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Schechter-Berger némenklatura
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Szubsztrat

, P,-P,” kotés: a hasado kotés;
P.-P,’: szubsztrat hatohelyek;
S,-S,’: a P,-P,’ helyeknek megfelelo enzim hatohelyek;
P.-P,: a szubsztrat savkomponense (N-terminalis rész);
P,’-P,’: a szubsztrat aminkomponense (C-terminalis rész);
S,: az elsodleges specificitast meghatarozo hely;
P,: az S, helyet elfoglalé szubsztrat alegység.



Midnorabalitidcid syulbgratlisrpitin
S1A proteinazok kotofelszinei

S, helyek Katalitikus triad

S’ helyek

N-terminalis C-terminalis
S, helyek domén domén

S, helyek o
189. pozicid



Hatohely preferenciak

S1A tagok altalaban

P4 P3 P2 P1 P1, P2,

Szerpin statisztika | Ali.Hfb | Ali.Hfb/T | Hfb/P | - S Ali.Hfb

Kompetitiv/kvazi kompetitiv Hfb Hfb/P | Hfb/P | - |S/KisHfb| Hfb

kisérletek adatai

Acil-transzfer kisérletek
adatai

Peptid szubsztrat AliHfb | X | Hfb/P | - | S/Kis Hfb | Ali.Hfb

hasitohelyek
Szerkezeti adatok | Ali.Hfb X Hfb | - | Hfb/+ | Hfb
,Konszenzus’ Ali.Hfb | Hfb | Hfb/P | - | S/Hfb | Hfb

Hfb: hidroféb: Kis Hfb: kis hidroféb
Ali.Hfb: alifas hidroféb; Aro.Hfb: aromas hidrofob
+: pozitiv toltesu



Hatohely preferenciak

Tripszin Kimotripszin
P, P, P, P, |P’|P|P,|P;|P,|P,|P|P)
Szerpinek AltLlP/-[s|li1]1|T|L|-|s|A
Kompetitiv/ikvazi kompetitiv Aro. Ali.
kisérletek adatai = G P = I Hb | = | = | = | ™ | ™ | Hfo
Acil-transzfer kisérletek Aro. Ali.
adatai -1 =1 =" M Hfb | = | = | = | * R Hfb
Peptid szubsztrat Kis
hasitohelyek Hfb N SA| = S e | HB | YT RT | o | TIA N
: . Aro. | Ali. Ali.
Szerkezeti adatok | jg | X [#e | = | we | 0B X [ He | - | 4 | o
J Ali. Hfb/ Hfb/ | Aro. | Ali. Ali.
,Konszenzus u | F e | = | e | e hm | T || = [+HS| o

Hfb: hidroféb: Kis Hfb: kis hidroféb
Ali.Hfb: alifas hidroféb; Aro.Hfb: aromas hidrofob
+: pozitiv toltesu
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Optimalis kozos peptidgerinc tervezeése.
Megfontolasok

Alapkovetelmenyek:
1. S—P es S’—P’° kolcsonhatasok kialakitasa

2. Kompetitiv reakcioelrendezes
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Optimalis kozos peptidgerinc tervezese.
Megfontolasok

S—P és S’—P’ kolcsonhatasok kialakitasa

A P’ kélcsonhatasok hianya miatt a kromogen szubsztratok nem johetnek
szoba.

!

Az S1A enzim-szubsztrat kolcsonhatasokban altalaban sziikséges és elégseges
P —P,’ tavolsagot atfogo oligopeptid szubsztrat

Kompetitiv reakcioelrendezés

l

Olyan oligopeptidek kevereke, melyek azonos aminosavakat hordozo
wgerinccel” rendelkeznek, és csak a hasitohelyen (P, pozicio) tartalmazzak a

vigsgalando specificitasoknak megfelelo aminosav oldallancokat
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Optimalis kozos peptidgerinc tervezese.
Megfontolasok

Analitikai modszer:
1. Optikai detektalas
2. Egyeb modszerek (HPLC, feherje-

szekvenalas, MS)
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Optimalis kozos peptidgerinc tervezése.

Megfontolasok

Optikai detektalas
Egy lépéses egyszerii jeloléses vagy IFQ detektalashoz egyelore nem dall rendelkezésre
kello szamu kitlonbozo csoport.

Azonos jelolocsoportot, vagy IFQ csoport part tartalmazo szubsztratok

Az enzimatikus hasitas csak a komponensek elvalasztasa utan lenne kovetheto.

Egyéb modszerek
Feheérjeszekvenalas: a reakcioelegy ,,pool” szekvenalasa tobb analitikai buktatot is rejt.

Egyéb modszerek
HPLC: a jelolt oligopeptidek alkalmazasahoz képest csokkent érzékenység

!

