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Roviditések jegyzéke

CID utkdzeés indukalt disszociacio (collison induckssociation)

con A konkanavalin A (concanavalin A)

Da dalton (dalton)

DDA adatfig@ analizis (data dependent analysis)

DNS dezoxiribonukleinsav (deoxyribonucleic acid)

dre kiterjesztett dinamikus tartomanyu méres
(dynamic range enhancement)

DTT 1,4-ditio-treitol (1,4-dithiothreitol)

ECD elektron befogasos disszociacio
(electron capture dissociation)

EDTA etilén-diamin-tetraecetsav (ethylenediamineiatetic acid)

El elektron(ltk6zéses) ionizacio (electron ioniaaji

ER endoplazmas retikulum (endoplasmic reticulum)

ESI elektroporlasztasos ionizacio (electrosprayzation)

ETD elektron transzfer disszociacio (electron trandissociation)

ETFE etilén-tetrafluor-etilén (ethylene tetrafluetioylene)

FDA Egyesiilt Allamok Elelmezési és Gyogyszeriigyi Hilata
(Food and Drug Administration)

FEP fluorozott etilén-propilén (fluorinated ethyéepropylene)

FT-ICR Fourier transzformacios ion ciklotron rezociaranalizator
(Fourier transform ion cyclotron resonance analyze

GC gazkromatografia (gas chromatography)

Gy gray (gray)

HILIC hidrofil kblcsénhatason alapul6 folyadékkrormgtafia
(hydrophilic interaction liquid chromatography)

HPLC nagyhatékonysagu folyadékkromatografia
(high performance liquid chromatography)

LC folyadékkromatografia (liquid chromatography)

m/z tomeg/toltés (mass-to-charge)
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matrix segitett Iézer deszorpcid/ionizacié
(matrix-assisted laser desorption/ionization)

hirvivb ribonukleinsav (messenger ribonucleic acid)
tobmegspektrometria (mass spectrometry)

tandem tomegspektrometria (tandem mass speetry)

nl/perc nagysagrénéramlasi sebességre optimalt
elektrospray ionizacio (nano-electrospray ionaai

nanoaramlasos nagyhatékonysagu folyad@letografia
(nanoflow high performance liquid chromatography)
orozomukoid, alfa-1-savas glikoprotein
(orosomucoid, alpha-1-acid glycoprotein)
izoelektromos pont (isoelectric point)

peptid tomeg ujjlenyomat (peptide mass fingatprg)

peptitl-glikozidaz F (peptideN-glycosidase F)
kvadrupdl analizator (quadrupole analyzer)
minssegelledrzé minta (quality control)

kvadrupol és repulésiddnalizator

(quadrupole and time-of-flight analyzer)
radiéfrekvencias feszuiltség (radio frequency)
forditott fazisi nagyhatékonysagu folyadékiatografia
(reversed phase high performance liquid chromafugy)
standard deviacio (standard deviation)

relativ standard deviacio (relative standardadiew)
repulési id analizator (time-of-flight analyzer)
uridin-difoszfat (uridine diphosphate)
ultra-nagyhatékonysagu folyadékkromatografia
(ultra performance liquid chromatography)
ultraibolya sugarzas (ultraviolet radiation)

blazacsira agglutinin (wheat germ agglutinin)
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A dolgozatban éfordul6 aminosavak:

Arg
Asn
Asp
Lys
Met
Pro
Ser
Thr
Trp
Tyr

arginin (arginine)

aszparagin (asparagine)
aszparaginsav (aspartic acid)
lizin (lysine)

metionin (methionine)

prolin (proline)

szerin (serine)

treonin (threonine)

triptofén (tryptophan)

tirozin (tyrosine)

A dolgozatban éfordul6 fehérjék Uniprot azonositoi:

A1AG1_HUMAN
A1AG2_HUMAN
AlAT_HUMAN
A1BG_HUMAN
A2GL_HUMAN

A2MG_HUMAN
AACT_HUMAN
AFAM_HUMAN
ALBU_HUMAN
ALS_HUMAN

AMBP_HUMAN
ANT3_HUMAN
APOA1_HUMAN
APOA2_HUMAN
APOA4_HUMAN
APOB_HUMAN

alfa-1-savas glikoprotein 1 (alpha-1-agigtcoprotein 1)
alfa-1-savas glikoprotein 2 (alpha-1-agigicoprotein 2)
alfa-1-antitripszin (alpha-1-antitrypsin)
alfa-1B-glikoprotein (alpha-1B-glycoprotein)
leucinban gazdag alfa-2-glikoprotein

(leucine-rich alpha-2-glycoprotein)
alfa-2-makroglobulin (alpha-2-macroglobulin)
alfa-1-antikimotripszin (alpha-1-antichymopsin)
afamin (afamin)

szérum albumin (serum albumin)

inzulinszeti névekedési faktor-kétfehérje komplex
labilis savas alegység (insulin-like growth fadbameling
protein complex acid labile subunit)

AMBP fehérje (protein AMBP)

antitrombin-III (antithrombin-111)

apolipoprotein A-I (apolipoprotein A-I)
apolipoprotein A-Il (apolipoprotein A-II)
apolipoprotein A-1V (apolipoprotein A-1V)
apolipoprotein B-100 (apolipoprotein B-100)



APOH_HUMAN
ATRN_HUMAN
C1QA_HUMAN

C1R_HUMAN

C1S_HUMAN

C4BPA_HUMAN
CERU_HUMAN
CFAB_HUMAN
CFAH_HUMAN
CFAI_HUMAN
CLUS_HUMAN
CO3_HUMAN
CO4A_HUMAN
CO4B_HUMAN
CO6_HUMAN
CO7_HUMAN
CO8G_HUMAN

CO9 HUMAN
CPN2_HUMAN

ECM1_HUMAN

F13B_HUMAN

FETUA_HUMAN
FHR1_HUMAN

FINC_HUMAN
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béta-2-glikoprotein 1 (beta-2-glycoprotein 1)
attraktin (attractin)

komplement C1qg alkomponens A alegység
(complement C1qg subcomponent subunit A)
komplement C1r alkomponens
(complement C1r subcomponent)
komplement C1s alkomponens

(complement C1s subcomponent)

C4b-kob fehérje alfa lanc (C4b-binding protein alpha chain)

ceruloplazmin (ceruloplasmin)

komplement faktor B (complement factor B)
komplement faktor H (complement factor H)
komplement faktor | (complement factor I)

kluszterin (clusterin)

komplement C3 (complement C3)

komplement C4-A (complement C4-A)

komplement C4-B (complement C4-B)

komplement komponens C6 (complement compoGént
komplement komponens C7 (complement compoGeéin
komplement komponens C8 gamma lanc
(complement component C8 gamma chain)
komplement komponens C9 (complement compo@ént
karboxipeptidaz N 2-es alegység

(carboxypeptidase N subunit 2)

extracellularis matrix fehérje 1

(extracellular matrix protein 1)

koagulacios faktor XIlI B lanc

(coagulation factor XlIl B chain)
alfa-2-HS-glikoprotein (alpha-2-HS-glycopein)
komplement faktor H-hoz tartoz6 fehérje 1
(complement factor H-related protein 1)

fibronektin (fibronectin)



GELS_HUMAN
HBB_HUMAN
HEMO_HUMAN
HEP2_HUMAN
HPT_HUMAN
HPTR_HUMAN
HRG_HUMAN
IC1_HUMAN
IGHAL_HUMAN
IGHA2_ HUMAN
IGHD_HUMAN
IGHG3_HUMAN
IGHM_HUMAN
IGKC_HUMAN
ITIHL_HUMAN
ITIH2_ HUMAN
ITIH4_HUMAN
KLKB1_HUMAN
KNG1_HUMAN

KVv302_HUMAN

LAC1_HUMAN
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gelzolin (gelsolin)

hemoglobin béta alegység (hemoglobin subbeit)
hemopexin (hemopexin)

heparin kofaktor 2 (heparin cofactor 2)
haptoglobin (haptoglobin)

haptoglobinhoz tartoz6 fehérje (haptogloletated protein)
hisztidinben gazdag glikoprotein (histidinekriglycoprotein)
plazma protedz C1 inhibitor (plasma proteasen@ibitor)
immunglobulin alfa-1 lanc C régié

(Ig alpha-1 chain C region)

immunglobulin alfa-2 lanc C régio

(Ig alpha-2 chain C region)

immunglobulin delta lanc C régio

(Ig delta chain C region)

immunglobulin gamma-3 lanc C régio

(Ilg gamma-3 chain C region)

immunglobulin p lanc C régié

(Ig mu chain C region)

immunglobulin kappa lanc C régio

(Ig kappa chain C region)

inter-alfa-tripszin inhibitor nehéz lanc H1
(inter-alpha-trypsin inhibitor heavy chain H1)
inter-alfa-tripszin inhibitor nehéz lanc H2
(inter-alpha-trypsin inhibitor heavy chain H2)
inter-alfa-tripszin inhibitor nehéz lanc H4
(inter-alpha-trypsin inhibitor heavy chain H4)
plazma kallikrein (plasma kallikrein)

kininogén-1 (kininogen-1)

immunglobulin kappa lanc V-Ill régio SIE

(Ig kappa chain V-III region SIE)

immunglobulin lambda-1 lanc C régi6

(Ig lambda-1 chain C regions)



LAC2_HUMAN

LAC7_HUMAN

LUM_HUMAN
PLMN_HUMAN
PON1_HUMAN

PROS_HUMAN
STT3A_HUMAN

STT3B_HUMAN

THRB_HUMAN
TRFE_HUMAN
VTDB_HUMAN
VTNC_HUMAN
ZA2G_HUMAN
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immunglobulin lambda-2 l1anc C régié

(lg lambda-2 chain C regions)

immunglobulin lambda-7 lanc C régio

(Ig lambda-7 chain C region)
lumikan (lumican)

plazminogén (plasminogen)

szeérum paraoxonaz/arilészteraz 1

(serum paraoxonase/arylesterase 1)

vitamin K-fig¢ fehérje S (vitamin K-dependent protein S)
dolikol-difoszfo-oligoszacharid-fehérjdikpziltranszferaz
STT3A alegység (dolichyl-diphosphooligosaccharide-
protein glycosyltransferase subunit STT3A)
dolikol-difoszfo-oligoszacharid-fehérjdikgpziltranszferaz
STT3B alegység (dolichyl-diphosphooligosaccharide-
protein glycosyltransferase subunit STT3B)
protrombin (prothrombin)

transzferrin (serotransferrin)

vitamin D-kot6 fehérje (vitamin D-binding protein)
vitronektin (vitronectin)

cink-alfa-2-glikoprotein (zinc-alpha-2-glycogtein)
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1. Bevezetés

1.1. A proteomika

A proteomika a fehérjék szerkezetének és funkciomagismerésével foglalkozo
tudomanyterilet. A proteom [1, 2] a szervezet tdipperjeallomanyat jelenti, ennek
egyluttes vizsgalata a proteomika feladata. A protem@argykorébe tartozik tobbek
kozott a fehérjek egymassal és kornyezetikkel kélgésonhatasainak felderitése
(szénhidratokkal, lipidekkel, nukleinsavakkal, gyégerekkel), a fehérjék
modosulatainak vizsgélata, az egyes fehérjék Ip&aildjanak meghatarozasa, a
kilonbod élettani és patoldgiai folyamatok mechanizmusédnegismerése, valamint
betegségek esetében biomarkerek keresése. [3-5]

A proteomika viszonylag Uj tudomanyterilet, azdelzsgalatok a kétdimenzios
gélek 1970-es évekbeli bevezetéséhez kdokhé@-8], a proteomika sz0 viszont csak
1995-IHl szarmazik [9, 10]. A genomika oOriasi sikerét, amberi génallomany
feltérképezését kowen fordult a kutatok figyelme a fehérjék iranyabatehérjék
szama —dként a poszt-transzlacios médositasok kovetkeztébsakkal nagyobb,
mint az azokat kodold géneké, és a génekkel etlmetéa fehérjék folyamatos
valtozasokon mennek keresztil. Ezenkivil a fehérgdh amplifikalhatdék, ami nagy
vizsgélati minta mennyiség hasznalatat teszi szjdes®. Osszességében a fehérjék
vizsgéalata sokkal nehézkesebb és bonyolultabb, titbmanyterilet: a biokémia,
molekularis bioldgia, analitikai kémia és a bioimfatika szoros egyittikodését és
folyamatos fejlesztését igényli. Ugyanakkor a sadépnek, valamint az allando
koncentraciobeli és kulonbémaodositadsok altal okozott valtozasoknak koszdidret
a fehérjék vizsgélata sokkal részletesebb inforai&gzolgéltathat a sejtek, szovetek,
vagy akar egész szervezetekikidéesésl, és a kornyezetik megvaltozasara valo

kozvetlen valaszaikrol. [11]

1.2. A glikozilacio
A fehérjek sokféleségének kialakitasaban és a fayasn valtozasok
fenntartasdban a poszt-transzlacios moédositasokieakelked szerepik van. A

fehérjék egyedi és specidlis szerepének betoltébbek kdzott a poszt-transzlacios

11
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moédositdsok: az oxidacié, glikozilacio, foszforitc ubikvitinacio, acetilacio,
metil4cid, hidroxilacio, nitrozilacio és a szulfits... stb. teszik lehété.

A fehérjek glikozilaciojanak szerkezeti jellemzédévés funkciojanak
meghatarozasaval a glikoproteomika foglalkozik. Aagilacié embsok esetén az
egyik leggyakoribb poszt-transzlacios modosulasa dshérjék tobb, mint felénél
eléfordul [12, 13].

A glikozilacio fontos szerepet jatszik a fehérjékgse térszerkezetének és
szerkezeti stabilitasanak kialakitasaban, a sek@kotti kolcsonhatasokban és
kommunikacioban (sejtadhézid, endocitozis, molaksldelismerés), kiulénbdz
fehérje-fehérje és fehérje-egyéb kdlcsonhatdsokfrapeptor aktivacio) és az
immunvalaszban antigén szerepet tolt be [14-17]. likoglacio befolyasolja a
terapidban alkalmazott fehérjék hatasmechanizmizétakokinetikai tulajdonsagait
és stabilitasat is [18-20]. Emellett a glikoprosknbiomarker tulajdonsagokkal
rendelkezhetnek, azaz a diagnosztikdban alkalmesagészseges €s beteg csoportok
elkilonitésére [21-24]. A biomarker tulajdonsagdknéségét alatdmasztja, hogy az
FDA (Egyesiilt Allamok Elelmezési és Gybgyszeriigyi Hilstaltal elfogadott tumor
biomarkerek tébbsége glikoprotein. [25]

1.2.1. A glikoproteinek tipusai
A (glikozilacié soran a fehérjék peptid lancanak bhigas aminosavaihoz
kilénb6d oligoszacharid szerkezetek (glikanok)dditek. Azokat az aminosavakat,
ahova az oligoszacharidok Kdnek, glikozilaciés helyeknek nevezzik. Egy adott
glikozilacios helyhez ugyanazon fehérje esetébdanki®z glikanok kétdhetnek,
ezt a jelenséget hivjak mikroheterogenitasnak aelearedményeképpen jonnek létre
a kulonbo6s glikoformok. [26]
A peptid lancon belll haromféle atomhoz (O, N és CHdiietnek a glikan
struktarak:
- O-glikozilacié esetében Ser, Thr, illetve Tyr amiaesk oldallancaban
talalhatd hidroxilcsoporthoz [27, 28],
- N-glikozilacié sordn az Asn, ritkAbban Arg aminosaghdallancaban talalhato
N-atomokhoz [29, 30],

12
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- C-glikozilacié esetében pedig a Trp indolg§jének 2-es helyzét
szénatomjahoz kapcsolédnak [31].

A fehérjek glikozilaciojanak  eredményeképpen  jonnelétre a
glikézaminoglikanok, vagy mas néven proteoglikaisold glikan struktirak — a@-
glikozilaciohoz hasonléan — itt is Ser, vagy Thrisosavakhoz k@dnek, de a
glikdnok tipusa, valamint a bioszintetikus folyaokais kulonboznek, ezért ezek a
tipusi molekulak kilén csoportot képeznek [15]. dlsérolt esetek kozal a

tovabbiakban akl-glikozilacioval foglalkozom részletesen.

1.2.2. AzN-glikoproteinek szintézise és tipusai

Az N-glikoproteinek szintézisében kils tapcsatornabol felszivodott, vagy
intracellularisan, legtdbbszoér lizoszoémakban de@i@ibtt szacharidok (hexdzok,
fukdz) vesznek részt. A citoszolban a szachariddika@kdnak, egy foszfolipidhez
kapcsolddnak, ennek eredményeképpen dolikol keldtkeA dolikol glikan
oldalldnca 2N-acetil-glikézamint, 9 mannozt és 3 glukézt tarmA dolikol a
citoszolbdl az endoplazmas retikulumba (ER) hdlgédzat, és az ER membranjaban
a dolikolrol egy protein-komplex STT3 nigkatalitikus alegysége (ladd 4bra [32])
atrakja a glikan oldallancot az ER-ben megszirdédidott fehérjére. AXl-glikozilacié
feltétele egy harom aminosavbol allé ugynevezetiskenzus szekvencia jelenléte a
fehérjén [33]. A konszenzus szekvencia Asn-X-Ser/Thinasavakbdl all, ahol ,X”
Pro kivétel barmi lehet. Egy fehérje tdbb konszenzzekvenciat tartalmazhat,
azonban nem mindegyikhez kdhek glikanok, tehat a konszenzus szekvencia
megléte nem jelent automatikusan glikozilaciés &el{B4] Ezt koveten az ER-ben
és a Golgiban glikozidaz enzimek bontjak ezt aksfmat, és transzferazok iranyitanak
oda tovabbi aktivalt monoszacharidokat. A szintézimindlis Iépéseként fukoz és
szidlsavak kapcsol6dnak az atalakult struktlrakégiil a glikoprotein elhagyja a
Golgit és eléri védgsszerkezetét. [12, 35, 36]

13



DOI:10.14753/SE.2016.1923

( ng fehérje
( feltekeredése

—

intakt
fehérje

oligoszacharid

dolikol-
pirofoszfat

=

ER membran

fehérje
transzlokacios
csatorna

citoszol riboszoma

1. abraAz N-glikoproteinek szintézise. Készllt a [32] irodalmiatkozas 1. abraja alapjan.

A szintézis eredményeként haromfélglikoprotein johet létre: az Asn
aminosavhoz mindharom esetben egy alland6, 6t shr@thol alld magstruktira
kapcsoladik, amely Rl-acetil-glikdézamint és 3 manndzt tartalma2, abranlathaté
kapcsolddasi sorrendben. A magstruktirdhoz egyé@mhsdratok is kdtdnek:
Amennyiben a glikdnok a magstruktdran kivul csak mdah tartalmaznak, akkor
,high mannose” tipusu oligoszacharidokrd! ébrg beszélink. A hibrid glikanok(
abra) mind manno6z, mind laktézamin (galakto\+acetilglik6zamin) vagy szialil-
lakt6zamin (galakt6z +N-acetilglikbzamin + szidlsav) egységeket tartalmizna
Komplex glikanok 2. abrg esetében a magstruktaran kivil csak lakt6zanagy v
szialil-lakt6zamin szerkezeteket tartalmaznak agoskacharidok. [35, 37] Az
emlitett szerkezeteken kivil mindharom glikan tipargalmazhat fukozt is, amely
vagy a magstruktira éls vagy az oldallancN-acetilglik6zamin egységéhez
kapcsolddhat. Az abrakon kék négyzetekkeNeaacetilgliikozamin, z6ld kérokkel a
mannoz, sarga korokkel a galaktdz, lila rombusszarialsav, piros haromszdggel
pedig a fuk6z szacharidokat jeldltem. A doktori Besésben éforduld glikanok
esetében a fukézokat a magstrukturaho#du@ abrazoltam.

14



DOI:10.14753/SE.2016.1923

v V¥ ¥

magstruktira high mannose hibrid komplex

2. dbraAz N-glikanok magstrukturaja és adfrdulod glikanok tipusai: high mannose, hibrid

és komplex tipusok. Az abra a GlycoWorkbench 2tseofel késziilt.

A doktori értekezésben a komplex glikanok elnevezazsalabbi mdédon torténik:
A név el$ tagja a laktézamin egységek szaméat mutatja (Bi-, Tetra-). A mésodik
tag a szialsav (S), a harmadik tag pedig a fukpegdlységek szamat jeldli. A TriS2F1
(a 2. abran feltintetett komplex glikan) elnevezés példaul azt jelenti, hagy
magstruktaran kivil harom laktézaminbal, két saalsl és egy fukdzbaol all a glikan.
[38]

1.3. Proteomikaban alkalmazott elvalasztastechnikanddszerek

1.3.1. A proteomika és a glikoproteomika vizsgalé nuszerei

A proteomika alapvét feladata a kuloénb@z sejtekben, szdvetekben, illetve
szervekben talalhat6 fehérjék azonositasa, és exjéhspecialis tulajdonsagainak
meghatarozasa. Ez az dsszetett feladat modernaghitastechnikai és analitikai,
valamint bioinformatikai modszerek egyuttes és gpisc alkalmazaséat igényli.
Fehérjekeverékek és a fehérjek emésztése soramkeadtt peptid keverékek
vizsgalatanak efslépése a mintak komplexitdsanak csokkentése, aeleljyonbosd
minta-ebkészitési és elvalasztastechnikai moddszereket &akms#n Bként a
gélelektroforézist és a kromatogréfiat [39, 40]. kapott mintdk kvalitativ és
kvantitativ analitikai vizsgalatara a tomegspektetna a legalkalmasabb és
leggyakrabban alkalmazott technika [41]. A tOmegspehketriai mérési adatok

hatékony kiértékelése és értelmezése adatbazisdemead [42] torténik.
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3. abra A standard proteomikai analizis sematikus abr&zol#z abra a [43] irodalmi

hivatkozas 1. dbraja alapjan késziilt.

