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Bevezetés

A biolégiai folyamatok megértéséhez azok fehérjeszintli vizsgalata sziikséges. Ez
magaban foglalja a folyamatban résztvevé fehérjék azonositasat, az egymassal kdlcsonhato
partnerek feltérképezését, a kiilonbozd fejlédési allapotok soran fellépd vagy a kiilsé
hatdsokra bekoOvetkezé valtozasok kovetését, de Kkiterjed a fehérjék poszt-transzlacios
mddositasainak jellemzésére is, mivel azok jelentésen befolyasoljak a fehérjék szerkezetét,
funkciojat és aktivitdsat. A kiilonb6z0 modositasok szerkezetiikre, méretiikre ¢€s
komplexitdsukra nézve nagy valtozatossdgot mutatnak, emellett eltérések vannak
sztochiometridjukat és lokalizacidjukat tekintve is.

A tomegspektrometria érzékenységének ¢és sokoldalisaganak koszonhetbéen a
fehérjeanalitikai kutatasok elengedhetetlen eszkdze. A fehérjeazonositas mellett szamos egyéb
feladat megoldasara alkalmas, igy a poszt-traszlaciés maédositasok jellemzésére is. A
modositasok tdmegspektrometriai analiziséhez azonban — foként alacsony sztochiometriaji
maddositasok esetén — a mddositott peptideket szelektiven fel kell dusitani, amihez megfelel6
eljarasok kidolgozasara van sziikség. Ertekezésem két poszt-transzlacios modositas, a
foszforilaci6 és az oxigénhez kotott B-N-acetil-glik6zamin (O-GIcNAc) vizsgalatat, a
mddositott molekuldk dusitasat és tomegspektrometriai analizisét targyalja.

Biologiai jelentdsége miatt a foszforilacid az egyik legintenzivebben vizsgalt poszt-
transzlaciés modositas. A foszforilacid a jelatvitelben és méas folyamatok szabalyozasaban is
kulcsfontossagu. Témegspektrometriai analizisére az ad modot, hogy a foszfopeptidek tdmege
a mddositatlan peptidekhez képest 80 Da-nal eltolddik. Ezenkiviil a foszfopeptidek jellegzetes
fragmentacios képet mutatnak az litkozéses aktivalassal kivaltott disszociacio soran: szerinen
vagy treoninon moédositott peptidek esetén altalaban jelents foszforsav vesztés (-98 Da)
figyelhetd meg a prekurzor ionbdl és a modositast hordozé fragmensekbdl egyarant, mig a
tirozinon foszforilalt peptidek esetén ilyen semleges vesztés nem tapasztalhatd, itt a
foszfotirozin immoniumionja (216 Da) jelzi a mddositast. A foszforilaciés helyek
feltérképezését azonban neheziti, hogy a mddositds dinamikus és gyakran alacsony
sztochiometriaval fordul el6. Tovabba a foszforilalt peptidek a maddositatlan peptidekhez
képest gyengébben detektalhatok, ezért a maodositott peptideket dusitani kell. Erre tobb
modszert is kidolgoztak, melyek tébbnyire fémion-affinitds kromatografian vagy kémiai
derivatizalason alapulnak, de hasznélnak ioncsere kromatografiat is. Munkam sorén a fémion-
affinitds kromatografian alapulé dusitasi mddszereket alkalmaztam. Ebbe a csoportba
sorolhaté az immobilizalt fémion-affinitas kromatografia és a fém-oxidon (titan-dioxid vagy
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cirkonium-dioxid) torténd dusitas. Az immobilizalt fémion-affinitds kromatogréafia soran a
szilard hordozéhoz kovalensen kapcsolt kelatképz6 altal koordinalt fémion koti meg a
foszfopeptideket. A titdn-dioxidon torténé foszfopeptid disitas pedig azon alapszik, hogy a
foszfopeptidek er6sen savas kozegben szelektiven kotddnek a fém-oxidhoz, majd a
mddositatlan peptidek eltavolitasa utdn ammoénia oldattal eludlhatok. Ez utébbi modszer
egyszeri és igen szelektiv, ezért egyre nagyobb tért hddit a foszfopeptidek vizsgalataban.