Megelozo analitikai HPLC

A reakcioido novelese



Optimalis kozos peptidgerinc tervezeése.
Megfontolasok

P, pozicioban a két archetipust, a tripszin és kimotripszin specificitast reprezentalo

oldallancok: Arg, Lys, Trp, Phe, Tyr és Leu
P, pozicioban a HPLC elvalasztis belso standardjaként az egyik komponens

tartalmazzon inert aminosavat: Pro-t

*A kozos szekvencia egyforman elfogadhato vagy elfogadhatatlan mindkeét archetipus
és varhatoan a beloliik szarmaztathato mutansok, altalaban S1A proteinazok szamara.
P’ pozicioban nem tartalmazhatnak a szerin proteinaz hidrolizisben kedvezotlen,

wtiltott” aminosavakat: prolint, savas oldallancot.
*A kozos szekvencia aminosavai nem szolgdalhatnak jo hasitasi helykeént szerin
proteinazok szamara.
*Az oligopeptideknek oldhatoaknak kell lenniiik fiziologias koriilmények kozott,

nem tartalmazhatnak az oldodast gatlo hidrofob ,,magot”

lehetoleg tartalmazzanak az oldodast megkonnyito hidrofil oldallancokat.
*A peptidszekvencidakban ne legyenek olyan savas vagy bazikus ,,magok”, melyek a pH
helyi megvialtoztatasa réven befolydsolhatjak az enzimreakcio lefolyasat.
*Keriilendo olyan aminosavak beépitése, melyek problemdadt okozhatnak a szintézis vagy
a tisztitasi leépések sordn.
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Optimalis kozos peptidgerinc tervezése

A kozos P,-P,” mag tervezése
P, pozicio: Arg, Lys, Trp, Phe, Tyr, Leu és Pro
P, pozicio: hatohely preferenciak konszenzusa alapjan,
illeszkedve a klasszikus kromogen szubsztratokhoz: Pro
P, pozicio: hatohely preferenciak konszenzusa alapjan,
illeszkedve a klasszikus kromogen szubsztratokhoz: kis
hidrofob: Ala
P, pozicio: hatohely preferenciak konszenzusa alapjan,
illeszkedve a klasszikus kromogen szubsztratokhoz: kis
hidrofob: Ala
P’ pozicio: hatohely preferenciak konszenzusa alapjan,
atlagosan elfogadott: Ser
P,’ pozicio: hatohely preferenciak konszenzusa alapjan kis

hidrofob: Ala



Retencios ido becslés

A peptidkeverék komponensek retencios idoinek becslésére a kovetkezo
képletet hasznaltuk

T=B+AZDpn,

Ahol T, a retencios ido, D.: i aminosay oldallanc hozzajarulasa a peptid
retenciojahoz, n: i aminosav szama a peptidben, A és B: a kromatografias

rendszerre az oszlop, holtterfogatok, gradiens, és az eluensek altal meghatarozott

allandok.

Aminosav | Gly | Ala | Val | lle | Leu [ Phe | Tyr | Trp | Met | Pro
D 40| 24| 74| 27,4 gl eyt aavyyNIBEKIRE 14 5| 7.9
Aminosav | Ser | Thr | His | Arg | Lys [ Asp | Glu | Asn | GIn
D 11] 74| 73K -0.1] 27| 79] 32
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Optimalis kozos peptidgerinc tervezése. A
komponensek RP-HPLC elvalasztasanak hangolasa.

A magszekvencia retencios viszonyai

Rekker retencios ido (Ty,)

‘g peptid ha X
KIR|{P|Y|L|F|W
N | AAPX 9,6 | 12,7 | 20,6 | 33,7 | 39,1| 44,1 | 48,5
1. | T | AAPXSA 13,1| 16,1 | 24,1 | 37,2| 42,6 | 47,6 52
C|SA 3,5
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Optimalis kozos peptidgerinc tervezése. A
komponensek RP-HPLC elvalasztasanak hangolasa.

N | HAAPX 18,4 | 21,5| 29,4 | 42,5 | 47,9 | 52,9 | 57,3

2. | T | HAAPXSA 21,9 | 25,0 | 32,9 | 46,0 | 51,4 | 56,4 | 60,8

CIsA 3,5




N | HAAPX 18,4 | 21,5| 29,4 | 42,5| 47,9 | 52,9 | 57,3
T | HAAPXSADI 49,2 | 52,3| 60,2 | 73,3 | 78,7 | 83,7 | 88,1
C | SADI 30,8
N | HAAPX 18,4 | 21,5| 29,4 | 42,5| 47,9 | 52,9 | 57,3
T | HAAPXSADIQI 79,8 | 82,9| 90,8| 104 | 1093| 114| 119
C | SADIQl 61,4
N | HAAPX 18,4 | 21,5| 29,4 | 42,5| 47,9 | 52,9 | 57,3
T HAAPXSADIQIDI 1071 | 110,2 | 1181 | 131,2 | 136,6 | 141,6 146
C| sADIQIDI 88,7
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Az enzimatikus emeésztések reakciokorulmenyei
A enzimreakciokat nyolc kiilonbozo enzimmel (szarvasmarha tripszin, kimotripszin,