A kovetked alfejezetek a proteomikaban, valamint a glikoppot&kaban
leggyakrabban alkalmazott vizsgélati mddszeiekszolnak. A glikoproteinek
vizsgalata proteomikai technikakon alapul. Azonbaprateomikaban alkalmazott
technikakkal szemben a glikoproteinek vizsgalat&apksolatos elvalasztastechnikai,
tomegspektrometriai és bioinformatikai médszerekg me&m rutinszdiek, igy szikség
van Uj technikék kidolgozasara, illetve azok folydos tovabbfejlesztésére.

1.3.2. A fehérjék elvalasztasara alkalmazott médszek

A bioldgiai mintakban talalhaté fehérjék sokféleségredkivili. A vérplazma ¥0
1P nagysagrendbe tartozé kulonBoZehérjét tartalmaz, ebbe beletartoznak a
variansok is. Tovabb komplikalja a helyzetet, hagfehérjék koncentraciéviszonyai

kozott is oriasi kulonbségek vannak, a plazmagsdihérjetartalmanak 99%-at a 22

16



DOI:10.14753/SE.2016.1923

legnagyobb mennyiségben jelerdévfehérje teszi ki, és az egyes fehérjék
koncentracidja a milli- (18) és zeptomol/l (18") k6z6tti tartomanyban talalhaté. [44]
A mintak komplexitasanak csokkentése elengedheietiem az analizist a
legmodernebb analitikai technikak, igy a tomegspekeétria esetében is, tobblépéses
minta-ebkészités és kromatogréfias elvélaszt&ziemeg. Elvélasztds nélkil a
tomegspektrométerben nem kivant interakciok joHetéere, Hként kompeticio és
ionszupresszio, az MS készulékek dinamikus tartyadmem elég széles, és az MS
egyébkeént kivalo érzékenysége sem mindig elegjaridsebb koncentracioju fehérjék
azonositasahoz, illetve kvantitativ meghatarozasdhé]

A legtdobb proteomikai vizsgalat soran a fehérjékarimatikus hasitassal
peptidekre bontjak, és a tomegspektrometriai aisaipeptidek vizsgalataval torténik
(lasd 1.4.3. fejez8t A mintak komplexitadsa ezaltal még sokszorosératdbb ezer,
kozel azonosn/z értéki és kulonboé intenzitasu komponens keletkezik. [45-47] A
peptidek elvalasztasara kivétel nélkul mindig sedksvan, ami tipikusan a
tomegspektrométerhez on-line kapcsolt kromatografi&rténik (HPLC-MS) [48],
és a legtobb esetben forditott fazisu kromatogrgdiant [45, 49].

Amennyiben a minta nem csak egy fehérjét tartalteaAbbi elvalasztasi Iépések
szukségesek. Jelenleg nincs olyan modszer, amelggdban elégséges lenne ennyire
Osszetett mintdk elvalasztasara [47, 50-53]. A pdegtielvalasztasara szamos
lehettség van, tovabbi dimenzidként szinte az 0Osszes &agrafias modszer
alkalmazhat6. Tobbdimenzidés elvalasztastechnikaidsnérek megvalasztasanal
figyelembe kell venni azt a fontos szempontot, hadyilonbdd mddszerek a lehét
legnagyobb mértékben ortogonalisak legyenek, azalbhnkdz és egymastol
fuggetlen tulajdonsagok alapjan torténjen az ebzfes. Ez nagymertékben noveli a
rendszer csucskapacitasat és szelektivitasat. A5#pdszerek kapcsolasa toérténhet
on-line vagy off-line modon is. Rutin proteomikai mageknél a leggyakrabban a
hidrofobicitas alapjan elvalaszto forditott fazisématografiat (masodik dimenzio) a
toltések alapjan elvalasztd ioncserés kromatogralfigel$ dimenzid) kombinaljak.
[47, 49, 55]
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1.3.3. A glikoproteinek elvalasztaséara alkalmazott mdszerek

A proteomikai vizsgélatokhoz képest a glikoproteamiizsgalatok specilis és
még inkabb  Osszetett mintadkészitést igényelnek. A  glikoformok
mikroheterogenitasa még tovabb ndveli a komponensekmat és az egyes
glikoformok koncentracidja tébb nagysagrenddel liisdehet a fehérjékénél, igy
szinte kivétel nélkul tdbbdimenzios elvalasztastdc modszerek alkalmazasara van
szikség. Tovabba a glikoproteinek olyan egyedi kezati tulajdonsagokkal
rendelkeznek, amelyek specidlis elvalasztastechnikalszereket igényelnek. [56,
57] Az egyes glikoformok meghatarozasanal a masdutilenzié a glikoproteinek
emésztését kovatn keletkezett peptidek és glikopeptidek kromati@val tortérd
elvalasztasa HPLC-MS rendszerben. Erre altalaban feh&rje azonositashoz
hasonloan - forditott fazist kromatogréfiat alkabmak [37, 58, 59]. Az etsdimenzio
torténhet mind a peptidek-glikopeptidek, mind a mémeésztetlen fehérjek-
glikoproteinek szintjén: [37] dusitas9dl.3.3.1. fejezet)jzolalassal(1.3.3.2. fejezet)
vagy (kromatografias) frakcionalas¢al3.3.3. fejezet)

1.3.3.1. Dusitas

A mintaban jelenlé¥y glikoproteinek és glikopeptidek dusitdsara gyakran
alkalmaznak kulonbdrlektineket. A lektinek specifikus szénhidrat &éehérjék [57,
60, 61]. Az egyes lektinek specificitasa mas és @t célzottan alkalmazhatok, és
a legnagyobb hatékonysag elérése érdekében sdéi@ntninalva hasznaljak azokat,
pl. az oligomanndz tipusu hibrid és biantennarisagiokat ko con A newi lektint a
komplex glikanokat altaldban széles korberbliitzacsira agglutininnel (WGA) [62].
A lektineken alapul6é modszerek a legtbbbszor nagyealasztasnak bizonyulnak, és
mara az automatizalas és témegspektrometriava@ntokiapcsolas is lehetséges [60,
63]. Azonban a lektineknek vannak olyan hatranyaglgek miatt bizonyos esetekben
nem alkalmazhatok. A kilonbéz glikoformok szelektiv megkétése miatt az
eredmények nem tikrozik megfdleh a mintaban jelenlév koncentracié

viszonyokat, és ez a glikozilaciés mintazatok ttagat hozza létre [64].
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1.3.3.2. Izolalas

Egyedi glikoproteinek, illetve egyéb egyedi fehkrjéagy peptidek izolalasara az
immunaffinitdson alapuld modszerek a legalkalmaskbiz antitestek igen nagy
affinitassal és szelektivitassal kotik meg a célfgket (antigének), és valasztjak el
minden mas a mintdban jelentévkomponensi. Immunaffinitason alapuld
elvalasztasra napjainkban mar kromatogréfiaval meigspektrometriaval on-line
kapcsolhato technikak allnak rendelkezésre. [6bEGhetk egy fehérje kilonbdz
poszt-transzlaciés modosulasainak szelektiv megk&ieé alkalmas antitestek is,
leginkabb a foszforilacié esetében [67, 68]. Az tastek nem specifikus kotési
tulajdonsagai, gyartok kozotti variabilitasa ésithabb fehérjék (vagy variansok)
esetében nehézkes hozzaféfbhége azonban korlatozza az immunaffinitason alapulo
modszerek teljes karelterjedését. Ezenfelll az antitestek ara megiskatmagas,
igy sok glikoprotein vizsgalata esetén koltséghatgkagi szempontbdl sem céldzer
ezt a technikat valasztani. [69, 70]

Amennyiben a mintdbdl a nagy koncentracioju fehéteKpl. albumin,
immunglobulin G) annak érdekében szeretnénk elt@roli hogy a kisebb
koncentraciéju fehérjéket tudjuk vizsgalni, akkeptketalasrol beszélink. A depletalas
sordn az immunaffinitdsi modszerek fent emlitetirdréyai értelemszéen sokkal
kevesebb probléméat okoznak: a nagy koncentraci@lieteeriékre specifikus
antitestek széles korben elédietilletve a mintaban marado fehérje a kiindulagiho
képest minimalis mennyisége kevésbé zavar6 azzesvadl. [71, 72] A depletélas
sordn hatranyként jelentkezhet a célfehérjekhez rartozd, egyéb fehérjék

eltavolitasa.

1.3.3.3. Kromatografias frakcionalas

Mint feljebb olvashato, a glikozilaciés mintazatoleghatarozdsanal a méasodik
elvdlasztdsi dimenzi6 az emésztett glikoproteine&ptigjeinek elvalasztasa
legtbbbszor forditott fazisu kromatografiaval (amelHPLC-MS).

A HPLC-vel tortés frakcionalas esdimenzidkeént is alkalmazhaté mddszer: tobb
glikoprotein egyszerre tortérvizsgalatanal, valamint azokban az esetekben,araik
célfehérjék az analizis és az értékelé&tt ebmeretlenek - tehat antitestek nem

hasznalhatdk - ez a legjobb valasztas. As €isnenzidban tortéh frakcionalasra
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sokféle kromatografias és elektroforetikus léséy van, és torténhet a fehérjék és a
peptidek szintjén is4( abrg.[73-75].

fehérje minta fehérje minta
enzimatikus hasités HPLC frakcionalas
peptid keverék fehérje frakciok
HPLC frakcionalas enzimatikus hasitas
peptid frakciok peptid keverék
RP-nanoHPLC-MS(/MS) RP-nanoHPLC-MS(/MS)
analizis analizis
eredmények eredmények

4. abraNano-HPLC-MS(/MS) analizist med@el HPLC frakcionalas peptideoal oldal)
vagy fehérjékjobb oldal)szintjén.

a) Peptidszing frakcionalas mindkét dimenzidban (4. abra bal oldal)
Amennyiben szeretnénk 6sszehasonlitani, vagy valasak kell a mindkét
dimenzidban peptidek szintjén tortérfrakciondlas és az egyik dimenziéban
proteinszinti, masik dimenziéban peptidszintfrakcionalas kozul, az alabbi
szempontokat szikséges figyelembe venni: A fehé&yeriékekhez képest a peptid-

és glikopeptid keverékek még Osszetettebb rendszerert a peptidek tdébbszint
frakciondlasa soran nagyobb esély van nemkivangienségek pl. kulonbéz
interakciok kialakulasara. [49, 76] Az intakt feléjszintjén tortéh elvalasztast a
peptidek tobbdimenzidés elvélasztasaval 0sszehasanlhagyobb szekvencia
lefedettséget tapasztaltak, azonban kevesebb dmthdshérjét talaltak, tehat a két
mobdszer komplementernek tekinihg?7, 78], és az aktudlis feladattol figg, hogy
melyiket érdemes valasztani. A rutin proteomikaisg@latokndl, ahol a fehérjék
azonositasa a cél, érdemes tobbdimenzios peptiietirdlasztast valasztani. Ebben
az esetben az azonositas az intenzivebb peptigig@altorténik, és legtébbszoér nincs
is szulkség a kisebb intenzitasu komponensek azésasi (lasd.4.3. fejezot

Tovabbi hatrdnya a peptidszinmddszereknek, hogy mivel az egy fehérjéhez
tartoz6 kulonbodé peptideket elvalasztjak egymastol, ezért azok dilsezinti

elvalasztasa és tdmegspektrometrias vizsgalata kidékbos frakciokbol, eltéd
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kromatografias futdsok soran lehet. [77-79] A kuldzib kromatografias futasbol
tortéro analitikai vizsgalatok nagyobb hibaval terhelteks az id-, és

koltséghatékonysaguk is rosszabb. A tdbbdimenzipigszinti elvalasztas emlitett
hatranyai a glikozilacios mintazatok vizsgalatamakis koncentracioju glikoformok
elklilonitésénél és meghatarozasanal komoly proldaémakozhatnak, tehat

érdemesebb a protein és peptidszfrdkcionalast kombinalni.

b) Proteinszing és peptidsziditfrakcionalas kombinacioja (4. abra jobb oldal):

Az el dimenzidban a fehérjék szintjén toénelvalasztasra, illetve
frakcionalasra is sokféle modszer létezik: ionaserdéretkizarason, affinitas-,
forditott fazisu-, hidroféb- és hidrofil kdlcsonlaabn alapuld (HILIC) kromatografias
modszerek, valamint elektroforetikus modszerektékhel. [39, 65, 80-82].

A kétdimenziés gélelektroforézis a proteomikabanyoaggyakran alkalmazott
technika [83], amelynek a proteomika szélesleiterjedésében is fontos szerepe van
(lasd1.1.fejeze). A nagyon bazikus, 10 kDa-nal kisebb, vagy 150 kBlbarAagyobb
molekulatotmeq fehérjéknél azonban detektalasi problémak, hidrokarakteti
fehérjéknél oldékonysagi problémak merllnek fel. gidm 0Osszetett mintak
elvélasztdsara a gélelektroforézis felbontoképessékszor nem elegefidovabbé a
mobdszer idigényes is [80, 84, 85]. Bitfluggetlenil a kétdimenzids gélelektroforézis
a proteomikdnak mai napig kulcsfontossagu techaikpj4, 86]. Az intakt
glikoproteinek frakcionaldsanal az ioncserés éktmioretikus modszerek nem
tekinthetk a legszerencsésebb valasztdsnak, ugyanis nagyohgsaggal valasztjak
el egymastdl az eltétoltésallapotu részecskéket, pl. a kétdimenzidsgjdroforézis
az egyik dimenziéban izoelektromos papl) @lapjan valaszt el (a masik dimenziéban
pedig molekulattmeg alapjan) [87, 88]. A poszt$macios modosulatok a
toltésallapotukban sok esetben kiilonboznek egyméstdjellems az ugyanazon
fehérjéhez tartozo kulonbéglikoformokra is (a szialsavak eléészama miatt). Tehat
egy fehérje teljes glikozilaciés mintdzatanak megluzasa itt sem lehetséges
ugyanabbdl a frakciobol. Ezenfelil a gélek alacsomyhelheisége a kis

koncentraciéju glikoformok megfeleimennyiségben tortérfelvitelét is neheziti.
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Forditott fazist kromatogréfiaval is lehetségemtakt fehérjék frakcionélasa [77,
78, 82, 89]. Ez a mddszer hidrofobicitas alapjatas#ja el egymastol az egyes
komponenseket [90-93], tehat fehérjék elvalasz&éssden elméletileg a peptidlanc
tulajdonsagai vesznek részt a kdlcsonhatéasi folyakban, és az ezzel kapcsolatos
méret, konformacio, illetve stabilitas [94, 95}ttdtések pedig kevésbé befolyasoljak
azokat. A forditott fazisi nagyobb poérusmérktomatografids oszlopok [96-100]
alkalmasak lehetnek intakt glikoproteinek frakcidsara az egyes glikoformok
elvalasztasa nélkil. A helyzet azonban ennél koralpdikb: egy vizsgalatban azt
tapasztaltak, hogy a forditott fazisu kromatogréia elvalasztott fehérjék
hidrofobicitdsa egy-egy frakcion belll széles hatékozo6tt mozog, és az atlag a
frakciok kozott sem valtozik nagyobb meértékben. diehz elvalasztas nem csak
hidrofobicitas alapjan térténik, hanem tovabbi kdichatdsok is részt vesznek az
elvalasztasi folyamatokban [77]. Ezek kozil a ledgdsabbak az elektrosztatikus
kolcsonhatdsok, amelyek az ionpark@épz- leggyakrabban trifluor-ecetsav -
kovetkeztében alakulnak ki [101]. A feljebb emlitettthatésagi problémak és az
irreverzibilis adszorpci6, és kovetkezményei: asros/iisszanyerhéség és az
atszennyezeés (carry over) [77, 79psan fehérje és oszlopfiglg Tovabba nem
flggenek az alkil lanc hosszatol, a pérusmékets a fajlagos felllgit sem, és ére
sem jelezhék igazan [99]. Glikoproteinek esetén ezek a proBlémaldszilleg
kevéshé jeledsek, mivel a glikoproteinek polaritasa nagyobb, itieis vannak
ellentmondasos adatok [99].

Mivel az emésztést kowin a glikopeptidek elvalasztasara legtobbszér a
proteomikdban is haszndlt forditott fazisu kromed€igt alkalmazzak (masodik
dimenzid), felmerilhet a kérdés, hogy mennyire katg az el§ dimenzidban is
ugyanezt a moédszert alkalmazni. Azonban itt nemigelot hanem fehérjék szintjén
tortérd  frakciondlasrdl beszélink, tehat a két minta nemyanazokat a
komponenseket tartalmazza, igy csak pszeudo-oréditesrol beszélhetiink. A
forditott fazisu kromatografia szelektivitasa azyegy mintakban l&v kilénb6d
komponensek irant mas és mas, egy vizsgalat szgent széles kromatografias
ablakban eludlodtak a komponensek mindkét dimeanidés igen j6 csucskapacitast
értek el [77].
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Osszességében a forditott fazisu kromatografiavatértd intakt fehérje
frakcionalasrol nem all rendelkezésre elegeimdormacio, ami alapjan eldontliet
hogy a modszer alkalmazhato-e komplex mintakbaahald fehérjek glikozilacios
mintazatanak meghatarozasara. Doktori munkam s6kiek kdzott ennek részletes

vizsgalataval foglalkoztam.

1.4. A tdmegspektrometrian alapulo proteomika

A proteomika fejpdésében oriasi nagyceklépést jelentett a tomegspektrometria.
A tdmegspektrometria az ESI (14sdt.1.1.fejeze}l és MALDI ionizacidos modszerek
megjelenésének kdoszonben valt alkalmassa a fehérjék vizsgélatara. Kienuékie
nagy érzékenysége - attomolnyi (Fppeptidek kimutatasara is képes [102, 103] - és
gyakorlatilag teljesen automatizaltikbodése kovetkeztében mara a proteomika
nélkilozhetetlen és egyeduralkodo analitikai telkcdyava valt. A tomegspektrometria
a fehérjék azonositasat és kvantitativ meghatéabzaalamint a fehérjek kozotti
interakcidk és a poszt-transzlacios modositasagdtatat is lehévé teszi. [104-109]

1.4.1. A tbmegspektrometria

A tbmegspektrometria alapjainak és elméletének etszkargyalasa kivil esik a
doktori értekezés targykorén, a tdmegspektrometridtapuld proteomika
modszereinek bemutatasahoz néhany fogalom tisztézégis szikseges.

A tomegspektrometria a molekulatdmeg, pontosabbatdnaeg/toltés /2
mérésével analitikai, valamint szerkezeti informdéicimeghatarozdsara alkalmas
nagymiszeres technika.

A tomegspektrométer harom alapveésztél all: ionforrasbol, analizatorbdl és
detektorbdl %. abra). A bejuttatott mintakbol (intakt fehérjék vagy pieek
form4jaban, lasd.4.3.fejeze} az ionforrasban gézfazisu, pozitivan vagy negativ
toltott részecskék keletkeznek. Az ionokat az ad#dhr m/z értékik szerint
szeétvalasztja, vegul a kulondom/z értéki komponensek mennyiségét a detektor
hatarozza meg. Eredményil tomegspektrumot kapumé&lyaa kilonb6& m/z értéki
komponensek iondram intenzitasat abrazolja. A t&pektrométer egységei
vakuumtérben helyezkednek el, erre az ionok fokasaaés a levégrészecskéivel

valo Utkdzés soran bekovetkemellékreakciok elkerilése érdekében van szikseég.
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Munkédm soran ESI ionforrassal felszerelt QTOF tip(etalizatoru) készilékkel
dolgoztam, amelyl részletesebb informacié ak.4.1.1.és 1.4.1.2. fejezetekben
talalhato.

ionforras — analizator — detektor

minta

tomegspektrum

5. abra A tdmegspektrometrias mérési folyamat és a tonmedgepmeéter § részei.

A tbmegspektrometridban megkulonboztetiink normal-SY Més tandem
tomegspektrometrids (MS/MS) modszereket. Az MS médsaz ionizalt
komponensek (molekula- és fragmensionok} értékét adja eredményil. Tandem
tomegspektrometriaval gazfazisu fragmentaciés foptakban anyaion-lednyion
kapcsolat hatarozhaté meg. A leggyakrabban alkalthad®/MS modszer az
agynevezett lednyion analizis (product ion scankebketkezett ionokat (anyaion,
prekurzor ion) tovabbi reakciéba viszik, ahol oly&iredékionok (leanyionok,
fragmensionok, termékionok) keletkeznek, amelyekzaldlag az anyaion
fragmentacidja soran johettek létre, tehat az amyaszerkezetét nyujtanak
informaciot. Altalaban tobb analizator (az altaldkabmazott QTOF késziilék), vagy
csapdazé tipusu analizator sziikséges a tandem speidgpmetrias mérésekhez. Az
elss analizator valasztja ki az adatt/z értéki anyaiont, amely ezt koven egy
utkozési cellaban fragmentalodik, és a fragmems&értéke a masodik analizatorral
vizsgalhato (a csapdazoé analizatoroknal ez megidigy térben és Utkdzési cellara

sincs szikség).
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1.4.1.1. Az ESl ionizacio

A lagy ionizacios moédszerek megjelenése tettiszélr lehaivé a fehérjék
tomegspektrometriai vizsgalatat. Az ESI és a MALDIdsgerek kis energiaval
ionizalnak, kevésbé fragmentaldodnak a komponensekagymérdt molekulak
vizsgélatat is lehévé teszik. JOI alkalmazhatok nagyobb és bonyolbltaiologiai
molekuldk és keverékek, tobbek kozott fehérjek éstidek analizisére. A fehérjék
tobmegspektrometriai vizsgalatanak |étsetge oriasi érelépés volt a bioanalitikdban,
amelynek a jo6ébe mutatd jelerdsége is hatalmas: 2002-ben John Bennett Fenn és
Koichi Tanaka Nobel-dijat kapott ezen ionizacids tekak kifejlesztéséért.