Az O-GIcNAc modositas a foszforilaciohoz hasonldéan szabalyozd funkcioval bir.
Citoszolikus és sejtmagi fehérjéken talalhato, szerin vagy treonin oldallancahoz kapcsolodva.
Mivel ez a moddositds is alacsony sztdchiometriaval fordul el6, ezért vizsgalata szintén
megfeleld dusitast igényel. Bar a moddositas izolalasara tobb maodszert leirtak mar
(kemoenzimatikus jeldlés, kémiai derivatizacio, lektin-affinitds kromatogréfia), az eddig
feltérképezett O-GIcNAc modositdsok szdma messze elmarad az ismert foszforilacios helyek
szamatol. Ebben nemcsak a kevéssé hatékony dusitasi eljarasok jatszanak szerepet, hanem az
is, hogy tdmegspektrometriai szempontbol az O-GIcNAc modositas vizsgalata nehezebb, mint
a foszforilacioé, mivel az O-glikozidos kotés az Utkozéses aktivalas soran sokkal konnyebben
elhasad, mint a peptidgerincet alkotd amid kotések. Ennek megfeleléen az O-GIcNAC
maddositott peptidek intenziv jelet adnak az oxo6niumionnak, valamint a prekurzor ion
cukorvesztett fragmensének megfeleld m/z értéknél, a peptid-fragmentéaciobol adédé jelek
azonban joval gyengébbek, fleg ioncsapda készllékek esetén. Ezenkivil egy gazfazisu
atrendez6dés kovetkeztében a cukor-modositas ugy hasad le a peptidrdl, hogy nem hagy maga
utdn nyomot a modositott aminosavon. Tehat az O-GIcNAc mddositott peptidek
fragmentacios spektrumabdl a glikozilacié ténye kénnyen megallapithat6, azonban a peptid-
azonositas joval nehezebb, és a mddositas helyét tobbnyire nem lehet megéllapitani.

Célkitiizeés

Foszforilacioval kapcsolatos kisérleteink soran célunk volt, hogy

— megvizsgaljuk a kiilonboz6 fémionok hatékonysagat és szelektivitasat immobilizalt fémion-
affinitas kromatografia alapu foszfopeptid dusitasnal,

— megvizsgaljuk a felkotési és mosasi koriilményeket, hogy az egyes fémionoknak megfeleld
optimalis dusitasi korilményeket megtalaljuk,

— feltérképezzik a tubulin polimerizaciojat elésegité fehérje (TPPP/p25) in vitro (huméan
rekombinans) és in vivo (marha) foszforilacios helyeit,



— meghatdrozzuk a lucerna RRK1 Kkindz autofoszforilaciés helyeit, valamint a kinaz
aktivatoranak, a ROP6 GTPaznak a foszforilaciés helyeit,

— azonositsuk az ecetmuslica kalpain B in vitro és in vivo foszforil&cios helyeit.

Az O-GIcNAc modositdssal kapcsolatos kisérleteink soran célunk az volt, hogy az

N-glikozilalt fehérjékre kidolgozott, perjodat oxidaciét kovetd hidrazid-gyantan torténd

dusités 1épéseinek mddositasaval a modszert az O-GIcNAc modositott fehérjék dusitasara is

alkalmassa tegyuk.

Moddszerek

A fehérjék tripszines emésztése gélben vagy oldatban tortént a diszulfidhidak redukélasa és a
szulfhidril-csoportok alkilalasa utan.

Az immobilizalt fémion-affinitas kromatogréfia optimalizalasat a killonbdz6 fémionokra NTA
gyongyon végeztik: Ni-NTA gydngysn a Ni** ionokat a vizsgalt fémionokra cseréltik le, a
foszfopeptidek felkotését és a nemfoszforilalt peptidek eltavolitasat kiilonbozé pH-ju
ecetsav/acetat pufferben végeztiik, majd a foszfopeptideket foszforsav/acetonitril oldattal
elualtuk. A vizsgalatokhoz szintetikus foszfopeptideket és fetuin emésztményt hasznaltunk.

