82 fehérjébdl 31 mar ismert volt a szorongds folyamatdban valé részvételérdl, amelyek egy
része a szerotoninerg neurotranszmisszidval kapcsolatos [304], azonban 51 fehérje még uj a
szorongds irodalmédban. Ezek tanulmédnyozdsa dj kutatdsokat indithat, de az is lehet, hogy
egyszerien az dallatmodell és a humédn betegség kozotti molekuléris eltéréseket jelzik,

amelynek eldontése szintén tovabbi vizsgalatok targya.

Foltok szdma

]
Log teriilet arany
kontroll > szorongé = szorongo > kontroll

63. abra
Reprezentativ 2D DIGE kép (A), ill. véltoz6 intenzitasi foltok megoszldsa (B)
IEF: 24 cm pH 3-10 NL IPG, PAGE: 24 x 20 cm 10 % poliakrilamid gél, mintdk el6kezelése Cy3 és Cy5 ,
referencia Cy2 fluoreszcens festékkel
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Az eltérden expresszdlodott fehérjéket 11 funkciondlis csoportba osztottuk és a csoportokat
sarga szinnel jeleztiik a Fiiggelék 7. tdbldzatdban. Az adatatokbdl lithatd, hogy szorongés
modelljében sok életfolyamat érintve van. Jelentds csokkenést taldltunk a jelatvitelben
mikodo fehérjék és gén-transzkripcids faktorok tekintetében. A szénhidrat-metabolizmus
vonatkozdsdban — ami az idegsejtek rendkiviil fontos és érzékeny funkcidja [305] -,
specifikus valtozdsokat taldltunk. Megvaltozott aminosav- (koztiik a glutaminsav is) és
nukleinsav-metabolizmusra utal6 fehérjék is voltak a listdban. A szorongds altal befolyasolt
agy szénhidrat-, aminosav- €s nukleinsavmetabolizmusdnak daltalunk azonositott fehérjéi
kozott konnyen 0 biomarkert taldlhatunk, mint az a glioxalaz esetében mar megtortént [306].
Az oxidativ stressz folyamataihoz tartoz6é fehérjék szintjében is detektdltunk eltéréseket.
Fontos eredményiink, hogy az AX torzsiinkben a szinaptikus fehérjék eltérd expresszidja,
melyek a szinaptikus dokkoldsért felelések. Ezzel parhuzamosan mddosuldsok torténtek a
citoszkeletdlis fehérjék mennyiségében, ami szintén ujdonsagnak tekinthetd. Kollégdim az
Ariadne Genomics Pathway Studio szoftver segitségével (amely irodalmi adatok alapjan
térképezi fel egy-egy folyamatban kolcsonhaté fehérjéket) felrajzoltdk a szinaptikus
dokkoldsban szepet jatszé fehérjék miikodési halozatat (64. dbra). A négy altalam azonositott,
az AX egerekben megvaltozott expresszioju fehérjéhez (dinamin 1, hepatocita ndvekedési
faktor-regulalt tirozin kindz szubsztrit, N-etilmaleimid-érzékeny faktor, szintaxin kot6 protein
1) az irodalom szerint sok mds fehérje kapcsolddik, igy ezek a halézatban kézponti szerepet
jatszanak.

Osszefoglalva: eredményeink szerint az eddig ismert szerotonin-receptor vonalon til,
szorongas hatdsdra valtozasok torténnek a szénhidrat-metabolizmus, a sejten beliili redox
rendszer és a szinaptikus dokkoléds folyamataiban is. Az érintett fehérjék kozott varhatéan uj
biomarker fehérjék és gyogyszercélpontok lehetnek.

Meg kell jegyeznem, hogy ugyanennek a két torzsbol (AX, NAX) szarmazd allatok agyabol
szarmazé mintakban (frontdlis kéreg, hippokampusz) meghataroztuk a transzkriptom
valtozasait is [XLVIII]. A gének funkciondlis analizise azt mutatta, hogy a szorongis
transzkriptom szinten is szdmos bioldgiai funkciét érint, Gdgymint fémion transzport,
kiilonbozd jelatviteli mechanizmusok, az idegrendszer fejlédése, szinaptikus transzmisszid
stb.), amelyek koziil taldlunk olyan folyamatokat is, amik proteom szintjén is megvaltoztak.
Eredményeink ismét igazoltdk azt, hogy a transzkriptom szintjén bekovetkezd valtozasokat
fenntartdssal kell kezelni, mert jelentds résziik nem manifesztilédik fehérjeexpresszio-

véltozdsban [193].
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64. abra

AX egérben megvaltozott expresszdju (sziirke), a szinaptikus dokkoldsban szerepet jatsz6 fehérjék haldzata.

A halézat azokat a fehérjéket is mutatja (fehér), amelyek kozvetleniil kapcsolédnak a szorongds altal érintett
fehérjékkel. Roviditések: sziirkék: DNM1 — dinamin 1, HGS — hepatocita novekedési faktor-reguldlt tirozin
kindz szubsztrat, NSF — N-etilmaleimid-érzékeny faktor, STXBP1 — szintaxin kot protein 1,
fehérek : APBA1 — amiloid béta (A4) prekurzor fehérje kotd, csaldd A, tag 1, APP — amiloid béta (A4)
prekurzor protein (peptiddz nexin-II, Alzheimer-kér), CDKS —ciklin-fiiggd kindz 5, DAB2 — disabled homolég
2, mitogén-érzékeny foszfoprotein, EGF — epidermalis novekedési faktor, EGR1 —
korai novekedési valasz protein, F2 — koagulaciés faktor II, FAM3A — csaldd szekvencia hasonlésdggal 3, tag A,
GRIA2 — glutamit receptor, ionotrép, AMPA 2, GSTM?2 — glutation S-transzferaz M2 (izom), MAPK1 —
mitogén aktivalt protein kindz 1, MBP —myelin basic protein, NAPA — N-etilmaleimid-szenzitiv faktor csatolt
protein, alfa, NO — nitrogén monoxid, NOS2A — nitrogén monoxid szintdz 2A, NOS3 — nitrogén monoxid
szintdz 3, PLD1 — foszfolipdz D1, PLD2 — foszfolipdz D2, PTPN9 — fehérje tirozin foszfatdz, nem-receptor
tipusi 9, RAB3A — RAS onkogén csalad tagja, RAMP3 — receptor (G protein-kapcsolt) aktivitismédositd
fehérje 3, SLC2A4 — oldott anyag szallit6 csaldd 2 (gliikéz transzporter), tag 4,

SNAP2S5 — szinaptoszémalis-asszocidlt fehérje, 25 kDa, SNAPIN — SNAP-asszociélt protein, SREBF1 — szterol
szabalyzéelem-kotd transzkripcids faktor 1, STX1A — szintaxin 1A (agy), STX7 — szintaxin 7, STX8 — szintaxin
8, SYTLA4 szinaptotagmin-szerl fehérje 4 (granufilin-a), VA MP 2 — vezikulum-asszocialt fehérje.

4.6.2. Antitumor hatasua peptidek célfehérjéinek azonositasa [ XLIX-LI]

Orosz €és mtsai olyan substance-P analdgokat 4llitottak eld, amelyek mind in vitro,
mind in vivo gatoltdk a kissejtes tiidétumor (SCLC) fejlodését [307, 308]. A vezérvegyiilet
fejlesztése és optimdldsa sordn molekuladinamikai szdmoldsokat haszndlva uj, rovid lancu, az
aktiv centrumban csak harom aminosavat tartalmaz6 peptideket terveztek. A szintetizalt uj
vegyliletek kozott is taldltak hatékonynak peptideket, melyek hatdsmechanizmusanak
tisztazdsahoz meg akartuk hatdrozni azokat a molekuldris célpontokat, amelyeken keresztiil

hatdsukat kifejtik.
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Kisérletek

A  peptideket szilardfazisi  peptidszintézissel ~Boc-stratégidval, DCC/HOBt
kapcsoldssal dllitottdk el6. Tumorellenes hatasukat MCI-H69, MCI-H82 (kissejtes
tiildoékarcinéma), MDA-MB-231 (humén emldkarcinéma) és HT-29 (humdan vastagbéltumor)
sejtvonalakon, ill. kontrolként LL-24 normal tiidd fibroblaszton vizsgaltak. A peptidek in vivo
antitumor hatdsdt csupasz egerekbe implantilt H69 SCLC sejtetekkel kialakitott
xenograftokon tanulmanyoztdk. A peptid kotéfehérjéinek izoldlasdhoz a peptideket aktivalt
CH-Sepharose 4B-hez kapcsoltdk, majd a fenti sejtvonalak lizdtumaval inkubaltdk. A peptid-
Sepharose-hoz kotddott fehérjéket eludltak, majd SDS-PAGE-vel elvdlasztottak. A gélbdl
kivigott fehérjesdvokat redukcid és alkilezés utdn tripszinnel hasitottuk. A képzodott
peptideket ZipTip C18 mikro oszlopon tisztitottuk, majd Bruker Reflex III MALDI-TOF
tomegspektrométerrel analizaltuk. Az eredmények kiértékelésére az MS-Fit programot és az

nrNCBI adatbazist hasznaltuk.

Eredmények és megbeszélésiik

A tervezett és szintetizalt peptidek mindegyike Phe-D-Trp-Leu magot tartalmazta,
melyet N-termindlison egy vagy két aminosavval, mig C-termindlison Leu-NH,-dal vagy 1-
amino-3-metilbutdnnal (AMB) egészitettek ki. A leghatékonyabb peptidek koziil a TCBL-136
(65. dbra) dozisfiiggden gatolta a vizsgélt sejtvonalak novekedését, mig az N-termindlison p-

hidroxi-fenilalanint tartalmazé analég (TCBL-145) csak a SCLC sejtvonalakon hatott.

O O O O
N H H I H H I H H I H
H2N—?—C—N—(I3—C—N—(I3—C—N—(I3— —N—?Hz
CH, CH, CH, C|:H2 C|3H2
HC—CH HC—CH
7 7 | 3 | 3
CHj CH,
HN HN
65. abra

Antitumor hatdsi D-Trp-Phe-D-Trp-Leu-AMB peptid (TCBL-136) szerkezete

Az in vivo H69 SCLC xenograft tumorok novekedését a 1,5 mg/kg dézisban a TCBL-136
19%-ban, a TCBL-145 50%-ban gatolta. A vizsgalt peptidek a kontrollhoz képest
minimdlisan gétoltdk a normdl fibroblaszt novekedését, igy feltételezhetden nincsenek

hatdssal az egészséges sejtekre. NCI-H69 és NCI-HS82 sejtek lizaitumdbol TCBL-126, TCBL-
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127, TCBL-142 vagy TCBL-136-t tartalmaz affinitdsoszloppal ,kihaldszott” legnagyobb

koncentréciéji fehérjéket MALDI-TOF ,,peptid tomeg térképezéssel” a- és B-tubulinnak, B-
aktinnak és Hsp90-nek bizonyultak (66. dbra). A Hsp90-et (P08238) a 67. dbrdn l4that6

MALDI-TOF tomegspektrumbdl nagy taldlati pontszdmmal (3.427e+06) azonositottuk.

Hsp-90 —»
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TCBL peptidekhez kot6d6 fehérjék SDS-PAGE képe (10%-os gél, festés CBB R-250)
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A 90 kDa alatti sav hidrolizis utdni MALDI-TOF tomegspektruma. A korrel jelzett csticsok a human Hsp90-hez
rendelhetok. Matrix: DHB

Eukariéta sejtek citoszoljaban az egyik legnagyobb mennyiségbe 1évd dajkafehérje (chaperon)

a Hsp90 [309]. Szdmos Hsp90-fiiggd onkogén fehérje fontos szerepet jatszik a tumoros sejtek

novekedésében és tilélésében [310]. Ugyanakkor a Hsp90 kis affinitdsd laza kolcsonhatdst
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alakit ki kliens fehérjékkel, ezaltal az egész jeltovabbitdé mechanizmusra hatdssal van [311].
Chaperonok hatdsa nélkiilozhetetlen a labilis szerkezetli fehérjék felgombolyoddsahoz,
stabilizdldsdhoz. A Hsp90 funkcidjdnak farmakoldgids gatldsa jelentds szerephez juthat a
daganatellenes terdpidban [312]. Az eddig ismert inhibitorok mindegyike a Hsp90 N-
termindlisin 1évé ATP-kotohelyhez kapcsolddik [313], ami a burjanzé sejtek
kliensfehérjéinek szelektiv degradédcidjdhoz, majd a sejtek pusztuldsidhoz vezet [314]. Toxikus
mellékhatdsaik, rossz oldékonysdguk és kicsiny biohasznosuldsuk miatt azonban az eddig
ismert Hsp90 inhibitorok nem véltottdk be a hozzdjuk fliz6tt reményeket. Az itt bemutatott
peptidek pusztitjdk a kiillonboz6é tipusi daganatsejteket és eddig nem mutattak kéros
mellékhatasokat. Egyiittmiikodd partnereim igazoltdk, hogy ezek a peptidek dozistiiggd
médon gétoljdk a Hsp90 ATP-Sepharose-hoz valé kapcsolédasat, ami azt jelenti, hogy a
megtervezett peptidek jol kotddnek a Hsp90 ATP-kotd zsebéhez.

Reményeink szerint a ezek az uj tipusi Hsp90 inhibitorok uj alternativat nyujthatnak

kiilonboz6 tumoros betegségek terapidjaban.

4.6.3. AIDS ellenes gyogyszer mellékhatasainak vizsgalata [LII]

Nukleozid analégok (didezoxinukleozidok) és az AZT (3’-azido-3’-dezoxitimidin)
hatékonyak a HIV virussal szemben, igy az AZT sokdig egyetlen szer volt az AIDS
terdpidjara [315]. A protedz-inhibitorok bevezetése utdn kombindlt teripids formdaban
tovabbra is haszndlatban vannak szinergikus antivirus hatdsuk miatt. Azonban mind rovidtava
[316], mind hosszud tava hasznalatakor [317] szamos mellékhatasarol szamoltak be: anémia,
emésztdszervi rendellenességek, valamint miopdtia, kardiomiopatia. Hosszu tavi hasznalatkor
ezek a gydgyszerek gatoljak a mitokondridlis DNS-replikaciot, ami az mtDNS csokkenéséhez
vezet [318]. Az emlds mitokondridlis genom a 1égzési lanc 13 fehérjéjét kodolja, ezért az
mtDNS kérosoddsa a sejt oxidativ energiatermelését, ATP szintézisét befolydsolja [319].
Kisérleteinkben a rovidtavd kezelésre bekovetkezO0 biokémiai valtozasokra, azok

mechanizmusara kerestik a valaszt.

Kisérletek

Fiatal (80-100 g) Wistar patkdnyok 1 mg/kg/nap ddC-t (didezoxicitidin) kaptak
intraperitonedlisan két héten keresztiil. Szivmiikodésiiket folyamatosan monitoroztdk. A
kezelés hatdsdra torténd valtozdsok vizsgdlatdhoz a teljes szivet és egy darab vézizmot

hasznaltunk. A nem részletezett biokémiai vizsgalatokon tul a vazizom fehérje-osszetételében
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bekovetkezett valtozdsokat 1D poliakrilamid-gélelektroforézissel ellendriztiik. A ddC kezelés
hatdséra eltlind egyik fehérjesavot kivagva redukalast, alkilezést, majd tripszines proteolizist

kovetden Finnigan TSQ-7000 tomegspektrométeren LC-MS/MS mddszerrel analizéltuk.

Eredmények és megbeszélésiik

Egyiittmiikodd partnereim biokémiai vizsgalatai kimutattdk, hogy a ddC kérositja a

szivizom €s vazizom energia-metabolizmusat, csokkenti a mitokondridlis enzimek aktivitasat,
de nem taléltak dltalanos meghibdsodast a 1égz€si komplexek komponenseinek szintézisében,
nem mutattak ki lényegi valtozast a magi DNS fragmentiaciéjaban. A 1égzési komplexek
széllitasi és Osszekapcsolddasi zavardra utal a Hsp72 és Hsp73 szintjének csokkenése. A ddC
kezelés hatdsara jelentdsen megnovekedett a reaktiv oxigéngyokok (ROS) termelddése. A
vazizom 1D-PAGE vizsgalata két fehérje jelentds csokkenését csokkenését jelezte. A 16 kDa
koriili sdvban 1évé fehérje Edman-szekvendldssal mioglobinnak bizonyult, mig a 26 kDa
koriili fehérjét ,,peptid tomeg térképezéssel” 54% szekvencialefedettséggel tridzfoszfat-
izomeraznak (m/z 26790 Da) taldltuk. A fehérjeazonositds valdszinlis€égének novelése
érdekében a két legintenzivebb kromatografids csicsban 1évd peptideknek (m/z 1319,5 és
1326,5) tandem tomegspektrometrids analizissel meghatdroztuk a szekvencidjit. Az
AIADNVKDWCK ¢és IYGGVTGATCK peptidek megfelelnek a tridzfoszfat-izomeraz 149-
159 és 206-218 szakaszainak.
A mioglobin az oxigén szdllitidsdban, a triézfoszfat-izomerdaz pedig a glikolizisben jatszik
fontos szerepet, igy ezek vdltozdsa befolydsolhatja mind az aerob, mind az anaerob
energiatermelést. Ismert, hogy emelkedett ROS aktivitds lecsokkenti a hipoxia-indukalt
faktor-la expresszidjat, ami viszont kontrolldlja a glikolitikus enzimek miikodését [320].
Ezen tilmenden a mioglobin [321] és a Hsp72 [322] szintjei novekednek hipoxidban, amely
viszont alacsony ROS aktivitassal parosul.