Az ESI ionizé&cié [110] soran a minta oldata egy Kapson keresztll jut az
ionforrasba, ahol nagy fesziltség, porlasztdo gafutss hatasara ionizalodik. A
kapillaris és a vele szemben elhelyezketienelektrod kozott elektrosztatikus tér jon
létre és ennek kovetkeztében a kapillaris végémlpadék toltéssel rendelk&z
cseppekre hullik szét. Az ESI ionizacio egyik legyaap ebnye, hogy kdzvetlenil
kapcsolhato kromatogréfidval (HPLC-MS) és mennyisgégfhatarozasra is alkalmas.
Hatranya, hogy kevéssé toleralja a szervetlen sékagyéb szennyélet, ezért a
kromatografia soran csak illékony additiv hasznd@héol.: ammaonium-formiét,
ammonium-acetét, hangyasav). Az ionizaciés folyasmtin tébbszordsen toltott
molekulaionok is keletkezhetnek, és a modszer mi&al nagy molekulatomég

proteinek vizsgalatara is. [111, 112]

1.4.1.2. A QTOF késziilék

Az analizatorokban elektrosztatikus vagy magnegek teefolyasoljdk az ionok
palyajat, amelynek eredményeképpen az iomdkszerint megkulonboztetlidt, és
m/zértékik meghatarozhato.

A kvadrupdl (Q) analizator esetében két par fémriudoko elektromos térbe
kertilnek az ionok, és a toltott részecskéknek elatzenszcillalé térben kell rezegve
eljutniuk a detektorba, ami csak akkor sikerilhategyik toltott ridba sem csapodnak
bele. Ez tobbek kozott az ionak/z értékédl is figg. A radiofrekvencias (RF)
feszlltség allithatd paraméteégitfiggéen kulonbdéd m/z értéki komponensek
juttathatok at a fém rudakon, igy/z értékik meghatarozhaté. [113] A repulési id

analizator (TOF, time-of-flight) elektrosztatikus teatasara felgyorsitja az ionokat, és
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a kilénbosd m/zértéki komponensek eltérkinetikus energiajuk kovetkeztében mas
€s mas ifpontban jutnak el a detektorig. Tehat itt a fesAgtbefolyasolasaval és az
id6 meréseével hatarozhatdo megnaizértékik. [114]

Altalanossagban a TOF analizatorok széles korben Inadizhatok,
nagyfelbontasu mérések végedhketvele és a tdmegpontossaguk is j6. A TOF
analizatort kvadrupdl analizatorral kapcsolva aZMIS mérésekre kivaloan alkalmas
eés napjainkban elterjedt QTOF keészlléket kapjuk. A QTK@szulék a nagy
felbontasanak és a kilonféle tandem tomegspektri@metlehebségeknek
koszonheaten jol hasznalhat6 fehérjék azonositaséara, kvéintimeghatarozasara és

poszt-transzlacios médositasok vizsgalatara ig. [41

1.4.2. A HPLC-MS kapcsolas

A folyadékkromatografia és a tdmegspektrometria epgal tortééh on-line
kapcsolasa (LC-MS) leh®&té teszi az elvalasztasi lépések és az analizis
automatizalasat, valamint nagymértékben noéveli zsgalatok robosztussagat és
megbizhatésagat. Amennyiben nagyhatékonysagu fdtkemi@atografot kapcsolunk
a tomegspektrométerhez, akkor HPLC-M$deszélink. A HPLC-MS kapcsolas a
leggyakrabban ESI ionizaciés forrassal torténik, azolgozatban HPLC-ESI-MS
roviditéssel jeldlom.

A kromatografian keresztll tértérmintabevitel esetében normal-, mikro- vagy
nanoaramlasos folyadékkromatogréfiat alkalmaznaknilex mintdk nagyon kis
koncentraciéju komponenseinek vizsgélatéra, illetyan mintaknal, amelyekbaz
elérhet mintamennyiség limitalt, a nanodramlasos folyadéhkiatografia (nano-
HPLC) a legalkalmasabb. Ez a mddszer nl/perc amarskEbességgel valasztja el
egymastol a peptideket, a mintat csak nagyon kiskiéen higitja fel — és csapdazé
elététoszlop segitségével a minta toményéhet ennek kdszonhg&gn a kis
koncentraciéju komponensek is nagy érzékenysédgsy&hatok. A nanoaramlasos
kromatografiahoz specialis kis aramlasi sebességtenalt nano-ESI ionforrasok
kapcsolhatok. [115, 116]
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1.4.2.1. A HPLC-ESI-MS kapcsolas hosszu tavu stabilisa

A HPLC-ESI-MS és kulondésen a nano-HPLC-nano-ESI-MS dseerek
instabilitasa régota ismert probléma [117]. Ezagaymikaban is elterjedt hossza, tébb
napon at tartd6 méréssorozatok reprodukalhatés@&igrtisen csokkenti, amely a
kvantitativ analizist nagymértékben neheziti. Aenmzitdsok szordsanak, amelyet a
legtobbszor a kromatografias csucsok gorbe alattilgtélél vagy magassagabol
szamolnak, tdbb oka van. Az ionforrasban a spregnéak valtozasai [118, 119], az
ionforrds elszennyédése, az ionszupresszid, a csapdazo és analitizdpomk
Oregedése és egyéb ismeretlen effektusok és m@@mambak mind-mind a stabilitas
csokkenését okozhatjak.

A meéreések stabilitasanak és reprodukalhatosagawnéiégara tobb maodszer is
létezik [120, 121]. A bels standardok (altalaban izotopjeldlt anyagok) [1223]
hasznalata soran a vizsgalati komponenshez hasaajdonsagu anyagot adnak a
mintdhoz, amely hasonl6an viselkedik az aktualisésiékoriimények kozott. A
standardok mért intenzitds valtozasaival a vizsgadkemponens intenzitasa
korrigalhatoé, és egyes esetekben az abszolut amragnseg is kiszamolhato. A béls
standardok haszndlatat korlatozza, hogy hasonl@iosllGtulajdonsagaik miatt
ionszupresszidt okozhatnak, és hogy nem mindigt&rkee a célkomponensnek
megfeleb anyag, kulénésen a proteomikaban, ahol a peptalekokféle médosulata
letezik. [123] Ezenfelll tobb komponens, amelyekitpe szerkezete @k nem is
mindig ismert, egyszerre tori@hkvantitativ vagy félkvantitativ vizsgalatanal nésn
lehetséges a bélstandardok alkalmazasa.

A hosszu méréssorozatok kozben sokszor mérnek Ugyett\mirbségelledrzé
mintat (QC: quality control), és ezek intenzitasavarrigaljak a vizsgalati
komponensek intenzitasat [124-126]. Egy tovabbi sméd a reprodukalhatésag
novelésére a csucsok intenzitdsdnak 0sszegére adagyntenzivebb csdcsra tordén
normalas [127]. Ez az egyes komponensek valtozasaitveszi figyelembe, tehét ha
az egyik csucsd) és a masik csokken, akkor ezeket a valtozasakat korrigalja,
illetve az eredmények értelmezésénél a biologi@njést is befolyasolhatja (lasd
5.5.1. fejezel. Kuligowski és munkatarsaid statisztikat alkalmaztak nagy
adathalmazokban kulonb®zffektusok keresésére [128], de korrekciés modszen

javasoltak.
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Az emlitett korrekcids maodszerek kulonBozredeli és tipuslu hibakat
korrigalnak, igy egyuttes alkalmazasuk is ajankstrlj, mas tipusi modszerekkel valo
kombinalassal a stabilitas és reprodukalhatésagmeadéeki javulasa varhato.

1.4.3. A tomegspektrometrian alapul6é proteomika mod=erei

A fehérjemintdk bevitele torténhet intakt fehérjagy a fehérjél keletkezett
peptidek formajaban.

A peptidek vizsgalataval torténfehérjeazonositasbottom-up modszernek
nevezik, és a legtobb esetben ezt a mddszert akattk. A fehérjékdl peptidek
enzimatikus hasitdssal (emésztéssel) Aallithaték efre szamos enzim létezik,
leggyakoribb a tripszin, amely a Lys és Arg aminagaal hasit. Habar a fehérjék
megemeésztése a mintak komplexitdsat sokszorosaedi B8 ez sok problémat vet fel,
a peptidek mégis sokkal érzékenyebben vizsgalhftignentaciojuk egységesebb és
MS/MS modszerekkel akar a teljes szekvencidjuk rmatghzhat6. A megnovekedett
komplexitdsnak ugyanakkordglyei is vannak: a fehérjék azonositdsa mar néhany
peptid alapjan lehetséges, és az egyes peptidédgpsrerkezetének ismerete miatt az
analizis megbizhatébb is. A specidlis tulajdonsageptidek dusithatok és
szelektivebben vizsgalhatok (poszt-transzlaciosasitélsok), €s a hidrofob karakter
fehérjék is mérhék. Fehérjeazonositasra, szekvenalasra, kvantitayhatarozasra
€és poszt-transzlacios moédositasok vizsgalataraldewa alkalmas abottom-up
modszer. [129-131]

Az intakt fehérjék vizsgalatdop-downtipusu modszernek nevezik. A fehérjék
direkt fragmentacioja nehézkes, ezérttap-down mddszert fehérjeazonositasra
viszonylag ritkan alkalmazzék. Az FT-ICR analizatorokhkifejlesztett ECD
fragmentaciés modszer a kis és kdzepes rinéntakt fehérjek vizsgalatat leliee
teszi [132, 133], az 50 kDa-n&l nagyobb fehérjélsgitata viszont még ezekkel a
készilékekkel is problémas [134].t8p-downmaddszert §ként fehérje konformaciéd
és fehérje komplex vizsgalatoknal alkalmazzak [128lamint abottom-upmodszer
komplementereként a szekvencia lefedettség novelEsas-137].

Az enzimatikus hasitads soran keletkezett peptidek@sitasa torténhet normal
vagy tandem tomegspektrometridval. Az MS mérésekinegéayeképpen kapott

peptidek molekulatomegét adatbazis keresésseinegjlico peptid listaban talalhato
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a fehérjékhez tartozdé elméleti tomegekkel vetik zés{PMF: peptide mass
fingerprinting) [138, 139]. A valosziisitett fehérjéket tobbféle szempont alapjan —
tobbek kdzott a megtalalt peptidek szama alapjpontozzak, és egy adott pontszam
felett tekintik azonositottnak. A PMF technikavalté azonositas megbizhatatlan
és napjainkban mar nem is fogadjak el. Korabbasak aem tul komplex mintak és
j6 tbmegpontossag esetén alkalmaztak a mintab@haad fehérjék azonositasara. Kis
molekulattmef vagy sok poszt-transzlacios modositast tartalmaebérjék
azonositasara pedig egyaltalan nem is hasznalHaginkabb MALDI-TOF
készllékekkel hasznaltdk, amelyek nem voltak képbk&/MS mérések felvételére.
[131, 140]

A tandem tOmegspektrometriaval tordémazonositas megbizhatosaga sokkal
nagyobb. Ekkor nemcsak a peptidek molekulatomegétikin hanem azokat
fragmentaljak is, igy az aminosavakat és azok ka@dasi sorrendjét is meg lehet
hatérozni. Tehat nem csak tdmeguk, hanem szerkezd#ipjan is azonositjdk a
peptideket, ami a hamis talalatok aranyat nagyrkiéeté csokkenti. A val4szisitett
fehérjék megtalalasa itt is adatbazis keresésstinié a peptidek és fragmensek
tobmegei alapjan. [104, 131, 140, 141]

Adatbazis keresés nélkul, hagyomanyos manudlis edésdel és a tomegek
egyenkénti megkeresésével a fehérjék azonositageomanosszu és nehéz, ezért a
tomegspektrometrian alapuldé proteomika elképzellegtemodern bioinformatikai
modszerek |étezése és folyamatos fejlesztése nékidggyakrabban alkalmazott
szoftverek kdzé tartozik a Mascdttify://www.matrixscience.cojrés a ProteinLynx
Global Server (Waters, Milford, MA, USA) is, amelyekat doktori értekezés

adatainak értékelése soran hasznaltam. A szoftveiredkegyike egyedi pontrendszer
szerint pontozza a fehérje talalatokat. A talaléefgdk kdzil az egy bizonyos ponthatar
feletti pontszamu fehérjéket tekintik azonositditnBz a bizonyos megbizhatdsagi
ponthatar minden keresés esetén mas €s mas, lés rditél a minta tulajdonsagaitol
(komplexitas), mind a mérések paramétérditbmegpontossag), az adatbazis és a
keresés tipusatdl is figg. Az irodalomban szig@vekelmények alapjan, és altaldban

a 99% feletti valdsziiséggel azonositott taldlatokat fogadjak el. [142}14
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1.4.3.1. Fragmentacios modszerek

Tandem tomegspektrometria esetén a fehérjék eglpkgdtagmentacioja tobb
helyen is torténhet, és ugyanabbdl a molekulabdib t&ilénb6s fragmens
keletkezhet. A fragmensek elnevezésére és megkidtetesére a Roepstorff és

Fohlman altal bevezetett nevezéktant hasznaljak][14. abra)

X3 V3 Zy X,

o) R, o)
HoN JL /J\ _NH JL ) OH
\r SNH

a b C ay b; ¢

y Zy

6. dbra A peptidek fragmentécioja soran kédé fragmensek jeldlése. Az abra az
ACD/ChemSketch szoftverrel késziilt.

A peptid anyaionok fragmentdlasanak tébbféle médja, \a leggyakoribb az
Utkdzés indukélt disszociacio (CID: collison inducgidsociation) [146]. A CID
fragmentacié soran a prekurzor ionok inert gazatdkab (He, Ar) vagy
gazmolekulakkal (B Utkdznek, és a peptideidbfoként b és y tipusd ionok
keletkeznek, mikézben a labilisabb kotések hasadnkenkivil bizonyos
aminosavakra jellendz speciélis immonium ionok is keletkezhetnek és azpo
transzlaciés modositasok is lehasadhatnak (plfdokxio, glikozilacio) [147-149].
Mivel a CID soran sok esetben csak a preferalt k#tésasadnak, és viz és
ammoniavesztés is @brdulhat, ezért nagyobb peptidek (tdbb, mint 15rasav)
esetében a szekvencia lefedettség nem mindignielglaz elvarasoknak. [134, 150]

Az elektron-transzfer disszociacio (ETD) [151] és elektron befogasos
disszociacio (ECD) [152] sordan a peptidek elektrdabk Gitkoznek, aminek
eredményeképpean ész ionok keletkeznek. A fragmentacié mértéke egyenlete
peptid teljes hossza mentén, a szekvencia lefédettsnek kdvetkeztében nagyobb és
komplementer a CID-val [153-155]. Az ETD és az ECD mzédsk nagyobb peptidek
és intakt fehérjék fragmentalasara és poszt-traos€s modositasok vizsgalatara is jol

hasznalhatdk, ugyanis azokat nem hasitjak le anasavakrél [154, 156]. Az ETD és
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ECD fragmentacio hatékonysaga a pozitiv téltések &zahm. A fragmentacio soran
negativ toltés megy a pozitiv peptid ionokra, igglkca minimum 3+ és 4+ toliés
ionok esetén alkalmazhato. [41, 134, 150]

1.4.4. Glikozilaciés mintazatok meghatarozasa témepektrometriaval

A glikozilaciés mintdzatoknak kétféle tipusa varhedyspecifikugs azatlagolt
glikozilacios mintazatok. A helyspecifikugikozilaciés mintazat esetében az egyes
glikozilacios helyekhez kapcsoldédo oligoszacharatdkatarozzuk meg. Az atlagolt
mintdzat megadasa soran a fehérjén talalhaté ogtikést egyszerre, ,atlagosan”
jellemezzik, és nem tudjuk, hogy azok pontosan ikeadjikozilacios helyekhez
kapcsolodnak. Tobb proteint tartalmazé minta esed@natlagolt glikozilacios
mintazatok nem csak az egyes glikozilacios helyékoki, hanem a glikanok
fehérjénkeénti eloszlasat sem mutatjak meg, csaleggiittes mintazatot mutatnak. A
helyspecifikus mintdzatok sokkal tébb biologiai arhaciot hordoznak, mint az
atlagolt mintazatok, ugyanakkor meghatarozasuklisé&g- és idigényesebb.

Az atlagolt glikozilacios mintazatok meghatarozasgikanok fehérjeksl torténs
lehasitasaval torténik [157]. A hasitast altalabbkogidaz enzimekkel végzikiN-
glikdnok specifikus hasitaséara a pepliglikozidaz F (PNGase F) enzim hasznéalhat6
[158]. Lehasitott glikAnok tomegspektrometrias géata mind MALDI, mind ESI
ionizacié alkalmazéasaval lehetséges [159]. Altalalsamglikanok detektalasanak
érzékenységét szarmazékképzési reakcidkkal noyplik permetilezés [160]). A
glikanok lehasitisat koviEn a fehérjék az &6 fejezetben targyalt MS és MS/MS
mobdszerekkel azonosithatok, és Malikozilaciéos helyek is meghatarozhatok a
PNGase F hatasara bekovetk&zsn — Asp csere tomegkulonbségének kovetkeztében,
a helyspecifikus informacio viszont elveszik [5811162].

A helyspecifikus glikozilaciés mintdzatok meghaté&ea a glikoproteinek
enzimatikus hasitdsaval, majd tomegspektrometrigsgalataval torténik. Az
emesztes eredmeényeképpen peptid és glikopeptidédekeletkezik. A glikopeptidek
tomegspektrometrias vizsgalata a peptidekhez kéapdstzebb, amelynek toébb oka
van: kicsi a koncentraciojuk, nagyfoki a heterogfemik, kicsi a meghatérozasuk
érzékenysége 6ként a savas glikopeptideké a gyakran alkalmazditiy ionizacios

modban. Az MS méréseket tébbdimenzios elvalasetassztitasi Iépésekdik meg
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(lasd 1.3.3. fejezel. A glikoproteinek vizsgalata legtbbbszor kromatdgval
kapcsolt ESI ionizaciéval torténik, de MALDI ionizés modszerrel is lehetséges
[163, 164]. MALDI-t foként akkor alkalmaznak, ha az ESI spektrumok arkioi
téltésallapotok miatt tal bonyolultak. [37]

A glikopeptidekbl szerkezeti informacio tandem tomegspektromettidyarhed.
A glikopeptidek fragmentalasat CID modszerrel végezveglikozid kotések
hasadasanak valos#sege nagy, a peptid kotéseké kisebb [165]. A speiktam
foként a glikanokhoz tartozo B és Y fragmensek figy@élkeneg (Domon és Costello

altal bevezetett nevezéktan [166]abra).

Y, Z Y, Z
OH [ [ OH OHY [ [
O LOX —0
OH . _<OH _ _<OH | ' >1O0-R
HO %O — 0 N\
“OH OH ~OH B

7. &bra A glikanok fragmentacidja soran kémd fragmensek jelolése. Az abra az
ACD/ChemSketch szoftverrel késziilt.

A CID fragmentéacié soran az utkozési energia nagyshfiiggoen kulonboa
mértékben a peptidekhez tartdzésy fragmensek is éfordulnak. Alacsony Utkdzési
energia esetén a peptid kotések altalaban érintetrearadnak, és csak a glikozid
kotések hasadnak, nagyobb (tkozési energia alkabamal a peptidek teljesen
deglikozilalédnak és megjelennelbasy fragmensek&. abrg. Glikopeptidek CID
fragmentélasa a leggyakrabban ioncsapda [167, IBBDF [38, 169] és Orbitrap
[170] készulékekkel torténik. Az ioncsapda analimsitca tobbszords fragmentacios
ciklusnak (MS) kdszonhdten kivaléan alkalmazhatok a glikanok B és Y tipusu

V4

tehat a glikozilacios helyek azonositaséara is [172]. [37, 57, 59]
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8. 4bra CID technika alkalmazésa glikopeptidek alacsonyigkbzési energian (15 V) glikan
(a), majd nagyobb Utk6zési energian (30 V) pegidegységeinek fragmentalasara. Az
abra az [57] irodalmi hivatkozas 2-3. abraja.

ECD és ETD fragmentacié soran a glikan rész érintetbanad és a peptidre
jellemzs ¢ ész fragmensek kégminek Q. abrg. Ennek kdvetkeztében e technikak

glikozilacios mintazatok meghatarozasanal kivaléaalmazhatok a glikopeptidek
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szekvencia analizisére és a glikozilacids helyekagitdsara. Amig az ECD technika
csak FT-ICR analizatort készulékekben &hadt addig az ETD sokkal szélesebb
korben is (ioncsapda, QTOF, Orbitrap). CID-val komhiada glikan fragmensek
tomegélbl a glikan Osszetételét és elagazasait is meg letwtdani, igy teljes
helyspecifikus glikozilaciés mintazatok kaphat&z [57, 173-176]
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9. abra ETD technika alkalmazasa glikopeptidek fragmestfiid. Az abra az [57] forras 6.

abraja alapjan késziilt.

A glikopeptidek tomegspektrometriai mérési adatakiGktékelésére is allnak mar
rendelkezésre kulonbézszoftverek [177-179], de ezekikbdése még nem annyira
megbizhatd, mint a fehérjék azonositasara valoranogké, és felhasznalasuk sem
olyan széleskdr. Rutinszeiien még nem alkalmazhatdk, paramétereiket a kul@nboz
mintak esetében optimalni kell édikddésik hasznalatdti tesztelése is sziikséges.
[180]
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1.5. lonizalé sugérzés és glikozilacio

Az él6 szervezetekre természetes és mesterséges forbasokbd kiulonbod
tipusu sugarzasok gyakorolnak hatast. Természetgarzasok a kornyezéib -
beleértve a vilafyt - érkeznek, a mesterséges sugarzasok kozé atiklhz ipari
sugarzasok és balesetek, a haborus sugarzasogjankban fenyegétradioldgiali
terrorizmus, az orvosi gyakorlatban alkalmazottiottapia, valamint a kutatasi
celbdl alkalmazott sugarzasok.