A TPPP/p25, RRK1 kindz, ROP6 GTPaz es kalpain B fehérjék foszfopeptidjeit titan-
dioxidon, valamint metil-észteresités utdn Fe-NTA gydngyon dusitottuk. A savkatalizalt
észteresitést sésav/metanol oldattal végeztik, majd a mintat viz/metanol/acetonitril elegyében
kotottik fel a Fe-NTA gyongyre. A titdn-dioxidon torténé dusitashoz a modositott Larsen-féle
eljarast alkalmaztuk: a foszfopeptideket trifluorecetsav/acetonitril oldatban kotottik fel a
titdn-dioxidra, a nemfoszforilalt peptidek eltavolitasa utan pedig ammaonia oldattal elualtuk.
Az O-GIcNAc dusitas lépéseinek kidolgozasat egy peptid standardon (TAPTgSTIAPG)
végeztik, majd a mddszert a-krisztallinnal, valamint a-krisztallin:BSA keverékével
optimalizaltuk. A perjodat oxidaciot eltér6 hémérsékleten és eltéré pH-ju oldatokban
vizsgaltuk. A hidrazon-képzést oldatban benzoesav-hidraziddal, szilard fazison pedig agar6z
és szilika alapu hidrazid-gyantan végeztik. A hasitdshoz natrium-hidroxidot, perjodatot,
hangyasavat vagy hidroxilamint hasznaltunk.

A MALDI-TOF méréseket Bruker Reflex Il témegspektrométerrel, az LC-MS/MS
analiziseket Waters Q-TOF, valamint Agilent és Thermo ioncsapda készllékkel végeztik.

Az adatbézis-lekeresést Mascot és ProteinProspector programcsomaggal végeztiik az NCBI
fehérje adatbazisan.



Eredmények

1. Fehérje foszforilacio

1.1. Immobilizalt fémion-affinitas kromatogrdfia optimalizalasa kiilonbozd fémionokra

1.1.1. Az &tmeneti fémionok koziil az Co*, Cu®*, Hg®*, Mn*, Ni**, Zn** és Fe** ionokat, az
alkalifoldfém-ionok kozil a Ca**, Mg”* és Ba®* ionokat, tovabba az AF* és Pb* ionokat
vizsgéltuk, hogy alkalmasak-e immobilizalt fémion-affinitds kromatografian alapuld
foszfopeptid dusitasra. Szintetikus foszfopeptideknél mutatott hatékonysagukat, valamint
fetuin emésztmény esetén a foszfopeptidekre mutatott szelektivitasukat figyelembe véve a
fémionokat az alabbi csoportokba soroltuk:

a) A Fe** és a Cu®* ionok mind a négy szintetikus foszfopeptidet megkototték, a fetuin
emésztményében azonban nemcsak a foszfopeptidek, de nemfoszforilalt savas peptidek is
dusultak. A két fémion kdzott a pH optimumban mutatkozott némi eltérés.

b) Az AP és Pb®* ionok szintén megkototték valamennyi szintetikus foszfopeptidet, emellett
a fetuin emésztményénél is j6 szelektivitast mutattak a foszfopeptidekre. Az AP* jo1 miik3dott
a parhuzamos kisérletekben, az Pb* ionokkal kapott eredmények azonban nem voltak
reprodukélhatok.

c) A tdébbi fémion is viszonylag jo szelektivitdst mutatott fetuin emésztményénél a
foszfopeptidekre, azonban ezekkel a fémionokkal gyengébb jeleket kaptunk, és a négy
szintetikus foszfopeptidb6l is csak harmat kotottek meg.

1.1.2. A pH az immobilizalt kelatképzo és a fémion kozotti komplex stabilitdsan, valamint a
foszfopeptid t6ltésén keresztiil befolyasolja a disitas hatékonysagat. A Fe** nagy komplex
stabilitasi allandéja révén (lgKre-nta=15,8) alacsonyabb pH-n is hasznalhatd, a tdbbi
fémionnal magasabb pH-t kellett alkalmazni. Ugyanakkor alacsony pH-n csak a savas
peptidek dusultak jol, a semleges és bazikus foszfopeptidek pozitiv téltésiik miatt kevésbé
kotodtek a szilard fazishoz. A kulénb6zé fémionoknal a felkotés optimalis pH-ja 4-6.5 kdzé
tehetd. Ugyanakkor a pH valtoztatasa mddot adhat a foszfopeptidek frakciondlésara, amit a
keésdbbiekben tovabb fogunk vizsgalni.

1.1.3. A felk6td és mosod pufferhez adott szerves oldoszernek a szelektivitasra gyakorolt
hatasat vizsgalva megallapitottuk, hogy a moséasnal alkalmazott szerves adalék (30%
acetonitril) jelentdsen csokkentette a nemfoszforilalt peptidek szilard hordoz6hoz torténd
aspecifikus kotodését.

