Kutatdi végjelentés

A kutatast az aldbbi harom f6 irdnyban folytattuk:
a) Peptidszekvenalast segité algoritmus és szamitogépes program kidolgozasa

Peptidek és fehérjék azonositasa, szerkezet-meghatirozasa egyre nagyobb
mértékben  tandem  tomegspektrometrias  modszereken  alapul. A tandem
tomegspektrumok értelmezese (a fragmentécios folyamatok azonositasa), és ennek révén
peptidek szekvenciameghatarozasa tobb mint két évtizede all az érdeklodés
kdzéppontjaban. Ennek eredményeképpen szamos empirikus szabdly sziletett, de a
»Spektrumfejtés” ma is nagy gyakorlati tapasztalatot és komoly idéréforditast igenyel, és
ennek ellenére gyakran csak részleges eredmenyt szolgaltat. Ez korlatozza a peptidkémiai
kutatdsokban egyre nagyobb mertékben elterjedé ‘high-throughput' mddszerek
hatékonysagat. A tandem spektrum alapjan torténé szekvencia-meghatarozas
automatizaldsdhoz az els6, legfontosabb és legnehezebb 1épés a tdmegspektrum
szekvencia alapjan torténé ,.elméleti” meghatarozéasa (ill. becslése). Béar az interneten
keresztul nagy szdmban érhet6 el peptidszekvenaldst segité szoftver, ezek egyszeri
statisztikai szdmitason alapulnak, a kisérleti korilmények hatasat nem veszik figyelembe,
pontatlanok, peptidek tomegspektrumanak elméleti szamitasara csak igen korlatozott
mértékben hasznalhatok.

A kutatdsi munka elején MassKinetics modellt ill. a programot
(http://www.chemres.hu/ms/masskinetics)  sikeresen tovabbfejlesztettiik, amelynek
népszerasegeét a tobb mint 1200 regisztralt felhasznalo jelzi. A fejlesztés eredményeként a
program kinetikus energiafelszabadulds szamitasara és 0sszetett reakciomechanizmusok
modellezésére is alkalmassa valt, amely a peptidek fragmentacidjanak vizsgélatahoz
elengedhetetlen. A modositott programot tobb konferencian bemutattuk, cikkekben
kozoltik. A peptidfragmentacio leirdsdhoz szdmos jelenséget részletesen meg kellett
ismerni és az elméleti modelliinkkel leirni, miel6tt a peptidekkel kapcsolatos gyakorlati
feladatok megoldasahoz hozzalathattunk volna.

A legUjabb irodalmi adatok alapjan peptidek fragmentacidja protonnal dsszetartott
oxazolon gyuras szerkezeten keresztil valosul meg. Ebbol addddéan a protonnal
Osszetartott komplexek tulajdonsdgainak vizsgalata alapvetéen fontos a lejatszodo
folyamatok megeértéséhez, valamint a peptidfragmentacio sikeres modellezéshez. A
modositott programot tébb esetben alkalmaztuk protonnal 6sszetartott komplexek
vizsgélatara. lgazoltuk, hogy a MassKinetics képes e komplexek fragmentécidjanak
pontos modellezésére.

Kémiai reakcidk, igy peptidek fragmentacioja esetén is az aktivalasi entropia
szerepe jelentés a reakciosebesség meghatarozasaban. Ennek leirdsara gyakran
hasznéljék az Un. kiterjesztett kinetikus modszert (extended kinetic method), de ezen
megkozelites jogossaga az irodalomban vitatott. Megallapitottuk, hogy a



MassKinetics program e kérdés vizsgalatara alkalmas, ez eredmények peptidekre is
kiterjeszthetok.

A harmadik, igen fontos kerdéskor az (tkdzések sordn bekdvetkezo
energiavaltozasok vizsgalatara és leirasa. Egy holland kutatécsoporttal (Prof. Ron
Heeren, FOM AMOLF, Amsterdam, Hollandia) egylttmtkddve Fourier-transzformacios
tomegspektrométeren specialis Kisérleteket végeztink el, amelyben egy peptid (leucin
ekefalin) fragmentacigjat vizsgaltuk kilonb6zé homérsekleten és (tkdzési energian. A
kisérleti adatokat a MassKinetics program segitségevel modelleztiik, amelybél a
gazfazisu ion-molekula Utkozések sordn bekovetkezé gerjesztés, valamint - a
fotonkibocsatds hatdsara bekovetkezé - hilés mértékét hataroztuk meg.. Az igy
meghatarozott paramétereket a peptidek tomegspektruménak elméleti szamitésanal
hasznaltuk fel.

A fenti kutatdsok megerésitették, hogy az eredeti kutatdsi koncepcio
megvalosithatd, igy attértink a peptidfragmentacio gyakorlati leirasara. Ehhez két
jelentss programfejlesztést is el kellett végezniink. Uj, a MassKinetics-hez kapcsolddé és
ezt kiegészit6 programcsomagot fejlesztettink ki, mely alkalmas wvolt a
peptidfragmentacié sordn fellépé igen nagyszdmu (peptidenként akar tobb szaz)
parhuzamos és konszekutiv reakcioutbol kezelésére. Masrészt, a peptidfragmentécid
altalunk kidolgozott modellje igen nagyszdmu (tébb sz&z, vagy akar ezer) paramétert
alkalmaz, melyet empirikusan kivantunk meghatarozni. E nagy szamu paraméter
egyidejii optimalaséra egy Ujabb programcsomagot dolgoztunk ki.