A sugarzasok tipusa szerint megkulonbéztetink idhizs nem ionizalo
sugarzasokat. Az ionizald sugarzasok energidja rgy&épesek atomok és
molekuldk ionizaldsara, és a kémiai kotések felisasfira. Az ionizalé sugarzasok
kozé tartozik az alfa-, béta-, gamma-, réntgera &dvid hullamhosszu UV sugarzas.
A nem ionizalé sugarzasok energiaja alacsonyabbultdnthossza nagyobb, ezek
altalaban csak felmelegitik a széveteket. Ide batdla lathat6 fény, a kézeli UV-, az
infravorés-, mikrohullamu- és radiésugarzas. [181]

A radiobiolégidban az ionizalé sugarzas hatasaredgalata soran egyre nagyobb
a proteomika iranti érdekdiés [181-184]. Az ionizalé sugarzas hatasara argban
bekovetkezett valtozasokat mar szamos esetbensalaganulmanyoztak [185-189],
azonban a DNS-ben talalt karosodasok a sugarzasegzeéw gyakorolt hatasanak
csak egy részét mutatjdk, és a hatasok kdvetkeairéngem adnak teljes Kor
magyarazatot. Az ionizalé sugarzas hatasainak mblgaseerveddesi szinteken -
tobbek kozott fehérjéken, sejteken, szovetekenld viasgalata, és az ezeken a
szinteken zajlé molekularis folyamatok megérté§edebb képet mutathat. A fehérjék
sokkal dsszetett rendszerek a DNS-nél, sokfélesédéikyegesen nagyobbQ. abra)
€s tobb és bonyolultabb szabalyozé mechanizmusokakabefolyassal rajuk. Tehat
sokkal gyorsabban, érzékenyebben és valtozatosabihaak valaszolni a szervezetet
ér6 hatasokra. A genommal ellentétben a proteombanviegitgzett valtozasok a kidls
hatds megdmésével és valamennyidelteltével a legtébbszor visszarendidizek az
eredeti allapotba, ezért az ionizald sugarzas ktizvés hosszu tavu hatasai egymastol
elkllénitve vizsgalhatdk. [182, 184] A fehérjék \gagataval megismerhetijabb
patofiziologiai utak és mechanizmusok és az azokbésztved molekuldk
azonositdsa a sugarterapias kezelés hatékonységmrahellékhatésairdl sok Uj
informaciot nyujthat. [190-194]
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abra A biologiai rendszerek komplexitdsdnak névekedegenomtol a proteomig. Az

abra a https://www.lifetechnologies.com/hu/en/home/lifeesice/protein-

biology/protein-biology-learning-center/protein-lwgy-resource-library/pierce-protein-

methods/overview-post-translational-modificatiomh{2015. junius) oldalon talalhaté

abra alapjan késziilt.

Az ionizald6 sugarzas hatasat a fehérjek poszt-tlariss modosulasaira is

vizsgaltdk mar: foszforilacié [191, 195-197], attié [196], ubikvitinacio [198],
karbonilacio [199, 200], nitrozilacié [199, 200] gkozilacié [201-204] soran, és

tobb esetben szignifikans valtozdsokat talaltak.

A glikozilaci6 és az ionizalo sugarzas kapcsolatamirodalomban egyéle nem

sok informacio all rendelkezésre:

a) Egerek besugarzadsat kosed szérum  fehérjéket  kétdimenzids
gélelektroforézissel vizsgaltak, és az izoelektrenmont pl) eltolodasat
tapasztaltak, amely a glikozilacié6 megvaltozasaekikmztében is létrejohetett
[201, 205]. A glikanok fehérjékt valo eltavolitasat kovéen a kapott
oligoszacharid keverékeket tomegspektrometriavadgaltdk és a kilénbéz
struktarak csokkenését, illetve ndvekedését taphakt Azonban mivel csak
atlagolt mintazatokat hataroztak meg, azt nem lefoeini, hogy adott
fehérjékhez kothéte a kulonboé tipusu glikanok intenzitasanak valtozasa,

vagy minden fehérje glikozilaciéja ugyanugy valio4R01]
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b) Egy masik vizsgalatban ugyancsak egereken a galdktacetilgalaktézamin
és manndz tartalmu glikoproteinekben talaltak kit mértéki és lefutasu
id6fuggd valtozasokat, de a glikoproteinek koncentracidjaléaissal nem
mutatott egyérteln dsszefliggést, igy biodoziméterként nem hasznalhaté
[204].

c) Huméan eredét vastagbélrak sejtvonalon az integrin béta 1, amedy
glikozilalt sejtfelszini fehérje, szializaciojabaalaltak valtozast, amelynek
eredményeképpen a sejtek sugarzassal szembenzteezigja novekedett
[202, 203].

Tudoméasunk szerint az ionizald6 sugarzéds helyspesifi glikozilacios

mintazatokra valé hatdsat még nem vizsgaltak, igy egyes glikoproteinek
valtozasairél nem rendelkezink edjyrel informéaciéval. Ezenkivil human mintakon

végzett glikozilacids vizsgalatokrél sem tudunk.
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2. Célkitiizések

Doktori munkam soran célom volt a nagy koncentréici@rplazma fehérjék
helyspecifikus glikozilaciés mintazatanak meghatasa. A fehérjék glikozilacios
mintazatanak részletes jellemzése napjainkban neég tekinthei rutinszetinek,
ezeért szikség van megfdlehinta-ebkészitési és analitikai modszerek kidolgozasara,
illetve a mar megléymddszerek széleskoglikoproteomikai tesztelésére.

Elssként a plazma fehérjék helyspecifikus glikozilacigrintazatanak
meghatarozasara alkalmas modszerek fejlesztdséteibptimalasat végeztem. Egy
olyan depletalasbdl és frakcionalasbdl all6 modkimigozasa volt a célom, amely a
glikozilacios mintdzatok meghatarozasahoz sziukségesyisé vérplazma fehérje
izolalasat lehéivé teszi, é€s egyszerre tobb fehérje glikozilaciomtamatanak
meghatarozasara is hasznalhatd. A modszerrel kaploanltovabbi elvaras volt, hogy
a fehérjék dorit mennyiségét egy frakcidban tudjuk léggni, valamint hogy az
egyes intakt fehérjékhez tartozé glikoformokat rédassza el egymastél, és a
glikozilacios mintazatok meghatarozasa lehetséegseh egy frakciobol.

A vérplazma mintédk eleve nagyon Osszetett rendszenelelyben az egyes
glikoformok alacsony koncentracioban taldlhatok mégy szikség volt a mar
megléw minta-ebkészitési, mérési és értékelési modszerek megféatalakitasara,
optimaldsara és automatizdlasara. Ezenfelil célomlt va mdbdszerek
megbizhatésaganak novelése, amelyeket abkéskben kvantitativ analitikai
vizsgalatokban szeretnénk alkalmazni, ahol az egyeformok kismérték
valtozasainak pontos meghatarozdsa a feladat. A-H&LC-MS mérések nagy
szorasa ismert probléma, amelynek csokkentéstalkorrigalasat szerettem volna
megoldani. Szikség volt még a mérési adatok kiékdskre alkalmas szoftver
paramétereinek megfetebedllitdsara ugy, hogy részletes, ugyanakkor rabgto
eredményeket kapjunk az értékelés soran.

A mobdszerek kidolgozasa és optimalasa utan tobbrjéeheelyspecifikus
glikozilacios mintazatat szerettem volna meghatéiregészséges emberek mintaiban.
Ezt koveten a kidolgozott mdédszerekkel kulonibdzetegségekben, és a szervezetet
ér6 kiilsd hatasok esetén szerettiik volna a glikozilaciogamatokat megvizsgalni, és
az esetleges kulonbségeket azonositani, amelyehkabker tulajdonsagu fehérjéket
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vagy glikoformokat eredményezhetnek. Doktori munls@mén sugarterapiaval kezelt
betegek mintdinak és az ionizalé sugarzas glikozita valo hatasanak vizsgélata volt

a kozvetlen célom.
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3. Mddszerek

3.1. Anyagok és mintak

A minta-ebkészités és a kromatografias frakcionalas soram-®lilUltrapure
Water System Milli gradient készilékkel (Millipor8ijllerica MA, USA) tisztitott
desztilldlt vizet és gradiens ndisédi acetonitrilt hasznaltam. A nano-HPLC-
MS(/MS) méréseknél HPLC-MS tisztasagu vizet és aitetib hasznaltam.

A depletalas soran az Agilent Multiple Affinity Remo&pin Cartridge HSA/IgG
(Agilent Technologies, Santa Clara, CA, USA) készlettdtjoztam. Az enzimatikus
hasitdshoz a RapiGest SF tidsllletaktiv anyagot a Water§HMilford, MA, USA)
szereztuk be, valamint tomegspektrometriaideé@di tripszint (Promega Corporation,
Madison, WI, USA) ésElizabethkingia meningoseptit®! izolalt proteomikai
minésédi PNGase F enzimet (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USAgznaltam.

A frakcionalasi modszer tesztelésekor és a glikodi®a mintazatok
meghatarozasakor felhasznalt vérplazmamintak apgastieBajcsy-Zsilinszky Kérhaz
és Renddiintézetldl szarmaznak. Az etikai engedély szama: 1031-6/2A@%k2andard
fehérjéket (alfa-1-savas glikoprotein, haptoglobirgnszferrin) és minden egyéb
anyagot, oldészert és reagenst a Sigma-AldrichablL{ouis, MO, USA) vasaroltuk.

A sugarterapiaval kezelt betegek mintait Lengyelbgbsl kaptuk (Maria
Sklodowska-Curie Memorial Cancer Center and InstituteOacology, Gliwice
Branch, Gliwice). 10 laphamsejtes fej-nyaki rakbamsee’ beteget (50-80 év, 7
férfi, 3 n6) intenzitds modulalt sugarterapiaval kezeltek exedés 22-50 napig tartott,
a besugérzas sordn alkalmanként 1,8-3 Gy nagysagét db daganat teriletére
fokuszaltak. A teljes dozis 51-72 Gy volt. 3 vérmirggiijtottek minden betegt: az
‘A’ jel . mintat a kezelés &it, a 'B’ jeli mintat kozvetlenil a kezelés befejezését
koveben, tehat a teljes dozis besugarzasa utan, a iCijeltat pedig 1-1,5 hénappal
a kezelés befejezése utan. A vérplazméat EDTA hozzaagk&45 perces 2000 g-n

tortérs centrifugélast kévéen kaptak, majd -88C-on taroltak.
3.2. Eszkozok és készilékek

A mintakat vadkuum centrifugaval paroltam be (SpeegVaniVac Duo
Concentrator, Genevac Ltd., Ipswich, Suffolk, UK). Cdagrdlashoz Table Top
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Refrigerated Centrifuge Hermle Z300K (Hermle Labortekh@mbh., Wehingen,
Németorszag) készilléket hasznaltam.

A vérplazma frakcionalasara Acquity UPERészuléket (Waters, Milford, MA,
USA) alkalmaztam. A fehérjék elvalasztasa a legtobderidét soran Poros R2
(polisztirol-divinil-benzol, 10um, 2,1 x 100 mm, Applied Biosystems, Foster City,
CA, USA) kolonnan tortént, némely esetben pedig AgitleRP-C18 High-Recovery
Protein Column (4,6 x 50 mm, Agilent Technologiesit&&lara, CA, USA) oszlopot
alkalmaztam.

Az emésztett fehérjemintak (peptid keverékek) HPLCHMS) analizisét
nanoAcquity UPLC-n és nano-ESI ionforrassal felszte@aIOF Premier (Waters,
Milford, MA, USA) tdmegspektrométeren veégeztem. A mintéoncentralasa és
sétalanitasa csapdazé oszlopon tortént (Symmetryir@p®szlop, 180 pm x 20 mm,
Waters Milford, MA, USA), ezt kbvéen a peptidek elvalasztasara nanoaramlasos
forditott fazisu analitikai kolonnat (C18, 1,7 um BEeszecskék, 75 pm x 200 mm,
Waters, Milford, MA, USA) hasznéltam.

3.3. Depletalas

A vérplazmébol az albumin és immunglobulin G fehéfjékaffinitas
kromatogréafiaval tavolitottam el.

Az elétoltott kromatografias oszlopra 30-50 pl plazmasdtinittem fel €s a gyarto
standard protokolljanak a kdvetkedltalam modositott valtozatat kovettem:

1. Spin oszlop ekvilibraldsa 1,5 rAloldattal LuerLock adapter alkalmazasaval.
30-50 ul plazmamintat 200 pl-re higitottaxoldattal.
Higitott plazmaminta felvitele a spin oszlopra pipetegitségével.

Spin oszlop centrifugaladsa 250 g-n 10 s-ig.

a bk~ 0w

Spin oszlop mosasa 800 Aloldattal LuerLock adapterrel. (A 4-es és 5-0s
|épések soran eluélodo folyadékot egy eppendoriydmgyijtottem)
6. A megkotott albumin és immunglobulin G fehérjéketm B oldattal és
LuerLock adapter alkalmazasaval elualtam.
7. Spin oszlop ekvilibrélasa 4 mMloldattal.
Az A ésB oldatok 6sszetételét a gyarté nem adta meg.
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A 4-es és 5-0s lépések soran lggtt kb. 1000 ul frakciéhoz, amely az
albuminon és immunglobulin G-n kivil minden fehérartalmazott, 30-30 mM
koncentraciéban #FHHPOs-ot és citromsavat adtam. A kapott fehérje oldafokRa-os

centrifugdlis sfir6 segitségével 25 pl-re toményitettem be.

3.4. Frakcionéalas

A depletélt plazma HPLC frakcionalasa forditott fazisomatografiaval tortéent.
A kromatografias modszer tesztelését standard fatia@i (alfa-1-savas glikoprotein,
haptoglobin, transzferrin), deglikozilalt standafehérjékkel és depletélt plazma
mintéakkal végeztem. A deglikozilalt alfa-1-savaskgproteint és a deglikozilalt
transzferrint a kdvetkéképpen allitottam él 11 pl, egyesével 300 pmol fehérjét
tartalmazé oldathoz 2 pl 200 mM-os DMHHCOs oldatot és 1Qul 500 egység/ml
PNGase F enzimet adtam és 37 °C -on termosztaltarjerpkan at.

A standard és deglikozilalt standard fehérjéket 8@Ip- 5 nmol mennyiségben
injektaltam, a plazmamintakat 0,5-15 pl térfogatban

A Poros R2 oszlopon a gradiens ellcio soran az asasgbesség végig 1 ml/perc
volt, az oszlopmérséklet 65 °C. Az A eluens 0,07 v/v% trifluor-ecettdartalmazo
viz, a B eluens 0,07 viv% trifluor-ecetsavat tartdm acetonitril volt. A

kromatografias elvélasztas soran gradiens elttiiétraaztam (. tdblaza}.

1. tablazatA depletalt plazma frakcionéldsa soran alkalmageittiiens.

0,0 80 20
0,7 80 20
15,7 30 70
15,8 5 95
17,3 5 95
17,4 80 20
23,4 80 20

280 nm-en tortéh UV-detektalas és a MassLynx szoftver altal kijelzeérési

id6 segitségével manualisanigipttem a frakcidkat. A doktori értekezésben talédha
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vizsgélatok soran, amennyiben kilén nem jeleztétpefces, azaz 5Qd térfogatd
frakciokat gyijtottem, az 1-es frakcié 3,0 percnél kéddtt és a tovabbi frakciokat
folytatélagosan szamoztam.

Minden 500ul térfogatu frakcidhoz 1,81 25 m/m%-o0s NH, és 1,8ul 500 mM
koncentraciéju KHPQ: oldatokat adtam, majd a mintakat @Otérfogatra paroltam
be.

3.5. Enzimatikus hasitas

A 30 ul térfogatra beparolt frakciokban talalhato fehiéefea kovetked protokoll

szerint emésztettem meg:

1. 5 wl 200 mM-os NHHCOs; hozzaadasa utan a fehérjék kitekerése és
redukalasa 3l 0,5 m/v%-os Rapigest-tel ési@2 100 mM-os DTT-vel 30
percen at 60 °C-on tortént.

2. Az alkildlas soran 4ul 200 mM-os NHHCOs-tal és 2ul 200 mM-os
jodacetamiddal inkubaltam a mintdkat szababrsékleten és sotétben 30
percig.

3. 1,5 ul 40 pM-os tripszint adtam a frakcibkhoz, amely 37 °Cdmran at
emeésztette a fehérjéket.

4. Az enzimatikus hasitast 1, hangyasav hozzaadaséaval allitottam meg és 30
percig 37 °C-on inkubaltam.

5. 30 perces 17000 g-n tori@oentrifugalas utan az attetdeliiliszé folyadékot
pipettaztam at mintatarté edényekbe.

3.6. Nano-HPLC-MS(/MS) analizis

A kromatogréfias korilmények az dsszes tipusu MS)/M&és alatt ugyanazok
voltak. Az A eluens 0,1 v/iv% hangyasavat tartalmaiz) & B eluens 0,1 v/Iv%
hangyasavat tartalmazo6 acetonitril, az analitikailap fmérséklete 55 °C volt. Az

aramlasi sebességek és az eluensek keverésénglt ardalabbiak szerint valtozott:
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2. tablazatA nano-HPLC-MS/(MS) mérések soran alkalmazott igndsl

0,0 450 97 3
4,0 450 92 8
5,0 250 92 8
70,0 250 60 40
72,0 450 15 85
90,0 450 15 85
92,0 450 97 3
135,0 450 97 3

A tbmegspektrometriai mérések paraméterei a kovketealtak:

- loniz4ciés mod: ESI(+)
- Kapillaris fesziltség: 2,3 kv
- Nanoflow nyomas: 1 bar
- Forréasiémeérséklet: 90 °C
- Kénuszfeszliltség: 35V

Minden egyes vérplazma frakcié esetében 3-3 krognatids futasbol 3-3
kilénb6d méréstipust végeztem:

A frakciok fehérjetartalmanak és az alfa-1-savaskogliotein genetikai
varidnsainak meghatarozasat adattiS/MS mérésekkel (DDA: data dependent
analysis) végeztem, rendszerint 3-3 intenziv pegsdcs kivalasztasaval. 4 s
ciklusokat hasznalva, ciklusonként egy teljes M8ksmumbol és a 3 legintenzivebb
ion MS/MS spektrumabdl &ll6 adatokat vettem fel. @skilék az anyaionokat 400-
1800 m/z tartomanyban valasztotta ki, az MS/MS spektrumo&8t2000 m/z
tartomanyban vette fel. Az titk6zési gaz argon whyomasa 4,05 x f0mbar. Az
Utk6zési energia 7-70 eV tartomanyban valtozotingaian toltési allapota és tomege

alapjan.
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A glikozilaciés helyeket és &b glikoformokat hasonlé adatfuggMS/MS
mérésekkel hataroztam meg. A killénbség a tomegtarighan és az Gtkézési energia
nagysagaban volt. Az anyaiont 780-200Q tartomanyban valasztotta ki a készulék,
a lednyionokat 150-300@/z tartomanyban mérte. Az Utkdzési energiat 5-55 eV-0s
tartomanyban valtoztattam.

A kis intenzitdsu glikoformok azonositasat és azésglikoform kvantitativ
meghatarozasat kiterjesztett dinamikus tartomanys mierésekkel (dre: dynamic
range enhancement) 500-20@rtartomanyban mértem. A készulék toébbi paramétere

megegyezett az adatfligly]S/MS méréseknél felsoroltakkal. [206]

3.7. Kiértékelés

3.7.1. A fehérjék azonositasa

A frakciok fehérjetartalmanak azonositdsa és az-laavas glikoprotein
genetikai variansainak meghatarozasa a ProteinlGiobal Server v.2.3 (Waters,
Milford, MA, USA) szoftverrel tértént. A mérési adataka Mascot Server v.2.2
(Matrix Science, London, UK) segitségével a SwissRr@011 10 szekvencia
adatbazis human adataival hasonlitottam 0ssze.esé&sisoran egy kihagyott hasitast
engedélyeztem, fix moddositdsként a cisztein karbametileddését, variabilis

modositasként metionin (Met) oxidacioét allitottam b

3.7.2. A helyspecifikus glikozilaciés mintazatok medwatarozasa

3.7.2.1. Fehérjék glikozilacios helyeinek és nagyblintenzitasua glikoformjainak
azonositasa

A glikozilaciés helyek azonositasat adatféiggano-HPLC-MS/MS mddszerrel
végeztem &8.6. fejezetbeteirtak szerint. Ezek a mérések a fehérjék azommdmia
hasznalt méréselt a glikopeptidek specialis tulajdonsagainak meséein két
paraméterben  kilonboztek: a peptidek optimumahozpesté nagyobb
tomegtartomanyban vettem fel az adatokat és algebbriitkzési energiaval tortént

a fragmentacio.
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A nyers mérési adatokbdl a kovetkkeppen azonositottam a glikozilaciés
helyeket: El§ként a felvett MS/MS spektrumokrol kellett eldéritelmogy melyek
tartoznak glikopeptidekhez és melyek egyeb peptidekimegjegyzés: a nagyobb
tomegtartomanynak koészonbieh megitt a glikopeptideksl felvett spektrumok
aranya, de igy is sok esetben peptidekeésziltek a spektrumok). A spektrumok
kivadlogatasat a GlycoMiner v.1.13 Beta szoftverJ[lSegitségével végeztem, amely
a glikanok fragmentéaciés mintazatanak jelenlétpjatamegbizhatéan azonositotta a
glikopeptidekhez tartozé spektrumokat. A szoftvelagmentaciés mintazat alapjan a
glikan tipuséat is meghatarozta, és a mért glikddefitmegtdl a glikan elméleti
tomegét levonva kiszamolta a peptid molekulatomepg@melynek tdmegpontossaga
tehat megegyezik a mérési kalibracié pontossagaval)peptid6l azonban a
molekulatémegen kivil egyéb szerkezeti informaoiémn adott. Ezért a vérplazma
frakciokban azonositott fehérjék korében manualikarestem le a nyers meérési
adatokbol a MassLynx 4.1 (Waters, Milford, MA, USA) zeel6 szoftver
hasznélataval, hogy 25 ppm-es tdmegtartomanybaly, Ase-X-Ser/Thr szekvencia
részletet tartalmazo peptid(ek) felelteti{fg} meg az egyes molekulattmegeknek.
Amennyiben egy molekulatdmeghez tébb kilorthgeptidet taldltam, akkor az alabbi
szempontok figyelembevételével valasztottam kiyhoglyik peptidél van szo:

- A valébszirisitett peptidek kozul kisebb valosig@ggel valasztottam ki
azokat, amelyekben kihagyott hasitasi hely (missedvage), vagy nem
specifikus hasitasi hely (non-specific cleavagédf. vo

- Nagyobb valészifséggel valasztottam ki azokat, amelyek intenzitdsa
nagyséagrendileg 6sszeméihetlt a valdszifisitett peptid fehérjéjéhez tartozo
esetleges egyéb peptidekével.

