OTKA jelentés, 2010, marcius

Az elmult esztendbben kisérleteink olyan stadiumba jutottak, hogy eredményeinket
nyilvdnossagra hozhattuk. A publikacidk nagy érdekl6dést keltettek, tdbb meghivast is kaptunk
el6éadasokra. Tervezzik, hogy ezen a terlleten tovabb dolgozunk.

A részletes jelentés.

1) Glikopeptideket dusitottunk affinitas-kromatografiaval. Marha szérumot hasznaltunk
forrasként, és elsésorban O-glikozilalt glikoproteinek jellemzésére féokuszaltunk. Az altalunk
hasznalt lektin, Jacalin, a mucin-tipusu glikozilacié 1 alapszerkezetéhez (GalB1-3GalNAca) mutat
affinitast, amennyiben az nincs a 6-0s poziciéban szubsztitualva. igy a médositott peptideken
diszacharidokra vagy a lezar6 szialsavval egyltt triszacharidokra szamithatunk. A dusitasi eljaras
reprodukalhatd, viszont sajnalatos maédon jelentés mennyiségli médositatlan peptid is kotédik az
oszlophoz. Ennek ellenére triptikus emésztés utan kb. 150 glikopeptidet tudunk izolalni anélkiil,
hogy a szérum kb. 98%-at alkoto, tobbségiikben nem O-glikozilalt fehérjéket eltavolitanank
valamilyen médon az emésztés elétt.

A glikopeptid-elegyek hazai analizise zémében csak jelenlétiket tudta igazolni. Ennek az az oka,
hogy a proteomikaban altalanosan hasznalt témegspektrometrias rendszerekben alkalmazott
Utkézéses aktivalas (CID) hatasara a glikozidos kotés sokkal kdnnyebben hasad, mint a
peptidkoteés, igy jobbara a modositd szénhidratrdl sikeril csupan informaciot szerezniink. 2008
végeétél mintaink analizisét a University of California San Francisco témegspektrometrias
laboratériumaban végeztik egy Uj fragmentacios technika, az elektron-transzfer disszociacio
(ETD) segitségével. Ez az analizacios moédszer hazankban nem elérheté.

Az analizisek eredményeképpen kb. 40 O-glikozilaciés helyet azonositottunk — ezek zéme eddig
ismeretlen volt. Miutan az ETD analizis viszonylag uj MS/MS technika, az adatokat-értelmez6
szoftvert is ki kellett fejleszteni. Glikopeptid-analizisiink az egyik hajtdmotorja volt a Protein
Prospector adatbaziskeresd program ilyen iranyu fejlesztésének.

Az analizishez szikséges eszkdzok fejlesztése utan, ismét az izolalasi mdédszerek fejlesztésére
keril a hangsuly, és ezen a terileten szeretnénk tovabb munkalkodni.

2) Analitikai szempontbdl az O-glikozilacié koérébe tartozik a sejten bellli, regulaciés feladatokat
ellatd, szintén Ser és Thr oldallancon eléfordulé GIcNAc modositas. Erre a poszt-transzlacios
modositasra is dolgoztunk ki egy dusitasi eljarast. Az eljaras kémiai valtozasokon alapul: a
GlIcNAc vicinalis hidroxilcsoportjait perjodat oxidaciéval karbonilla alakitjuk, amelyek hidrazid-
gyantaval reagalnak. Az ily mddon izolalt glikopeptidek hidroxilaminnal eleresztheték. A
modositott peptidek azonositésara, a glikozilaciés helyek meghatarozédsara CID és ETD analizist
is hasznaltunk. Ennek a modszernek az optimalizalasan, tovabbfejlesztésén is dolgozunk.
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