A peptidszekvenal6 program kidolgozdsdhoz szlkséges Kkisérleti adat
meghatarozdsara nagyszamu, kozel 10.000 tandem tomegspektrometrias meérést
vegeztink el. A kisérletekhez sziikséges mintegy 300 peptidet részben fehérjék tripszines
emésztésével, részben szilard fazisi peptidszintézissel allitottuk el6. A kisérletekhez
olyan peptid-csoportokat szintetizaltunk, amelyek segitségével egy-egy adott aminosav
mellett bekovetkezé hasadas jol vizsgalhatd. Az igy mért energiafliggé tandem
tomegspektrumok segitségével meghataroztuk a spektrumok becsléséhez szlikséges
paramétereket. A paraméterek egy része a tomegspektrométerre ill. a kisérleti
koralmeényekre jellemzoéek, mas részik a pepdidfragmentacio fizikai-kémiai paramétereit
tartalmazza. Az altalunk kidolgozott program a paraméterkészlet segitségével képes a
peptidek tamdem tdmegspektruméanak becsléseére.

Az eredményeket 6sszefoglalva és értkékelve kidolgoztuk a peptidfragmentacio
egyseges elméleti modelljét, amely a témegspektrométerben lejatsz6do folyamatok
reakciokinetikai leirasara szolgéld ,,MassKinetics” modellen, a peptidfragmentacio
irodalombdl ismert empirikus és kvantumkemiai leirasan, valamint sajat kutatasainkon
alapul. A modell alkalmazdsdhoz és teszteléséhez tObb szaz peptid energiafliggé
tomegspektrumat hataroztuk meg és kidolgoztuk a szamitasok elvégzéséhez szlikséges
programcsomagot. A kidolgozott program lényegesen pontosabb eredményeket
szolgaltat, mint az irodalomban peptidek spektrumanak el6rejelzésére leggyakrabban
haszndlt SEQUEST program (http://fields.scripps.edu/sequest/). A  pontossagot
»hasonldségi index-szel”, 0 és 1 kozotti skélan jellemezve (ahol 1 jelenti a kiseérleti



spektrummal valo teljes egyezeést), az altalunk készitett program hasonléségi indexe 0.76,
mig a SEQEST esetében ez 0.37.

A kutatas eredménye mind elméleti, mind pedig gyakorlati szempontbol rendkivil
jelentés. Elméleti eredmeny a tomegspektrométerben lejatszédd peptid fragmentéciod
részletesebb leirdsa, és az ehhez sziikséges molekularis paraméterek meghatarozdsa. A
feladat megoldasanak igazan 4tat6 eredménye azonban a peptidszekvenalas
megkonnyitése és automatizaldsa, mely a proteomika, és ezen belll az 0.n. de-novo
peptidszekvenalds legfontosabb gyakorlati probléméai kozé tartozik. A kidolgozott
modszer és programcsomag jelenleg szabadalmazas alatt all, ezt kdvetéen publikaljuk.

b. Terépiasan alkalmazhato polipeptid hordozok témegspektrometriai jellemzése

Munkénk sorédn olyan Uj MALDI-TOF tomegspektrometridn alapuld modszert
dolgoztunk ki, amely alkalmas polilizin polimerek analitikai jellemzésére. A MALDI-
TOF tomegspektrometria nagy elénye, hogy segitségevel széles tomegtartomanyban
detektalhatunk egyszeresen toltott molekulaionokat, amelyek gyakorlatilag nem
fragmentalodnak. Kisérleteink soran részletesen tanulmanyoztuk a mintael6készités
hatasat, amelynek sorén ioncseréld, illetve forditott fazisi kromatografids hordozokat
vizsgaltunk. Megvizsgaltunk kilonbozé tipusi MALDI  maétrixként alkalmazhato
vegylletet, és azt tapasztaltuk, hogy a kilénb6z6 polimerizacios foku polilizin polimerek
a-ciano-4-hidroxi-fahéjsav (CCA) matrix alkalmazasaval jol definialhatd, polimerekre
jellemzo eloszlast adnak a spektrumban. A detektalhatd ionok egyszeresen protonéltak,
azonban nagyobb polimerizacids fokd polimereknél a spektrumban kétszeresen protonélt
ionok is megjelennek. A tObbszordsen toltott ionok megjelenése fligg a matrix
Osszetételétol. A mérések soran meghatarozhaté volt a polimerek végcsoportjanak
Osszetétele is, amelynek segitségevel mellékreakciokat tudtunk azonositani.