- Nagyobb val6szifséggel valasztottam a jobb tomegpontossaggal kibez
peptideket.

Az 0sszes frakcid MS/MS méréseinek ilyen médon ndrkéértékelését kdvéen

azonositottam a glikopeptideket és azok intenzivefikoformjait. A kisebb
intenzitasu glikoformokrél nem készilt adatfagiylS/MS spektrum, emiatt ezek

azonositasa ebben a Iépésben nem tértént meg.
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3.7.2.2. A kisebb intenzitasu glikoformok azonositas

A kisebb intenzitasu glikoformok azonositasa nano-BRLS mérésekkel
tortént. Az ebzéekben azonositott glikopeptidek peptid témegénel &s16nboa
glikdnok tomegének o©sszegeként kiszamoltam a léggyd komplex tipusu
glikoformok tdmegét minden glikozilaciés helyre (4diméletileg lehetséges
glikoform/glikozilaciés hely). A szamolh/zértékeket manuélisan kerestem le az MS
spektrumokban. A manudlis keresés soran minden rakgglikoform esetén
ellendriztem a toltést, az izotopeloszlast és az ugyamalahglikopeptidhez tartozo
tobbi glikoformhoz viszonyitott retenciés sorrend€sak azokat a glikoformokat
fogadtam el val6snak, amelyek toltése, izotopedsszlés retencios sorrendbeli
elucioja megfeld volt. Amennyiben ezen szempontok figyelembevédléy tobb
csucsot talaltam, vagy egyéb kérdések meriltekafegllikoformok valddisagaval
kapcsolatban (pl. nem egyezett az irodalomban riddigtiekal), akkor egyedi MS/MS
spektrumokat vettem fel tovabbi kromatogréafias dokbol, és azok alapjan
azonositottam a glikoformokat.

3.7.2.3. Glikozilaciés mintdzatok meghatarozasa GépPattern szoftverrel

A 3.7.2.1.és 3.7.2.2. fejezetekberirt médon egy vérplazma minta esetében
azonositottam a frakciokban taldlhatd fehérjék aglikicidés helyeit és az egyes
glikozilacios helyekhez tartozo glikoformokat.

A glikoformok kvantitativ. meghatarozasat a kutat@estban fejlesztett
GlycoPattern v.2.0 szoftver [206] segitségével visgrz Az ezzel kapott intenzitas
értékek megegyeznek a kromatografias csucs Massl(ARL C-MS vezél és
ertékeb szoftvere) altal meghatarozott tertletével. A Glyaiddrn szoftver
miikodésének Iényege a kdvetkeEgy Ugynevezett retencidéithblazatban beadjuk
minden lekereserddglikopeptid aminosav szekvenciajat és egy a ghipdiol 6sszes
lehetséges komplex glikoformjat magédban foglaléeneids ié ablakot. A
szekvenciabol a program kiszamolja a peptid tomepéjd az egyes szacharidok
tomegének hozzaadaséaval a lehetséges glikoformodleti tomegét. Ez a retenciés
id6 tdblazat tartalmazza még harom intenziv glikoforamuélisan lekeresett retencios
idejét. A3.7.2.2. fejezetbeleirt moédon azonositott glikoformok retencids &)

meghataroztam a kulonb®zlikan tipusok szamokkal kifejezléeretencios idt
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befolyasold mértékét, amelyet egy masik, relatterreios id tablazat tartalmaz. A
GlycoPattern szoftver a harom manualisan lekeresagly intenzitasu glikoform
retencios idejének és a relativ retencidg ismeretében szamolja ki minden egyes
glikoform elméleti retencios idejét.

A lehet legtdbb valds glikopeptid megtaldlasa és a haaiédatok kis#rése
érdekében optimaltam egy keresési paraméterkészdetely all. dbranlathatd. A
program a talalatokat megfelel tomegpontossag, retenciés 6idés a
paraméterkészletben szekeplgyeb tulajdonsagok (pl. toltés, izotdpeloszldapjan
tekinti valdésnak. A sugarterapiaval kezelt betegelntéimak vizsgalata soran
meghatéaroztam egy, a kvantitativ meghatarozasaktigeséges minimalis intenzitast,
amely >30 beltés/masodperc (a tobbi vizsgalatnall®zbelités/masodperc, 1850

abra).

B RawFileSearch o - O

Input | Results | 2D Results | Settings |Extra

Search Parameters

Gaussian Fitting Parameters

Result Fitters

Misc.

Minimum charge state peaks 4 NrOfFittedPeaks 1 Fited peak width min 0.03 Save to file
Fited peak width max 3.00 Load from file
Maximum diff in Isotope Int 0.01 Min. Chrom. Peak Width (sigma) ~ |0.0200
Fited peak height min 10.00
Max. Chrom. Peak Width (sigma) | 3.0000
Minimum consecutive points 2 (sigma) Fited peak height max 1000001
Min. Chrom. Peak Height 1.0e00
Peak search predision {PPM) 25.00 Fited peak R2 min 0.50
Masc. Chrom, Peak Height 1.0e06
Int. of pesk before base o5 lax. Chrom. Peak Heig! el Charge state time delta |0.50
isotope %%
Smoothing Parameters Qual score min 0.00
Peak min height, baseline * 1.00
Smooth window size 7
No sigma test for groupping Smooth times 1 Hote: peak width considered at
half height and in minutes
Mew Settings
[Io big peaks before base isotope [J1gnore fiters
[ 1gnore isotopes Colision V factor L0 [[1Show All Ton Chromatograms
[] Check only presence of isotopes
Min ch to ch .
in charge fo sear 3 2 SetFilters
Max charge to search 3
2D1D output
Random Fill Start/End
< Set Parameters 0.0 [+] Use absolute values

5.0

11. 4bra A GlycoPattern optimalt keresési paraméterkészlete.

A 3.7.2.1.-3.7.2.3. fejezetekbegszletesen leirtam, hogyan hataroztam meg egy
vérplazma minta fehérjéinek helyspecifikus glikézibs mintazatéat frakcionként két
kromatografias futdsbol mért adatfidgyIS/MS és egy futdsbol mért kiterjesztett
dinamikus tartomanyd MS mérésekkel. A tovabbi miraaklizise soran az egyes
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glikoformok szerkezetének igazolaséra és a glikakidotti relativ retencios ik
meghatarozasara mar nem volt szikség. Ezen miag&leen mar frakcidnként csak
egy kromatografias futasbol mértem kiterjesztetadiikus tartomanyli MS méréseket
és minden meéréssorozat &les utols6 MS mérésében manualis kereséssel
glikopeptidenként 3-3 intenziv glikoform retenciddejét hataroztam meg, ezt
kdveten automatikusan értékeltem ki a méréseket.

A doktori értekezésben a fehérjék esetén bemutgliivzilacios mintazatok
szorasat, a koztuk lévkiulonbségeket és az eredmények reprodukalhatosagat
kovetked mobdon szamoltam: A mintaédészités és a mérések egylttes
reprodukalhatésaganak meghatdrozasa soran egyaxémpl mintat tobb részre
osztottam szét, és 3 alikvottal végigcsinaltam atanebkészitést, a meérést és
kiértékelést, amelynek eredményeképpen a glikofarimenzitasait tartalmazo listat
kaptam. Az intenzitaslistakban az egyes komponensg&nzitasat az egy
glikopeptidhez tartozo6 glikoform intenzitasok 6gpee normaltam, és az igy kapott
relativ intenzitasok RSD értékét, majd az RSD értéklksgdt hataroztam meg a 3
parhuzamos sorozatbdl.

A sugarterapiaval kezelt betegmintak eredményeingkékéésénél az
intenzitdsok normalaséat kétféleképpen végezteregges glikoform intenzitasokat a
teljes kromatografias futdsban talalhat6 glikofontenzitasok dsszegére normaltam,
illetve az egy glikopeptidhez tartozé glikoformentitdsok 6sszegére vald normalas

hatasat is megnéztem (1&d.1. fejezot
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4. Eredmények

4.1. A helyspecifikus glikozilacios mintdzatok megharozasanak folyamata és az
elvégzett glikoproteomikai vizsgalatok

A helyspecifikus glikozilacios mintazatok meghaté@sanak minta-ékészitési
és analitikai folyamata tobb Iépégball: A vérplazma mintabdl depletalassal
eltavolitjuk a két legintenzivebb fehérjét. A kapaépletalt plazmat forditott fazisu
kromatografiaval valasztjuk szét kulonidodrakciokra. A frakciok fehérjéinek
azonositasabottom up modszerrel torténik: A fehérjéket enzimatikus Hessial
peptidekre bontjuk, a peptideket nano-HPLC-MS/MS éwékkel azonositjuk,
amelyeket kereskedelemben kaphaté szoftverekkékaditnk ki. A frakciokbol
tovabbi nano-HPLC-MS/MS mérésekkel a fehérjek egg8kozilacios helyeit
azonositjuk, ezt kovéen a helyspecifikus glikozilacios mintdzatok meghatasat
nano-HPLC-MS mérésekkel végezzik. A glikoproteomikarések kiértékeléséhez
sajat szoftvereket hasznalunk. A teljes mintdkészitési és analitikai folyamatl2.
abran lathatd. A kovetkez fejezetek a folyamat egyes Iépéékirazoknak
kidolgozasarol és/vagy optimalasarél és tesztelessrodlnak. Ezutan a nagy
koncentraciéju vérplazma fehérjek meghatarozottydpelcifikus glikozilacioés
mintdzatat mutatom be és értelmezem. Végul egy Kainvizsgalat kovetkezik,

amelyben a sugarterapia glikozilaciés mintazatbkdédlyasolé hatasat vizsgaltam.
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|

vérplazma

depletalas

depletalt plazma

RP-HPLC frakcionalas

plazma frakciok

enzimatikus hasités

peptid keverék

nanoHPLC-MS/MS analizis
fehérjek €s glikozilacios helyek azonositasa
nanoHPLC-MS analizis

glikozilaci6s mintazatok meghatarozasa

12. abra A helyspecifikus glikozilaciés mintazatok meghat#ésara alkalmazott médszer.

Az egyes minta-ékészitési és analitikai modszerek fejlesztésénat édvegzett

glikoproteomikai vizsgalatoknal a sajat munkam waedtke:

Depletalas: optimalas, tesztelés.

Forditott fazisu frakciondlas: kidolgozas, optinsaléesztelés, a vizsgalatok
értelmezése.

Emésztés: egy korabbi, a kutatdcsoportban koraldmoigozott protokollt
optimaltam a vérplazma frakciokra.

Nano-HPLC-MS/MS és nano-HPLC-MS analizis: a kutatocgban
korabban kidolgozott mérések optimalasa a vérplazakziokra; a mérések
hosszU tava reprodukélhatésaganak novelésére puobitis korrekcid
kidolgozasa, tesztelése és éertelmezése.

Glikozilacios mintdzatok meghatarozasa: a kutatGodbpn korabban
fejlesztett szoftverek paramétereinek optimalaséllitasa és tesztelése.

A munkafolyamat alkalmazaséaval a nagy koncentradajérjék glikozilacios

mintazatanak meghatarozasa, értelmezése és 6smzitidaa az irodalommal.
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- Glikozilaciés mintazatok meghatarozasa sugarterapidkezelt betegek

mintaiban, eredmények értelmezése és dsszehasarditdrodalommal.

4.2. Az albumin és immunglobulin G fehérjék depletasa

A frakciondlas ditti depletalas egy gyakori modszer, amellyel csokket a
minta komplexitasa, igy a kromatografias oszlopo&ravizsgaland6 fehérjékb
nagyobb mennyiség injektalhatd, és a tomegspektra@meletektalas soran is kevésbhe
nyomjak el egymas ionizaciojat a komponensek. Monksordn a plazma két
legnagyobb koncentraciéju fehérjéjét: az albumist & immunglobulin G-t
depletaltam. A gyartd altali standard protokollt doéitottam: Komoly problémat
okozott az oszlop téltetének centrifugalas soramemd elvesztése, amelyet ugy
oldottam meg, hogy amikor lehetséges volt, cergéfas helyett manudlisan,
fecskendvel végeztem az egyes Iépéseket. A depletalas gzt mintakat 10 kDa-
0s s#irén tbmeényitettem, és a toményités soran a fehérpSlapddaséat citromsav és
KoHPQw hozzaadasaval sikertlt megmhom. A depletalas hatékonysagat és
szelektivitasat tomegspektrometrian alapulod proikainvizsgalatokkal elledriztem:
a teljes fehérjetartalom 66%-at és a teljes albtartsom 80%-at sikerdlt eltavolitani.
A depletalt mintdkban immunglobulin Gslbcsak immunglobulin G3-at mutattam ki
(amelynek 6sszmennyisége az dsszes immunglobulibe@.yY Méréseim alapjan a
depletdlas az albuminon és immunglobulin G-n kiviBak néhany mas

immunglobulint tavolit el a mintabdl minimalis mensegben.

4.3. Vérplazma fehérjék frakcionalasa

Munkam soran forditott fazisi kromatografiat alkaklttam komplex
fehérjemintak, kulonos tekintettel emberi vérplazrfirakcionalasara [207]. A
frakciondlas lényegesen csokkenti a minta kompeai, és lehévé teszi nemcsak
az egyes fehérjék, hanem a kisebb koncentraciGonariyban jelenlgy
fehérjevariansok vizsgalatat is. &ibeges cél volt, hogy olyan modszert talaljunk,
amely leheivé teszi a glikozilaciés mintazatok meghatarozasalaikséges
mennyiséf vérplazma frakcionalasat, és egyszerre tobb fehétjkozilacios
mintdzatanak meghatarozasara is hasznalhat6. Tavégyon fontos szempont volt,

hogy a fehérjék déttmennyiségét egy frakcidban tudjuk légeni, valamint hogy a
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glikozilacios mintazatok meghatarozasa lehetségapeh egy frakciobol. A
mintazatok egy frakcidébol torténmeghatédrozasa megndveli a ®dsi analizis
megbizhatdsagat, robosztussagat és érzekenységet.

A fehérjek kromatografias viselkedése forditott $azikortilmeények kozott
elssdlegesen a fehérje hidrofobicitasatol flugg, elldb@d a legtdbb mas tipusu
izolalasi modszerrel, ahol az elvalasztasban adgéttssza a legnagyobb szerepet. A
fehérje hidrofobicitasat ¢ként a peptidlanc tulajdonsagai alakitjak ki, a
pontmutacioknak és a poszt-transzlaciés modosulasalkozékonysaganak az
elvalasztasi folyamatokbagiméletilegelhanyagolhaté hatasa van. Ezt a feltételezést

munkam soran tébb esetben megvizsgaltam.

4.3.1. A kromatografias modszer

A frakciondlast szokasos analitikai mérgR,1 mm atmeijii) HPLC oszlopon
végeztem. Az oszlop terheldségének ellefrzése az etglleges feladatok kozé
tartozott, amelyek alapjan az oszlopot alkalmagsaki#ttam a késbbi glikoproteomikai
analizishez szikséges mennyisptazma minta frakcionalasara.

A kromatografias paraméterek beallitAsanal a csugdofelbontdsa volt a 6f
szempontA felbontas mellett a minta higulasat is sziuksédgpelembe venni, ez az
aramlasi sebesség megvalasztasanal fontos. Tuhinigk esetén a fehérjemennyiség
jelents része kitapad az edények falara, és a mintaklhspas nagyon sokdtigényel.

1 ml/perces aramlasi sebességgel 0,1-0,2 perctéiédzelessdy csucsokat kaptam,
amelyek félpercenként 5Q0 térfogatu frakciokba gijthetok, és ezek bepéarldsa néhany
oréat vesz igénybe. Az optimalt kromatografias readszn felvett depletalt plazma UV-

kromatogramja 43. abranlathato.
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13. &bra Depletalt plazma UV-kromatogramja az optimalt kedografias korilmények
k6zott (Poros R2 oszlop).

A kromatografids frakciondlasi moédszer reprodukdibagat UV-detektalas
segitségével teszteltem (integralas: automataitéesélkkal, MassLynx szoftverrel). A
retencids idk reprodukalhatosaga 0,15% SD, a csucs alatti tekéel, 4% volt
standard és plazmamintdk esetében is. A depletadadraicionalas egyittes
reprodukalhatésaga a kovetkea retencids 6k szorasara valtozatlanul 0,15%-ot, a
csucs alatti tertiletekére 9,3%-ot kaptam. Az SD ékékharom fehérje standard és
egy depletalt plazma harom fehérje csucsabdl, resrhiéromatografias futas adataibadl
szamoltam.

A frakciogyijtést manudlisan végeztem, ez a minta UV-cellagmdrathaladasa
utén kovetkezett, tehat reprodukélhatésagardlemcais idk nem adnak informaciot.
A frakciogyiijtés reprodukalhatosagat a koveidezppen hataroztam meg: Harom
kromatografias futds soran igittem ugyanabbdl a depletéalt plazmamintabdl
frakcidkat és egy fehérje (béta-2-glikoprotein) mgeégét hasonlitottam 6ssze az
egymast kovét frakciokban. A béta-2-glikoprotein relativ mennygéé a kovetkex
modon hataroztam meg: a légptt frakciokat megemésztettem és nano-HPLC-MS
mérésekkel vizsgaltam. A béta-2-glikoprotein 3 mzie peptidjének relativ

intenzitasat minden frakcidéban jeldlés nélkili kiiativ modszerrel hataroztam meg,
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majd a véalasztott intenziv peptidek relativ intédszht frakcionként dsszeadtam és
ezzel a szammal jellemeztem az egy frakciéban hialdl béta-2-glikoprotein
mennyiségeét. Al4. abranlathato, hogy a béta-2-glikoproteibkent egy frakcidoban
gytjthets. Az ugyanannal a retenciossiel gysjtott 3-3 parhuzamos frakcio kozotti

atlagos szorasra 0,8%-ot szamoltam, ez jellemalxiogyijtés hibajat.

o o =}
~ 00 Y=} -
O

o
[}

© 1. kromatografias futds

0 2. kromatografias futds

o
I

relativ intenzitas
o
(92

A 3. kromatogréfias futds

o
w

o
]

o
i
)

0 @
4,00 4,50 5,00 5,50 6,00 6,50

=4

frakciok retencios ideje (perc)

14. 4bra A béta-2-glikoprotein mennyiségének megoszlasal@nk6z idopontban gyjjtott

frakciok kozott.

A visszanyerhéiség tesztelésekor a legkevesebb fehérjevesztd§8380%-o0s
visszanyerhéség) etilén-tetrafluor-etilén (ETFE) kromatografésivek, fluorozott
etilén-propilén (FEP) {t és specialis, alacsony fehérjekditéeppendorfok
hasznalataval értem el. Irodalmi forrdsokban 50-t3%isszanyerhéséget értek el

hasonlé nyoméason dolgozva [79].

4.3.2. Kulénbo® fehérjék frakcionalasanak vizsgéalata

Harom fehérje: a transzferrin, az alfa-1-savas gli@tein és a haptoglobin esetén
vizsgaltam kilonbdk fehérjevariansok viselkedését forditott fazisunkabografias
tolteten. A vizsgalatok soran a glikozilacioval kaplatos teszteket a fehérjék
glikozilélt és deglikozilalt allapotaban, valamisavas és semleges glikoformokon

végeztem. A pontmutaciok hatasat kulonbgenetikai variansokon vizsgaltam.
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4.3.2.1. A transzferrin vizsgalata

A standard transzferrin UV kromatogramjaa abranlathat6. Egyetlen cstcsban
elualodik, a csucsnak valla van és aszimmetrilaibng effektus), ami ismert jelenség
[208]. Megvizsgaltam és megallapitottam, hogy ass@llat és aszimmetrigjat nem
a glikoformok, illetve genetikai varidnsok elkuldése okozza. A csucsot keskeny
frakciokban (0,1 perc, 10d) gyijtottem le, és dsszesen 6t kilonbdeszre szedtem
szét. A frakciokat a mar ismertetett modon feldotgoz és analizaltam.
Azonositottam a fehérjetartalmat, mind az 6t frakadszferrin fehérjét tartalmazott,
és csak egyféle genetikai varidnst talaltam, vatamiglikozilaciés mintazatokban
sem taléltam kilonbséget. Deglikozilalt transzfest@ndardot is injektaltam a HPLC
oszlopra és sem csucsalakban, sem retendibemndnem talaltam eltérést a glikozilalt
fehérjéhez képest (la&d2.1. fejezet, 25. abya

5
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15. &bra Transzferrin fehérje standard UV-kromatogramjaoeoP R2 oszlopon ménybal
oldali tengely).Transzferrin mennyisége a depletalt plazma frakmidk(jobb oldali

tengely).
Megallapitottam, hogy a vérplazmaban taldlhaté saBerrin is egy

kromatografias csucsban eludlodik. Ez a vizsg@aka Osszetettebb volt, mint a

standard transzferriné: A depletalt plazma UV-kromgeamjan sok csucs talalhato
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(lasd 13. 4bra) és egy csucs alatt nem csak egy fehérje elugl@i&rt az UV-
kromatogram alapjan nem lehet meghatarozni a tfamsz csucsainak sem szamat,
azonban a spektrumok tulsdgosan 6sszetettek véltpkoblémat Ugy oldottam meg,
hogy a depletalt plazmamintabdl 508es frakcidkat gyjtottem, megemésztettem
azokat és a transzferrinhez tartozé intenzivebb tigep mennyiségének
meghatarozasaval éa3.1.fejezetbera béta-2-glikoprotein esetében leirt modszerrel)
jellemeztem a transzferrin mennyiségét az egydifikban. A transzferrin relativ
intenzitdsértékeill kovetkeztettem a transzferrinhez tartoz6 kromeitigs csucsok
szadméra és alakjara. A vizsgélat eredmérnye abranlathaté — bordé rombuszokkal
jelélve és jobb oldali skalaval. Az abra egyértédm megmutatja, hogy a transzferrin
egy csucsban dythets le. A szomszéd frakcio csak 2%-nyi, az azt kéveskciok

pedig csak nyomokban tartalmaztak transzferrint.