Eredményeinkbdl arra lehet kovetkeztetni, hogy még a mitokondridlis genom
karositasa elott a ddC szdmos ponton befolydsolja a sejtek metabolizmusat €s jelatvitelét.
Ezzel az mtDNS karositdstol fiiggetlen mechanizmust taldltunk, amelyben a ddC-indukalta

sejtkdrosodds hozzdjarul a kardiomiopatia kifejlédéséhez.
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4.7. AMILOID 1-42 PEPTIDDEL (A1-42) KAPCSOLATOS VIZSGALATOK
4.7.1. Ap1-42-hoz kotodo fehérjék meghatarozasa [LII-LIV]

Az Alzheimer-kér a kozponti idegrendszer progressziv mentélis hanyatldssal és az
idegsejtek pusztuldsaval jar6 neurodegenerativ betegsége, amelyet B-amiloid peptidek kéros
tiltermelése jellemez, amelyek az agyban mind intra-, mind extracelluldrisan aggregéalnak és
neuritikus plakkokat képeznek [323]. A 39-43 aminosavat tartalmazé B-amiloid peptidek a
transzmembralis amiloid prekurzor fehérjébol (APP) tobbszords enzimatikus hasitassal
képzddnek [324] és a kozponti idegrendszerben kiilonbozd aggregaltsagi formaban
(monomer, oligomerek, protofibrillumok és fibrillumok) vannak jelen [325]. Sajétos
szerkezetiik és fiziko-kémiai tulajdonsdgaik révén a P-amiloid peptidek hozzd tudnak
kapcsolddni mas  biomolekuldkhoz, 1igy peptidekhez, fehérjékhez, lipidekhez,
proteoglikdnokhoz stb. [326], s ez a kotddés hatdssal lehet kiillonbozé bioldgiai folyamatokra.
Tobbszorosen bizonyitott, hogy a ezek a peptidek mind in vitro, mind in vivo
szinaptotoxikusak és/vagy neurotoxikusak lehetnek, amely hatds lehet kozvetlen, ill.
gyulladas altal kozvetitett [327, 328]. Azonban a kiilonbdz0 nagysdgu és aggregaltsagi foku
B-amiloid peptidek neurotoxikus hatdsdnak molekuldris mechanizmusa csak részben ismert.
Az AP atalakuldsa oligomerekbdl fibrillaris formdba egyiitt jir a membran lipidekhez és
fehérjékhez valo kotddésének megnovekedésével [329]. Az Alzheimer-kor kezdetének elsd
jele az idegsejtek szinapszisainak kdrosoddsa, messze megeldzve a betegség klinikai tiineteit.
A szinapszisok neurotoxikus kdrosoddsa, pusztuldsa egyliitt jar a szinaptogenezis és a
neurondlis transzmisszié visszaszoruldsaval, a szinaptikus fehérjék termelésének és
mukodésének zavardval [330]. A mitokondriumok miikodési zavarai szintén szerepet
jatszhatnak ideggydgydszati ill. neurodegenerativ betegségekben [331].

A B-amiloid peptidek szinaptikus plazmamembrin-fehérjékhez torténd kotédésének
megakadalyozésa logikus megoldasnak tiint az Alzheimer-kér megel6zésére, ill. lelassitdsara.
Ehhez sziikség volt a B-amiloid peptidekkel kolcsonhat6, kotddo fehérjék felderitésére. Ilyen
kolcsonhatdsok kimutatisara egy-egy fehérje esetében torténtek vizsgdlatok [332, 333],
azonban a B-amiloid peptidekhez kotddo fehérjék atfogo feltérképezése nem tortént meg,

ezért kutatécsoportommal célul tliztiik ki ezen fehérjék meghatarozasat.

Kiseérletek

Fibrillaris AB1-42-t az SzTE Orvosi Vegytani Intézetében szintetizalt ,,monomer”

AP1-42-bdl készitettiink. Szubcelluldris szinaptoszOma membranfrakcié patkdnyagybol,
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cukorgradiensben végzett ultracentrifugaldssal késziilt. Ennek 1%-os Triton X-100-ban
old6d6 frakciéjat fibrillaris AP1-42-vel, ill. kontrollként a hasonlé B-reddzott réteg
szerkezettel rendelkezd krisztallinnal inkubdltuk (48 h, 37 °C). A nem kotddd fehérjéket
kétszeri mosdssal eltavolitottuk, majd a csapadékban 1évd fehérjéket ,,shotgun™ proteomikai
modszerrel (fehérjekeverék tripszines hidrolizisét kovetd LC-MS/MS analizis (75pm x 100
mm BioBasic C18 oszlop, Thermo Electron LTQ lineéris ioncsapdds tomegspektrométer). A
tomegspektrometrids adatok feldolgozdsa MASCOT adatbazis-keres0 programmal, az

aktudlis SwissProt ragcsalé-fehérjeadatbazis felhasznaldsaval tortént.

Eredmények és megbeszélésiik

Szinaptikus plazmamembran prepardatumbodl fibrilldris AB1-42-vel és krisztallinnal
koprecipitaltuk a hozzdjuk kapcsolédott fehérjéket, amelyeket eldszor ,,shotgun” mddszerrel
(LC-MS/MS) analizaltunk. Az LCQ lineéris ioncsapdas tomegspektrométer kivalé késziilék
peptidek MS/MS mérésére, dltalaban szép b- €s y-ionsorozatokat kaptunk (68. dbra). Az dbrdn
a patkdny szinapszin-1 fehérje **QTTAAAAATESEQVGGGSGGAGR'® peptidjének
MS/MS spektruma lathato.
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A nanoL.C-n 28,57 perc retencios idével eludlédé peptid (m/z 2051,97) MS/MS spektruma (b- és y-ionok)
nanoLC: 75 pm x 100 mm BioBasic C18 oszlop, A eluens 0,1% hangyasav vizben, B eluens: 0,1% hangyasav
acetonitrilben, gradiens: 0-60% B/60 perc, dramldsi seb: 200 nl/perc
MS/MS: kapilléris fesziiltség: 2 kV, CID energia 35%, adat-fiiggd tizemmod
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Fibrillaris AB1-42-vel koprecipitalt fehérjék koziil 53-at azonositottunk kettdnél tobb peptid
MS/MS szekvencidjaval és >44 taldlati pontszammal. Koziiliik 13 szintén megtalalhaté volt
azok kozott a fehérjék kozott, melyek a kontrollként hasznélt krisztallinhoz aspecifikusan
kotodtek. A 40 egyiitt koprecipitalt fehérje azonositdsdnak adatai a Fiiggelék 8. Tablazataban
lathatok. A fehérjéket az Alzheimer-kérban potencidlis bioldgiai jelentdségiik alapjan hat
csoportba osztottuk: 1., Alzheimer-korral kapcsolatosan vizsgdlt fehérjék, 2., citoszketetdlis
szervezddéssel kapcsolatos fehérjék, 3., neuronélis sejtadhézids fehérjék, 4., egyéb neurondlis
membranfehérjék, 5., neuron-specifikus fehérjék, 6., mitokondridlis fehérjék.

Eredményeink szerint a fibrilldris AB1-42 kolcsonhatdsba 1ép a szinaptikus membrin és
mitokondridlis fehérjékkel, ami arra utal, hogy az amiloid szdmos bioldgiai rendszerrel
kapcsolatba keriil és karosithatja azokat [334]. Azonban az igy kapott fehérjelista nem ér
semmit, ha nem tudjuk megfeleléen értelmezni a fenti kolcsonhatdsokat. Ehhez széleskorii
bioldgiai ismeretekre van sziikség, hogy esetiinkben a 40 fehérjérdl osszegylijtott irodalmi
informdciét értelmesen integrdlni lehessen, hogy ezéltal dj kutatdsok kiindulépontjiul
szolgalhassanak. Kiemelem a koprecipitditumban jelenlévo 6 legnagyobb mennyiségii fehérjét.
A szinapszinok kulcsszerepet jatszanak az idegsejtek neurotranszmitter felszabaduldsidban és a
szinaptikus csatlakozdsok fenntartdsdban [335]. Az Alzheimer-kér késdi féazisdban a
hippokampuszban regiondlis szinapszin-I eltlinést tapasztaltak [336]. A mi munkank volt az
els6, amelyik direkt kolcsohatést taldlt a szinapszinok és a B-amiloid peptidek kozott. A 2°,3’-
ciklikus nukleotid 3’-foszfodiészterdz kotddése azt jelzi, hogy a [-amiloid peptidek
hozzdjarulhatnak a kor kialakuldsdhoz, megzavarva a mielin képz6dését [337]. Fibrillaris -
amiloid 1-42-rdl kimutattdk, hogy a mielin hiivelyhez tapad [338]. A ,,vaku6lum ATP szintaz
alegység B agyi izoforma” a V-ATP-az enzimkomplex része és mint ilyen, az idegsejtekben
részt vesz a neurotranszmitterek tdroldsi folyamatdban [339], ill. eldsegiti az enzim kikotését
az aktin-alapu citoszkeletonhoz [340]. Az enzim ezen két nagyon fontos funkciéjanak zavara
megfelel az Alzheimer-kérban leirt patolégiai folyamatoknak. Tubulinok, mint a
mikrotubulusok alegységei nagy mennyiségben taldlhatok az agyban. Kotddésiik az amiloid
kiilonbozé formdihoz mar ismert [341]. Kisérleteink egyik legfontosabb eredménye a [3-
amiloid és a GAPDH kolcsonhatdsanak kimutatidsa. A GAPDH a glikolizisben betoltott
kulcsszerepe mellett nem-glikolitikus folyamatokban (membranfizié és endocitdzis,
citoplazmikus mRNS regulédcid, magi tRNS export, DNS replikdci6 stb.) is szerepet jatszik
[342], valamint kiilonb6z6 neurodegenerativ betegségekkel is kapcsolatba hoztak [343]. Ezért
kiilon vizsgalatsorozatot végeztiink P-amiloid peptidek és a GAPDH kolcsonhatdsanak

szélesebb kori megismerésére. El6szor arannyal jelzett GAPDH-ellenes antitestekkel
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kimutattuk, hogy a GAPDH ko6tddik az AB1-42 fibrillumok felszinén. Megdllapitottuk, hogy a
kotés nem ionos természetll, mert nem fiiggott az inkubaciés médium sdkoncentracidjatol. A
GAPDH nemcsak a fibrillaris AB1-42 -vel, de még a nem-fibrillaris allapotd peptiddel is
koprecipitalodik, de nem kotddik B-amiloid 1-40-hez. Kiilonb6z6 szubcelluléris frakciobdl
izolalt (pl. mitokondrium) GAPDH-k mindegyike kolcsonhatdsba 1ép a fibrillaris Ap1-42-vel.
Ez a direkt kolcsonhatds megitélésiink szerint fontos szerepet tolthet be az Alzheimer-kor
molekuléris folyamataiban.

Korabban emlitettem, hogy a szinaptikus plazmamebran-fehérjék és az AP1-42 kozotti
kolcsonhatds megakadalyozésa fontos beavatkozdsi pont lehet az Alzheimer-kor terdpidjaban.
Kotddési  vizsgdlataink sordn azonositott 40 fehérjében szukcessziv approximacios
algoritmussal mikodo szamitégépes programmal feltérképeztik a mindegyik fehérjében
eléfordulé hasonlé pentapeptideket és a hasonldsag alapjan megéllapitottuk, hogy az 1-5
poziciokban milyen az egyes aminosavak el6forduldsi gyakorisdga. Ezek alapjan hat
pentateptidet szintetizaltunk, amelyek koziil tobb kivédte az AP1-42 citotoxikus hatdsat.
Azo6ta mar tobb, mint 50 analégot szintetizaltunk, €s koziililk szdmos mind in vitro, mind in
vivo tesztekben hatdsosnak mutatkozott az AB1-42-vel szemben. Szabadalmi okok miatt errdl

a nagyon szép munkdardl nem tudok beszdmolni.

4.7.2. Oligomer Ap1-42 toxikus hatasainak proteomikai vizsgalata [LV]

Ma mar éltaldnosan elfogadott, hogy a AB1-42 kozponti szerepet jatszik az olyan,
neurodegenerativ megbetegedéshez vezeté mikodési zavarokkal jaré folyamatokban, mint a
membranok felbomldsa, mitokondriumok hibds miikodése, oxidativ stressz, endoplazmas
retikulum stressz, leromlott szinaptikus jeldtvitel és axondlis szallitds [344]. Jelenleg az AP1-
42 oligomer formdit tekintik a B-amiloid peptidek igazan toxikus formdjanak [345]. Az egyre
szaporod6 ismeretek ellenére még ma sem ismert az amiloid peptidek altal indukalt
folyamatok Osszessége, rdadasul az AP1-42 kiillonbozé formdi masképpen hatnak az egyes
biokémiai folyamatokra [346]. Az AP1-42 oligomerizécids, aggregacios folyamatait nehéz
kontrollélni, ezért nem mindig lehet tudni, hogy milyen éllapoti prepardtummal dolgoztak.
Kutatécsoportommal célunk volt egy kontrollalt aggregaltsdgi foki AB1-42-vel meghatdrozni,
hogy a peptid milyen globdlis fehérjeszint-valtozasokat okoz az Alzheimer-koér kutatdsaban

elfogadott SH-SY5Y humén neuroblasztoma sejtvonalon.
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Kisérletek

Az SzTE Orvosi Vegytani Intézetében szintetizdltdk az AP1-42 olyan nem
aggregdl6dd prekurzorat (izo-AB1-42 ), amelyik a Gly® és a Ser’® kozott nem amid-, hanem
észterkotést tartalmaz [347]. Ez a peptid mindaddig nem aggregél, amig nem kertil fiziol6giés
pH-ju oldatba. Ekkor egy O—N acilvandorlassal in sifu kialakul a szabdlyos, csak savamid
kotéséket tartalmazd AB1-42 peptid, melynek aggregécids torténéseit kovetni lehet. SH-SYSY
humén neuroblasztoma sejteket kezeltiink 8 6ran keresztiil frissen feloldott, kis oligomereket
tartalmazé izo-AP1-42-vel. A sejtek lizdldsa utdn a kapott fehérjéket 2D elektroforézissel
analizdltuk. Az FLA-5100 tipusu lézer-szkenneren beolvasott kezelt és kezeletlen mintdk
gélképeit Progenesis SameSpots szoftverrel hasonlitottuk Ossze. Azokat a fehérjefoltokat,
amelyek intenzitasvaltozdsa nagyobb volt 50%-ndl, tripszines emésztés kovetden nanoUPLC-
Q-TOF MS rendszerrel (Waters Corp.) LC-MS/MS mddszerrel analizéltuk, s a fehérjéket
,ProteinLynx Global Server” szoftver €s az aktudlis UniProt adatbédzis segitségével

azonositottuk.

Eredmények és megbeszélésiik

A 2D elektroforézis reprodukdlhatésaga megfelelt a modszertdl elvartnak (median
CV%= 11,8% a kezeletlen mintdkra, 15,7% a kezelteknél). Géleken egyenként kb. ezer foltot
detektaltunk, de koziiliikk csak 649 folt pozicidja egyezett meg az dsszes gélen (9 kezeletlen +
9 kezelt tenyészet, 3-3 egybetéve). Ezek koziil 52 foltnak az intenzitisa véltozott meg
szignifikdnsan (69. dbra). A proteomikai fehérjeazonositds utdn 47 fehérjét detektaltunk
(Fiiggelék 9. tdblazat, amelyek koziil 22 mennyisége novekedett, 25-¢ csokkent AB1-42-vel
tortént kezelés hatdsdra. A véltozds mértéke 3,6-szoros csokkenéstdl 3,5-sz6rds novekedésig
terjedt.

