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Fehérjeanalitika

60-as éevektdl: Edman szekvenalas

90-es évektdl: Tomegspektrometria (ESI, MALDI)

(de novo és DNS adatbazisok alapjan)

Poszt-transzlacios modositasok
vizsgalata!



Poszt-transzlacios modositasok

Foszforilacio

Szulfatalas Acetilezés

Diszulfid hid Metilezés
@ ioniici

—Szerkezet, stabilitas, lokalizacio, aktivitas



Extracellularis glikozilacié
*

A Fukoz (Fuc)

& Szialsav (SA)
) Galaktoz(Gal)
@® Mannoéz (Man)
1 GalNAc

B GIcNAc

N-glikan

citoszol
C-glikozilacio: Trp + Manndz (1994)
O-glikozilacio: Tyr-on is!!! (2011)

www.neb.com S-glikozilacio: Cys + GIcNAc (2016)



Mucin-tipusu (GalNAca) O-glikan magszerkezetek

L 0—sSer/Thr X 0—Ser/Thr
B3 B3
Core 1 Core 3
6 B6
gO—Ser/Thr gO—Ser/Thr
B3 B3
Core 2 Core 4
6
3 X 0—sSer/Thr 2L 0—ser/Thr
& Core 5 Core 7
B6
gO—Ser/Thr 3 2 0—Ser/Thr
o
Core 6 Core 8

GalNAc

B GIcNAC

O Gal




Bioldgiai funkcio
Altaldnos

* Fehérje szerkezet, oldhatdsag, stabilitas
* Sejt-sejt kommunikacio
e Sejtadhézio

Fehérje / helyspecifikus

* |gA nefropatia
e familial tumoral calcinosis (FGF23 hormon)
* Proprotein konvertaz

Rak, autoimmun betegségek — glikozilacids mintazat megvaltozik
Felhasznalhato a betegség kimutatasara?
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Tovabbi nehézségek

Dusitas: kis glikdn: mddositatlan peptidekhez hasonld
fiziko-kémiai tulajdonsagok

MS/MS: (itkozéses aktivalas: cukor “lerepil”
ECD/ETD: glikdn részrdl limitalt informacio
hatékonysag

Automatizalt adatkiértékelés — meghizhatésag?



MS/MS (iitkdzéses aktivalas, CID|HCD)

maodositatlan peptid

160601_03 #3103 RT: 22.87 AV:1 NL: 6.16E5

T: FTMS + ¢ NSI d Full ms2 906.11@hcd30.00 [ - Ya3(3+)
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« Glikopeptid : peptid szekvencia?
glikan (szerkezet)?

modositas helye?
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Szérumfehérjék O-glikozilacios vizsgalata

a-2,6

— Ser/Thr
a-1

B-1,3

a-2,3

Dusitas: lektin affinitas kromatografia

eJacalin (Galf31,3GalNAca.)

+ ERLIC (hidrofilicitas, savassag)

+ mIEX
+ Jacalin

*Buzacsira agglutinin (WGA)

+ Jacalin

RPLC-MS: HCD és ETD
adatok
Kiertékelés: adatbazis



Biztos jo, amit az adatbazis keres6 mond?

Human szérum triptikus emésztmény
Kétkoros lektin affinitas dusitas (WGA)

Varatlan glikan szerkezetek?

HexNAcHexFuc ???
m/z 4 \\\ Peptide RT(min) Score Expect
X
Peptid 1 | 890.4311 | 3 TFVLS(511.19)ALQPSPTHSSSNTQR 15.617 34.4 0.0085
Peptid 2 | 938.7789 TFVLSALQPS(6SE‘5§.23)PTHSSSNTQR 39.583 41.7 8.90E-05
Peptid 3 | 973.1314 TFVLSALQPS(759.29)PTHSSSNTQR 35.433 29.9 0.0023
" v HexNAcHexSA

2?7



E:\OT_Elite\130809_3
1208 exp 5/20 ul

130809_3 #6948 RT: 39.59 AV: 1 NL: 9.41E
T: FTMS + ¢ NSI d Full ms2 939.11@hcd35.00 [:
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o

8/9/2013 10:28:37 AM

WGA double digest pooled
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E:\OT_Elite\130809_3

1208 exp 5/20

ul

130809 _3 #2371 RT: 15.62 AV:1 NL: 1.91E
T: FTMS + ¢ NSI d Full ms2 890.76@hcd35.00 [:
138.055

100+

90

80

704

604

50% **

N W A
P ?
1

=
o

*

*

204.087

257 113

o

359. 144

Va,, b, b, ???
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395 166

A0 A N1D

NEM

200
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649. 81w

‘ 705. 331

8/9/2013 10:28:37 AM

WGA double digest pooled

(2+)

863.907

Yo
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‘ 11 ’|y]-0

7 -VLSALQPSPTHSSSNTQR + Hay et

A AN

Y12

1298.615

G
Y12

1501.677
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Y,!

