ZAROJELENTES:

Kapillaris elektrokromatograf (CEC)-tomegspektromeéeter (MS) interfész fejlesztés:

A munka els6 részében egy 1j tipusu kapillaris elektrokromatograf/tomegspektrométer
un. segédfolyadék nélkiili (sheathless) interfészt épitettiink meg. Ennél az interfésznél egy
cserélhetd aranyozott boroszilikat kapillarisba (nanospray kapillaris) egy kihuzott végii kvarc
kapillaris van dugva. Ennek az elrendezésnek tobb eldnye is van az altalanosan elterjedt
megoldasokkal szemben. A sheathless megoldasoknal a CEC kapilléris kihegyezett/kihtizott
vége altaldban valamilyen fémmel boritott, ami ki van téve az esetleges elektromos szikrak
okozta parolgasnak masrészt a mechanikai sériilésnek. Az altalunk eldéregyartott boroszilikat
hegyek sériilés esetén konnyen cserélhetdek, nem kell a joval iddigényesebben elkészithetd
kromatografids  oszlopokat kidobni. Maga a nanoelektroszpré a elektroszpré
tomegspektrometria legérzékenyebb moddszere, amely egészen kicsi aramlasi sebességek
mellett (10-50 nanoliter/perc) is stabil jelet ad, ami megfelel a CEC aramlasi sebességének.
Az éltalanosan hasznalt 360 :m es kapillarisnal vékonyabb ezéltal hajlékonyabb 150 :m-es
CEC oszlop alkalmazasaval finomabban lehet a kapillarisokat dsszeilleszteni, ezaltal sikertilt
a finom kapillaris hegyek sériilésének valoszinliségét csokkenteni és a kisebb atmérdji
kapillarissal a hegyek kozotti holt térfogatot kb. 0,004 nanoliterre csokkenteni, amely kis
térfogat mar elhanyagolhato a csucsszélesedés szempontjabol. A CEC tapegység aramkore a
kihuzott boroszilikat kapillaris arany bevonatan és a kapillarisok kozotti folyadékon keresztiil
zarddik (kiilsé elektrod) igy a viz elektrolitikus bomlasabdl szarmazé buborékképzédés nem
gatolhatja az elektroforézist.

Kis mennyiségben rendelkezésre allo anyagok analizise:

mennyiségeinek (néhany :1) analizisére fejlesztették ki. Sokszor, amikor csak csak néhany
mikroliter minta all rendelkezésre Osszesen, ez is nagy veszteségnek szadmit. A nanoszpré
kapillarisba ugyanis legalabb 0,5-1 :I-t be kell mérni (ennél kisebb térfogatok elvesznek az
ivegfal nedvesitése és a parolgds miatt) annak ellenére, hogy az analizishez a
tomegspektrométer érzékenysége alapjan néhany nanoliter minta is elegendd lenne. Az
altalunk kifejlesztett CE-MS interfésszel sikeriilt megoldani az ilyen kis mennyiségek
injektalasat, és ha nem sziikséges a minta elvalasztasa, kellden rovid kapillarissal az analizis
id6 is 1-2 percen belill marad. Ennek az 10j injektalasi modszernek az alkalmazaséaval
gyakorlati szempontbol kikiiszobdlhetd a mintaveszteség.

Rutin analitikai modszer petidek gyors elvalasztasara és gyors analizisére

A rutinszerlien alkalmazott mddszereknél fontos kdvetelmény, hogy a raforditott ido
megfelelden rovid legyen. Intézetiinkben a szintetikus peptidek tisztitds eldtti ellendrzése
analitikai HPLC-vel, majd a megfelel¢ frakcido tomegpekrometrids analizisével torténik
altalaban. Azokban az esetekben ha a kromatogram talsagosan komplex ahhoz, hogy el
lehessen donteni hogy az elegyben melyik cstcs tartalmazza, vagy hogy egyaltalan
tartalmazza-e az elegy a kivant komponenst, sok esetben HPLC/MS mérésre van sziikség.
Ennek a modszernek jo alternativija a CEC/MS vizsgalat. A savas kozegben altalaban
pozitivan toltott peptideknek viszonylag kicsi a migracios idejilik, igy az analizisidé sokkal
rovidebb lehet a HPLC-s futdsnal, persze ez természetesen fiigg a vizsgalt anyagtol. A hazilag
készitett oszlopok olcsok, a sziikséges tolteteket az analitikai feladathoz szabadon



valaszthatjuk meg. A CEC oszlopok toltésére egy egyszerii mddszert dolgoztunk ki. A
perfuzios toltetek hasznalata lehetévé tette, hogy oszloptoltéshez sziikséges nyomadst egy
Hamilton fecskenddvel is el lehet érni, igy ugyanez a fecskendd az oszlop mosaséara is
hasznalhato.