A csokkend, ill. novekvo fehérjéket funkcidik alapjan jol definidlt csoportokba lehetett
sorolni. A down-reguldlt fehérjék a fehérje bioszintézisben (transzlacié), metabolikus
folyamatokban, citoszkeletdlis organizdcidban, transzkripcid szabdlyozdsdban, mRNS
processzéldsaban, fehérjefeldolgozdsban  (transzport, proteolizis, poszt-transzlacids
modositds), mig az up-regulélt fehérjék legnagyobb része a stresszvalasszal kapcsolatos, de
taldltunk fehérje feldolgozédssal, metabolikus folyamatokkal és a transzkripcidval
Osszefiiggésbe hozhaté fehérjéket is. Az azonositott fehérjékbdl lathat, hogy az AP1-42
toxicitdsa szamos intracelluléris életfolyamatot érintett. A stresszfehérjék nagy szama jelzi a
sejtek beindult védekezési mechanizmusit az AP1-42-vel szemben. ToObbségiik az

endoplazmas retikulum chaperon fehérjéje.
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Az SH-SYS5Y sejtvonal reprezentativ 2D-PAGE képe
A pirossal jelzett a megnovekedett, mig a zolddel jelzettek a csokkent intenzitasu foltokat mutatjdk
IEF: 24 cm pH 3-10 IPG csik, SDS-PAGE: 24 x 20 cm gradiens gél (10-14,5%), festés: RuBPs

A klasszikus proteomikai 2D PAGE-MS fehérjeazonositds eredményeinek validdlasahoz a két
legnagyobb valtozast mutatd fehérje, az ,,elongaciés faktor 2” (-3,6x) és a Hsp70 (+ 3,5x)
mennyiségének valtozdsiat specifikus antitestek segitségével Western-blot moddszerrel
visszaigazoltuk (70. 4bra).

Szdmos proteomikai tanulmdany jelent meg Alzheimer-kérral kapcsolatosan: vizsgaltdk a
betegséggel kapcsolatos fehérjéket kolinerg SN56 sejteken [348], cerebrospindlis folyadékban
[349], transzgén Alzheimer-kéros egerekben [350, 351] stb., de a neurodegenericié teljes
mechanizmusa tovabbra is tisztizatlan. A 2D elektroforézisen alapulé proteomikai
vizsgalatok elénye, hogy egyszerre lehet sok fehérje expressziés vagy poszttranszlacios
allapotvaltozasait attekinteni. Kisérletiinkben sok fehérje mennyiségének valtozasat figyeltiik
meg, amelyeket egyenként kiilon-kiilon kapcsolatba hoztak az Alzheimer-korral, de itt
egyszerre lehet latni a mitokondrium citromsavciklusdnak és energiatermeld folyamataiban

résztvevd fehérjék, a riboszomdlis fehérjebioszintézis, a citoszkeletdlis szervezddés és a
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metabolikus folyamatok fehérjéinek csokkenését és a stresszvalasz beindulasat jelzd fehérjék
intenziv novekedését. A kisérlet alapjan érintett folyamatok tovabbi vizsgalata segithet jobban

megérteni az amiloid peptid altal kivéltott sejthaldl mechanizmusat.
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70. abra
A Hsp70 és EEF2 fehérjék expressziés profilja 2D elektroferogramon (A) és Western-blot képen (B)

4.7.3. Oligomer Ap1-42-vel kolcsonhaté fehérjék azonositasa fehérjechip-en [LVI]

A fehérjechip (protein-array) technoldgia uj lehetOséget kindl fehérje-fehérje
kolcsonhatdsok kimutatdsdra, kindzok szubsztratjainak azonositdsdra, kis molekuldk
célfehérjéinek térképezésére, immunvalasz biomarkerek, keringd antitestek felismerésére,
fehérjeexpresszid meghatarozasara antigén-antitest kotési reakcié alapjan stb. [352]. A
fehérjechip technoldgia a génchip technoldgia alapjan jott 1étre és kifejlodését a fehérjekémia,
a miniatiirizalds, a robot-technika és az informatika fejlddése tette lehetdvé. Segitségével
egyszerre tobb szaz, tobb ezer kdlcsonhatds tanulményozhat6 egy targylemezen.

Az Invitrogen Inc. (USA) Protoarray 4.0 proteinchipje egy 8163 kiillonbozd rekombindns
human fehérjét tartalmaz két-két példanyban kiilon-kiilon, miniatiir foltokban nitrocellul6zzal
bevont iiveglemez feliiletéhez kotve. A fehérjéket baclovirus expressziés rendszerrel
rovarsejtekben, optimalizlt eljarassal allitottdk eld [353]. A rovarsejtek fehérje-folding és
poszt-transzlacids rendszere hasonld az emlds sejtekéhez [354] (szemben az E. coli sejtjeivel),
igy joggal feltételezhetd, hogy az elkésziilt fehérje poszt-transzlaciésan mddositott,
biolégiailag aktiv formdban késziil el.

Az el6z6 két vizsgilati mddszerrel szemben, ahol a fibrillaris AP1-42 kotodését egy

korlatozott fehérjekészletli (szinaptoszéma-membranprepardtum) rendszerben, ill. az oligomer
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AP1-42 hatdsat €16 sejteken vizsgdltuk, laboratériumomban most fehérjechipen egyszerre
tobb, mint 8000 humdn fehérje és az oligomer AP1-42 kolcsonhatdsat kivantuk

tanulmanyozni.

Kiseérletek

Invitrogen Inc. Protoarray 4.0 proteinchip felszinére 10 uM koncentraciéju, izo-AB1-
42-bol késziilt oligomer amiloid oldatot tettiink. Mdsfél 6rds inkubacié utdn a nem kotodott -
amiloidot lemostuk és az egyes fehérjéken megkotddott AP1-42 mennyiségét Alexa-647
fluoreszcens festékkel jelzett monoklondlis antitestekkel tortént reakcid utdn GenePix
Personal 4100A mikroarray-szkennerrel hataroztuk meg. Az eredményeket a hattér levonasa

utdn komplex, robusztus algoritmussal értékeltiik ki [355].

Eredmények és megbeszélésiik

A Protoarray fehérjechipen végrehajtott kisérlet sordn a chip felszinére kotott 8163
fehérje kozill a foltok fluoreszcencia-intenzitdsdnak mérése alapjan 324 specifikus
kolcsonhatdsat mutattuk ki oligomer AB1-42-vel (71. dbra).

Az AP1-42-vel kolcsonhaté fehérjék funkciondlis osztidlyozdsa Gene Ontology (GO)
analizissel, az internet-alapd DAVID tuddasbazis (http://david.abcc.nciferf.gov/home.jsp)
felhaszndlasédval tortént, ami a 324 fehérjét 30 funkciondlis kategdridba sorolta (14. Tablazat).
Ezek koziil a legérintettebb GO bioldgiai funkcié kategéria a fehérje-bioszintézisé: a
transzlacié (p = 7,12 x 107), amelybe 24 fehérje (72/A. dbra) és a transzldciés elongdcid (p =

4,57 x 107), amelybe 13 fehérje tartozott. Ezen fehérjék jelents része mitokondridlis és nem-

71. dbra
Protoarray fehérjechip fehérjéinek és az oligomer AB1-42 kolcsonhatdsdnak kimutatdsa fluoreszcens
monoklondlis anti-AB1-42 antitesttel
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14. Tablazat
Az AP1-42-vel kolesonhaté human fehérjék GO funkcidanalizise

GO kifejezés p érték  Benjamini
transzlacio elongécié 13 4,57E-07 2,76E-04
transzlacié 24 7,12E-07 2,15E-04
RNS metabolikus folyamat 39 1,22E-05 2,45E-03
RNS feldolgozéss 26 2,25E-04 3,35E-02
transzkripci6 szabdlyozas 55 4,12E-04 4,85E-02
nukleob.a’ms, nukleozid, nukleotid és nuklein sav 59 4.32B-04 425E-02
metabolikus folyamat

génexpresszid szabalyozds 61 4,96E-04 4,19E-02
makromolekula bioszintézis folyamat szabalyozés 58 1,34E-03 9,66E-02
mitdzis 12 2,68E-03 1,65E-01
M fézis vagy mitétikus sejtciklus 12 3,20E-03 1,76E-01
nukleoszoma szervezOdés 7 3,21E-03 1,62E-01
sejt bioszintézis folyamat szabdlyozds 58 3,48E-03 1,61E-01
RNS metabolikus folyamat szabalyozas 37 4,50E-03 1,89E-01
M fazis 14 4,93E-03 1,92E-01
immunoreceptor diverzifikacié 4 6,91E-03 2,44E-01
mRNS metabolikus folyamat 16 7,43E-03 2,45E-01
nukleoszoma 0sszeszerelés 6 8,77E-03 2,69E-01
kromatin Gsszeszerelés és szétszerelés 7 9,96E-03 2,85E-01
DNS-fiiggd transzkripcid szabalyozas 34 1,29E-02 3,38E-01
fehérje-DNS komplex Gsszeszerelés 6 1,35E-02 3,37E-01
ncRNS processzalds 9 4,70E-02 7,50E-01
immunoglobulin diverzifikacio 3 5,08E-02 7,61E-01
mRNS processzalas 12 6,25E-02 8,16E-01
immunoglobulin termelés 3 6,34E-02 8,07E-01
axon transzport 3 6,34E-02 8,07E-01
osztodasi orsé szervezodés 4 6,43E-02 7,99E-01
DNS metabolikus folyamat 16 7,04E-02 8,17E-01
transzkripcio inicializélds 5 7,90E-02 8,41E-01
ncRNS metabolikus folyamat 9 9,54E-02 8,85E-01
RNS katabolikus folyamat 4 9,98E-02 8,88E-01

“Benjamini-Hochberg teszt [356]

mitokondridlis riboszoma-komponens, ill. transzlaciét inicializalé faktor. Ezeken til, sok
fehérje tartozik az RNS processzdlds, axondlis transzport és sejtciklussal kapcsolatos
kategoridkba, timogatva az AB1-42 intracellularis hatdsanak hipotézisét [357].

A GO alapu funkciondlis csoportositdson tdl elvégeztilk a STRING analizist is [358], amely
kiilonb6z6 adatbazisok (Pubmed, MINT, KEGG, BIND, BioGRID) sziirésével késziti el a
kolcsonhaté fehérjék halézatat. A 72. dbra B részén lathatd, hogy a AP-t kot fehérjék
szorosan kapcsolédnak egyméshoz.

ELISA kisérletben igazoltuk, hogy AP1-42 Kkoncentriciéfiiggden kotddik patkany
hippokampuszbdl tisztitott riboszéma komplexekhez, valamint, hogy az AP1-42 gitolta a
riboszomdlis fehérjeszintézist (nydl retikulocita transzlacidés reakcioban (Promega, WI)

csokkent a fluoreszcens luciferaz enzim bioszintézise).

140



dc_272 11

X 89 ®
A 2 & B ® e
ri & & oo %%
Azonosito # fehérje neve AN ¢ o
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72. dbra

A GO transzlaci6 kategoria detektalt tagjai (A), az AB-t kotd fehérjék interakcids analizise (STRING) (B)
Nagyitds: riboszémdlis fehérjék kozotti kapcsolatok.

Eredményeink szerint az AP1-42 leginkdbb a fehérje-bioszintézisben résztvevd
fehérjékhez kotddik, azokkal 1ép kolcsonhatdsba. Hasonlé eredményeket kaptunk az SH-
SYSY sejteken végzett kisérletekkel is. Fontossdguk ellenére a riboszomdlis fehérjék amiloid
toxicitasban jatszott pontos szerepe még nem ismert, valdsziniileg a mRNS megfeleld
kezeléséért felelosek [359]. A Robledo és mtsai dltal kimutatott riboszomafehérjék koziil
tobbet Ggy azonositottunk, hogy kotik az AB1-42-t. Az Alzheimer-kor patogenezisében az
egyik érintett sejtkompartment a mitokondrium, ahol az A toxikus szerepe ismert [360]. A
mitokondrium kérositasaért az AP mitokondridlis fehérjékhez vald kotddését teszik feleldssé
[361]. Valészinii, hogy az altalunk talalt 13 mitokondridlis és 6 riboszémalis fehérjén okozott

egylittes hatdsa az, ami a fehérjeszintézist gatolja.

4.7.4. Osztradiol hatdsa az Ap-indukalta kolinerg sejtpusztulasra [LVII]

Amint azt kordbban emlitettem, az Alzheimer-kér velejardja az Ap-peptidek
felhalmozdddsa az agyban és a kognitiv funkcidk miikodési zavarai, amelyek a bazdlis eldagyi
kolinerg rendszer korai kdrosoddsanak kovetkezményei [362]. A kor eléforduldsa a nemek

kozott eltérd és kapcsolatba hozhaté az dsztrogének mennyiségének (elsdsorban az dsztradiol-
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17B, E2) az id0 eldérehaladtaval torténd csokkenésével [363]. Az E2-alapi hormonpdétld
terdpia néhany klinikai kiprobédlasndl csokkentette az Alzheimer-kér kockdzatét és a kognitiv
mikodési zavarokat, amely felveti az E2 védo szerepét [364, 365]. Az E2 neuroprotektivnak
bizonyult az Alzheimer-kor in vitro €s in vivo kisérleti modelljeiben is [366]. A hormonpd6tld
terapia hasznossagir6l azonban megoszlanak a vélemények, mert nem mindig lehetett
meggy06zddni a szellemi frissességre gyakorolt szignifikans hatdsardl [367, 368]. Mind az AP,
mind az E2 jelentés véltozdsokat indukdl az agy kiilonboz0 teriiletein pl. a génexpresszio
szabdlyozéasaval [348,369]. Itt most nem részletezett kozleményiinkben kimutattuk [LVIII],
hogy az E2 szabdlyozza a szinaptikus fehérjéket és folyamatokat, megnoveli a citoszkeleton
flexibilitdsit és megvaltoztatja az agy szénhidrit-metabolizmusat. Eredményeink arra utalnak,
hogy az E2 kicsiny, de Iényeges valtozast indukal kiillonboz6 fehérjehdlézatokban és mintegy
kumulativ hatdsként az agy milkodését alapdllapotbdl egy flexibilisebb, gyorsabb
reagdloképességli allapotba allitja.

Az agyi proteom Osszetételének nyomonkovetésével fehérjeszintli valaszt kerestiink az AB1-

42 in vivo neurotoxicitdsdra, ill. az 6sztrogén el0kezelés hatdsara.

Kiseérletek

Ovariektémizélt (kétoldali petefészekirtott) 60-74 napos ndstény C57BL6 egereknek
egyik csoportjanak etil-oledtban 1 ug E2-t, a mdasiknak csak etil-oleédtot (EQ) adtunk subcutdn.
24 ¢6raval késobb mindkét csoport egyik fele 2 x 1 ul 600 uM eldre elkészitett (24 6ra
aggregalds mesterséges cerebrospindlis folyadékban (ACSF)) AP1-42-t, masik fele csak
ACSF-t kapott a agy megfeleld részébe (nucleus basalis magnocellularis-substancia
innominata, NBM-SI). Egy nap mulva az allatok agyat kivették €s az tn. ,,punch” technikdval
[370] kimetszették az NBM-SI és a SSCTX (szomatoszenzoros kéreg, V. réteg)
agyteriileteket. A rendkiviil kis szOovetmennyiség miatt 6 ugyanolyan mdédon kezelt egér
azonos szoveteit egyben (pool) vizsgaltuk tovdabb. A mintdkat homogenizadlds utdn
fluoreszcens 2D-differencidl-gélelektroforetikus (2D-DIGE) rendszerben futtatva (3 x 5 pg)
meghatdroztuk, hogy a kiilonb6zé csoportokban melyik fehérjefoltnak valtozott meg az
intenzitdsa. A foltokban 1évd fehérjéket tripszines hidrolizist kovetéen LC-MS/MS
modszerrel azonositottuk: a peptideket ProtID-Chip-43 LC-chipen (75 ym x 43 mm,
ZORBAX 300 C18 5 um + csapdaoszlop, Agilent, USA) szétvdlasztva Agilent XCT Plus
ioncsapdds tomegspektrométerrel MS/MS ilizemmddban analizdltuk, majd a fehérjéket az

Agilent SpectrumMill szoftverrel, az aktudlis ntNCBI adatbazisb6l azonositottuk.
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Eredmények és megbeszélésiik

A kisérletben az AP1-42 és az AP1-42 + E2 hatdsira bekovetkezd korai
fehérjevéltozdsokat kivantuk meghatirozni. Az NBM-SI 2D-DIGE képén 1723 foltot
detektaltunk (73. dbra), melybdl szigord sziirés utin 56 fehérjének, mig az SSCTX mintdk
1440 foltjabol 35 fehérjének a valtozasat tudtuk meghatdrozni (Fiiggelék 10. tdblazat).

veice A
o
o
esvogen_pmoefo

73. dbra
A: reprezentativ 2D-DIGE az NBM-SI-bél, B: 2D-PAGE az NBM-SI-bél fehérjeazonositashoz,
C: a 2D-DIGE egyik foltjanak rekonstrualt 3D képe, D: a folt koncentracidjanak véltozasa a csoportok kozott

El6szor az EO-AB1-42 csoportot hasonlitottuk az EO-ACSF csoporthoz, mert ez mutatta az
neurotoxicitdsit, mig az E2- csoportot az E0-hoz, mert ebbdl lehetett kdvetkeztetni az E2
esetleges neurotoxicitdst kivédo szerepérol. A véltozé fehérjéket funkciéjuk alapjan itt is
kiilonbozé csoportokba soroltuk: antioxiddns védelem, citoszkeletdlis szervezddés,
metabolizmus, fehérjeforgalom és stabilitds, jelatvitel, szinaptikus miikodés, egyéb. A
Fiiggelék 11. tdblazatanak adataibdl igen sok kovetkeztetést le lehet vonni az E2 és az Ap1-42
hatdsara az NBM-SI-ben bekovetkezett valtozasokbodl, de szempontunkbdl érdekes az, hogy
az AP1-42 ismét szdmos biokémiai folyamatot érintett, de karos hatdsai E2 elOkezelésre

csokkentek, nem alakultak ki, ill. ellenkezd irdnyd folyamatok indultak be. Pl. a
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dihidropirimidindz-2 fehérje expresszidja AP1-42 kezelés hatdsira 44%-kal megemelkedett,
mig az E2 el6kezelés 27%-kal csokkentette azt. Hasonld jellegli valtozasok torténtek az
SSCTX agyteriileten is. (Kollégdim immunhisztokémiai eredményeibdl is az latszik, hogy E2
védo szerepet tolt be a AB1-42 kolinotoxikus hatdsaval szemben: a kolinerg sejtek pusztuldsa
23%-106l 15 %-ra csokkent.)