4.3.2.2. Az alfa-1-savas glikoprotein vizsgéalata

Az alfa-1-savas glikoprotein ORM1 és ORM2 genetikaiarasként fordul &l a
vérplazméban, és szekvencidjaban tébb aminosawze&lbiny. Depletalt plazma
frakciondlasat kovéen bottom up kisérletsorozatban (l&sdl.4.3. fejezét
azonositottam a két genetikai variansra jell@mpeptid parokat, majd azt vizsgéaltam,
hogy az optimalt kérilmények kozott veégzett forttitthzisi frakcionalas soran
elvalnak-e egymastdl a genetikai variansok. Kétidgrt kerestem le a frakcidkban:
az ORM1 lékuszra #‘EQLGEFYEALDCLR és17'SDVVYTDWK 1% az ORM2
l6kuszra al>*EQLGEFYEALDCLCIPR és "ISDVMYTDWK 1" peptideket, és
mindegyiket ugyanabban a frakcioban talaltam mexgibé& azt a kovetkeztetést
vontam le, hogy a frakcionalas soran a genetikaamaok egy csucsban elualodnak.

Az alfa-1-savas glikoprotein molekulatomegének ~4iglikanok teszik ki, ami
megleheisen soknak szamit a glikoproteinek koérében. E fjehésetében is
megvizsgaltam a deglikozilacié hatasat. A csucseladem valtozott, de a retenciés
id6 fél perccel késbbre tolodott, azonban ez ahhoz képest minimaltezés, hogy a

fehérje felszinének jelefd részét oligoszacharidok boritjak [209].
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4.3.2.3. A haptoglobin glikozilacidjanak vizsgalata

Az éaltalam vizsgalt standard és vérplazma fehéigbksége a fentiekhez hasonlé
kromatografias viselkedést mutatott (kromatogramldétve MS mérések alapjan).
Egy lényeges kivételt talaltam, a haptoglobint, ragyancsak egy csucsot adott, de
a standard fehérje csucsanak elhiz6dasa hosszehp tattott. Ez a jelenség
kilondsen szembi@té volt egy, a vizsgélatok korai fazisaban alkalmamstlopon,
ahol a legnagyobb mértékben elhtizédo csuccsakeai@im, amelynek lecsengése 8
percen at tartottl. abra). (A normal esetben alkalmazott oszlopon a haptoglé

perc hosszu csucsban elualédik.)
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16. &bra Haptoglobin fehérje standard UV-kromatogramja (&g mRP-C18 oszlop).

Az oszloprol gyijtott egymast kovét vérplazma frakciokbol meghataroztam a
haptoglobin helyspecifikus glikozilaciés mintazaaglikozilaciés mintazatok k6zott
a kiloénb6d frakciokban szignifikans eltérést nem tapasztal(fed5.2.1. fejezat
tehat a széles csucs a haptoglobin esetében serikadorgnok elvalasanak

kovetkezménye.

4.3.3. Glikozilacios mintadzatok torzitasanak vizsdata
Az alfa-1-savas glikoprotein esetén megvizsgaltawgyha forditott fazisu
oszlopon tortéh athaladas megvaltoztatja-e az eredeti fehérjezjlikciés mintazatat.

A standard fehérjével két parhuzamosan végzettl&ideéizott annyi volt a killonbség,
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hogy az egyik esetben a forditott fazisu oszloeot k6tottem be a HPLC rendszerbe,
igy injektalas utan csak a csbveken és egyéb részmlent keresztil a minta. A két
esetben meghatarozott glikozilacios mintazat kozéa# Osszes glikopeptid
figyelembevételével 13% szoOrast szamoltam (szamitdg.2.3. fejezgt ami azt
jelenti, hogy a fehérje glikozilaciés mintazatatoaditott fazis nem valtoztatja meg
(lasd5.2.2.fejeze).

4.4. A fehérjék enzimatikus hasitasa

A beparolt frakcidkat a csoportban korabban kidotgf210] és altalam optimalt
protokoll segitségével emésztettem meg.

A modszer optimalasa soran a reagensek mennyisggétnéintak térfogatat
allitottam be a fehérjék mennyiségének figyelemtegeel. A tripszin 7,8-8,2-es pH
tartomanyban riikddik optimalisan, ezt NHHCOs; megfeleb koncentracidjaval
biztositottam. A részletes protokolBzb. fejezetbetalalhato.

Az emésztési folyamat &t, annak érdekében, hogy az enzimek jobban
hozzéaférjenek emeéditielyeikhez, a fehérjek kénhidjait redukaltam. A Zaldtott
kénhidak visszaalakulast és Ujabb kénhidak kiatddail a keletkezett tiol csoportok
alkilalasaval élztem meg. Amennyiben az emeésztést frakcionalas gelim, akkor
lehetséges a fehérjék (jelen esetben depletaltalpfrakcionalas étti redukalasa és
alkildlasa. A frakcionalas &t redukalast és alkilalast (vagy sima denatutflas
irodalomban tobb esetben alkalmazzak, javithati@oanatografias viselkedést és a
visszanyerhéséget, és keskenyebb csucsokat eredményezhet J97,222]. Erre
standard és depletélt plazma fehérjék esetébemidid teszteket végeztem. Sajat
tapasztalataim alapjan a fehérjék frakcionalé@stieledukalasa és alkilalasa egyes
fehérjéknél tobb kromatogréafias csucs megjelererséiményezi, ami a mi esetiinkben
nagyon zavaro. A depletalt plazma redukalasa ék@ga soran a fehérjemennyiség
jelens része ki is csapddott. Ezen okok miatt ezt a meytimem alkalmaztam, és a

mintakat a frakcionalast kovien a tripszines emésztésteredukaltam és alkilaltam.
4.5. A vérplazma frakciokban azonositott fehérjék

A megemésztett frakcidkban talalhatd peptidek azitdwéra adatfliggnano-
HPLC-MS/MS modszert hasznaltam &6. fejezetberleirt paraméterekkel. A
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kiértékelést a3.7.1. fejezetbentalalhatdé programokkal, adatbazisokkal és kereseési
paraméterekkel végeztem.

A 3. tablazataz egyes frakciokban megbizhatéoan azonositott eferjet
tartalmazza (a tabldzatban az attekiritbégy miatt a fehérjéket csak @ffakcidban
tintettem fel, amely frakciob6l a glikozilaciés n@imatok meghatarozasat is
végeztem). A megbizhaté azonositds a minimum kpticbenegtalalasat és 99%
valOsziiség feletti azonositast jelenti [144]. A fehérjélet Uniprot adatbazis

(http://www.uniprot.ord azonositéjaval jeloltem (a hivatalos azonositohdrhérje

roviditése utan a , HUMAN?” tag is szerepel, ezt ithdgytam, mivel csak human
eredeti fehérjéket vizsgaltam). A teljes nevek megtal&flkata Roviditések
jegyzekében. A késfrakciokban keveés fehérjét azonositottam. Naggmeids idnél
a nagymeértékben apolaros fehérjék elualédnak, akelyz oszlophoz ésen

kotédnek, azonban a mi esetiinkben ezek nem célfehérjék.
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3. tablazatA frakciokban azonositott fehérjék (a tdblazatbaegyes fehérjék csak @ frakciokban vannak jeldlve).

Retencios id
tartomany
(perc)

Azonositott
fehérjék

3,0-3,5

3,5-4,0

4,0-4,5

FHR1

4,5-50 5,0-5,5

APOH AlAG1
CFAH A1AG2
ECM1 HPT

F13B HRG

KNG1 PLMN
TRFE
ZA2G

5,5-6,0

Al1BG
C4BPA

CFAI
FETUA
HEMO
THRB
VTNC

6,0-6,5

ALBU
ATRN
CI1R
CFAB
CO6
CO7
C08G
KLKB1
LUM
VTDB

6,5-7,0 7,0-7,5

APOA2  A2GL
C1QA ANT3
C1s APOA4
CERU CLUS
CcOo9 GELS
FINC HEP2
HBB PROS
IGHAL

IGHA2

IGHD

IGHG3

IGHM

IGKC

KV302

LAC1

LAC2

7,5-8,0

AlAT
AACT
AFAM
ALS
AMBP
APOA1l
CO4B
ITIH1
ITIH2
ITIH4
LAC7
PON1
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Frakci6 szama

Retencios id
tartomany 8,0-8,5 85-90 9,095 9,5-10,0 10,0-10,5 10,5-11,0 11,0-11,5 11,5-12,0 12,0-12,5 12,5-13,0

(perc)
CO4A CO3 IC1 A2MG HPTR APOB

Azonositott
fehérjék
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4.6. A meghatéarozott helyspecifikus glikozilacios mtazatok

A plazma frakcibkban a glikoproteinek azonositasat Relyspecifikus
glikozilacios mintazatanak meghatarozasafa2. fejezetbeleirtak szerint végeztem.
A glikozilacidos helyek azonositasat adatftiggnano-HPLC-MS/MS modszerrel
végeztem, a kisebb intenzitdsu glikoformok azodssithano-HPLC-MS mérésekkel
tortént. A kiértékeléseket manualis keresésselmvataGlycoMiner és GlycoPattern
szoftverekkel végeztem. A GlycoPattern keresési patemeit optimaltam, igy a
kéessbbiekben automatan kerestiete a mintazatok.

A plazma frakciékbdl 6sszesen 28 glikoproteint azftmttam, ezek Uniprot
roviditései a kovetkék: ALIAG1 HUMAN és A1IAG2 HUMAN, A1IAT _HUMAN,
A2GL_HUMAN, AFAM_HUMAN, ANT3 _HUMAN, APOH_HUMAN,
C1R_HUMAN, CERU_HUMAN, CFAB_HUMAN, CFAH_HUMAN,
CFAI_HUMAN, CLUS_HUMAN, CO4A_HUMAN, CO4B_HUMAN,
CPN2_HUMAN, FETUA HUMAN, HEMO_HUMAN, HEP2_HUMAN,
HPT_HUMAN, ITIHL _HUMAN, ITIH2_ HUMAN, KLKB1 HUMAN,
KNG1_HUMAN, PON1_HUMAN, THRB_HUMAN, TRFE_HUMAN,
VTNC_HUMAN, ZA2G_HUMAN.

A 28 glikoproteinhez tartozo 76 glikopeptid glikamiios mintazatat vizsgaltam
meg és dsszesen 399 komplex tipusu glikoformotasitottam.

Elsddleges célom a nagyobb koncentracioju glikoproteimelyspecifikus
mintazatanak meghatarozasa volt1A abra 10 kivalasztott, nagy koncentracioju
fehérje helyspecifikus mintdzatat mutatja be, agddt glikozilaciés helyeken talalt

glikoformok relativ eloszlasanak abrazolaséaval.
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A bemutatott 10 fehérje helyspecifikus mintdzatarelkmzése soran a
glikoformok tipusat megvizsgalva mindegyik glikotidpél a BiS2F0 volt a
legintenzivebb és a leggyakrabbanséf@iduldo glikoform, amelyet minden
glikopeptiden megtalaltam. Ezt kovette a BiS1FO, lgeteegy glikopeptid kivételével
(kininogén 1, YNSOQNQSNNQFVLYR) minden mas esetben azontmito A
glikoformok kdzott az antennak szama szerint 890, tri- (43%), €s tetra-antennaris
(8%) glikanokat talaltam. A fukozilaltsagot vizsgal42%-ban fuk6zos és 58%-ban
nem fuk6zos oligoszacharidokat azonositottam, mtémenaris glikanoknal a fukozilalt
glikopeptidek intenzitdsa alacsonyabb volt a nekofildltaknal, a ketinél tobb
antennét tartalmazo6 glikopeptideknél ez forditvdt.vA szializaltsagot vizsgélva
aszializalt (5%), mono- (28%), di- (42%), tri- (23%s tetra-szializalt (1%) glikanokat
azonositottam a vérplazma fehérjéken. Az egyes folikiok ebfordulasi
gyakorisagat és 0sszesitett relativ intenzitagtlemutatott fehérjén belulld. abra

mutatja. Az azonositott glikanok szerkezete tablazatbadathato.
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18. abraAzonositott glikoformok relativ intenzitasa ééfeldulasi gyakorisaga.
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4. téblazatAzonositott glikanok szerkezete. Az dbrak a Glycokidench 2 szoftverrel

késziltek.

BiSOFO0 BiSOF1 BiS1FO BiS1F1 BiS2F0 BiS2F1
TriSOFOQ TriSOF1 TriS1F0 TriS1F1 TriS2F0 TriS2F1
TriS3F0 TriS3F1 TetraS1F0 TetraS1F{ TetraS2FF0 Betra

TetraS3F0 TetraS3F1 TetraS4Fp TetraS4F1

4.7. A HPLC-MS méréssorozatok reprodukalhatosaga éokrekcioja

A glikozildciés mintdzatok meghatarozdsanak repréathetosagara a relativ
intenzitdsokbdl szdmolva 15-20% RSD értékek jotteskamitasa: 14s8.7.2.3.
fejezel. Ezek az értékek az irodalmi értékekkel Osszemiékh Bozovi és

Kulasingam 2012-ben megallapitotta, hogy a klingraiteomikai vizsgalatok soran a

legtbbb esetben a 20%-0s szérasnal nem érteklwp13].
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Tobb, kulonallé kisérletsorozatban meghataroztane@zes minta-ékészitési
lépések, majd a nano-HPLC-MS mérések reprodukalhgddss (52 kromatogréafias
futasbol). Megéallapitottam, hogy a nano-HPLC-MS rmméké kozotti szoéras
nagymeértékben itfliggd, és a hosszd, tdbb napon at tartd méréssorozatikre
jelen®s, 10-15% kordli (sugarterdpiaval kezelt betegnkitkt&antitativ mérései).

Azt talaltam, hogy az itfluggéslél szarmazd széras polinomidlis korrekciéval
jelenbsen csokkenthéf214]. Adott idbnként egy referencia mintat kell mérni, amely
komponensei megegyeznek a vizsgalandé mintabahhasda komponensekkel.
El6sz6r meghatarozzuk a kivalasztott komponensek Zzittesat a referencia
mintdkban, és az édiggésiket egy, a legkisebb négyzetek moédszeréesttett
polinommal irjuk le. Erre a negyedfokd polinomotnaen esetben megfedalek
talaltam. Ezt kovéen ezzel a polinommal mind a referencia, mind &gaando

mintak intenzitasait korrigaljuk ak egyenleszerint.

o Aavr
fx)

1. egyenlefA peptid intenzitasok iékorrekciojahoz hasznalt egyenlet.

corr — pmeas
A7 = Ay

Az egyenletben £°" a kivalasztott komponens korrigalt tertilete a zateo-edik
kromatografias futdsaban®2saz x-edik kromatogramban mért csucsterulef,r A
komponens atlagos terllete a referencia mérésekbx@mm komponens polinomialis
illesztés alapjan szamitott varhato6 terulete-adik kromatogramban.

A polinomidlis korrekciés modszer hatékonysagat rarBS|I és nano-ESI
ionforrds esetén is megvizsgaltuk. A normal ESI&snal egy kevéssé komplex
standard fehérjekeveréket vizsgalva a reprodukddidgt igen nagymerték
novekedését tapasztaltuk: 12%-r6l 3%-ra csoOkkerdz@ras (relativ értékekb
szamolva).

A nano-HPLC-MS mérések polinomialis korrekciojat egyoktori értekezésben
talalhat6 4.8. fejezet az ionizal6 sugarzas hatasat vizsgaldé méréssmmomutatom
be szamszéen. A méréssorozatban 4 mintanként éaggelleldrzé (QC) mintakat
mértem, ez a mintak keveréke volt. A @Bégelledrzé mintak komponenseire

negyedfokd polinomot illesztettem és 4z egyenletszerint korrigaltam azok
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intenzitdsat. Komponensenként mindig a legintendduwékiésallapot legintenzivebb
izotopjanak csucs alatti tertleteit vizsgaltam.18. abra a transzferrin Asn432 -
CGLVPVLAENYNK peptid TetraS3FO0 glikant tartalmazo glikofgemak korrigalas
elétti és azt kovet relativ intenzitasat mutatja a niseégelledrzé mintakban. (A
linearis egyenesek a korrekciéo hatékonysagat sietité és nem a negyedfoku

polinomhoz tartoznak.)

0,03

0,028 .
0,026 T e . |

0,024 " )

0,022 o

relativ intenzitas

0,02
0,018

0,016
0 2 4 6 8 10
mérés sorszama

korrigalt ® nem korrigalt .- Linear (korrigalt) ««eses--- Linear (nem korrigalt)

19. abraA polinomialis idbkorrekcié hatasa egy, a nésegelledrzé mintakbol kivalasztott

glikopeptiden bemutatva.

A mingségelleirzé6 mintakbol kiszamoltam a korrigalatlan és a koitigérések
szérasat, amelyet & tablazattartalmaz. Az adatokbdl lathato, hogy a polinorsiali
korrekcid mind az abszolat, mind a relativ intedgakbdl szamolt szorasokat
nagymértékben csokkentette, és hogy az abszolgla$v intenzitdsokbol szamolt

szorasok egymashoz nagyon kozeliek lettek.
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5. tébldzat A nano-HPLC-MS mérések szoOrdsai polinomialis Kari@ nélkil és
polinomialis korrekciot kdvéen.

abszolit intenzitas 15,62 8,22

relativ intenzitas 11,55 8,00

4.8. Glikoform intenzitdsok véaltozasa sugéarkezeléstovetoen

Vérplazma fehérjek glikozilacios mintazatat vizsgalt 10 sugarterapiaval
kezelt beteg esetében [215]. Minden betegimintat gyijtottek: Az 'A’ jelti mintat a
kezelés ditt, ez volt az 6sszehasonlitasi alap kulon-kalomdan egyes beteg
esetében. A 'B’ jal mintat kdzvetlenul a kezelés befejezését kimmenyijtotték, ez
mutatja az ionizal6é sugarzas kozvetlen glikozilagidintdzatokra val6 hatasat. A 'C’
jeli vérmintat 1-1,5 honappal a kezelés befejezésdaib@n vették le, ami a sugarzas
esetleges hosszu tava hatasairél adhat informaciot.

A kovetked 7 fehérje helyspecifikus glikozilacios mintazatdzsgaltam:
Al1AG1l HUMAN és Al1AG2 HUMAN, APOH _HUMAN, CFAH_HUMAN,
FETUA_HUMAN, HPT_HUMAN, KNG1_HUMAN, TRFE_HUMAN. Osszesen 19
glikopeptid, 171 glikoformjanak intenzitasat hatdeon meg az egyes mintak
esetében, ezek kdzll 99 érte el a mennyiségi méghdishoz szikséges intenzitast,
igy az értékeléseket ezekkel végeztem. Az értélselgs a glikoformok intenzitasat
kromatografias futdsonként 6sszegeztem és az gfjikeformok relativ intenzitasat
az 0sszegre valé normalassal szamoltam 6. fablazata 99 kivalasztott glikoform
‘A’ mintdkban mért relativ intenzitdsanak atlagééthartalmazza. A glikoform
intenzitdsok egyes emberek kozotti, biologiai Matigisa 29% RSD, a minta-
elokészités és a mérés egyittes reprodukalhatésaga(széritasa: 14s8.7.2.3.

fejezel.
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6. tablazatA sugarterdpiaval kezelt betegek mintaiban vizsghlérjék és glikoformjaik, és
a glikoformok atlagos intenzitdsa a kezelést€lA’ mintdkban).