A rendszert sikerrel alkalmaztuk olyan sok arginint tartalmazé peptidek gyors (a
sziikséges 2-3 perc analizisidd kb. 6tode egy HPLC-s mérésnek) mérésére ahol a kozvetlen
tomegspektrometrids mérést a trifluoracetat ionnal (TFA) torténd erds ionparképzd hatas
akadalyozza. Az elvalasztas nélkiili mérésben a TFA-val alkotott adduktok miatt gyakorlatilag
nem lehetett molekulaiont detektalni (ez a zavar6 jelenség a sok bazisos csoportot tartalmazo
anyagok analizisénél ismert, igy valosziniileg a modszer kiterjeszthetd mas ilyen jellegii
problémak megoldasara is). A CEC/MS felvétel esetén ezek a zavard adduktok eltlintek, az
igy nyert tomegspektrum tisztdn tartalmazta a molekulaiont. Az elézdéekben leirt
eredményekrol a kdzleményben szamoltunk be (Kele et al.)

F-amiloid 1-42 koncentracio meghatarozas CEC/MS modszerrel

kovetkezd stabilizotop jelzésen alapuldé CEC/MS modszert dolgoztuk ki. A vizsgalando
mintdhoz a 3-amiloid 1-42 deutérium (D) jelzett valtozatat keverjiik ismert mennyiségben. A
mintafeldolgozas alatt az ismeretlen, és hozzaadott anyag aranya nem valtozik, igy a D jelzett
¢s a konnyli cstcsok Osszehasonlitdsdval a meghatarozhat6 a polipeptid koncentracidja. Az
aggregaciora hajlamos, apolaros anyag mérése nem konnyu tomegspektrometrids feladat, de a
mérés érzékenysége novelhetd, ha a polipeptid tripszines emésztményének fragmenseit
vizsgaljuk, hiszen a molekuldnak vannak poldrosabb, 6nmagéban jobban ionizalhato, ezaltal
nagyobb érzékenységgel detektalhatdo részei is. Megtalaltuk azt a fragmenst, amely a 3-
amiloid 1-42 proteolitikus emésztésekor a legnagyobb érzékenységgel hatarozhatdé meg (ez a
17-28-as fragmens) igy ebbe a szekvenciarészbe épitjiik be a D-jelzett aminosavat. A jelzett
¢s a jeloletlen peptid természetesen ugyanakkora migracios iddvel jelenik meg, a
tomegspektrumban megkett6zodott csicsot adva. A csucsaranyok aranyosak a jeldlt és a
érzékenység tesztek alapjan mar kevesebb, mint 0,2 :g anyag tripszines emésztményébol
kiindulva, annak 1/1000-d részét felhasznalva, CEC-MS technikdval megvalosithatdo a
mennyiségi meghatdrozas. Ez a munka jelenleg még folyamatban van, kozlése mas, 3-
amiloiddal kapcsolatos munka részeként varhato.

Peptidek CEC/MS/MS szekvenalasa:

A fehérjék azonositidsara a proteomikaban széleskorlien hasznalt egyik eljarasban a
fehérje  enzimatikus  hidrolizisébdl  szamaz6é  peptidek  szekvencidjat  tandem
tomegspekrometrias (MS/MS) modszerrel probaljak meghatarozni, és Osszevetni a fehérje
adatbazisokban talalhato ismert szekvencidkkal. Ebben a technikaban a vizsgélni kivéant
peptidet tandem tomegspektrométerben fragmentaljak, és a fragmenseknek veszik fel a
tomegspektrumat. Az hogy a fragmentécio soran peptidekbdl milyen ionok képzddhetnek jol
josolhatd, igy a spektrumot az adatbazisbeli fehérjeszekvencidk fragmenseinek becsiilt
MS/MS spektrumaval 0Osszehasonlitva megmondhatd, hogy a mért spektrum melyik
fehérjébdl szarmazo szamolt spektrummal egyezik a legjobban. Természetesen ez a modszer a
fehérjeazonositasra csak akkor miikddik, ha a fehérje benne van az adatbazisban. Ha nincs
benne, akkor is lehet6ség van a proteolitikus fragmensek szekvencidjanak meghatarozasara az
ugynevezett ,,de novo” szekvenalds (Standing), csak ehhez jol értékelheté MS/MS
spektrumokra van sziikség. Ugyanis a szekvencia ismeretében mindig josolhaté valamilyen