1.1.4. A nemfoszforilalt savas peptidek aspecifikus kotédését a karboxil-csoportok metil-

észteresitésével lehet kikiiszoboIni. Ezt a reakciot foként a Fe®* és Cu®* ionok esetén célszerti
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alkalmazni, mert ott tapasztaltuk leginkabb a savas nemfoszforilalt peptidek aspecifikus
kotédését. Azonban olyan peptideknél, amelyek sok savas aminosavat tartalmaztak, az
észteresités nem volt teljes, ezenkivill az aszparagin és glutamin oldallanca a reakcid
kortlményei kozott reszben elhidrolizalt és észteresit6dott. Mindezek a mellékreakciok
megosztottak a detektalhatd jelet, ami az érzékenységet csdkkentette.

1.1.5. A vizsgalt fémionok kozil az AP* miikdott a legjobban, ezért hatékonysagat
fetuin:BSA keverékeken is teszteltik. Bar aspecifikusan kot6d6 BSA peptideket is
detektaltunk, a fetuin foszfopeptidek hatékonyan feldisultak az eludtumban.

1.2. TPPP/p25 in vitro és in vivo foszforilacios helyeinek meghatarozasa

1.2.1. TPPP/p25 in vitro foszforilaciojat human rekombinadns fehérjén vizsgaltuk ERK2,
CDK5 és PKA kinazokkal. Az ERK2 és a CDK5 kindz a TPPP/p25 fehérjét a Ser-18 és
Ser-160 oldallancéan foszforilalta, ezenkiviil a CDK5 a Thr-14 oldallancan is, a PKA pedig a
Ser-32, Thr-92 és Ser-159 aminosavakat modositotta.

1.2.2. A TPPP/p25 in vivo foszforilaciés helyeit marha agybdl izolalt fehérjén hataroztuk
meg. Foszforilaciot talaltunk a Thr-12, a Ser-16 és Ser-30 oldallancain, ami megfelel a human
fehérjén talalt in vitro foszforilaciés helyeknek.

1.3. Lucerna RRK1 kinéz autofoszforilaciés helyeinek, valamint a kinaz aktivatora, a ROP6
GTPaz foszforilacids helyeinek feltérképezése

Ezekben a foszforilaciés kisérletekben His-tag-gel kifejeztetett rekombinans fehérjéket
vizsgéltunk. Az RRK1 kinazon foszforilaciét igazoltunk a Thr-6 és a Ser-8 oldallancén,
valamint a His-tag szekvencian is. A ROP6 GTPazt tébbféle N- és C-termindlis His-tag
konstrukcioval is vizsgéltuk, foszforilaciot azonban csak az N-termindlis His-tag-en talaltunk,
a nativ ROP6 GTPaz szekvencian nem.

1.4 Ecetmuslica kalpain B in vitro és in vivo foszforilacios helyeinek meghatarozasa

1.4.1. Rekombinans kalpain B in vitro foszforilacios helyeit PKA, ERK1 és ERK2 kinaz
kezelést kovetden azonositottuk. PKA-foszforilaciot ket aminosavon, a Ser-240 és a Ser-845
oldallancan talaltunk. A két ERK kinaz esetében csak a Thr-747 foszforilacigjat tudtuk
igazolni, bar autoradiogréfia alapjan a fehérje N-terminalis részén is torténik foszforilacio.
1.4.2. In vivo foszforilaciot EGF kezelést kovetden azonositottuk, ami az ERK foszforilacios
utat aktivalja. Azonban nemcsak az in vitro kisérletek soran talalt ERK foszforilacids hely, a
Thr-747 modosult in vivo, hanem az egyik PKA foszforilacids hely is (Ser-240). Ez ut6bbi
vélhetéen az ERK aktivalastol fiiggetlen folyamat eredménye.



2. O-GlIcNACc glikozilacio

2.1. Az O-GIcNAc dusitas lépéseinek kidolgozasa oldatban

2.1.1. A vicindlis transz-diolt tartalmazé O-GIcNAc mddositas a perjodat oxidacidban renyhe
reaktivitast mutatott, azonban 37 °C-on a reakci6 4-6 h alatt teljesen végbement, az
O-GlcNAc gylrt a megfeleld dialdehid szdrmazékka alakult. Mellékreakcioként a peptid
N-terminalisan talalhato treonin is oxidalodott glioxilille.