Kisérleteink sordn megfigyeltik, hogy a tdmegspektrumban detektalhatd
molekulaionok eloszldsa fligg a polimer koncentrécidjatdl. Az észlelt koncentrécio-
fuggést szintetikus peptidek alkalmazasaval modelleztik. Szilardfazisu peptidszintézis és
oldatfazisi fragmenskondenzacé kombinalasaval kilénb6zé tagszamu oligolizin
peptideket allitottuk elé. (n = 5, 10, 15, 20, 25, 30, 40, 50). Az elsallitott peptidek
keverékén vizsgaltuk a koncentracio valtoztatdsanak hatasat a peptidek relativ
intenzitdsara. A mérések soran azt tapasztaltuk, hogy a peptidek keverékében Kkis
koncentracio esetén (<1 pmol/mL) a kisebb molekulatémegii peptidek intenzivebben
jelentkeznek, de a koncentracié ndvelésével gyorsan ndvekszik a nagyobb peptidek
intenzitasa, és a spektrumban a legnagyobb témegli peptid csucsa valik uralkodova.
Hasonl6 jelenség észlelheté a polimerizécidval eldallitott polilizin mintdk esetén is,
ezekben az esetekben a spektrumban észlelheté eloszlas szélessége valtozik a polimer
koncentraciojatol, az eloszlas maximuma azonban nem.



c. Intermolekuléris kdlcsonhatasok, szupramolekularis komplexek vizsgalata.

A harmadik kutatdsi teriileten molekularis komplexek tomegspektrometrias
vizsgélatat valdsitottuk meg. Megjegyezzik, hogy ez a fent targyalt, proton Altal
Osszetartott komplexek témegspektrometriés vizsgalatahoz szorosan kapcsolodik.

Modszert dolgoztunk ki szolvatalt ionok eléallitdséra kereskedelmi forgalomban
kaphaté harmas kvadupol tipusu készuléken. Valtozatos szerkezetii klaszterionokat
allitottunk el6, melyeket részletesen megvizsgaltunk. A kisérletek sordn a készulék
gazbeereszt6 rendszerét modositva ion-molekula reakciok véghezvitelét tettik lehetéve
az atmoszférikus interface-ben. Egy adott fémso vizes oldatanak elektrospray
ionizacidjaval, majd az igy eloallitott gaz fazisa fémion illékony olddszer gézével torténd
reagaltatasaval nagy meéretii es valtozatos Osszetételii szolvatalt ionokat képeztlnk.
Vizsgaltuk az igy keletkezé ionok képzédesenek utjat és folyadékfazissal valo
kapcsolatat, az eredményeket publikaltuk.

A kidolgozott mddszer arra is lehetéséget nyujtott, hogy a tdmegspektrométerben
lejatsz0d0 gyors reakcidkat vizsgaljunk. Ez lett az alapja annak az Uj gaz fazisu
hidrogén/deutérium csere modszernek, amelyet a klaszterek eléallitasaval parhuzamosan
kidolgoztunk. Ez az (j technika lehetévé teszi, hogy az éaltalunk alkalmazott
tomegspektrométerben egy vizsgalandd molekula labilis (heteroatomokhoz kotott)
hidrogénjeit deutérumra cseréljik. A csere mértekébdl kdvetkeztetni lehet a molekula
szerkezetére, amelyet az azonos nomindlis tdmeggel rendelkez6 glutamin és lizin
megkllonboztetésével bizonyitottunk, mely eredményeket publikaltuk.

Az amerikai Purdue egyetemmel (Prof. R. Graham Cooks) egyuttmiikddve
tanulmanyoztuk a szerin asszociaciojaval létrejové oktamer szerkezetii komplex
hidrogén/deutérium cseréjét. Az eredményeket kozosen publikaltuk, bemutatva
elképzeléseinket a komplex szerkezetérol.

Tanulményoztunk tovabba makromolekularis komplexeket mind elektrospray
ionizacio, mind MALDI ionizécié segitségével. Az elektrospray ionizécids kisérletek
soran vizsgaltuk a cisz-parinarsav komplexkepzesét [B-laktoglobulinnal, tovabba
meghataroztuk a fehérje kotéhelyét liminalt tripszines emésztés segitségével. A MALDI
ionizacios kisérletekben modell rendszerként ellenanyag-antigén komplex képzodését
vizsgaltuk. A mérések soran elséként sikerllt egy poliklonalis ellenanyag és egy fehérje
kozott létrejove specifikus komplex képzédéset MALDI ionizacioval igazolni. Egy
spanyol kutatocsoporttal (Dr. Mercedes de Frutos, Madrid) egylttmikodve a
tomegspektrometrids kisérleteket ELISA mérésekkel parhuzamosan végeztik annak
érdekében, hogy a nem-specifikus komplexek képzédéset ki tudjuk zarni. Az
eredményeket mindkét esetben publikaltuk.

A molekuléris kolcsonhatasok vizsgalata témakdrben tanulmanyoztuk dn.
~minor groove binding” proteinek oligonukleotidokkal alkotott komplexeit. Uj
modszert dolgoztunk ki molekularis komplexek kimutatisara, mely szilard fazisd
hordozé (magnetic beads) alkalmazasan alapul.