)
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—
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RT(min)

Score

Expect

1004

Peptid 1

890.4311

VLS(511.19)ALQPSPTHSSSNTQR

15.617

34.4

0.0085

Peptid 2

938.7789

TFVLSALQPS(656.23)PTHSSSNTQR

39.583

41.7

8.90E-05

Peptid 3

973.1314

TFVLSALQPS(759.29)PTHSSSNTQR

35.433

29.9

0.0023

229 2

\1 ‘\
e

389.4 502.3

322.1

i b

590.5

485. 4 522 3

S M ‘\ i |ﬂ 1‘

7 g,
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200

400

600

800
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1000
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E:\OT_Elite\130809_3 8/9/2013 10:28:37 AM WGA double digest pooled
1208 exp 5/20 ul

130809 _3 #2371 RT: 15.62 AV:1

T: FTMS + ¢ NSI d Full ms2 890.76@ VLSALQPSPTHSSSNTQR + 759
138.055
100
807 204.087 1298.615
60 Y
] 0
40
] ps711g 377153 649,610 1501677 1909.977
20 863.907 955,994
] ‘ 484 313 557.769 ‘ } 779. 370 | ' ‘ 1114.540 1426.692 1866.004
oLl HH‘ \M\M H \\ "\ L ‘\\\'\M
I 1 T T B T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
200 600 800 1000 1200 1400 1600 1800
m/z
130809_3 #6948 RT: 39.59 AV: 1 NL: 9.41E4
T: FTMS + ¢ NSI d Full ms2 939.11@hcd35.00 [100.00-2000.00] TFVLSALQPSPTHSSSNTQR + 656
249.123 1298.609

100 :
e || \

A HCD spektrumok meglehetdsen hasonlitanak —
val6sziniileg nem a peptid, hanem a GLIKAN HORDOZZA A MODOSITAST

557.764 779.371 1501.691
849.417 114.528 1426.662 1697.819
% “ ‘ ‘ ‘ ‘ 389.181 ' \ 0 ’ 1201.550 ' ' 1539.757 } 1811.909
L] ‘H\ \\\‘I\H\‘H‘\“HH\\I H‘UH“"\‘H“H““\H\“H“_\‘H‘H‘H‘l“Hi[\\‘H““LH"H“HH“H“\‘HH‘_H“‘HH‘H““‘H‘H‘\_H“‘\H“HH‘\HHI“H“JH“HH\“HH‘HH‘“‘H‘H\H“H
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25— 974.581
20
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. 249.124
104 186,076 248,192 Y0
] 377.156 .
5+ 300 155 488 249 19348 5,326 779.365  957.560 1078555 1184.603 1337.03(4)126 68115 e 1663.758
] ‘ ‘ ‘ 19.34 ‘ ‘ | : ' : : : 1810.917 1901.895
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E:\OT_Elite\130809_3
1208 exp 5/20 ul

130809_3 #2372 RT: 15.62 AV:1
T: ITMS + ¢ NSI d sa Full ms2 890.7¢

254

20

10—

[8)]
R

8/9/2013 10:28:37 AM

WGA double digest pooled
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130809_3 #6949 RT: 39.60 AV: 1 NL: 8.87E5
T: ITMS + ¢ NSI d sa Full ms2 939.11@etd66.67 [50.00-2000.00]
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20
15
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130809_3 #6205 RT: 36.08 AV: 1 NL: 4.81E4
T: ITMS + ¢ NSI d sa Full ms2 973.47@etd66.67 [50.00-2000.00]
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E:\OT_Elite\130809_3
1208 exp 5/20 ul

8/9/2013 10:28:37 AM

WGA double digest pooled

130809_3 #2371 RT: 15.62 AV:1
T: FTMS + ¢ NSI d Full ms2 890.76@
138.1

lOOj *
80 * 204.1
- SA + 103 Da
60 186.1 0
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40-] 126.1
] * a, 257.1 3501372
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Milyen reagenseket hasznaltunk a mintael6készités soran?
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Tanulsagok

e PTM analizis - adatkiértékel6 szoftverek
tovabbi fejlesztésre szorulnak

* Az eredmények manualis validalasa egyel6re
megkerulhetetlen



Koszonetnyilvanitas

Dr. Toth Géza, Dr. Dirk Tourwe

MTA SzBK Proteomikai Laboratorium
Dr. Medzihradszky Katalin
Hunyadi-Gulyas Eva, Klement Eva

Alapitvany a Magyar Peptid- és Fehérjekutatasért
Soros Alapitvany

Magyar Allami Eétvos Osztdndi]

MTA Bolyai Janos Kutatasi Osztondij

OTKA