2.1.2. Enyhén savas kdzegben a cukor-dialdehid a hidrazid vegyilettel hidrazont képzett, az
N-terminalis glioxilil-csoport pedig attol fiiggdéen, hogy a perjodat reakciét milyen
mennyiségii szulfittal allitottuk le, hidrazont képzett vagy részben kiredukalodott glikolilla.
Ez utébbi atalakuléds a hidrazidok redukalé tulajdonsagahoz kothetd.

2.1.3. A hasitashoz kétféle megkozelitést probaltunk ki. Az egyik a lugos kdzegben lejatsz6dd
B-eliminécid, ami a cukorszarmazékot hasitja le a peptidrol, egy ketts kotést hatrahagyva. A
masik pedig a hidrazon kotés hasitasa, amit haromféleképpen, perjodattal, savval és
hidroxilaminnal végeztink el. A négy reakcidé kozil oldatban az utébbi harom, azaz a
hidrazon kotés hasitdsa miikodott jol, bar a savas hasitasnal részleges cukorvesztést is
tapasztaltunk.

2.2. Szilard fazison torténd dusitas optimalizalasa

2.2.1. Miutén az emésztés soran nagy valoszinliséggel keletkeznek olyan peptidek, melyek
szerinnel vagy treoninnal kezdédnek, ezért a dusitast fehérjeszinten végeztiik. A dusitas
Iépései: i) perjodat oxidacio, ii) kapcsolas a hidrazid gyantahoz, iii) nemglikozilalt fehérjék
eltavolitasa, iv) emésztés, v) nemglikozilalt peptidek eltavolitasa és vi) hasitas.

2.2.2. A fehérjék oldéasara detergenskeént 6 M guanidin hidrokloridot és SDS-t hasznaltunk.
Utobbival sokkal jobb eredményeket kaptunk, amit a detergens és a szilard fazis kozotti
elektrosztatikus kolcsonhatdssal magyarazhatunk. Ugyanakkor az aspecifikus kotodés is
megnétt SDS  hasznalatakor, ezért hatékonyabb mosasi kortlményeket kerestiink.
Fehérjeszinten nem sikeriilt az aspecifikus kotddést hatékonyan lecsokkenteni, peptidszinten
azonban egy kombinalt mosasi ciklussal jelentdsen csokkentettiik az aspecifikusan k&t6do
peptidek mennyiségét.

2.2.3. Hasitashoz az oldatban is tesztelt négyféle reakciot hasznaltuk. A perjodatos hasitas
szilard fazison nem mikodott. A B-eliminaciés mddszer (Michael-addicioval kiegészitve)
alacsony hatasfokd volt, a savas hasitas hatékonysagat pedig itt is a részleges cukorvesztés

csOokkentette. A négy modszer koziil a hidroxilaminnal torténd hasitas bizonyult a legjobbnak.



2.2.4. A mbdszer hatékonysagat a-krisztallin:BSA 1:20 (w/w) aranyu keverékén teszteltik.
Az a-krisztallin A és B lancanak glikopeptidjeit egyarant detektaltuk a MALDI-TOF és/vagy
LC-MS/MS analizis soran.

2.3. Az O-GlcNAc modositott peptidek oximszarmazékainak iitkozeses aktivalasra bekévetkezo
fragmentacioja

Az oximszarmazékok fragmentaciojat a krisztallin egyik glikopeptidjének példajan
jellemeztiik. A perjodat oxidacio kovetkeztében felnyilt cukorgylirliben a karbonil C két
oldalan 1év6 C-O kotés hasadasaval két jellegzetes vesztést figyeltlink meg. Az egyik hasadas
megfelelt az Aaltalanos O-glikozidos kotéshasadasnak: a cukorszdrmazekhoz rendelhetd
oxdéniumiont m/z 232 Da-nal, a cukorvesztett peptidet pedig a prekurzorral azonos toltéssel
(semleges vesztés) vagy eggyel kevesebb toltéssel (toltott vesztés) detektaltuk. A masik C-O
kotés hasadasanak eredménye egy 105 Da-nak megfelelé semleges vesztés volt, mikdzben
egy 126 Da tomegl cukorfragmens maradt a modositott aminosavon, ami lehetdséget adhat a
maddositas helyének meghatarozasara. Az m/z 127 Da-nal detektalt cukorfragmens a Q-TOF

késziilékekre jellemzd tobbszords hasadas kovetkezménye.
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