Ha egyenként végignézziik az egyes megvéltozott expresszidju fehérjéket, majd
mindegyikrol alapos irodalmazéssal kideritjiik, hogy mikor és milyen valtozasok kévetkeznek
be, elég nagy bioldgiai rdlatassal fel lehet allitani egy hipotetikus mechanizmust mind a
neurotoxicitds, mind az E2 4ltal kifejtett védohatas folyamatara. Kollégaim ezt megtették,

felrajzoltak a kiillonboz0 ttvonalakat, ahol az azonositott fehérjéknek szerepiik lehet.

A proteomikai vizsgédlatainkbol ismételten kideriilt, hogy a proteomika alkalmas a
bioldgiai rendszer fehérjéinek egy adott iddpillanatban torténd globdlis bemutatdsara. Ha
,megzavarjuk” ezt a rendszert, ismét el6dll egy 4j allapot. A két allapot kozotti kiilonbségek
jellemzdek az adott hatdsra, a levonhaté kovetkeztetések azonban még csak hipotézisek,

amelyeket 4j kisérletekkel kell igazolni.
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5. TUDOMANYOS EREDMENYEK OSSZEFOGLALASA

Maodszert dolgoztunk ki caerulein peptid ,,nagy” tételben torténd szintézisére, melynek
kovetéséhez, preparativ  tisztitdsdhoz és  mindségellendrzéséhez  folyadék-

kromatogréfias és kapillaris elektroforetikus eljarasokat fejlesztettem ki.

Kidolgoztuk a tobb diszulfidhidat tartalmazé peptidek (skorpioméreg charybdotoxin
€s iberiotoxin) optimalis gylriizarasi reakcidjdhoz (hig, a peptid 0,05 M oldata)
legjobban ill6 preparativ HPLC tisztitds koriilményeit. A peptidek tisztasagit két

ortogonalis mddszerrel ellendriztem.

Megoldottuk a human, csirke, patkdny és sertés galaninok €s fragmenseik szilardfazisa
szintézise utdni HPLC tisztitdsit. A peptidek tisztasdgellenOrzése sordn
megallapitottam, hogy a kapillaris elektroforézis kiegészitd moddszere az RP-HPLC-
nek. A kapilldris elektrokinetikus kromatografia konnyen hasznélhatd, gazdasagosabb
€s kevesebb hulladékolddszert termeld alternativdja lehet HPLC-nek.

Megallapitottam, hogy a galanin peptidek RP-HPLC-s retencids ideje is ardnyos azok
de csak rovidebb, magasabb rendii szerkezettel nem rendelkez6 peptidek esetén.

Azt taldltam, hogy a peptidek ionizacids tulajdonsdgainak ismeretében az optimaélis

kapillaris elektroforetikus médszerek koriilményi elére tervezhetok.

Nagyhatékonysdagu elvdlasztastechnikai eljardsokat dolgoztam ki a TCR/CD3
fehérjekomplex szintetikus fragmenseinek, ill. foszfopeptidjeinek
tisztasagellenOrzésére. Megallapitottam, hogy a MEKC kitlinden alkalmazhaté
foszfopeptidek vizsgdlatdra. Kimutattam, hogy a TCR/CD3 (-ldncédnak konzervalt

régi6jabol 6 peptid szubsztratja az src kindzoknak.

Uj, citotoxikus csoportot tartalmazé LH-RH agonista (17 db) és antagonista (17 db)
dekapeptidet A4llitottam el6, melyek kozill szdmos, antrakinon-szdrmazékot,
metotrexatot, ciklopropil-csoportot tartalmazé analdég emld- €s prosztatakarcinéma
sejtvonalakon, ill. in vivo is jelentds tumorellenes hatassal rendelkezik. Roviditett
hexa- és heptapeptid analégok (21 db) is kotddnek a hormon receptordhoz és
emlokarcindma sejtvonalon tumorndvekedést gatl6 hatassal rendelkeznek.

A nagy érzékenységli kapillaris LC-MS mérésekhez kapillaris HPLC és CEC

oszlopokat készitettem és kifejlesztettiink egy statikus €s egy dinamikus nano- és
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mikroESI tomegspektrometrids ionforrdsokat. Segitségiikkel Magyarorszagon eldszor
végeztem kapillaris LC-MS vizsgalatokat, valamint elsoként készitettem nanoESI-MS
spektrumokat. Hasonl6 szerkezetli peptidek elvéalasztdsara és TFA-mentesitésére CE-

MS és CEC-MS modszereket fejlesztettiink ki és sikeresen alkalmaztuk azokat.

Kimutattam, hogy az ESI ionizédcié alkalmasabb technika az peptidek vizsgélatéra,
mint az APCI, mert haszndlatidval 1ényegesen kevesebb bomlas torténik: az ESI
,lagyabb” ionizdciés mddszer. Tovabbi elonye, hogy peptidek mérésére kozel két

nagysagrenddel érzékenyebb, ami mikroESI forrds alkalmazéasaval tovabb fokozhatd.

IAMC-MS rendszert dolgoztunk ki vegyiiletek foszfolipofilicitdsdnak gyors
meghatdrozaséra, lecserélve az eredeti Dubbelco-puffert illékony komponensii oldatra.
Az 1) moédszer lehetévé teszi tobb vegyiilet MS-detektdldssal torténd egyidejii
analizisét. Sikeresen alkalmaztam az eljardst danzilezett tripeptid-analégok

foszfolipofilicitisdnak meghatarozasara.

Potencidlis gydgyszerjeloltek kutatdsdhoz elkészitett peptidkonyvtirak vizsgalatira
MS, LC-MS és LC-MS/MS mddszereket fejlesztettem ki. Az eredmények szerint
folyadékkromatografias elvalasztas noveli a konyvtar elemeinek tomegspektrométerrel
torténd megkiilonboztethetdségét, kvalitativ és kvantitativ analizisét. Izobar peptidek

meghatarozasdhoz nagyfelbontasu MS késziilékre van sziikség.

Kvantitativ LC-MS vizsgdlatokkal meghatdroztuk egy potencidlis gyogyszerjelolt, a
neuropeptid FF antagonista danzil-Pro-GIln-Arg-NH2 farmakokinetikai paramétereit.
Agyi mikrodializis-kisérletekkel megdllapitottuk, hogy a vegyiilet atjut a vér-agy

géiton és sokdig kimutathato az agyban.

A vildgon el6szor mutattam ki, hogy a neurohipofizis nem csak a hipotalamikus
eredetli oxitocin és vazopresszin tarol6 szerve, hanem onmaga is képes termelni a két

hormont.

Igazoltuk, hogy a lucerna sejtekben kimutathat6 ciklin-fiiggd kindz-inhibitor azonos az

ubiquitinnel.

S. griseus-bol els6ként hatdroztuk meg egy sejtdifferencialodést kivalté autoregulator

fehérje, a C-faktor aminosavszekvencidjat.

Tomegspektrometrids vizsgalatokkal felderitettem a hepatitis B virus X-fehérjéjének

szerkezetét, a diszulfidhidak elrendezddését.
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Epitoptérképezéssel meghatdroztam, hogy a HBxAg-vel szemben termelt

monoklondlis antititestek az antigén melyik epitépjat kotik.

Proteomikai kisérleteink eredményei alapjin a 2D-PAGE fehérjeanalizis jol
reprodukalhaté mddszer fehérjék expresszidjanak meghatarozasara. Megallapitottuk,
hogy a 2D-PAGE alapjan torténd fehérjeprofil-véltozas kvantitativ meghatdrozasinal
nem az egy kisérleti csoportban 1évd allatok bioldgiai variancidja, hanem a kivitelezés
technikai variancidja a dontd paraméter. Szigord statisztikai kovetelményeket
tdmasztva kijelenthetjiik, hogy kétszeres expresszidvaltozds kimutatdsdhoz minimum

4 gélfuttatist kell végezni allatcsoportonként.

Uj médszert dolgoztunk ki 1D- és 2D-gélben elvélasztott fehérjék relativ és abszolit
mennyiségének tomegspektrometrids meghatarozasara. Igazoltuk, hogy a ,,label-free”-
MS technika lehetdséget teremt fehérjék specifikus mennyiségi analizisére nem csak
oldatbol, de gélbdl is. Eljardsunkkal kivalo eszkoz keriilt a biolégusok kezébe a

fehérjeexpresszié pontosabb meghatdrozasara.

Buza és tritikdlé magokat vizsgdlva megallapitottuk, hogy természetes (pl. szarazsag),
ill. antropogén stresszorok (pl. gombadld szer) hatdsira a novények PR-fehérjék
megnovekedett termelésével viélaszolnak. Ezen fehérjék jelentds része bizonyos

betegekben gabona-allergiat valt ki, ill. colidkiat okoz.

Feltérképeztilk az emberi tdpldlkozdsban Magyarorszagon haszndlt gabona, ill.
pszeudoceredlidk fehérje-Osszetétetét. Megdllapitottuk, hogy minden gabonafajta
tartalmaz tobb-kevesebb allergén fehérjét. Eddig nem volt ismert, hogy colidkids

diétabol nem kizart amarant és hajdina is tartalmaznak IgA-aktiv allergén fehérjéket.

A méhlepénybdl izoldlt, ill. rekombindns PP13, PP17, PP20, PP23, PP25 fehérjék, ill.
kolcsonhatd partnereinek proteomikai analizisével €s biokémiai vizsgalatdval

felderitettiik azok funkcidit, ill. annak bizonyos részleteit.

A S. cerevisiae riboszomalis Rlil fehérjével kolcsonhatd fehérjék azonositdsdval és
tovabbi kisérletekkel bebizonyitottuk, hogy az Rlilp, mint Fe/S fehérje alapvetd

szerepet jatszik a riboszémak érésében €s miikodésében.

Hideg-stresszre megnovekedd mennyiségii acetil-koenzim A karboxildz és a ATP-
citrat lidz fehérjék azonositdsaval, majd szerepiik vizsgélatdval bizonyitottuk, hogy a
hidegben a hotermelésért felelds barna zsirszovetben emelkedett szintll

zsirsavszintézis zajlik.
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Proteomikai fehérjeazonositissal megallapitottuk, hogy programozott sejthaldl
tanulmédnyozdsara hasznalt C. elegans fonalféregben a transzglutamindz enzim

szubsztétjai az enoldz €s a mitokondridlis ATP-szintdz alfa-1 alegység fehérjék.

A betegségek hatterében rendszerint megvaltozott biokémiai folyamatok zajlanak.
Proteomikai moddszerekkel feltérképeztikk, hogy milyen fehérjék expresszidja
kiilonbozik egy ,,szorongd” egér csoport €s egy egészséges csoport kozott. A
szakirodalomban eldszor irtuk le, hogy a szorongds befolydsolja az agy aminosav-,
nukleinsav- és szénhidrat-metabolizmusat, a sejten beliilli redox rendszert és a

szinaptikus dokkolds folyamatait.

Kiilonboz6 tumoros sejteken hatékony subtance-P analégok kolcsonhatd partnerei
kozott a- és B-tubulin, B-aktin és Hsp90 fehérjéket taldltunk. Megallapitottuk, hogy a
Hsp90 funkcidjanak farmakoldgids gatldsa jelentds szerephez juthat a daganatellenes

terdpiaban.

Bebizonyitottuk, hogy az AIDS gydégykezelésére hasznalt nukleozid analégok
miopdtiat és kardiomiopatidt okozé mellékhatdsaiért a szer altal az aerob és anaerob

energiatermelés és a jelatviteli mechanizmusokban okozott kdrosodasok a felelOsek.

Az Alzheimer-kor patoldgidjdban szerepet jatszé amiloid-bétal-42 peptiddel végzett
vizsgalatok sordn koprecipitdldst kovetd tomegspektrometrids, valamint protein-chip
kisérletekben meghataroztuk a peptiddel kolcsonhaté fehérjéket, valamint az dltala
okozott fehérjeexpresszid-valtozdsokat. Kisérleteinkbdl arra kovetkeztettiink, hogy az
elsésorban a riboszomadlis fehérjeszintézis, a mitokondridlis energiatermeld
folyamatok és a citoszkeletdlis szervezddés gétlasdn keresztiil fejti ki neurotoxikus

hatdsat.

Kiilonboz6 agyteriiletek proteomikai vizsgalataval kimutattuk, hogy allatkisérletekben
az Osztrogén hatékonyan véd az AB1-42 neurotoxikus hatdsdaval szemben és csokkenti

a kolinerg sejtek pusztuldsat.

148



dc_272 11

6. KIEMELKEDO TUDOMANYOS EREDMENYEK

1. Protokollt dolgoztam ki szintetikus peptidek tisztasdgellendrzésére, melyben két
ortogondlis technikdt, a nagyhatékonysagi folyadékkromatogréafidt és a micellaris
elektrokinetikus ~ kromatografidt ~ kombindltam a  termékek  tisztasdgdnak
biztonsdgosabb ellendrzése és a peptidek fizikai-kémiai tulajdonsdgainak

meghatarozasa érdekében.

2. Uj, citotoxikus csoportot tartalmazé luteinizdléhormon felszabadité hormon (LH-RH)
szarmazékot (55 db) dllitottam eld, melyek kiilonbozé humén karcindma sejtvonalon

tumorellenes hatdsinak bizonyultak.

3. A nagy érzékenységli tomegspektrometrids mérési feltételek kidolgozasa utan LC-MS
vizsgalattal el0szor bizonyitottam, hogy a hipofizis képes hormonjainak (oxitocin,
vazopresszin) termelésére. Kidolgoztuk az IAMC-MS modszert és példakkal

illusztraltam, hogy a tomegspektrometria hogyan alkalmazhat6 a gyégyszerkutatasban.

4, Uj proteomikai mddszert dolgoztunk ki fehérjék poliakrilamid gélbél torténd
kvantitativ meghatarozdsara. Megéllapitottuk, hogy a 2D elektroforetikus modszerrel
végzett proteomikai fehérjevizsgalatok soran a technikai variancia domindl a biolégiai

variancia felett.

5. Proteomikai modszerekkel fehérjéket azonositottunk lucernabdl, talajlako
baktériumbol, élesztébdl, C. Elegans fonalféregbdl, gabonafélékbol, egérbol,
patkdnybdl és humdn szovetekbdl. A vizsgdlatok eredményeképpen azonositott
fehérjéknek Uj tulajdonsagait, funkcidit és kolcsonhatdsait deritettiik fel, melyekbdl

kovetkeztetni lehetett a vizsgalt egyedekben végbemend bioldgiai folyamatokra.

6. A szorongés dllatmodelljének kidolgozdsaval €és proteomikai analizisével kimutattuk,
hogy a szorongds az agyban milyen biokémiai folyamatokat érint. Meghataroztuk,
hogy az Alzheimer-kérban szerepet jatszé amiloid 1-42 peptiddel milyen fehérjék
alakitanak ki kolcsonhatést, ill. hogy az AP1-42 milyen folyamatokat indukdl az
agyban. Megiéllapitottuk, hogy az Osztradiol allatkisérletben kivédi az amiloid

neurotoxikus hatasat.
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7. EREDMENYEK GYAKORLATI HASZNOSITHATOSAGA

Jelen disszertacio a kandiddtusi fokozat elnyerése ota eltelt id0 eredményeit Osszegezi.
Mindenképpen tudomanyos munkassdgomhoz tartozik az azt megel6z6 idOszakban végzett
munka, kiilonosen akkor, ha bizonyos eredményeket a kandidatusi disszerticioban nem

targyaltam és rdadasul jelentds gazdasagi hasznot, ill. megtakaritast hozott.