spektrum, de a mért spektrumbdl nem konnyli a szekvencidt meghatarozni. A peptidek
MS/MS spektrumanak mindsége nagymértékben fiigg a szekvenciatdl ezért altalanosan
hasznalhato eljaras nincs a megfejtésiikre, minél tobb informaciot tartalmaz a spektrum annal
nagyobb az esély a fehérje azonositasara. A spektrumok komplexitasa jelentés mértékben
csOkkenthetd egy allando pozitiv toltést bejuttaté N-vagy C-terminalis peptidjelolés moddal,
amely tandem tomegspektrometrias vizsgalat esetén segitséget nyujt az N-vagy C-terminalis
ionok elkiilonitésében, ezzel megkonnyitve a szekvenciameghatarozast. Az ilyen
szarmazékképzésre szamos modszer ismert az irodalomban (Roth et al.). Az A&ltalunk
alkalmazott 1) modszerben 2,5-dibrom-N-etil-tiaz6lium  vegytilettel valdé  gyors
szarmazékképzéssel egy olyan peptidszdrmazékhoz jutunk, ami alland6 pozitiv toltést és
rdadasul brémot tartalmaz. A Br tartalmu jelolések jelenléte a brom sajatos izotopeloszlasa
kévetkeztében (7Br, *'Br, kb. 1:1 aranyban) a tdmegspektrumban koénnyen azonosithato, az
allando pozitiv toltés pedig megnodveli azon cstcsok intenzitasat, ahol a fragmentdcié utan a
toltés marad (N-vagy C-terminalis). A CEC-MS technika alkalmazéasaval konnyen
megszabadulhatunk a zavar6 reagensektdl (bazis, jelolészer maradéka), ¢s tobbnyire
elkiilonithetéek és kiilon vizsgdlhatdak az N-termindlis és az esetleges oldallanc jelolés
termékei. A legfontosabb eredmény pedig az, hogy a "Br és a *'Br izotopokat tartalmazé
jelolt peptidekrdl kiilon-kiilon CEC-MS iitk6zési disszociacios (CID) spektrumot felvéve,
majd a spektrumokat egyesitve a jeloldszert tartalmazo (N-vagy éppen C-terminalis) ionok
mar eleve nagyobb intezitast csticsai megkettdzddnek, igy azok egyértelmiien azonosithatdak.
A kiilonbségi spektrum pedig mar csak a jeldlt részhez tartoz6 ionokat fogja tartalmazni
szamottevd intenzitdssal. Vizsgalataink szerint a fenti jelolészer elsésorban a lizin
oldallancahoz kapcsolodik (a fehérjék tripszines emésztésekor lizin és arginin lehet a C-
terminalison) ekkor C-terminalison jel6lt iont kapunk, ha nincs lizin a peptidben, akkor pedig
az N-terminalishoz. Ekkor a C-terminalison arginin talalhaté. Igy megkiilonboztetheté a lizin
végl peptid az arginin végitél. Ha a C-terminalison lizin van, valahol k6zépen pedig arginin
(ez gyakori eset nem teljes enzimatikus hasitas esetén), az MS/MS spektrum rendkiviil
bonyolult lehet mert a t61tés mind a lizinen, mind az argininen lokalizalodhat, igy rendkiviil
sokféle ion lesz a spektrumban. Az ilyen esetekben a lizin jelolése ,,letisztitja” a spektrumot:
azonositani lehet a C-termindlis ionokat.

A jelolészer alkalmazédsaval egy olyan modszert sikeriilt kidolgozni, ami alkalmas
gyors szarmazékképzésre, és ami a peptidekkel és a tomegspektrométerrel kompatibilis
oldészerben miikodik (NH4sHCO;3 0,05M vizes oldata). Segitségével egyszeriibbé tehetd a
tandem tomegspektrometrids spektrumok kiértékelése, megkiilonboztethetéek a lizin és az
arginin végli peptidek, ezaltal tobbletinformacié nyerheté az adatbazison alapuld
fehérjeazonositdshoz. Az éallando pozitiv toltéssel rendelkezd szarmazékoknak rovid a
migracios ideje, igy CEC/MS rendszerben gyorsan elvalaszthatoak.

(CE-MS analysis of bromo-containing derivatives of peptides (poszter) Informal Meeting on
Mass Spectrometry Fierra di Primiero Italy 2005). Az eredmények kozlése folyamatban van.

Kutatdsaink alapjan egy masik reagenssel a 2,5-dibrém-N-etil-piridinium soval
szelektiven jelolhetd a cisztein €s a tirozin, igy alladé pozitiv toltés bevitelével megnovelve az
ilyen aminosavakat tartalmazo peptidek detektalasanak érzékenységét. A jelolt aminosavak a
peptid fragmentacioja soran belsd kihasadassal olyan csak rajuk jellemz6 Br-tartalma, allando
pozitiv toltést tartalmazod, ezéltal kdnnyen azonosithatd és nagy érzékenységgel detektalhato
jont adnak, ami diagnosztikus értékéi a jelenlétiikre. Igy nemcsak hogy kénnyebben
értelmezhetd a fragmentdzidés képiik a Br-tartalmi reagensnek koszonhetden, hanem a
CEC/MS/MS technika soran az ugynevezett prekurzor ion szkenmodot alkalmazva (ahol a
tomegspektrométer csak azoknak a petideknek a tomegspektrumat rogziti, amelyekbdl egy
elore beallitott m/z értékli fragmens képzddik) a tomeg elektrokromatogramban csak akkor



kapunk jelet, ha éppen Tyr vagy Cys tartalma peptid elualddik, a beallitastol fliggden. Az
ilyen elektroforogramot Osszevetve a total ion elektroforogrammal megtudhatjuk mely
fragmensek tartalmaztak Tyr és melyek Cys aminosavakat. Ezek a tobbletinformaciok szintén
megkonnyitik a vizsgalt fehérje egyértelmii azonositasat.

Ezeket az eredményeket az Informal Meeting on Mass Spectrometry Ustron Poland
2006 konferencian, valamint folyoiratcikkben mutatjuk be.
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