plazmin es trombin, egér endoproteindz Arg-C, patkany kimotripszin és mutans
tripszin (Tyrpszin), kecskerak tripszin) végeztiik. Az enzimkoncentrdciokat ugy
optimalizaltuk, hogy  osszehasonlithato, koézel azonos reakciosebességet
eredményezzen a kiilonféle enzimekkel végzett emésztesekben. A szubsztrdtkeverék

komponensek ekvimolaris elegyet a reakciopufferben (0,05 M TRIS-HCI, 18 mM
CaCl,) oldott egyedi oligopeptidek 1 mg/ml koncentracioju torzsoldataibol

o J o /

szubsztratkeverék-oldatba valo pipettdizasaval inditottuk es 25 °C-on, 8-as pH-n
vezettiik le. Az emésztéseket kiilonbozo reakcioidoknél (0, 1, 4, 16, 32, 64 perc) 100
ml_térfogatu alikvotok 20 ml 5 M-os ecetsavoldatba torténo injektdalasdval dallitottuk

e. szarvasmarha egeér patkany rak
=~ & = =. g=l = > @ = — =
S| B 3| ®| 3/¢g| 3| 3| %
© 2 N, = 3 | O3 2 k7 N,
S 5 - S =1 > 3 5 ':;‘5 S
o N @ N,
0)) C% ) 8‘ >

N
c[ uM] 40| 0,0012 | 0,0075 | 0,0012 | 0,0075 | 0,0075 | 0,0150 | 0,1500 | 0,0012




Mibnoradalitihaid

Patkany kimotripszin kromatogramserege

UV abszorbancia 220 nm-en

10 20 30

Retencids id6 [perc]

reakcioido

64 perc

32 perc

16 perc

4 perc

1 perc

0 perces allapot



Mibnoradalitihaid

szarvasmarha kimotripszin

A reproduktivitas ellenorzése

szarvasmarha tripszin

0 perces allapot 0 perces allapot 16 perces allapot 16 perces allapot
300000 H 300000 H 300000 300000 H
250000 M 250000 i 260000 H 20000 M
200000 — — M 200000 — — i 200000 — — M 20000 — — M
160000 1 — — M 150000 — — i 160000 -+ — — M 150000 — — M
c
0@ — — M 100000 1 — — i 100000 -+ — — M 100000 — — M
1
5&, — — M 50000 — — H 50000+ — — M 50000 — — H
c
o, - - L oH | 1 | 1 L 0H m | 1 | 1 L 0 _m | | | | L
N Lys Arg C-term Pro Tyr Leu Phe Trp Lys Ag C-term Pro Tyr Leu Phe Tp Lys Ag C-term Pro Tyr Leu Phe Trp Lys Ag C-term Pro Tyr Leu Phe Tp
N
©
-
o 3 3
c 32 perces dllapot 32 perces dllapot
©
2
o 300000 300000 H 300000 300000 -
N
) s 250000 H 250000 250000 -
Q9
< 200000 . M 200000 — — M 200000 1 200000 — — -
150000 11 — — 150000 — — M 150000 1 150000 — — -
100000 11 — — 100000 — — 100000 1 100000 — — -
B0 1 = —H Wl H s :[I:'m = — W H m 500 im: = — N
o m L LI L LB oH 0 L LAELL
Lys Arg Cerm Pro Tyr Leu Phe T Lys Ag C-term Pro Tyr Leu Phe T Lys Ag C-term Pro Tyr Leu Phe Tp Lys Ag C-term Pro Tyr Leu Phe T

Tartalmu peptid
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A szelektivitas ellenorzése |.
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Lys Arg Tyr Leu Phe Trp
tartalmu peptid

16 perces allapotok osszehasonlitasa
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A szelektivitas ellenorzése Il.
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tartalmu peptid



Csucsteriilet csokkenés [%]
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Szerig;n proteinazok teszteS!)ése

Patkany kimotripszin Szarvasmarha kimotripszin Tyrpszin
40 40
— 30 30 ——
— 20 20
10 10
\I_I\ \I_I 0 O
lys Arg Tyr Leu Phe Trp lys Arg Tyr Leu Phe Tip lys Arg Tyr Leu Phe Trp
50 50
Kecskerak tripszin Szarvasmarha tripszin Szarvasmarha plazmin
40 40
30 30
20 20 1 —
10 - 10
0 0 ‘ ‘ ‘
lys Arg  Tyr  Lleuw Phe Tmp lys Arg Tyr  Lew Phe T lLys Ag Tyr Leu Phe Trp
50 50
] Szarvasmarha trombin Egér endoproteinazArg-C
40 40
30 30
20 20
10 10
0 0
lys Arg Tyr Leu Phe Tip Lys  Arg Tyr  Leu Phe Tip