A Szegedi Orvostudomanyi FEgyetem 1. Belgyégyaszati Klinika Onall6
Endokrinolégiai Osztdlydn a 70-as évek kezdetétdl az orszdgban a legmagasabb szintll és
nemzetkozileg is elismert gyogyité és kutatomunka folyt. Koszonhetd volt ez a kivalo
laboratériumi  hattérnek, ahol az endokrinoldgiai betegségek diagnosztikdjahoz
nélkiilozhetetlen hormonok mérését végeztiik. A laboratériumunkban elddllitottunk szdmos
szteroid (Osztron, Osztradiol, Osztriol, progeszteron, 170H-progeszteron, tesztoszteron és
androszt-4-én-3,17-dion) és peptidhormon (oxitocin, vazopresszin, adrenokortikotrép
hormon) radioimmunoassay-vel torténd meghatdrozasdhoz sziikséges antiszérumokat és kb.
15 éven keresztiil tobb ezer hormon-vizsgéalatot végeztiink. Mindezzel sok millié forintnyi

,valutit” takaritottunk meg.

A progeszteron meghatdrozdsara kidolgozott radioimmunoassay mddszeriink
allatgyogyaszati célra torténd alkalmazasat szabadalmaztattuk [LIX]. Szarvasmarhdk tejében,
ill. sertések vérében mért progeszteron-szint alapjan 4-6 héttel hamarabb meg tudtuk
hatdrozni a mesterséges megtermékenyités sikerét vagy kudarcit, mint az a tradiciondlis
médon  megéllapithaté  volt. Igy a tehenek és kocdk ismételt mesterséges
megtermékenyitéséhez nem kellett a fenti idétartamot kivarni, ezdltal lerovidiilhetett a két
vemhesség kozotti periddus. Eljarasunk alkalmazasdval a Mezohegyesi Mezdgazdasagi

Kombindt jelentds hasznot konyvelhetett el.

A peptidhormonok felfedezésével megndtt az igény az olyan szintetikus peptidek, ill.
analégjaik irdnt, amelyek a humén betegségek diagndzisaban, ill. terdpidjadban hasznosithatok.
A kolecisztokinin és analdgja, a caerulein jol haszndlhaté epeholyag motilitasi
(mozgékonysdgi) zavarok diagnosztikdjdban. Amint azt a 2.3.1. fejezetben bemutattam,
alkalmas moddszert dolgoztunk ki nagyobb mennyiségli caerulein-szulfatészter szintézisére €s
tisztitdsara. Az altalunk eldallitott peptidet Dr. Légrady Péter és munkacsoportja (Budapest)

sok ezer epebantalmakban szenvedd beteg vizsgélatdban haszndlta fel.
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A mellrék, de még inkdbb a prosztatakarcinéma hormonaélis kezelésére ma mar az LH-
RH analdgjai a legfontosabb terdpids szerek. Prof. Schally laboratériuméban részt vettem a
Magyarorszégon is forgalomban 1évé LH-RH antagonista Cetrorelix® kidolgozdsdban [LX],
de az altalam eldallitott hatékonyabb peptidek csak ,,back up” molekuldk maradtak [LXI]. A
citotoxikus csoportokat azért épitettiink be LH-RH és szomatosztatin analégokba, hogy a
peptidek tumorellenes hatasat tovabb fokozzuk, valamint hogy megnoveljiik a citotoxikus szer

célba jutdsanak valoszintiségét [XVII, LVII].

Hasonl6képpen az LH-RH analégokhoz, a Substance P analdgjai is tumorellenes hatdsu
vegyiiletek. Szabadalmunkban [L] bemutatott analdgjai kissejtes tiidokarciméma

sejtvonalakon hatasosak, igy annak potencialis gyégyszerei.

A Hepatitis B virus X-fehérjéjének eldallitasa, szerkezetének meghatarozésa, az ellene
késziilt antitest epitopszerkezetének felderitése egy diagnosztikai kit kifejlesztése érdekében

torténtek [XXVIIL, XXIX].

A szegedi Gabonatermesztési Kutaté Kht. néhdny transzgén buzdir6l megallapitottuk,
hogy szarazsidg hatdsdra benniilk nagy mennyiségii allergén o-amildz/tripszin inhibitorok
termelddnek, ezért nem alkalmasak tovéabbi termesztésre. Vizsgélataink nagy jelentOségliek az
emberi fogyasztasra, ill. diétdra nem ajanlott gabonafélék és pszeudoceredlék kisziirésére

[XXXV, XXXVI].

A pszichiatriai betegségek (mint pl. a szorongds) allatmodelljének kifejlesztésére és a
proteomikai jellemzésére végzett kutatdsaink is a gyogyszerfejlesztést szolgaltdk: a
molekuldris szintli folyamatok, hdl6zatok megismerésével terapids célpontok derithetdk fel

[XLVTI].

A madra népbetegségnek szamitd Alzheimer-koér teriiletén végzett proteomikai
vizsgdlatainkat a patoldgids folyamatok fehérjeszinten torténd megismerése és a
gyogyszerfejlesztéshez sziikséges célfehérjék kijelolése érdekében terveztiik és hajtottuk

végre [LIII, LV, LVI, LVII].
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Koszonetnyilvanitas

Idében elsonek Dr. Faredin Imrének, a bioldgiai tudomanyok doktordnak mondok
koszonetet, aki megismertetett a szteroid hormonokkal, bevezetett a korszer(i bioanalitika

birodalméba és munkamat a lehetd legjobb indulattal timogatta.

Dr. L4szl6 Ferenc, az orvostudomanyok doktora az SzTE Onillé Endokrinolégiai
Osztdly és Laboratérium vezetdje volt hosszu éveken keresztiil. Megmutatta, hogy a peptid és
fehérjehormonok taldn még a szteroidokndl is érdekesebbek. Koszonom, hogy témavezetom

volt, 6sztonozte és tdimogatta munkdmat €s segitette az életemet.

Eziton mondok koszonetet az SzTE Orvosi Vegytani Intézet volt és jelenlegi
vezetdinek, Dr. Penke Botondnak és Dr. Téth Gébornak, a kémiai tudomanyok doktorainak,
hogy megértették az analitika jelentoségét a peptid és fehérjekémidban és maximalisan

tdmogattak ilyen irdnyu torekvéseimet. Koszonom nekik kozel 40 éves baratsagukat.

Itt mondok koszonetet Dr. Jean-Louis Morgat-nak, a gif-sur-Yvette-i (Franciaorszag)
Atomenergiai Kutatokézpont laboratériumvezetdjének, a Nobel-dijas Dr. Andrew Victor
Schally-nek, a Tulane Egyetem (New Orleans, USA) Endokrin és Polipeptid Intézet
igazgatdjanak, Dr. Prokai Laszlonak, a Florida Egyetem Gydgyszerésztudomanyi Kar, Orvosi
Kémiai Intézet vezetdjének, hogy kiilfoldi tanulmanyutaimon megteremtették a lehetdséget a
gondtalan, legkorszeriibb koriilmények kozott végezheté munkdra. Ezek a tanulmédnyutak

tudoményos palyafutisom meghatirozo 1épcséfokai voltak.

Az elmult évek kozos és eredményes munkdjdért kutatdcsoportom tagjainak: Foldi
Istvannak, Dr. Kele Zoltannak, Dr. Szab6 Palnak, Dr. Szab6 Zoltannak és Szeliné Szomor
Juditnak és Dr. Virék DezsOnek tartozom koszonettel. Kiilon kdszonetet érdemel kozvetlen
asszisztensndém, Dr. Abrahdamné Szendrei Rita, akivel 20 év 6ta fél szavakbél is megértjilk

egymast.

Munkédm jelentds része egyiittmiikodésben késziilt, ezért koszonom Dr. Birdé Sandor,
Dr. Hajos Gyongyi, Dr. Juhdsz Gabor, Dr. Kispédl Gyula, Dr. Molnar Janos, Dr. Orosz Antal
és Dr. Stimegi Baldzs kooperdl6 partnereimnek, hogy felismerték a proteomika jelentoségét a
korszerti bioldgiai, orvostudomanyi, mezdgazdasagi és gyodgyszeripari kutatdsokban, és igy

sikeresen haszndlhattuk ki proteomikai laboratériumunk lehetdségeit.

Ko6szonom tovabba az SzTE Orvosi Vegytani Intézet minden dolgozéjanak azt

segitséget, biztatdst és tiirelmet, melyet tdliik a dolgos hétkoznapokban kaptam.

Végiil, de nem utolsésorban halaval tartozom feleségemnek a nyugodt otthon

biztositasaért, hogy gyerekeimmel egyiitt alkalmazkodva segitette tudomdanyos palyafutdsom.
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Peptidek

Szintetizalt galaninok HPLC, CZE és MS paraméterei, valamint bioldgiai aktivitdsai

Bull-Breese
0sszeg

HPLC™
tr (perc)

dc_272_ 11

CZE"™
tm (perc)

1. tablazat

Molekulatomeg

szamolt

mért

Spazmogenikus hatis EDsq (mol/L)""

nyul

tengerimalac patkany

hGAL(1-30)-OH 22630 14,25 14,30 315748 3157,7 5x107 8x107 4x10°°
GAL(1-4)-NH, -4990 10,42 476,66 477,01 4,5x10° 4,5x10°
GAL(1-4)-OH -4990 10,82 475,55 4753

GAL(1-8)-NH, -5500 10,16 18,67 803,86 804,31 3x107 5x107
GAL(1-8)-OH -5500 10,28 804,86 8053

GAL(1-12)-NH, -12660 14,5 22,21 1250.,4 1250,5 4x10°° 7,5x10°°
GAL(1-12)-OH -12660 14,26 1251,42 1251,39 1x10” 1x10” 1x10”
GAL(1-15)-OH -13960 15.67 16,80 1571,80 1572,19 1x10°® 1x10°® 1x10°
GAL(5-8)-NH, -510 34 346,34 346,8*

GAL(5-8)-OH -510 33 347,33 348,0% 1x10™*-nal hatéstalan
GAL(5-12)-NH, 7670 10,27 792,9 793,2

GAL(5-12)-OH 7670 10,3 793,88 794.,0 1x10™*- nal hatéstalan
GAL(9-12)-OH 7160 9,47 464,57 465,09

h/cs GAL(9-16)-NH, -10020 11,8 868,05 868,2

h/cs GAL(1-16)-OH -15520 15,62 1655,90 1655,40

h/cs GAL(1-16)-NH, -15520 14,93 16,97 16549 1655,0

hGAL(1-19)-OH -15560 3] 15,48 1964,19 1964,5 3x10” 3x10” 2.5x10°°
hGAL(16-30)-OH -8670 9,1 1618,74 1619,06 1x10™*-n4l hatdstalan
hGAL(17-30)-OH -7110 8,8 11,57 1519,61 1519,90 1x10*-n4l hatéstalan
hGAL(21-30)-OH -6950 5,1 14,53 1055,12 1055,92 1x10™*-n4l hatdstalan
hGAL(26-30)-OH -329() 3,9 17,33 490,52 491,2 1x10*-n4l hatéstalan

LIT
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1. tablazat folytatasa

Bull-Breese HPLC™ Molekulatomeg Spazmogenikus hatis EDsy (mol/L)""

Peptidek

891

0sszeg

tr (perc)

szamolt

mért

nyul

tengerimalac

patkany

csGAL(1-29)-NH, 222630 13,70 12.3 3185,10 3185,4 2x1077 1.5x107 3x107
¢sGAL(17-29)-OH -4990 8,35 1543,63 15442

ciklus(1-29)-NH, -4990 14,00 12.43 3210,59 3210,48

s/p GAL(1-16)-OH -5500 14,76 1669,92 1669,92 8x107 8x107 6x107
s/p GAL(1-16)-NH, -5500 15,37 17.72 1668,93 1668,6 3x10°° 5x10°°
s/p GAL(5-16)-OH -12660 12,58 17,60 1212,38 12124

pGAL(1-29)-NH, -13960 14,28 12.38 3164,52 31644 1.5x10°° 1.5x10°° 1.5x107
pGAL(16-29)-NH, -510 8,57 1624,77 1625,76 1x10*-n4l hatdstalan
pGAL(20-29)-NH, -510 9,5 1146,28 1146,8

pGAL(24-29)-NH, -7670 8,45 553,67 554,29

“HPLC: 4 x 250 mm Nucleosil 5C18 (3001&) oszlop, A eluens 0,1% TFA, B eluens 0,1% TFA 80% acetonitril, gradiens: 20-80% B/30 perc, detektalas: 215 nm

**CZE 50 um x 50 cm kvarc kapillaris, 0,1 M foszfat puffer (pH 2,5), 15kV, 20°C

* . . ..
S1maizome-gorcs teszt
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2. tablazat
pGlu-His-Trp-Ser-Tyr-R°(AX)-Leu-Arg-Pro-Gly-NH, citotoxikus csoportot tartalmazé LH-RH anal6gok szerkezete,
LH-felszabadité hatdsa és kotddésiik human mellrdk sejtmembran-receptoron

Peptidek Retenciés  Relativ Affinitasi konstans
id6 aktivitas mellrak sejteken

(perc) ; K.

Peptidek D-Lysé—nel

AG-1 - - 11,3 6,9 5,88 4,21
AG-2 - D-Mel 8,8 6,74 1,07
AG-3 Aopr (D-Mel), 248" 30,48 3,45
AG-4 - CPC 17,6 52 1,56 -
AG-5 Aopr (CPC), 20,6 25 0,14 -
AG-6 - HMAQG 18,6° 35 1,52 -
AG-7 Aspr (HMAQG), 27,6 30 nk nk
AG-8 - DOXG 25,5 12 - 14,4

17,3 5,42 1,59
AG-9 - MTX 178 0.63 "

Peptidek D-Orn®-nel

AG-10 - - 10,4
AG-11 - D-Mel 7,8° 11,51 0,34
AG-12 Aspr (D-Mel), 228" 6,47 -
AG-13 - CPC 17,8 40 - 44,2
AG-14 Aspr (CPC), 19,3 nk nk
AG-15 - HMAQG 18,7° 56 - 1,3
AG-16 Aspr (HMAQG), 25,4° 26

20,1°
AG-17 - MTX 206

HPLC rendszer: 4 x 250 mm W-Porex (C18, 5 wm, 300 10\), A: 0,1% TFA, B: 0,1% TFA 70% acetonitrilben, 1,2 ml/perc, 210 nm
* Gradiens: 15-45% B, 30 perc
" Gradiens: 35-65% B, 30 perc
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3. tablazat
Ac-D-N al(2)-D-Phe(4Cl)-R3-Ser-R5-R(’(AX)-Leu-Arg-Pro-D-Ala-N H, szerkezetii citotoxikus csoportot tartalmaz6é LH-RH antagonistdk HPLC retencids ideje,
ovulaci6égatld hatdsa és kotddésiik human mellrdk sejtmembran-receptorokhoz

Peptidek Retenciés Ovulaci6 gatlas Dézis LH valasz gatlasa Affinitasi konstans
ido (nem nM (%) mellrak sejteken
(perc) ovulalt/osszes) K
%0 0 perc 30 perc 60 perc ) (uM'1
Peptidek D-Pal(3)’-nal és Arg’-nel
ANT-1 - - 11,3 3 78 44 40 2.16 —
ANT-2 _ D-Mel 23,5 100 (10 pg) 3 80 71 62 0.97 1.34
ANT-3 Aopr (D-Mel), 34,8 3 29 40 43 nb nb
ANT-4 _ CPC 18.0 100 (10 pg) 1 75 58 50 nb nb
ANT-5 Aopr (CPC), 18,7 100 (10 pg) 1 60 43 32 1.52 -
ANT-6 — HMAQG 22,8 100 (10 pg) 1 50 50 50 4.38 2.11
ANT-7 Aypr | (HMAQG), 45,2 40 (10 pg) 1 43 43 35 2.28 -
ANT-8 - MTX 11,8 100 (10 pg) 3 86 33 23 0.44 1.04
Peptidek D-Trp’-nal és Arg’-nel
ANT-9 - 18,8 3 45 14 8 0.65 —
ANT-10 _ D-Mel 31,2 40 (10 ug) 3 39 22 20 1.48 32.54
ANT-11 A,pr (D-Mel), 47,3 20 (10 ug) 3 36 35 35 3.82 -
ANT-12 - CPC 26,3 80 (10 ug) 1 50 25 10 nb nb
ANT-13 | Apr (CPC), 27,6 60 (10 pg) 1 45 10 0 0.42 —
ANT-14 - HMAQG 32,8 1 27 20 15 10.2 8.60
ANT-15 Aopr | (HMAQG), 48,9 80 (10 pg) 3 17 20 18 83.3 0
ANT-16 - MTX 55 411 60 (10 pg) 3 40 10 10 K ~
Peptid D-Pal(3)*-nal és Tyr’-nal
ANT-17 | Aspr | (HMAQG), | | | 3 | 0 4 14 8.33 6.66