APOH_HUMAN
APOH_HUMAN
APOH_HUMAN
APOH_HUMAN
APOH_HUMAN
APOH_HUMAN
APOH_HUMAN
APOH_HUMAN
APOH_HUMAN
APOH_HUMAN
APOH_HUMAN
APOH_HUMAN
APOH_HUMAN
APOH_HUMAN
APOH_HUMAN
APOH_HUMAN
APOH_HUMAN
CFAH_HUMAN
CFAH_HUMAN
CFAH_HUMAN
CFAH_HUMAN
CFAH_HUMAN
CFAH_HUMAN
CFAH_HUMAN
CFAH_HUMAN
CFAH_HUMAN
CFAH_HUMAN
CFAH_HUMAN
CFAH_HUMAN
CFAH_HUMAN
KNG1_HUMAN
KNG1_HUMAN
KNG1_HUMAN
KNG1_HUMAN
KNG1_HUMAN
KNG1_HUMAN
KNG1_HUMAN
KNG1_HUMAN
KNG1_HUMAN
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LGNWSAMPSCK_BiSOF0
LGNWSAMPSCK_BiS1F0
LGNWSAMPSCK_BiS1F1
LGNWSAMPSCK_BiS2F0
LGNWSAMPSCK_BiS2F1
LGNWSAMPSCK_TriS1FO
LGNWSAMPSCK_TriS2F0
LGNWSAMPSCK_TriS2F1
LGNWSAMPSCK_TriS3FO0
LGNWSAMPSCK_TriS3F1
VYKPSAGNNSLYR_BIiS1FO0
VYKPSAGNNSLYR_BIiS1F1
VYKPSAGNNSLYR_BIiS2F0
VYKPSAGNNSLYR_BiS2F1
VYKPSAGNNSLYR_TriS2F0
VYKPSAGNNSLYR_TriS3FO0
VYKPSAGNNSLYR_TriS3F1
ISEENETTCYMGK_BiS1F0
ISEENETTCYMGK_BiS2F0
ISEENETTCYMGK_BiS2F1
ISEENETTCYMGK_TriS2F0
ISEENETTCYMGK_TriS3FO0
MDGASNVTCINSR_BiS1FO0
MDGASNVTCINSR_BIiS2F0
MDGASNVTCINSR_BiS2F1
IPCSQPPQIEHGTINSSR_BiS1F0
IPCSQPPQIEHGTINSSR_BIiS1F1
IPCSQPPQIEHGTINSSR_BiS2F0
IPCSQPPQIEHGTINSSR_BiS2F1
IPCSQPPQIEHGTINSSR_TriS3FO0
LNAENNATFYFK_BiS2F0
LNAENNATFYFK_BiS2F1
LNAENNATFYFK_TriS2FO0
LNAENNATFYFK_TriS2F1
LNAENNATFYFK_TriS3FO0
LNAENNATFYFK_TriS3F1
ITYSIVQTNCSK_BiS1FO0
ITYSIVQTNCSK_BiS2F0
ITYSIVQTNCSK_BIiS2F1

71

0,0016
0,0568
0,0055
0,1797
0,0085
0,0022
0,0058
0,0034
0,0088
0,0091
0,0070
0,0012
0,1638
0,0518
0,0034
0,0234
0,0212
0,0121
0,0740
0,0021
0,0028
0,0040
0,0139
0,0944
0,0017
0,0187
0,0035
0,1070
0,0071
0,0009
0,0136
0,0030
0,0012
0,0022
0,0051
0,0113
0,0018
0,0208
0,0008



KNG1_HUMAN
KNG1_HUMAN
KNG1_HUMAN
KNG1_HUMAN
KNG1_HUMAN
TRFE_HUMAN
TRFE_HUMAN
TRFE_HUMAN
TRFE_HUMAN
TRFE_HUMAN
TRFE_HUMAN
TRFE_HUMAN
TRFE_HUMAN
TRFE_HUMAN
TRFE_HUMAN
TRFE_HUMAN
TRFE_HUMAN
TRFE_HUMAN
TRFE_HUMAN
TRFE_HUMAN
FETUA_HUMAN
FETUA_HUMAN
FETUA_HUMAN
FETUA_HUMAN
FETUA_HUMAN
HPT_HUMAN
HPT_HUMAN
HPT_HUMAN
HPT_HUMAN
HPT_HUMAN
HPT_HUMAN
HPT_HUMAN
HPT_HUMAN
HPT_HUMAN
AlAG1,2_ HUMAN
Al1AG1,2_HUMAN
AlAG1,2_ HUMAN
A1AG1,2_HUMAN
Al1AG1,2_HUMAN
A1AG1,2_ HUMAN
Al1AG1,2_HUMAN
Al1AG1_HUMAN
AlAG1_HUMAN
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ITYSIVQTNCSK_TriS2F0
ITYSIVQTNCSK_TriS2F1
ITYSIVQTNCSK_TriS3F0
ITYSIVQTNCSK_TriS3F1
YNSQNQSNNQFVLYR_BiS2F0
CGLVPVLAENYNK_BiSOFO
CGLVPVLAENYNK_BiS1FO0
CGLVPVLAENYNK_BiS1F1
CGLVPVLAENYNK_BiS2F0
CGLVPVLAENYNK_BiS2F1
CGLVPVLAENYNK_TriS1FO
CGLVPVLAENYNK_TriS2F0
CGLVPVLAENYNK_TriS3F0
QQQHLFGSNVTDCSGNFCLFR_BIiS1FO0
QQQHLFGSNVTDCSGNFCLFR_BIiS1F1
QQQHLFGSNVTDCSGNFCLFR_BiS2F0
QQQHLFGSNVTDCSGNFCLFR_BiS2F1
QQQHLFGSNVTDCSGNFCLFR_TriS2F0
QQQHLFGSNVTDCSGNFCLFR_TriS3F0
QQQHLFGSNVTDCSGNFCLFR_TriS3F1
VCQDCPLLAPLNDTR_BiS1FO
VCQDCPLLAPLNDTR_BiS2F0
AALAAFNAQNNGSNFQLEEISR_BiS1FO0
AALAAFNAQNNGSNFQLEEISR_BiS2F0
AALAAFNAQNNGSNFQLEEISR_BiS2F1
MVSHHNLTTGATLINEQWLLTTAK_BiS1FO
MVSHHNLTTGATLINEQWLLTTAK_BiS2F0
VVLHPNYSQVDIGLIK_BiS1F0
VVLHPNYSQVDIGLIK_BiS2F0
VVLHPNYSQVDIGLIK_BiS2F1
VVLHPNYSQVDIGLIK_TriS1FO0
VVLHPNYSQVDIGLIK_TriS2F0
VVLHPNYSQVDIGLIK_TriS3F0
VVLHPNYSQVDIGLIK_TriS3F1
LVPVPITNATLDR_BiS1FO
LVPVPITNATLDR_BiS2F0
LVPVPITNATLDR_TriS2F0
LVPVPITNATLDR_TriS2F1
LVPVPITNATLDR_TriS3F0
LVPVPITNATLDR_TriS3F1
LVPVPITNATLDR_TetraS2F0
LVPVPITNATLDQITGK_BiS2F0
LVPVPITNATLDQITGK_TriS2F0
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0,0032
0,0036
0,0151
0,0183
0,0049
0,0003
0,0366
0,0013
0,1522
0,0044
0,0047
0,0050
0,0019
0,0077
0,0020
0,1055
0,0088
0,0004
0,0028
0,0024
0,0009
0,0122
0,0005
0,0095
0,0019
0,0109
0,0264
0,0369
0,2626
0,0126
0,0130
0,0121
0,0179
0,0050
0,0034
0,0208
0,0152
0,0090
0,0338
0,0256
0,0006
0,0085
0,0060
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A1AG1_HUMAN LVPVPITNATLDQITGK_TriS2F1 0,0027
A1AG1_HUMAN LVPVPITNATLDQITGK_TriS3F0 0,0168
A1AG1_HUMAN LVPVPITNATLDQITGK_TriS3F1 0,0120
A1AG1,2_ HUMAN NEEYNK_TriS3F0 0,0009
A1AG1,2_ HUMAN NEEYNK_TriS3F1 0,0008
A1AG1,2_ HUMAN SVQEIQATFFYFTPNK_BiS2F0 0,0032
A1AG1,2_ HUMAN SVQEIQATFFYFTPNK_TriS2F0 0,0005
A1AG1_HUMAN QDQCIYNTTYLNVQR_BiS2F0 0,0022
A1AG1_HUMAN QDQCIYNTTYLNVQR_TriS2F0 0,0033
A1AG1_HUMAN QDQCIYNTTYLNVQR_TriS2F1 0,0016
A1AG1_HUMAN QDQCIYNTTYLNVQR_TriS3FO0 0,0082
A1AG1_HUMAN QDQCIYNTTYLNVQR_TriS3F1 0,0076
A1AG1_HUMAN QDQCIYNTTYLNVQR_TetraS1F0 0,0008
A1AG1_HUMAN QDQCIYNTTYLNVQR_TetraS2F0 0,0072
A1AG1_HUMAN QDQCIYNTTYLNVQR_TetraS2F1 0,0031
A1AG1_HUMAN QDQCIYNTTYLNVQR_TetraS3F0 0,0054
A1AG1_HUMAN QDQCIYNTTYLNVQR_TetraS3F1 0,0031

Az ionizal6 sugéarzas glikozilacios mintdzatokat heffieol6 hatasat é6zor egy
beteg eredményein mutatom be, ezt kdveti az 6$steg adatainak elemzése.

4.8.1. Egy adott beteg mintainak vizsgalata

A 20. abranaz egyik beteg mintaiban mért alfa-2-HS-glikopnotéAsn156 —
VCQDCPLLAPLNDTR peptid; Asnl76 — AALAAFNAQNNGSNFQLEEISR
peptid) és a transzferrin (Asn432 — CGLVPVLAENYNK peptidsn630 -
QQQHLFGSNVTDCSGNFCLFR peptid) glikozilaciés mintazata dfh Bordoval
jeléltem a besugéarzassét allapotot (A’ minta), zélddel a ‘B’ mintdban, kdetlendl
a sugarterapia utan mért eredményeket, sziurkéld@lgeaz ionizacios sugarzas
hosszu tavd, 'C’ mintaban mért, hatasai lathatok.aom glikozilaciés mintazat
kozott jelends kulonbségek vannak: pl. a transzferrin Asn432ogiilacios helyén
taldlhatd BiS2F0 glikoform relativ intenzitdsa a &és ebtt 16% volt, ez a kezelés
kozvetlen hatasara 11%-ra csokkent (31%-0s csokkenméjd 1-1,5 honap mulva
13%-ra emelkedett. A 'C’ mintdban mért relativ iniédz értékek tehat az 'A’ és 'B’
minta kdzott voltak, ami azt jelenti, hogy a sugéipia befejeztével a glikozilaciés
mintazat elkezd a kiindulasi &llapotba visszareidez de azt ennyi iélalatt nem éri
el. Ez a tobbi beteg és mas fehérjék esetén ikt mértékben megfigyelhét
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Alfa-2-HS-glikoprotein Transzferrin
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20. abra Az alfa-2-HS-glikoprotein és a transzferrin glikdziés mintazata egy betégt

szarmazo6 'A’, 'B’ és 'C’ mintakban.

Ugyanazon beteg mind a hét fehérjére vonatkoz¢ indatatja a21. abra. Az
abra két tengelyén a B/A, illetve a C/A ionaranyokdébk. Ez azt mutatja, hogy az
egyes glikoformok intenzitasa (plazma koncentragdidj sugarzas kozvetlen hataséara
(B’ minta), illetve hosszabb tavl hatdsara ('C’ nantmennyire tér el ugyanazon a
kiindulasi (vagyis a kezelésadli 'A’ minta) értékil. Amikor a B/A ardny 1-nél
kisebb, akkor az adott glikoform mennyisége azzalii sugarzas hatasara csokken.
Az abra jol mutatja, hogy a legttbb ilyen esetb&iAarany is kisebb 1-nél — vagyis,
ha a sugérkezelés hatarara egy glikoform plazmaekdracidja lecsokken, akkor ez
a valtozas viszonylag hosszuéid at fennmarad. Amennyiben egy glikoform
koncentracidja a sugarkezelés hatasara g\ >1), akkor ez a valtozas is hosszu
idén &t megmarad (C/A szintén >1). A fenti kvalitativ ypaghizaton talmesen, a21.
abra egy jo linearis kapcsolatot mutat a B/A, illetve C/Anlgadosok kozott: a
korrelaciés egyitthaté 0,8292. Az abran lathat@yhoémely esetben tobbszéros
valtozasok is éfordulnak, de altalaban ennél kisebb, 20-30%-d®zakokat mértem.
Az egyenes meredeksége valamivel kisebb, mint I7Y0z8ni kvalitative azt jelenti,
hogy a 'C’ mintaban (a kezelés befejezése utan)ggesefehérjék koncentracidja
lassan kezd visszatérni a kezelésteértékhez. (,1” értélk meredekség azt jelentené,

7

hogy a sugarzas hatasara bekoveikedtozas teljes mértékben fennmarad, ,0” éiték
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meredekség pedig azt jelentené, hogy a glikoformc&otracioban bekdvetkezett
valtozas csak a kezelés ideje alatt jelentkezik.)

y=0.8701x+0.1511

R?=0.8292
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21. abra A sugarzas kozvetlen hatdsainak mértéke és hossaabteffektusainak mértéke
egymashoz viszonyitva, mind a hét fehérje adataibéiinolva egy beteg esetén. Az egyes
glikoformok 'B’ és A’ mintakban mért relativ intaitdsainak hanyadosa (B/A) a
sugarzas kozvetlen hatdsainak mértékét, a 'C’ émiAtakban mért hanyadosa (C/A) a

hosszabb tavu effektus mértékét jellemzi.

4.8.2. Az 6sszes beteg mintainak vizsgalata

A fenti megfigyelések és eredmények a tobbi betegaimiak vizsgalata sordn
is hasonléak voltak, bizonyos glikoformok intengaamegitt (44%), masokeé
csokkent (56%). A sugarterapiat kosem az intenzitasok elkezdenek
visszarendeini, azonban a kiindulasi szintet nem érik eRA abranaz 6sszes beteg
adatai lathatok. Zold négyzetekkel a B/A hanyadosiekditem, aZx’ tengelyen ezek
vannak értékik szerinti csokkersorrendben. A bord6 koérok a megféleC/A
ertékeket jeldlik. Amikor a z6ld négyzetek egy feletnnak, tehat a glikoform

intenzitdsa kdzvetlenul a radioterapia utan néeghkor 77% valdsziiséggel a bordo
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kor is egy felett van, azaz 1-1,5 honappal a ketetéveben még fennélinak a
valtozasok. Azokban az esetekben, amikor a z6ldzetglk egy alatt vannak, tehéat a
glikoformok intenzitdsa csokken, az esetek 77%-abdmordo kordk is egy alatt

lesznek, tehat 1-1,5 honap elteltével a cstkkettozasok is fennallnak még.

intenzitas hanyadosok

800

vizsgalt glikoformok
= B/A o C/A

22. abra B/A és C/Aértékek az 6sszes beteg esetérixazengelyen a B/A hanyadosok
csokkerd sorrendjébe rendezve. Az egyes glikoformok 'B’A8smintakban mért relativ
intenzitasainak hanyadosa (B/A) a sugarzas kdavéededsainak mértékét, a 'C’ és 'A’

mintakban mért hanyadosa (C/A) a hosszabb tavitaffanértékét jellemzi.
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5. Megbeszélés

5.1. Depletélas értekelése

JO mirbsédi glikozilacios mintazatok meghatarozasahoz a proiea
azonositashoz képest lényegesen nagyobb menfiyisétgsztett fehérjeminta
tomegspektrometriai analizisére van szikség. Arfekérakcionalasa soran hasznalt
szokasos analitikai méteHPLC oszlop, és emésztés utdn a peptidek elvalasztas
soran alkalmazott nano-HPLC oszlop korlatozott teeiésége; illetve a
tomegspektrométerben zajlé ionizaciés elnyomasekafisok miatt ajanlott a
legnagyobb mennyiségben jelerdévehérjék frakcionélas étti depletdlasa. A
depletalds soran a plazma 2-20 legnagyobb fehérgdfinitas kromatografiaval
szoktak eltavolitani. [71, 72, 96] Munkam soran k&térjét. az albumint és az
immunglobulin G-t tavolitottam el a plazmabdl, ugigel$sorban a tovabbi, nagy
koncentracidju fehérjék glikozilacios mintazatamakghatarozasa volt a célom. A
depletélas hatékonységa és szelektivitasa saj@gpnikai vizsgélataim alapjan jonak
bizonyult, és a maradék albumin mennyisége mar rerarta a meghatarozasokat.
Lényeges szempont, hogy az eltavolitott fehérj@okalbuminon és immunglobulin
G-n kivul csak egyéb immunglobulinokat talaltam Atedw altalam vizsgalt vérplazma
fehérjék analizisét a depletalas nem befolyasolja.

A 23. abraegy normal plazma és egy depletalt plazma UV-krograimjat
mutatja be, amelyet a nem depletalt fehérjékre eégyanakkora anyagmennyiségek
injektalasat kovéien azonos korulmények kozoétt vettem fel. A normazpia
kromatogramja rossz felbontasu, 4,15 percnél nagyéles és elnyulo fehérje csucsot
tartalmaz, amely atfed a tobbi csuccsal. A deplptaitma kromatogramja sokkal jobb
felbontasu, a komponensek Iényegesen hatékonyditiamilnek el egymastol, ezért

sokkal alkalmasabb vérplazma mintak frakcionalasara
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23. abraNormal plazmda) és depletalt plazmi@®) UV-kromatogramja a Poros R2 oszlopon

mérve.

A két fehérje depletalasa letieé tette a tdbbi nagy koncentracio tartomanyban
jelenléw fehérje 20-1000 pmol mennyiségben toétémolalasat és helyspecifikus
glikozilacios mintazatuk meghatarozasat. Amennyibenkégbbiekben kisebb
koncentraciéju fehérjék glikoproteomikai jellemzeéskeril sor, akkor mindenképpen

szilkség van a tovabbi nagy koncentracioban jelérigherjék depletélasara is.

5.2. Vérplazma frakcionalasa forditott fazisu kromabgrafiaval

Célom volt egy vérplazma mintdk frakciondlasara lalks modszer
kidolgozasa, amely glikoproteinek vizsgélatara moptt. Olyan méddszerre volt
szukseég, amely: 1) Alkalmas a glikozilaciés mintdkanheghatarozdsahoz szilkkséges
mennyiség vérplazma fehérje izolalasara (nagy koncentradehérjek vizsgalatanal

15 ul depletélt plazma), és szimultan tobb fehdgjkozilacios mintdzatanak
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meghatarozasat is leldgé teszi. 2) Hasznalata soran a fehérjék damennyiségét
egy frakcibban tudjuk ledyteni, és a glikozilacios mintazatok meghatarozasa
lehetséges egy frakciobal.

5.2.1. Glikoproteinek és egyéb fehérje variansok fditott fazisa frakcionalasa

A toltések (izoelektromos pont) alapjan elvalaszt@pildris-, vagy
gélelektroforézis és ioncserés rendszerekben iggkbnyan kulonulnek el egymastol
nemcsak a fehérjék, hanem azok egyes variansg81s.88] A fehérjevariansok
elvalasztasa a glikozilaciés mintdzatok vizsgalatanem szerencsés, rontja az
eredmeények megbizhatésagat és a modszer hatékahysag

A forditott fazisu kromatogréafia hidrofobicitds ajap valasztja el az egyes
komponenseket [90-93], és fehérjek esetén elmdietibként a peptidlanc
tulajdonsagai hatarozzak meg az ellciés sorrerd#iltések lényegesen kevesebb
hatassal vannak arra. BIr azonban ellentmondasos adatok vannak (lasd
részletesebberl.3.3.3. fejez@t és poszt-transzlacios modosulatok viselkedését
tudomasunk szerint részletesen még nem is viz&gdliz ez a feltételezés valdban
igaz, akkor a poszt-transzlacidos modosulasok nelimkiinek el egymastol az ilyen
kromatogréafias rendszerekben, ami azt jelenti, hedgrditott fazisu kromatografia
alkalmazhat6 a mi esetiinkben a vérplazma fehégéldlasara és glikozilacios
mintazatok egy frakciobdl tortérmeghatarozasara.

A glikoproteinek és egyéb fehérjevariansok forditt#risi kromatografias
viselkedésének vizsgalata az ¢eleges feladataim kozé tartozott. Standard és
plazmafehérjék elucidja szinte kivétel nélkul eggrkatogréafids csucsban tortént, a
csucs viszont sokszor aszimmetrikus (tailing effisktvagy elhizodoé volt. Ennek
tobbféle oka lehet: 8s kottidés az oszlophoz, toltés-, illetve oxidacios vasudn
konformerek, pontmutacios variansok és egyebek ettelposzt-transzlaciés
modosulatok elkulontlése is okozhatja.

Kilénb6d genetikai variansok forditott fazisu kromatografidselkedését az
alfa-1-savas glikoprotein segitségével tanulmararazés az egyes valtozatok kdzott
elvalasztast nem talaltam. Mivel az alfa-1-savd@ogtotein a tobbi fehérjéhez képest
megleheaisen sok variabilis aminosavat tartalmaz, igy eregmi®l kdvetkeztetni

lehet arra, hogy a tobbi fehérje esetén sem kuh@hkillel az altalam hasznalt
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kromatografias rendszerben a genetikai varianspkimegeésiti, hogy a transzferrin
fehérje csucsanak vizsgalata soran sem taléltartmpiécios kilonbséget a csucs
eleje és vege kozott.

Mivel a forditott fazisu frakcionalastként glikoproteomikai vizsgalatok soran
szeretnénk alkalmazni, a poszt-transzlacios modeeldl kozul a glikozilaciora
végeztem kildnbdzteszteket. A kilonbdizglikoformok ko6zoétt egy fehérje esetében
sem tapasztaltam elvalasztast az optimalt kromatidgr korilmények kozott. A
transzferrin vallal rendelkéz és aszimmetrikus csucsa, valamint a haptoglobin
nagymértékben elhiz6do ellcidja soran végig ugyamobranyban talaltam meg a
glikoformokat. A24. dbraa haptoglobin Asn241 - VVLHPNYSQVDIGLIK helyén
azonositott mintazatot mutatja az egymast kbvérplazma frakciokban. Az dsszes
frakci6ban azonositott csucsokbol szamolva a gii&obs mintazat szorasa 18,8%
RSD. A glikozilaciés mintazatok meghatarozasanak szorEb-20% (szamitasa:
3.7.2.3. fejezgt tehat a 8 frakcibbdl meghatarozott glikozilacmamtazatok kdzott

szignifikans eltérés nincsen.
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24. abra Haptoglobin Asn241 - VVLHPNYSQVDIGLIK peptid glikailaciés mintazata az
egymast kovét frakciokban (Agilent mRP-C18 oszloproligistt frakciok).

A haptoglobin ezen példajanak bemutatasaval az avatélom, hogy extrém
korilmények kozott elleirizzem a moddszerben réjlhibdkat. A kisérlet egy, a
vizsgalatok korai fazisdban hasznélt oszlopon nirtés ez volt az az eset, ahol a
legnagyobb mértékben elhtizodo csuccsal talalkoZEért itt vartam a glikozilacios
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mintazatban esetlegesen bekodvetkézgnagyobb kiuldnbségeket. Ennél nagyobb
hibdkra méshol sem lehet szamitani.