HPLC rendszer: 4 x 250 mm W-Porex (C18, 5 wm, 300 A), A: 0,1% TFA, B: 0,1% TFA 70% acetonitrilben, gradiens: 30-80% B, 50 perc 1,2 ml/perc, 210 nm
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4. tablazat
Citotoxikus csoportot tartalmazé LH-RH agonistak és antagonistak ['H]-timidin-beépiilést gatl6 hatdsa kiilonb6zé human eml- és prosztatatrak sejtvonalakon

Peptidek [*H]-timidin-beépiilés gatlasa (%)
X SKBr-3* MDA-MB-231* T-47D? MCEF-7* PC-3" LNCaP"
4 ora 24 ora 4 6ra 24 ora 4 6ra 24 ora 4 6ra 24 ora 24 é6ra 4 6ra 24 ora
AG-3 D-Mel,
10 66 20 62 39 28
1
AG-6 HMAQG
10 71 51
1 24
AG-7 HMAQG,
10 44
1 27 14 20 0 32 11 19 0
AG-8 DOXG
10 24 0 9 8 44 10 34 61 6
1 21 16 31 38 26 24 39
AG-9 MTX
10 36 10 23 54 41 14 20 76
1 30
ANT-3 D-Mel,
10 76
1 37 18 25 8 44 22 25 8
ANT-13 CPC,
10 42 29 73 11 50 12 34 37
1 30 9 36 37 20 30 48 59
ANT-15 HMAQG,
10 53 88 40 90 41 54 60 59 39 70
1 47
ANT-17 | HMAQG,
10 71

* humén mellrdk sejtvonal

® humdn prosztatardk sejtvonal
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5. tablazat
R'-Ser-T r-R4(AX)-Leu-Ar -Pro-NH-Et szerkezetii citotoxikus csoportot tartalmazé LH-RH analégok HPLC retencios ideje, kotédése, LH-vélasz gatlasa és
y g P g ) g
[*H]-timidin-beépiilést gatl6 hatdsai MCF-7 emlékarcindna sejtvonalon

Peptidek Retencios  Affinitasi LH valasz gatlasa Citotoxikus gatlas,
ido konstans (%)
(perc) nM™* 0 perc 30 perc 60 perc 90 perc 0.5 uM SuM

SH-1 IA D-Lys = 18,0 0.11

SH-2 1A D-Lys D-Mel 35,2 15 32 41 44

SH-3 1A D-Orn = 17,5 0.23 = 41 45
SH-4 1A D-Orn D-Mel 35,2 12 33 30 41 36 50
SH-5 1A D-Orn HMAQG 45,2 0.025 14 21 32 = 33 47
SH-6 | Ac-Trp | D-Lys _ 18,7 NK 0 18 31 38

SH-7 | Ac-Trp | D-Lys D-Mel 35,1 NK 4 14 21

SH-8 | Ac-Trp | D-Lys HMAQG 45,1 18 14 _

SH-9 Ac-Trp D-Orn = 18,2 NK 3 7 15 0 36 45
SH-10 | Ac-Trp | D-Orn D-Mel 38,5 13 33 33 36

SH-11 | Ac-Trp D-Orn HMAQG 44.8 19 22 33 — 26 55
SH-12 Ac D-Lys — 8,9 1.6 0 12 20 27 33 57
SH-13 Ac D-Lys Aypr 10,7 6 20 21 31 24 29
SH-14 Ac D-Lys Glt 14,9 NK 0 0 0 -

SH-15 Ac D-Lys D-Mel 29,1 1 11 22 32

SH-16 Ac D-Lys MTX 0.83 - - - - 33 22
SH-17 Ac D-Lys Ac-Mel 0.003 = = = = 38 48
SH-18 Ac D-Lys HMAQG 39,9 0.04 0 0 - 33 57
SH-19 Ac D-Lys DOXG 0.48 29 = 40 53
SH-20 Ac D-Lys Aypr(PtCl,) 0.87 14 19 37 -

SH-21 Ac D-Lys | A,pr(HMAQG), 34,7 0.48 2 8 13 _ 19 40

HPLC rendszer: 4 x 250 mm W-Porex (C18, 5 um, 300 A), A: 0,1% TFA, B: 0,1% TFA 70% acetonitrilben, gradiens: 20-50% B, 50 perc 1,2 ml/perc, 210 nm

NK: nincs kotés
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6. tablazat
Gabonaallergids betegek szérumai (IgE) dltal felismert, proteomikailag azonositott allergén fehérjék gabonafélékben és pszeudoceredlidkban

T e Taxonémia Pep}idek Szekve}ncia Azonosité
szama lefedettség (%) #
Buza fehérjék
Szerpin-Z1A Triticum aestivum 43101,3 3 8,79 Q41593
K1 Tritin Triticum aestivum 29595.2 2 9,45 Q07810
Xilandz inhibitor protein 1 Triticum aestivum 33257,3 4 13,20 Q8L5C6
K2 Endogenous alfa-amildz/ subtilisin inhibitor Triticum aestivum 19614,9 5 38,30 P16347
< | Dimer alfaamiliz inhibitor (fragmens) Triticugi?sfii‘fc‘l‘gsszubsf" 13162.9 4 47.60 A4GFN8
Monomer alfa-amildz inhibitor (fragmens) Triticum aestivum 13136,5 6 54,50 A4ZIW9
Dimer alfa-amildz inhibitor (fragmens) Tritic“ﬁctgffﬁgg subsp. 13162,9 5 59,70 A4GFN8
K4 Monomer alfa-amil4z inhibitor (fragmens) Triticum aestivum 13136,5 6 55,40 A47ZIW9
Wheatwin-1 Triticum aestivum 15616,2 2 11,00 064392
Endosperma transzfer sejt specifikus PR60 Triticum aestivum 11889,2 2 19,60 B2C4KO0
= Monomer alfa-amildz inhibitor (fragmens) Triticum aestivum 13136,5 2 19,00 A47ZIW9
Nem-specifikus lipid-transzfer protein (fragmens) Triticum aestivum 11880,4 4 32,70 P24296
Nem-specifikus lipid-transzfer protein 2G Triticum aestivum 6960,7 4 92,50 P82900
Alfa-amilédz/tripszin inhibitor CM3 Triticum aestivum 18203,2 2 19,00 P17314
K7 Béta-amildz Hordeum vulgare 59629,8 6 14,20 P16098
Globulin 3 Triticum aestivum 66330,4 3 4,76 B7U6L4
Foszfoglicerat kindz, citoszdlikus Triticum aestivum 42105,5 4 12,70 P12783
= Szerpin-Z1A Triticum aestivum 43101,3 3 5,78 Q41593
Szerpin-Z2A Triticum aestivum 43294,5 2 9,30 QIST57
Szerpin-Z2B Triticum aestivum 42964,1 3 6,53 P93692
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T e Taxonémia Mt Pep}idek Szekve}ncia Azonosité
(Da) szama lefedettség (%) #
Alfa-amilédz/tripszin inhibitor CM3 Triticum aestivum 18203,2 3 28,00 P17314
K10 | Globulin 3 Triticum aestivum 66330,4 2 2,89 B7U6L4
Szuperoxide dizmutdz (Fragmens) Triticum aestivum 19302,1 3 23,00 A3FKES
Szerpin-Z1A Triticum aestivum 43101,3 5 12,30 Q41593
K12 | Szerpin-Z1C Triticum aestivum 42864.,4 2 16,30 QIST58
Szerpin-Z2B Triticum aestivum 42964,1 7 21,60 P93692
Alfa-amildz/tripszin inhibitor CM3 Triticum aestivum 18203,2 2 19,00 P17314
K13 Szerpin-Z1A Triticum aestivum 43101,3 11 35,40 Q41593
Szerpin-Z1C Triticum aestivum 42864.,4 5 34,90 QI9STS58
Szerpin-Z2B Triticum aestivum 42964,1 5 17,80 P93692
Alfa-amildz/tripszin inhibitor CM 16 Triticum aestivum 15764,1 2 11,90 P16159
Alfa-amildz/tripszin inhibitor CM2 Triticum aestivum 15441,3 4 31,70 P16851
Ll Alfa-amilédz/tripszin inhibitor CM3 Triticum aestivum 18203,2 7 64,30 P17314
Dimer alfa-amildz inhibitor (fragmens) Tritic“g};ggfﬁgg; S, 13162,9 4 47,60 A4GFN8
Alfa-amildz/tripszin inhibitor CM 16 Triticum aestivum 15764,1 23,10 P16159
Alfa-amildz/tripszin inhibitor CM2 Triticum aestivum 15441,3 2 13,80 P16851
K15 Alfa-amildz/tripszin inhibitor CM3 Triticum aestivum 18203,2 5 42,30 P17314
Dimer alfa-amildz inhibitor (fragmens) Tritic“g;;gifﬁgg; subsp. 13162,9 4 44.40 A4GFN8
Glutenin, nagy molekulatomegii alegység 12 Triticum aestivum 69604.9 2 03,24 P08488
K16 | 0.19 dimer alfa-amildz inhibitor (fragmens) Aegilops tauschii 13300,8 2 32,30 QSUHHI1
Alfa-amildz/tripszin inhibitor CM 16 Triticum aestivum 15764,1 2 11,90 P16159
Alfa-amildz/tripszin inhibitor CM3 Triticum aestivum 18203,2 3 28,60 P17314
Avenin-szert protein Triticum aestivum 33013,50 2 6,53 AS5A41L4
Dimer alfa amildz inhibitor Eremopyrum bonaepartis 15178,9 2 38,30 C3VWV4
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T e Taxonémia Mt Pep}idek Szekve}ncia Azonosité
(Da) szama lefedettség (%) #
Dimer alfa-amildz inhibitor (fragmens) Triﬁc“g}gi‘}gg‘; 1Ly 13162,9 2 19,40 A4GFNS8
Glutenin, nagy molekulatomegt alegység 12 Triticum aestivum 69604.9 3 04,63 P08488
Tripszin/alfa-amildz inhibitor CMX2 Triticum aestivum 13813.,4 2 16,50 Q43691
Ubiquitin Triticum aestivum 8507,2 2 32,90 P69326
Buzafehérjével keresztreakciét nem adé fehérjék
K17 | Agglutinin Amaranthus hypochondriacus 34940,6 5 26,00 Q38719
o 13S globulin mag tarol6 fehérje 2 Fagopyrum esculentum 57024,8 3 15,90 023880
13S globulin mag tarol6 fehérje 3 Fagopyrum esculentum 61145,1 10 24,20 QI9XFM4
1-Cys peroxiredoxin Zea mays 24887,5 3 13,10 A2S7ZWS8
PERI1 40S riboszomalis protein S3 Zea mays 25416,9 2 11,80 B4GOE1
Endokitinaz A Zea mays 29578.,3 4 18,20 B6TELO
Endokitinaz B (Fragmens) Zea mays 28146,9 2 14,90 P29023
K19 | Globulin-1 S allél Zea mays 49945,5 6 17,30 B6UGIJO
Glutation S transzferaz GSTF2 Zea mays 23789,8 2 09,35 B6SKAO
Késd8i embriogenezis protein, csoport 3 Zea mays 22740,4 2 10,90 Q42376
Lipoprotein Zea mays 26205,6 2 11,30 B4FFZ9
Triézfoszfat izomeraz, citoszolikus Zea mays 27005,7 5 25,30 P12863
K20 | Alanine aminotranszferdz Oryza sativa subsp. japonica 52577,0 2 04,14 Q338N8
ATP szintdz alegység Béta, mitokondrialis Oryza sativa subsp. japonica 60241,7 2 04,98 P17614
Cupin csalad protein, expresszalt Oryza sativa subsp. japonica 63409,3 5 12,50 Q75GX9
Bz Qi3 e RNy 47955.0 5 20,00 Q42971
japonica
Nem jellemzett protein Oryza sativa subsp. indica 52041.,9 4 13,40 B8AL97
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OLI

T e Taxonémia Mt Pep}idek Szekve}ncia Azonosité
(Da) szama lefedettség (%) #
UDP-gliik6z pirofoszforildz Oryza sativa szubszp. indica 51635.9 6 17,10 A30QQQ3
Buza fehérjékkel keresztreakcidt adé fehérjék
Béta-amilaz Hordeum vulgare 59629.,8 2 03,55 P16098
K1 Béta-amildz (Fragmens) Secale cereale 24331,0 2 21,20 P30271
Enoléz Oryza sativa subsp. japonica 47955,0 2 07,40 Q42971
Globulin 3 Triticum aestivum 66330,4 2 04,25 B7U6L4
Béta-amildz (Fragmens) Secale cereale 24331,0 2 14,40 P30271
K22 | Foszfoglicerat kinaz, citoszdlikus Triticum aestivum 42105,5 2 07,48 P12783
Szerpin-Z1A Triticum aestivum 43101,3 4 13,60 Q41593
K23 Globulin 3 Triticum aestivum 66330,4 2 03,23 B7U6L4
Szerpin-Z1A Triticum aestivum 43101,3 3 07,54 Q41593
K25 | Nem jellemzett protein Sb01g039390 (Hsp70) Sorghum bicolor 71442.6 6 11,20 C5WPE1
K26 | Arpa protein Z homolég (Fragmens) Avena fatua 31095.8 4 12,10 QO9XET7
Alfa-1,4-gliikan-protein szintdz [UDP-forming] Phoenix dactylifera 6829,1 2 36,70 P85413
o Aszpartat aminotranszferaz, citoplazma Oryza sativa subsp. japonica 44490,0 2 05,90 P37833
Fruktoz- biszfoszfat aldolaz Secale cereale 38707,1 3 10,10 C1J958
Glicerinaldehid-3-foszfit dehidrogendz, citoszolikus Antirrhinum majus 36667,1 3 11,90 P25861
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7. tablazat
NAX és AX egerekben eltéréen expresszalodott fehérjék és tulajdonsagaik

LLT

Fehérje neve Azonosité p érték Valto- Mt Szekvencia Lokalizacio
# zas® lefedettség
Szinaptikus dtadds
ARP1 aktin-kapcsolatos protein 1 homolég A,| P85970, . Szinaptoszéma mintazas,
REIMRIA | it ik (@) gpevme | WL | as ) SRe 2o |Gl novekedési kip fejlodcs
ATPaz, H+ transzportald, lizoszomalis 31 P50518, _ Citoplazma, Szinaptikus vezikulum proton
ATPOVIE kDa, V1 alegység E1 Q6PCU2 0,045 1,05 | 31729 35,6 mitokondrium gradiens generalds
GDI2 GDP disszocidcié inhibitor 2 P50399 0,01 1,06 | 50521 34,6 Cliowdd @B, g etiorm bl
Golgi apparatus
. ., Q8JZS0, Membran, Szinaptikus vezikulum
LIN7A lin-7 homolég A (C. elegans ) Q97250 0,04 1,26 | 25845 29,7 szinaptosz6ma ranszport
POSZT-95 |Posztszinaptikus denzitds fehérje-95 Q62108 | 0,0004 | 1,18 |80456 14,1 Citoplazma, — |Szinaptikus jelatvitel,
plazma membrdn [neurogenezis, tanulds
SYN?2 Szinapszin IT Q64332 3,80 4.04 63355 Plgzma me/mbran, Szmapt/lkus vezikulum
E-06 szinaptoszéma membran
Szénhidrat metabolizmus
Citoplazma,
ENO1 Enolaz 1, (alfa) P17182 0,046 1,05 (47124 48,4 sejtmag, plazma  |Glikolizis
membran
Citoplazma,
G6PD Glik6z-6-foszfat dehidrogendz Q00612 0,011 1,06 59245 49,5 Endoplazmas Gliik6z metabolizmus
retikulum, sejtmag
LDHB Laktat dehidrogenaz B P16125 0,0063 - 1,12 | 36595 34,7 Citoplazma Anaerob glikolizis
. . . . 088989, . . e .
MDHI1 Malét dehidrogendz 1, NAD (oldékony) P14152 0,016 —-1,1 | 36466 19,2 Citoszkeletalis Szénhidrat metabolizmus
NP | DIE i (o) QIvD9 | 0012 | 117 [79731 188  |Citoszkeletdlis  [Elektron transzport
Fe —S protein 1
L, . L . P26284, Extracellularis tér, |Extracellularis tér,
PDHA1 Piruvat dehidrogendz (lipoamid) alfa 1 P35486 0,0021 1,48 43209 23,6 mitokondrium mitokondrium
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Fehérje neve Azonosité p érték Valto- Mt Szekvencia Lokalizacié Funkcié
# zas® lefedettség
PDHX N LB B Q8BKZ9 | 0,015 121 |49182 27,4 Mitokondrium  [Glikolizis
komponens X
. ) . P25113, . L .
PGAM1 Foszfoglicerat mutdz 1 (brain) QUDBI1 0,041 1,12 28814 72,8 Citoplazma Szénhidrat metabolizmus
PKM2 Piruvat kindz, izom P52480 | 0,0019 | 247 |57827 403 Citoplazma, Glikolizis
mitokondrium
SDHA Szukeindt dehidrogendz komplex, alegység A, | ygpop3 | 001 1,16 | 72567 30,6 Mitokondrium, ¢« +: 4r4 metabolizmus
flavoprotein (Fp) membran
. . Endoplazmas
TKT Transzketoldz (Wernicke — Korsakoff P40142 | 0018 | 107 |72567 141  |retikulum, Novekedés szabslyozésa
szindroma) .
peroxisome
UQCRCI Ublqumol.-cnokrom ¢ reduktaz QuCZ13 0.0087 109 | 52750 38.3 Mitokondrium Mitokondrialis elektron
core protein I transzport
Aminosav metabolizmus
ALDHG6A1 |Aldehid dehidrogendz 6 csaldd, tag Al Q9EQ20 0,0059 1,08 57898 45,4 Mitokondrium Aminosav metabolizmus
GLO1 Glioxalaz I QYCPUO | 0,0045 | 1.41 |20793 48,9 Citoplazma Metabolizmus, detoxification of
methylglyoxal
GLUDI1 Glutaméat dehidrogenaz 1 P26443 0,0091 1,05 61320 51,3 Mitokondrium Glutamat metabolizmus
GLUL Glutamdt-amménia ligdz (glutamine szintetdz)| P15105 |2,5E-05| — 1,24 | 42102 38,1 Citoplazma, Glutamin metabolizmus
mitokondrium
GOT2 Glutaminsav —oxalecetsav transzaminaz 2 P05202 0,00049 | —1,48 | 47394 14,9 Mitokondrium Glutamat metabolizmus
WARS Triptofanil-tRNA szintetdz P32921 0,0094 1,05 | 54341 53 Citoplazma Fehérje transzlacio
YARS Tirozil-tRNA szintetdz Q91WQ3 0,016 1,09 | 59088 50 Citoplazma Fehérje transzlicié
Proteolizis
ddx56 CNDP dipeptiddz 2 (metallopeptiddz M20 | - g1 05 | 00039 | -1,12 | 52750 51,8 |Citoszkeletdlis [ |<armozin & egyeb dipeptid
csalad) hidrolizis




dc_272 11

6L1

Fehérje neve Azonosité p érték Valto- Mt Szekvencia Lokalizacié Funkcié
# zas® lefedettség
LONP1 lon peptiddz 1, mitokondriélis Q8CGK3 0,0063 -1,12 | 36595 34,7 Mitokondrium Fehérje metabolizmus
.. C . . Citoplazma, L. .
NLN Neurolizin (metallopeptiddz M3 csalad) QIo1YP2 0,0016 1,19 | 80413 6,25 . . Proteolizis and peptidolizis
mitokondrium
NSF N-etilmaleimid-szenzitiv faktor P46460 0,02 1,12 | 82599 16,5 Citoplazma Protein transzport, proteolizis €s
peptidolizis
PSMA6G Protegszoma (prosome, macropain) alegység, QIQUMOY 0.014 114 | 27354 38.6 C1'toszkeletahs, Ub1qu1t.1n -fliggd protein
alfa tip., 6 sejtmag catabolism
Nukleotid metabolizmus
5-Aminoimidazol-4-karboxi ribonukleo-tide Citoplazma, . ..
AIIE formiltranszferaz/ IMP ciklohidrolaz LA CL e e 19.3 mitokondrium Slinine Sioselieals
Citoplazma,
Citidin monofoszfiat (UMP-CMP) kiniz 1, sejtmag, UDP/CDP formation
CMPKI citoszolikus QODBPS 0,026 1,23 122148 429 extracelluldris- UMP/CMP
sejtular tér from
“High mobility group protein 1”-hez hasonld . . .
HMGBI1 (HMG-1) P63158 0,000027 | -9,07 |21877 33,5 Sejtmag Nukleotid metabolizmus
MTHFD1 If\gzzgnlte“ahldmf"lat dehidrogendz(NADP+ | y955pyg 0,035 | 1,08 |101240 27,6 Mitokondrium  |Egy szén metabolizmus
Hem és lipid metabolizmus
BLVRA |Biliverdin reduktdz A Q9CY64 1,7E-05 | 1,95 |33507 41,7 Citoplazma SR VLR, LS
metabolizmus
gcHs)  |Pnoil koenzim A hidratdz, révid ldne, 1, QSBHOS 0,035 | 113 [31457 379  |Mitokondrium  |Zsirsav oxiddcié
mitokondridlis
IDH1 Izocitrét dehidrogendz 1 (NADP+), oldékony |088844 7,00E-06 | 2,60 46644 50,2 St EAls, ) b s
mitokondrium
OXCT1  |3-Oxosav CoA transzferdz 1 QYDOK2 0,00018 | 1,24 [55972 24 Extracelluldris tér, ;& 4 1 etabolizmus
mitokondrium
P16466,
PITPNA Foszfatidilinozitol transzfer protein, alfa P53810 0,037 -1,14 |31889 53,1 Citoplazma Vizudlis felfogas, lipid
P53810
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Mt
zas®

Szekvencia
lefedettség

Lokalizacio

Funkcio

SPR Szepiapterin reduktiz Q64105 0,00063 | -1,24 |27866 51 Citoplazma Tetrahidrobiopterin szintézis
Fehérje bioszintézis és folding
Capping protein (aktin filament) izom Z-
CAPZA1 |vonal, P47753 0,033 -1,35 32922 16,8 Citoplazma Chaperon protein folding
alfa 1
Capping protein (aktin filament) izom Z- P47754, . . .
CAPZA2 vonal, alfa 2 Q3TIKS 0,0061 -1,08 (32949 59,8 Citoplazma Chaperon protein folding
CCT6A Eukariota transzlacio inicializal6 faktor 4E P80317 0,0028 -1,1 |57987 19,4 Citoplazma Transzlacio inicializalas
. P63073, .
EIF4E Eukariota transzlacié inicializalé faktor 4E P63074 1,20E-09 | -11,42 (25035 27,6 Citoplazma Transzlacid inicializalas
ERP29 Endoplazmés retikulum protein 29 P57759 1,20E-09 | -11,42 (28807 39,3 i‘t‘g{‘:ﬁtﬁms Protein folding
Hspas  |/0 kDaHsokk fehérje 5 (glikozereguldlt —pa07¢, 0032 | 112 72330 239  |Citoplazma Stressz vdlasz, protein folding
protein, 78 kDa)
Citoszkeleton fehérjék
CAPI QAP, z%'demlat ciklaz asszocidlt protein 1 P40124 0,032 112 |72330 23.9 Citoplazma, ) Jqlatv1te1, o
(€lesztd) plazma membran |Citoszkeletonszervezddés
. s . , Citoplazma, . v
CNP 2’,3’-Ciklikus nukleotid 3’foszfodieszteraz P16330 0,03 -1,47 147107 23,8 p Mikrotubulus kotés
plazma membran
EZR Ezrin P26040 0,00057 | 1,15 [69391 283  |Citoplazma, Aktin szabilyozs,
citoszkeletalis Citoszkeletalis
LMNA Lamin A/C P48678 0,00029 | -1,71 |74221 19,5 Sejtmag Sejtmag lamina kialakuldsa
Citoplazma, Citoszkeletalis szervezodés,
SEPT4 Szeptin 4 P28661 0,042 1,08 |54918 23 mitokondrium, membran szervezdodés
sejtmag vezikulum transzport
Citoszkeletalis szervezodés,
SEPTS8 Szeptin 8 Q8CHH9 0,042 1,08 49794 25,9 Szeptin komplex |membrin szervezddés

vezikulum transzport
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Azonosité p érték Valto- Mt

# zas®

Agyi fejlédés és neurogenezis

Szekvencia
lefedettség

Lokalizacio

Funkcio

DPYSL2  |Dihidropirimidindz-szerti 2 008553 0,01 123 [62260 22,2 Citoplazma. Neuron fejlédés
mitokondrium
DPYSL3 Dihidropirimidindz-szer(i 3 Q62188 0,026 -1,12 61919 28,8 Citoplazma Axon novekedés irdnyitdsa
PAK2 p21 (CDKN1A)-aktivalt kindz 2 P52480 0,00061 | -1,14 [57827 28,2 Clioplewiin, Jelatvitel, neurit novekedés
membran. sejtmag
Oxidativ stressz
GLRX3 Glutaredoxin 3 QICQM9 0,01 1,1 37760 56,7 Citoplazma Redox homeosztazis
GSTMI1  |Glutation S-transzferdz M1 P10649 001 | -1,18 [25954 61,5 Plazma membran g;ig:;” stressz, sejtpusztulds
PRDX6  |Peroxiredoxin 6 008709 0,0001 | 3,76 24854 772 |Endoplazmis Oxidatfv stressz
retikulum
QDPR Quinoid dihidropteridine reduktdz Q8BVI4 3,60E-06| 1,86 [25552 35,3 Citoplazma LAIBLIOITIE, 1550 0
homeosztazis
S Citoplazma. Transzkripci6 szabdlyozas,
SIRT2 Szirtuin 2 Q8VDQS 0,02 -1,22 143239 45,5 sejtmag DNS-fiiged redox homeosztdzis
Jelatvitel
MAP2K6 |Mitogen aktivélt protein kindz 6 P70236 0,023 -1,13 |37412 37,1 Citoplazma Jelatvitel
PPPICA Protem foszfataz 1, katalitikus alegység. alfa P62137 0.0064 | -1.19 [37524 273 Sgtmag. M.etabqh%n.u/ls, citokinezis,
izoforma citoplazma szignalizicid
pppoR2A  |Lrotein foszfatdz 2 (kordbban 2A), szabdlyz6 - \pageg¢ 0,039 | -1,05 51661 174  |Citoplazma Szignalizci6
alegység B. alfa izoforma
TARDBP |TAR DNA kot6 protein Q921F2 7,00E-05| -1,37 (44529 27,3 Sejtmag Transzkripci6 szabdlyozas
YwWHAH |Lirozin 3-monooxigendz/ triptofdn 5- P68510, 0,026 | 1,22 [28194 34,6 Citoplazma Szignalizci6
monooxigendaz aktivalé protein P68511
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Fehérje neve Azonosité p érték Valto- Mt Szekvencia Lokalizacié Funkcié
# zas® lefedettség
Vegyes
ALDH2  |/ldehid dehidrogendz 2 csaldd P47738 0,037 | —1,14 [31889 53,1 Mitokondrium  |Alkohol metabolizmus
(mitokondrialis)
CA2 Szénsav anhidrazIT P00920 0,0063 | 1,17 29015 496  |Citoplazma. 6 arbon metabolizmus
plazma membran
DDX3X DEAD (Asp-Glu-Ala-Asp) doboz polipeptid Q62167 0,00054 122 |73085 38.8 C1.toplazma. RNA .hehkaz.. t.ranslatlon
3, X-kapcsolt sejtmag initiation. splicing
DNMI Dinamin 1 P21575 0,0062 | —1,76 97280 21,6 Cltoplazma. Endocit6zis
Citoszkeleton
. . " 035303, 3 Citoplazma. Mitokondridlis morfolégia
DNMIL Dinamin 1-szeri QSKIM6 0,026 1,2 (83892 25,6 mitokondrium szabdlyozdsa
HGS Hepatocita n6vekedési faktor-reguldlt tirozin 90 1g 00001 | 376 |24854 772  |Citoplazma. el el i
kindz szubsztrit sejtmag
HNRNPHI |Heterogén sejtmag ribonukleoprotein H1 (H) |035737 0,015 1,21 149182 27,4 Sejtmag RNA feldolgozas
HNRPDL  |Heterogén mag ribonukleoprotein HID-szerli |Q3SWU3 0041 | -1,1 [35227 31,1 %tgfl’;agzma' RNA metabolizmus
IMMT Be?so membran protein, mitokondridlis QSCAQS 0,049 ~1.06 83883 34.9 Mitokondrium Mltokondrlghs belsé membran
(mitofilin) morfogenezis
NSFL1C  |NSFLI1 (p97) kofaktor (p47) 035987, 1,90E-05| -1,75 |40662 31,9 Sejtmag Membran fizié
PCBPI Poli(rC) koté protein 1 P60335 0,048 12 |37480 19,4 gjeljtf;l’;agzma' mRNA metabolizmus
powmpl (ol (D ) 052 0,00055 | 132 [24624 47,6 |Citoplazma Fehérje modositas
metiltranszferaz P23506
prPF19 [P RPI9/PSO4 pre-mRNA feldolgozds faktor 1 qqy pg 0035 | -1 [55221 13,1  |Citoplazma. DNA javitds
19 homoldg (S. cerevisiae) sejtmag
SCRN1 Szecernin 1 QI9CZC8 0,026 1,12 146308 51,9 Citoplazma. Exocitdzis
VDAC2 Fesziiltség-fiiggd anion csatorna 2 586%)1953%’ 0,045 -1,05 | 31729 35,6 Mitokondrium Apoptdzis szabdlyozdsa

* Viltozas: pozitiv — ndvekedés, negativ — csokkenés, a valtozds nagysdgat jeloli (hdnyszoros)
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8. tablazat
Fibrillaris B-amiloid 1-42-vel koprecipitalt fehérjék azonositisa LC-MS/MS médszerrel

Fehérje neve Azonosité Peptidek  Pontszam
# szama

Szinapszin-1 P09951 73 2522
Vakuélum ATP szintaz alegység B, agyi izoforma P62815 46 1446
Glicerinaldehid-3-foszfat dehidrogeniaz, GAPDH P04797 34 1351
Bassoon protein 088778 41 1030
Szinapszin-2 Q63537 22 873
Tubulin p-lanc P04691 25 825
Mielin bazikus protein S P02688 32 769
Vakuélum proton transzlokdlé ATPé4z 116-kDa alegység a izoforma 1 P25286 31 750
p130Cas-asszocidlt protein Q9QXY2 12 442
Tubulin a-1 lanc P02551 16 433
2°,3’-Ciklikus nukleotid 3’-foszfodieszteraz P13233 12 396
B-Amiloid A4 protein prekurzor P08592 5 279
vy —Enolaz P07323 3 237
Natrium/kalium-transzportalé ATP4az a-3 lanc P06687 7 226
Elongaciés faktor 1-a 1 P62630 7 215
Agyi savoldhaté protein 1 Q05175 3 201
Il))riehligiggiridin—szenzitiv I-tip., kalcium csatorna a -2/3 alegység P54290 6 164
Szinapszin-3 070441 5 157
Flotillin-1 Q9Z1E1 7 156
Szeptin 7 QIWVCO 7 139
Neurotrimin prekurzor Q62718 3 128
Vezikulum-asszociélt membran protein 2 P63045 2 127
Kofilin, Nem-izom izoforma P45592 3 122
Szukcinil-CoA ligdz [GDP-képzd] a-ldnc, mitokondridlis prekurzor P13086 5 118
ATP szintdz o lanc, mitokondridlis prekurzor P15999 5 117
Piccolo protein QOJKS6 9 117
Mikrotubulus-asszocidlt protein 2 P15146 3 117
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Fehérje neve

Azonosito

#

Peptidek
szZama

Pontszam

Reguldl6 szinaptikus membran exocitdzis protein 1 QOJIR4 2 89
Ras GTPaz-aktival6 protein SynGAP Q9QUH6 3 88
ATP szintaz e lanc, mitokondriélis P29419 2 88
Opioid-koto protein/sejt adhéziés molekula prekurzor P32736 5 87
Citokrém c oxidaz alegység IV izoforma 1, mitokondridlis prekurzor P10888 3 69
Ras-kapcsolatos C3 botulinum toxin szubsztrat 1 Q6RUVS 4 68
Kontaktin-asszocidlt protein 1 prekurzor P97846 3 67
Rabphilin-3A P47709 8 66
Gap junction a-1 protein P08050 3 61
Kontaktin 2 prekurzor P22063 3 59
Process density protein 95 P31016 4 52
E;ii;l;ﬁg;giizcﬁtgn; gtr;;eizn-Citomatrix at the aktival6 zone QSK3M6 3 48
Kalcium/kalmodulin-fiiggd protein kindz tip. II a lanc P11275 3 44

“A vastagitott betiivel jelzett fehérjéket 1D-PAGE-MALDI-TOF MS médszerrel is azonositottuk
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9. tablazat
Oligomer AB1-42 kezelés hatasara megvaltozott expressziéju fehérjék SH-SYSY neuroblasztoma sejttenyészetben.

Peptidek Lefedettség’ Valtozas® p-érték’

Fehérje neve Azonosité pI” Mt

# (kDa)® szdma®

¢81

Elongacios faktor 2 P13639 6,42 | 95,18 19 (19) 25,90% -3,6 0,00787 |Fehérje bioszintézis

Heterogén mag ribonukleoprotein K P61978 5,39 | 50,96 16 (27) 40,60% -2,5 0,00416 |mRNA feldolgozas

Elongéciés faktor 2 P13639 6,42 [ 95,18 4 (7) 5,13% = 0,00987 |Fehérje bioszintézis

Elongaciés faktor 2 P13639 6,42 | 95,18 2(2) 2,68% -2,3 0,00261 |Fehérje bioszintézis

Glutaminil-tRNA szintetaz P47897 6,74 | 87,67 12 (21) 17,80% 2,1 0,00705 |Fehérje bioszintézis

ATP-fiiggd RNA helikdz DDX3X 000571 6,73 | 73,11 13 (15) 22,20% 2,1 0,0121 [mRNA feldolgozas

Fehérje transzport protein Sec23B Q15437 | 6,23 | 83,44 9 (13) 19,00% -2 0,00806 |Intracelluléris fehérje transzport (ER hid
Golgi vezikulum medidlt transzport)

Propionil-CoA karboxildz alfa l4nc, P05165 6,16 | 74,25 12 (28) 23,30% 2 0,00355 |Metabolikus feldolgozas (lipid

mitokondrialis metabolizmus)

Asparaginil-tRNA szintetdz, citoplazma 043776 591 | 62,81 11 (21) 24,10% -1,9 0,00485 |Fehérje bioszintézis

Citoszdlikus nem-specifikus dipeptidaz QY96KP4 | 5,66 | 52,75 17 (27) 49,90% -1,9 0,00595 |Proteolizis

6-Foszfogliikonat dehidrogendz, P52209 6,88 | 53,01 9 (20) 25,10% -1,9 0,0118 [Metabolikus feldolgozas (pentdz

dekarboxilald metabolizmus)

Dihidropirimidindz-kapcsolatos protein 2| Q16555 5,95 | 62,29 44) 9.97% -1,8 0,00373 |Citoszkeletalis szervezddés (idegsejt
novekedés)

Treonil-tRNA szintetaz, citoplazma P26639 6,23 | 83,44 8 (16) 12,60% -1,7 0,0181 [Fehérje bioszintézis

Adenil ciklaz-asszocidlt protein 1 Q01518 7,31 | 51,43 12 (22) 24,00% -1,7 0,00283 |Citoszkeleton szervezodés (CAMP
utvonal)

1,2-dihidroxi-3-keto-5-metiltiopentén Q9BV57 | 544 | 21,37 6 (12) 37,40% -1,7 0,00247 |Metabolikus folyamat (metionin

dioxigendz bioszintetikus feldolgozas)

Far upstream element-kotd fehérje 2 Q92945 6,85 | 73,12 17 (17) 29,60% -1,6 0,0189 [Transzkripci6 szabdlyozisa

Foszfoglitkomutdz-2 Q96G03 | 6,29 | 68,15 10 (23) 19,10% -1,6 0,00604 |Mebolikus folyamat (gliik6z
metabolizmus)

Dihidropirimidindz-kapcsolatos protein 3| Q14195 6,04 | 61,96 18 (20) 48,10% -1,6 0,00187 |Citoszkeletalis szervezodés
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Fehérje neve Azonosito pl Mt Peptidek Lefedettség® Valtozas® p-érték Funkcio
# (kDa)® szdma®

Piruvét dehidrogendz E1 komponens P11177 5,38 | 35,90 9 (21) 34,80% -1,6 0,0158 [Metabolikus feldolgozas (piruvat

alegység Béta, mitokondridlis metabolizmus)

Profilin-1 P07737 8,47 | 14,92 9(9) 63,60% -1,6 0,000915 |(Citoszkeletilis szervezddés

Tirozil-tRNA szintetdz, citoplazma P54577 6,64 | 59,01 15 (23) 33,50% -1,5 0,0179 |Fehérje bioszintézis

Poli(rC)-koto fehérje 2 Q15366 | 6,33 | 38,22 8 (15) 23,00% -1,5 0,016 |mRNA feldolgozas

Foszfatidilinozitol transzfer protein Béta P48739 6,44 | 31,41 10 (10) 41,70% -1,5 0,00622 (Jelatvitel (foszfatidilinozitol jelatviteli

izoforma utvonal

Inozin trifoszfat pirofoszfatiz Q9BY32 | 5,51 | 21,31 44 33,00% -1,5 0,0097 |Metabolikus feldolgozas (nukleotid
metabolizmus)

Hoésokk 70 kDa fehérje 6 P17066 5,81 | 71,03 10 (17) 26,60% 3,5 0,000229 (Stressz valasz

Hipoxia up-regulalt fehérje 1 Q9Y4L1 | 5,07 | 107,66 29 (29) 39,30% 2,5 0,00417 |[Stressz valasz

Heterogén sejtmag ribonukleoprotein K P61978 5,39 [ 50,96 11 (20) 24,80% 2,1 0,00734 [mRNA feldolgozas

Hosokk fehérje 1 P08107 5,48 | 69,92 23 (25) 43,50% 2 0,00574 |Stressz valasz

Katepszin HID P07339 5,6 37,85 12 (16) 38,10% 2 0,00839 [Proteolizis

Ubiquitin karboxi-termindlis hidrolaz 5 P45974 | 491 [ 95,66 19 27) 29,30% 2 0,0105 |Proteolizis (ubiquitin-fiiggd protein
katabolizmus)

Hipoxia up-regulélt fehérje 1 Q9Y4L1 | 5,07 | 107,66 22 (26) 28,00% 1,8 0,0168 |Stressz valasz

Matrin-3 P43243 5,87 | 94,49 11 (14) 15,80% 1,8 0,0165 |Transzkripcid szabalyozésa

Endoplazmas retikulum rezidens protein Q9BS26 | 5,04 | 43,72 6 (14) 22.90% 1,8 0,00484 [Stressz valasz

ERp44

Matrin-3 P43243 5,87 | 94,49 8 (10) 11,70% 1,7 0,00277 |Transzkripci6 szabdlyozasa

Kalretikulin P27797 429 | 46,47 7 (10) 20,60% 1,7 0,0018 |[Stressz valasz

ATP szintaz alegység hid, mitokondrialis| 075947 | 5,22 | 18,36 12 (14) 65,20% 1,7 0,000718 [Mitokondridlis funkci6
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Fehérje neve Azonosité pl Mt Peptidek Lefedettség® Valtozas® p-érték® Funkcio
# (kDa)®  szdma® 2

Glutation S-transzferdz kappa 1 Q9Y2Q3 | 8,53 25,37 9 (19) 46,90% 1,7 0,0118 |Stressz vélasz (sejt redox homeosztazis)

Lamin-B1 P20700 5,11 65,96 31 (31) 46,40% 1,6 0,0169 |Sejtmag fehérje (sejtmaghartya
szervezOdés)

Fumarat hidratdz, mitokondrialis P07954 6,99 50,08 13 (19) 30,60% 1,6 0,0126 |Metabolikus feldolgozas (citromsav -
ciklus)

Lamin-A/C P02545 6,44 72,22 17 (21) 28,90% 1,5 0,00928 |[Sejtmag fehérje (sejtmaghartya
szervezOdés)

Lizoszomalis Pro-X karboxipeptiddz P42785 6,21 51,04 8 (29) 15,10% 1,5 0,00943 |Proteolizis

78 kDa gliik6z-regulalt protein P11021 5,01 70,47 16 (23) 26,60% 1,5 0,00685 |Stressz valasz

SUMO-aktival6 enzim alegység 1 Q9UBEO | 5,17 38,45 11 (18) 38,70% 1,5 0,0000279|Fehérje poszt-transzlaciés médositas
(protein sumoilezés)

Heterogén mag ribonukleoprotein HID- 014979 9,59 46,44 10 (22) 17,40% 1,5 0,00189 |mRNA feldolgozas

szerl

Tirozin-1A 014656 6,17 35,78 11 (20) 38,90% 1,5 0,00387 |Protein folding (molekuldris chaperon)

Delta(3,5)-Delta(2,4)-dienoil-CoA Q13011 5,99 32,21 12 (14) 46,00% 1,5 0,00236 [Metabolikus feldolgozas (zsirsav

isomeraz, mitokondrialis metabolizmus)

Endoplazmas retikulum protein ERp29 P30040 6,08 25,85 11 (26) 37,90% 1,5 0,0183 |Stressz valasz

Béta-hex6zaminidaz alegység Béta P07686 6,27 21,63 10 (19) 16,70% 1,5 0,000467 |Lizoszémélis protein

Peroxiredoxin-4 Q13162 5,54 26,57 9 (14) 49,80% 1,5 0,00482 |[Stressz valasz (oxidativ stressz)

Katepszin B P07858 4,95 27,81 5(13) 15,30% 1,5 0,00886 |Proteolizis

Citrat szintaz, mitokondrialis 075390 7,39 49,01 15 (27) 30,70% 1,5 0,00591 |Metabolikus folyamat (citromsav ciklus)

* Swiss-Prot/TrEMBLE azonositasi szdm

® Az érett, leghosszabb fehérje szdmitott molekulatomege (Mt) és izoelektromos pontja (pI)

¢ A fehérjeazonositdshoz hasznalt peptidek szdma

¢ Peptidek altal lefedett fehérjeszekvencia

€ Viltozés: pozitiv — novekedés, negativ — csokkenés, a valtozds nagysagat jeloli (hdnyszoros)
" Student-t teszt szignifikanciaszintje (csak p < 0.05 eredményeket tekintettiik szignifikdnsnak)
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10. tablazat
Fehérjeviltozasok az NBM-SI-ben AP vagy E2-Af kezelés hatdsara

Fehérje neve Azonosité EO0-ACSF vs.EO-Ap EO0-Ap vs.E2-Af  Molekula pl Szekvencia
id p érték® arany” pérték arany  tomeg lefedettség %
Antioxidans védelem

SI0210 [belsé membran fehérje, mitokondridlis 70608131 0,3 -1,12 0,044 1,19 86295.4 7,02

S10482 [protein diszulfid izomerdz asszocidlt 3 112293264 0,042 1,1 0,03 -1,11 56678,7 5,88

SI1474 IN(G),N(G)-dimetilarginin dimetilamin 45476968 0,048 1,07 0,037 -1,07 29646 5,66 6
SI1633 |DJ-1 protein 74212240 0,001 -1,07 0,039 1,12 20025.,4 6,32 12
SI1669 |glutation S-transzferdz, alfa 4 160298217 0,37 -1,14 0,016 1,31 26890,5 6,02 13

Citoszkeleton

S10254 |dihidropirimidinaz-szert 2 40254595 0,03 1,44 0,12 -1,27 62277,9 5,95 13
S10256 |dihidropirimidinaz-szert 2 40254595 0,038 14 0,23 -1,24 62277,9 5,95 29
S10381 |dihidropirimidindz-szerti 2 40254595 0,049 -1,12 0,44 -1,05 62277,9 5,95

S10633 [fascin 497775 0,021 1,28 0,041 -1,33 54508,3 6,44

SI0886 |gamma-aktin 74191566 0,036 -1,18 0,028 1,17 41811,1 5,29 15

Metabolizmus
S10212 ai@i?gfﬁﬁﬂi?ﬁ oxidoreductz 7>-kDa 47117271 0,017 1,29 0.67 104 | 797773 | 551 4
S10433 | kreatine kindz, agy 74223625 0,016 -1,88 0,54 -1,07 42753,5 5,46 4
SI0625 | aldhehyde dehidrogenaz csaldd 5, alcsalad Al 27369748 0,0082 1,17 0,37 -1,14 55968,5 8,53 4
SI0660 | aldehid dehidrogendz csalad 7, tag Al 188219757 0,82 -1,06 0,044 1,13 58861,8 7,16 10
SI0665 | enoldz 2, gamma neurondlis 70794816 0,025 1,12 0,002 -1,13 47141,1 6,37 7
SI10685 ﬁgiﬁf‘ﬁ?& g:gt;?e}z‘i’ggffr’n‘l‘:tfko“d“éhS Fl 74211977 0,037 ~142 0.85 1,03 597829 | 9,22 5
SI0817 |szukcindt-koenzim A ligdz, Béta alegység 74151797 0,05 1,18 0,45 -1,05 50797 7,7 11
SI1191 |laktat dehidrogenaz B 6678674 0,0092 1,1 0,11 -1,04 36572,5 5,7 5
SI1194 | laktat dehidrogendz B 6678674 0,048 1,12 0,13 -1,06 36572,5 5,7 23
SI1310 | malat dehidrogendz 1, NAD (soluble) 254540027 0,19 1,07 0,036 -1,07 40059,5 7,07 7
SI1414 | tirozin 3-monooxigendz/ triptofdn 5-monooxigendz 26344914 0,0016 —1,34 0,4 1,07 28212 4,81 30
aktivalo
SI1503 [|Foszfoglicerat mutaz 1 114326546 0,12 1,07 0,029 -1,11 28832,1 6,68 32
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Fehérje neve Azonosité EO0-ACSF vs.EO-Ap EO0-Ap vs.E2-Af  Molekula pl Szekvencia
# p érték® arany” pérték  arany tomeg lefedettség %
SI1643 [Savhalogenid dehalogendz-szerti hidroldz domén 2 74190684 0,79 1,01 0,046 12 287604 | 5,69 12
Fehérje turnover és stabilitds
SI0169 [Hésokk fehérie 1, alfa 74147335 0,037 ~1,08 0,28 ~1,04 84816,3 | 4,93 10
S10720 I:T";f;;zzoma (prosome, macropain) 265 alegység, 33859604 0,0011 ~145 0,03 1,38 52866,9 | 5,97 8
SI0515 [Hésokk fehérije 1 (chaperonin) 148680184 0,042 1,13 0,47 ~1,04 53095,7 53 12
SI1350 [otubain 1 19527388 0,043 ~1,19 0,85 1,02 312702 | 4,85 16
Jelatvitel
SI0676 | guanozin difoszft (GDP) dissocidci6 inhibitor 1 74150721 0,18 1,1 0,0062 1,13 577369 | 8,17 7
SI1313 fzrg;gfr; iosczéaie’izbZA, szabilyz0 alegység B (PR 33), | 5377445 0,024 1,1 0,0067 ~1,11 385134 | 6,14 7
ST1467 g‘l‘;ﬁtobl e 148673218 | 0,006 1,13 0,27 1,06 310259 | 479 4
SI11538 [kalbindin 2 34098931 0,036 1,3 0,34 1,09 313728 | 4,94 11
S11548 |kalbindin 2 34098931 0,0057 ~1,17 0,96 1,01 313728 | 4,94 18
SI1553 |kalbindin-28K, izoform CRA_a 6753242 0,013 1,34 0,54 ~1,06 300934 | 4,71 24
S10564 f’zrg;g;; ioizzf)aftjrzrsa gihiﬁ‘(‘f Az, el 148680184 0,038 -1,36 0,11 1,22 622779 | 595 6
Szinaptikus feldolgozés
S10122 |Aldh111 protein 27532959 0,035 1,14 0,37 ~1,07 98734,7 | 5,69 2
SI0500 |Foszfatidil-etnolamin k&td protein 1 74222953 0,049 1,18 0,28 -1,11 20889,6 5,36 14
S10572 |glutamét dehidrogendz 1 prekurzor 6680027 0,58 -1,07 0,0028 1,18 61337,1 8,05 10
SI1307 [Foszfatidil-etanolamin kot protein 1 74222953 0,031 1,16 0,13 ~1,08 20889,6 | 5,36 25
SI1711 |Foszfatidil-etanolamin k&td protein 1 74222953 0,71 1 0,0049 1,03 20889,6 5,36 51
Ismeretlen
SI1571 [mCG9061 148706375 0,049 1,14 0,31 ~1,07 28401,8 | 8,17 21
SI1716 [RIKEN cDNA 1110067D22 148675893 0,027 1,14 0,3 1,05 19556,5 | 548 6

* Student-t teszt szignifikanciaszintje (csak p < 0.05 eredményeket tekintettiik szignifikdnsnak).

® ardny: pozitiv — novekedés, negativ — csokkenés, a valtozds nagysagat jeloli (hanyszoros)