Egy tovabbi extrém eset, a teljes deglikozilacidabat is megvizsgaltam. A
teljesen deglikozilalt transzferrin retencidos idegem kilonbozott az eredeti
standardéhoz képe&?5. abra) annak ellenére, hogy a teljes deglikozilacio data
fehérje hidrofobicitdsara Iényegesen nagyobb, mikiilénbd# glikoformok kdzotti
hidrofobicitasbeli kilonbség. A teljesen deglikoltilfa-1-savas glikoprotein is csak
fél perccel elualédott kébb, ami ahhoz képest, hogy molekulatdmegének 40%-at

glikanok alkotjak, nagyon kismértékaltozasnak szamit.

a
) 5.10

7.0e-2 /\

6.0e-2 /

5.002] ‘
= 40e2] r
Q
i=} E|
<
2 30e2] \
9]
3 ]
8
S 20e2]

1.0e-2 \

0.0 \\
10623 - \
-
"0 a0 a0 " ae0 480 | 500 | 520 | 540 | 560 | 580 600 620 640 | 660 680 | 700 720 740 | 760
b) 512 id6 (perc)

x\

5.0e-2 |

4.0e-2 \

abszorbancia

1.0e-2

3.0e-2]
2.0e-2 / \

0.0

10e2] / \
E S
T4 Taxn T 4d0 460 | 480 | 500 | 520 | 540 | 560 | 580 600 620 640 660 | 680 700 720 740 = 760
id6 (perc)

25. abra Normal transzferrin standar@) és deglikozilalt transzferrin standa¢d) UV-

kromatogramja (Poros R2 oszlop).

Eredményeim megésitik azt a korabbi feltételezést, hogy a fehéfgiditott
fazisu elvalasztasalként a peptidlanc tulajdonsagaitél fligg, és a giiléaio kevés
hatdssal van arra. A tesztek alapjan a forditotisidkromatografiaval tortén

frakcionalas lehéwé teszi egy fehérje ddhmennyiségének egy frakcibban toén
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legylijtését. A csucsok vélla, aszimmetrikus alakja vaggymértéld elhizédasa
esetén sem a glikoformok szétvalasa okozza az astinkus csucsalakot, tehét ilyen
esetben a & frakcio analizise elégséges reprezentativ glikomks mintazatok

meghatarozasara.

5.2.2. A glikozilaciés mintazatok torzitatlansaga

Egy tovabbi kisérletsorozatban az alfa-1-sava®pgiitein standard glikozilacios
mintazatat frakcionalassal és anélkil is meghatanozA 26. 4bra az alfa-1-savas
glikoprotein egyik glikozilaciés helyén (Asn56 - NEEXN peptid) talalhato
glikoformokat mutatja be frakcionélast kogeh (tehat a forditott fazison vald
athaladas utan), illetve frakcionalas nélkil. A &kgképpen meghatarozott mintazat
kozott 13% RSD kulonbséget szamoltam, ami a glikigomikai vizsgalatok
szorasaval 6sszemeérBeEz azt jelenti, hogy a forditott fazison valéa#das soran a
glikozilacios mintazatok nem valtoznak meg, és nérténik szelektiv k@dés, ami
torzitana azokat. Az altalam meghatarozott mintdztghat valésnak tekinthidt
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26. abra Az alfa-1-savas glikoprotein Asn56 - NEEYNK peptitlkozilaciés mintazata
forditott fazisu kromatografids oszlopon valé &dlddls utan (frakciondlt), illetve

frakcionalas nélkdul.
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A glikozildciés mintdzatok torzitatlansdga a lekkikel szemben tekinthénhagy
elonynek. A lektineket gyakran alkalmazzak a glikopmoek és glikopeptidek
dusitdsara, azonban mivel szelektiven koétnek memnipos glikoformokat, a

glikozilacios mintazatok torzulasat eredményezik [6

5.2.3. Frakciondlas hatasa a glikozilacids mintazak minéségére

A vérplazma fehérjék helyspecifikus glikozilacios ntdizatanak vizsgalata a
plazma mintak egyébként is nagyon nagy komplexigsazenfelll az egy fehérjéhez
tartoz6 glikoformok szerkezeti és tébb nagysagrenatéleb koncentraciobeli
véltozatossaga miatt minden esetben tdbblépéseta-eliészitést igényel. Az
altalam alkalmazott modszer a kdvetkézolalasi/elvalasztasi Iépéseket tartalmazza:
1. depletélas,2. intakt fehérjék forditott fazist frakcionaldsa, emésztés soran
keletkezett peptidek és glikopeptidek forditottisazelvalasztasa. Ebben a fejezetben
azt vizsgadlom meg, hogy az intakt fehérjék forditazisu frakcionalasanak milyen
hatasa van a glikozilacios mintdzatok gségére.

5.2.3.1. A glikozilaciés mintazatok miségének jellemzése

A doktori értékezésben a glikozilaciés mintdzatokndségét az azonositott
glikoformok szamaazaz a fehérjék mintazatanak részletessége alggi@meztem,
€s e szempont alapjan hasonlitottam 6ssze a segihényeimet egymassal, vagy az
irodalomban talalhaté mintazatokat a sajat eredeiémyel. A glikoformok szadma a
proteomikai mutatok kozll az azonositott peptideiénsanak feleltethét meg.
Hatranya, hogy az azonositott peptidek szamavantétleen, nem minden esetben
tudjuk, hogy az adott minta esetében mi szamiedelgszletességnek. Ugyanazon
fehérje glikozilaciés mintazatainak 0Osszehasorditdk azonban viszonylag jol
hasznélhaté a modszer kulonbdaboratoriumban mért mintak esetén is, de itt sem
szabad figyelmen kivil hagyni, hogy a kiulonb&tandardok, vagy biolégiai mintak
valtozatossaga is nagy lehet.

A proteomikaban az azonositds tEagének jellemzésére hasznalt tovabbi
paraméterek a kovetk&problémak miatt nem alkalmazhatok, illetve nenmiajtiak:

- A pontozasi rendszer a kulonloerteked szoftverek esetén més és mas lehet,

és az eredmények nem mindig hasonlithatok 6ssze.
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- A szekvencia lefedettség a helyspecifikus glikorigcmintdzatoknal nem
értelmezhet, mivel a glikoformok nagy részén/z és retencids itl alapjan
azonositjak (1as8.3.1. fejezot

- A felvett tdmegspektrumok szama vagy a glikoformaitemzitasa sem
hasonlithat6o dssze a kiulonkddaborok és készilékek kdzott.

- A frakcionalas glikoproteomikai jelefgégét ki lehet még fejezni azoknak a
fehérjéknek a szamaval, amely@knegfeleb minéseédi mintazatok kaphatok.
Azonban itt is ugyanaz a probléma, mint a glikofokmezamanal, hogy
egyértelnien nem definidlhatd, hogy az adott fehérje eseténszémit

megfeleb minéségnek.

5.2.3.2. Haptoglobin glikozilaciés mintazatanak mewptarozasa frakcionalassal és
frakcionalas nélkal

A kutatocsoportban a korabbiakban depletalt plazinditaikcionalas nélkil
hataroztdk meg néhany fehérje glikozilaciés mirtt#tzaz irodalomhoz hasonlo és
altalaban elvart részletesgemintazatokat csak a 2-3 legnagyobb koncentracioban
jelenléw fehérjénél kaptak, az eredmények kozil a haptaglointazatat publikaltak
[206]. Ezzel a mint4zattal hasonlitottam 6ssze @dwiobin altalam frakcionalassal
meghatérozott mintazatat. 27. abrabord6 szinnel a csak depletalt plazma, zold
szinnel a frakcionalt depletalt plazma mintazataitatja. A kétféle mintazat
meghatarozasédnal az egyéb mintikészitési lépések és meérési paraméterek
megegyeztek, azonban az értékelés soran én szigelibtelek teljesilése mellett
fogadtam el a glikoformokat. Az Asn184VWWVSHHNLTTGATLINEQWLLTTAK
peptiden frakcionalas nélkdl 10, frakcionalassal 9, az Asn241 -
VVLHPNYSQVDIGLIK peptiden frakciondlas nélkil8, frakciondlassal 17
glikoformot sikerllt azonositani. Az Asn241-en telegyértelnien megitt az
azonositott glikoformok szdma a frakcionalt mintAbAz Asn184-en frakcionalas
nélkil eggyel tobb glikoformot talédltak. Ez a glikom azonban valdszilteg az
ionizacio soran egy masik glikoformbdl keletkefragmens, amelyet az altalam
hasznalt értékelési mddszer mar kiszA haptoglobinrél mas laboratériumokban
sikeriilt még részletesebb mintdzatokat kapni, tiéehesen mas minta<készitési,
mérési és értékelési modszerekkel dolgoztak [2133-@2sd5.3.3.fejezel.
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Asn184 - MVSHHNLTTGATLINEQWLLTTAK
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27. abra A haptoglobin két glikozilaciés helyén meghatatbzmintazatok frakcionalas

nélkil mért depletalt plazméaban és egy depletaltmh frakcidban (5-6s frakcio).

“ s

részletessége a haptoglobin példaja alapjan a idrakiési lépés beiktatasaval
novekszik. Az ezeknél kisebb koncentracioju fehérgkrakcionalads nélkil nem is
sikeriilt megfeldl helyspecifikus mintdzatokat meghatarozni.
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5.2.4. A frakcionalasi modszer értékelése

Tudomasunk szerint intakt fehérjék forditott fadisakcionélasat kovéen poszt-
transzlaciés modositasokat csak nagyon kevés eseibegaltak [224, 225]. Hong
Wang és munkatarsai kétdimenzids frakcionala$ eisenziojaban anioncserés
oszlopon, és masodik dimenzidjaban forditott famisfélopon valasztott el egymastol
intakt fehérjéket [225]. Ebben az esetben tehat waltiényeges szempont, hogy az
egyes glikoformok ne valjanak el egymastol. A modsak frakcionalasi/dusitasi
lépésidl all és tobb napot vesz igénybe. Hatranya az é&tsaeyemhez képest a hosszu
analizis id, valamint az egyes glikoformok szelektiv dusitésaj torzitjia a mért
mintazatot.

Sajat vizsgalataim alapjan a forditott fazisu frakélas alkalmas helyspecifikus
glikozilacios mintdzatok egy frakciobdl téri&meghatarozaséara, ami azednslos,
mert az emésztést kdven a masodik dimenziés elvalasztas alkalmaval az eg
fehérjéhez tartozd glikoformok egy kromatogréfiagdébol azonosithatok. Az egy
kromatografias futasbdl tortén analizis hibaja kisebb, és az 6id és
koltséghatékonysaga is jobb, mint a tobb futashidl dzsgalatoké. A szokasos
analitikai (2,1 és 4,6 atmgii) oszlopokat alkalmasnak talaltam a nagy konceidiiac
fehérjék glikozilacios mintazatanak meghatarozésalszilkséges mennyigég
vérplazma frakcionélasara.

A modszer tovabbi éhye, hogy a helyspecifikus glikozilacios mintazatbkem
torzitja, azaz a glikoformok eloszlasat nem vatgatmeg. Ez a szempont kilonB6z
mintak dsszehasonlitasanél, amilyenek a biomarkasgalatok is, kevésbé fontos.
Azonban kiemelkedl jelenttsége van akkor, amikor a glikozilaciés mintazatok
biologiai- és élettani jele6ségebl, vagy monoklonalis antitestek gyogyszerészeti

hatésagok kovetelményeinek megfélekszletes jellemzéséivan szo.

5.3. Vérplazma fehérjék helyspecifikus glikozilaciésnintazatanak meghatarozasa
€s a mintazatok jelenésége

Amig ahelyspecifikuglikozilaciés mintazatok az egyes glikozilaciosyeddhez
kapcsoldédd oligoszacharidokat adjak meg, addigatagolt mintdzatoknal nem
tudjuk, hogy a glikdnok mely glikozilacios helyelkzhkapcsoldédnak, tébb fehérjét

tartalmazé mintak esetén azt sem, hogy melyik jéhér tartoznak. Az atlagolt

86



DOI:10.14753/SE.2016.1923

mintdzatok meghatarozéasa sokkal egygzeraz irodalomban is a legtdbbszor ezzel
talalkozunk, és a glikan konyvtarak isként ezt tartalmazzak [226-228]. Azonban
komplex biologiai mintak fehérjéinek glikozilaciofd az egyes fehérjék teljes
izolalasa nélkil nem nyujtanak elég informaciot. éypecifikus mintazatok sokkal
tobb biolbégiai informaciét hordoznak, és az egydsefjéken és az egyes glikozilacios
helyeken jelen 1&v glikan szerkezeteket és azokban bekoveétkedtozasokat is
mutatjak mind izolalt, mind komplex fehérjemintée&en.

5.3.1. A vérplazma fehérjék glikozilaciés mintdzataak meghatarozasara
alkalmazott médszer

A helyspecifikus glikozilaciés mintazatok meghatésa soran a glikoproteinek
€és az egyes glikozilacios helyek azonositasa, \mtae kilénb6sd glikoformok
azonositasa és kvantitativ meghatarozasa tobb kogndéias futasbol, kilénbéamMS
méréstipusokkal tortént. A kiértékelést manualisara &utatocsoportban fejlesztett
szoftverek (GlycoMiner, GlycoPattern) segitségévelezéem, a szoftverek optimalis
paraméterkészletét edikddését manualisan lekeresett adatokkal allitobeniletve
ellendriztem.

A nagyobb intenzitadsu glikoformok azonositasa mindesetben MS/MS
mérések alapjan tortént. A kisebb intenzitasu gtikoiok azonositasanal a toltést, az
izotopeloszlast és a tébbi glikoformhoz viszonyitetativ retencios sorrendet vettem
figyelembe. Egyedi MS/MS spektrumokat csak akkdtere fel, ha ezek alapjan nem
lehetett egyértelfien azonositani vagy kizarni a glikoformokat. Az emban a
glikoformok azonositasat legtdbbszér az Ugyneve2etturate Mass Tag Retention
Time”, azaz pontos tdmeg és retencid@sathpu modszerrel végzik [229]. Az altalam
alkalmazott azonositasi modszer a tbmegen és réseiabn kivil az izotopeloszlast
is figyelembe veszi, tehat az eredményeim meghishgh nagyobb, mint az
irodalomban talalhat6 glikozilacios vizsgalatokkébgéé.

Az alkalmazott mérési és ertékelési modszerek debeteszik a vérplazma
fehérjék helyspecifikus glikozilacios mintazataraktomatikus meghatarozaséat. A
mobdszer dnye, hogy a nano-HPLC C18-as forditott fazisu krompadfias
kortlményeinek valtozasa esetén is viszonylag egfysn és gyorsan kiértékelldt

a mintak:
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- Uj, az ebzdvel azonos tipusu és azonos gyartétol szarmazomarkotése
utdn, vagy hosszabb dd(néhany hét) elteltével készilt mérések esetén
méréssorozatonként az &kss utols6 mérésben glikopeptidenként 3-3 intenziv
glikoform retencios idejét kell manualisan megkaresEzt kdveben
automatikusan folytatodik az értékelés (a suggota@samintak méréseinek
kiértékelésénél is ez tortént).

- Gyartok kozotti oszlopvaltas, kromatografias parameit megvaltozasa (futas
hossza, gradiens meredeksége, elvalas#ragiseklete) esetén addmbeken
felll qj relativ retencids it tAblazatot - amely a kilénb&glikan tipusok

retencios idt befolyasol6 mértékét tartalmazza - kell késziteni

5.3.2. Az alkalmazott modszer részletes értékelésearuloplazmin példajan
bemutatva

A meghatarozott helyspecifikus mintdzatok jetségét és a moddszerek
hatékonysagat részletesen a ceruloplazmin példikgmsztil mutatom be. A
ceruloplazmin rézkétfehérje, emiatt kék szinFerroxidaz aktivitassal rendelkezik, a

Fe* ionokat Fé&* ionokka oxidalja, és a sejtmembran két oldala ko6z0

vastranszportban is részt vesz. Az Uniprot adatl{ézis://www.uniprot.ory adatai
szerint 1065 aminosavbdl all és 6 Niglikozilacios hellyel rendelkezik (Asn138,
Asn358, Asn397, Asn588, Asn762, Asn926), amelyek kdz(\gh138, Asn358,
Asn397, Asn762) tartalmaz komplex glikanokat. A ceaoldamin plazma
koncentricidéja gyulladdsok, fémesek és traumas A&llapotok alkalmaval
megemelkedik, és a gyulladasos citokinek megvaiti@# a glikozilacios mintazatét.
A fehérje szolid rosszindulati tumorok diagnosztikanarkere, amelyben fontos
szerepe lehet a glikozilacionak, igy a részletedyspecifikus mintazatok
meghatarozasanak jeléaége megkéfijelezhetetlen. [169]

Harazono és munkatéarsai kereskedelemben etérhetztitott szérum
ceruloplazmin minta helyspecifikus mintazatat haaéak meg [169]. Tripszinnel
tortérd  emésztést kovéen nano-HPLC-ESI-MS/(MS)-sel  vizsgaltdk a
glikopeptideket. Négy helyen azonositottak kompigiikdnokat, az Asn138 -
EHEGAIYPDNTTDFQR peptiden 5 kulénb6® glikdnt, az Asn358 -
AGLQAFFQVQENK peptiden 3 glikant, az Asn397 -
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ENLTAPGSDSAVFFEQGTTR peptiden 4 glikant és az Asn762 -
ELHHLQEQNVSNAFLDK peptiderv glikant. (7. tAblaza}

Ugyancsak Harazono és munkatarsai egy masik vizsg&atan
kereskedelemben elérbietstandard kevert szérumbol hataroztdk meg fehérjék
helyspecifikus glikozilaciés mintazatat [216]. &tent az albumint depletéltak, majd
tripszines emésztést kovatano-HPLC-MS/(MS) analizissel azonositottak az egye
glikoformokat. Szérumbal a ceruloplazmin harom glikptidjének mintazatéat sikertlt
meghatarozniuk: az Asnl138 glikozilacios helyerkilénbod glikant, az Asn397
helyen3 glikant és az Asn762 helyé&mglikant azonositottak. Az Asn358 glikozilacios
helyet tartalmaz6 peptidet nem azonositottéktalazaj

A sajat eredményeim vérplazmabdl a kovetkexoltak: az Asn138-018, az
Asn358-on5 és az Asn397-e8 glikant azonositottam. Az Asn762-es glikozilacios

helyet nem talaltam meg..(f&blazaj}

7. tAblazat A ceruloplazmin fehérjén azonositott glikoformokasmnak dsszehasonlitdsa

kialénbdd mintak és laboratériumok esetén.

Asn138 5 4 8
Asn358 3 - 5
Asn397 4 3 8
Asn762 7 5 -
Osszesen 19 12 21

Az azonositott glikoformok szdmanak nagysaga ledibkaz alkalmazott
tomegspektrométerek érzékenyséfdtigg, ezért a minta-ékészitési modszerek
0sszehasonlitdsanak csak hasonlé tomegspektroatétégzett mérések esetén van
értelme. Harazono és munkatarsai a tomegspektranetéréseket mindkét esetben
QSTAR Pulsar QTOF (AB/MDS Sciex, Toronto, Kanada) készidékiégezték,
amely paraméterei nagyon hasonlitanak az altalarsznlaét Waters QTOF

készllékhez. A glikanok azonositasa mindharom esdiasonléan tértént: Harazono
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€s munkatarsai a nagyobb intenzitasu glikoformd@&tMS, a kisebb intenzitastakat
MS — m/z retenciés i és toltés alapjan azonositottak. En ezek mellett a
izotopeloszlast is figyelembe vettem az azonosisasan, tehat szigorubb
kovetelményeket alkalmaztam.

Harazono és munkatarsai az izolalt standard mintarfarditott fazisi nano-
HPLC-s elvalasztason kivil nem alkalmaztak egyébitakis izolalasi vagy
kromatografias médszereket, a szérum mintabdl pedegbumint depletaltak. Abbdl,
hogy a szérum mintdban kevesebb glikoformot tddaltaint az izolalt standard
vizsgélatanal, arra lehet kovetkeztetni, hogy dmmain depletdlas és az azt kdyvet
egydimenzios forditott fazisi nano-HPLC-s elvalaszthem elég a nagy
koncentracioju fehérjék részletes helyspecifikusitédmatanak meghatarozasara, és
mindenképpen szikséges tovabbi dusitasi, izoladd@gi kromatografias modszereket
alkalmazni.

A sajat vérplazma méréseim eredmeényeit Harazono éskatarsai
eredményeivel Osszehasonlitva az izolalt standardtépest egy glikopeptiddel
kevesebbet talaltam meg (kiesett a tomegtartomd)yylazonban a megtalalt
glikopeptideken tobb glikoformot azonositottam aazpha mintabdl. A szérum
mintdhoz képest ugyanannyi glikopeptidet, és tobikofprmot azonositottam
vérplazmabdl. Ez azt jelenti, hogy az albumin — umglobulin G depletalas és a
forditott fazisu kromatografiaval tortérfrakcionalas kombinacigjaval, valamint az
altalam alkalmazott és optimalt mérési és értéket@mszerekkel szérum/plazma
mintakbdl részletesebb mintazatok édkeel. Az eredmények nagy koncentrcioju
fehérjék esetén elérik az immunaffinitdssal izoktihndardon kapott mintdzatok

részletességeét, tehat intakt fehérje szinten tavablalasi Iépésekre nincsen szikség.

5.3.3. A haptoglobin kulénb6s laboratériumokban meghatarozott helyspecifikus
glikozilaciés mintazata

Az eléz6 fejezetben a ceruloplazmin példajan bemutattangy haagy
koncentracioju fehérjéknél az altalam kidolgozattagkalmazott minta-ékészitési,
méresi és értekelési mddszerekkel az irodalombammefihdz hasonld, vagy anndl
részletesebb mintdzatok kaphatok, amennyiben haselwBlasztasi l1épéseket és

hasonl6 paraméterekkel rendelkeztomegspektrométert hasznalunk. Mas
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tulajdonsagokon alapul6 elvalasztasi folyamat, vaigpb, eltés tipusu analizatorral
rendelke# tomegspektrometriai mérések elméletileg részlbtesagy komplementer
mintazatokat eredményezhetnek.

Ahhoz, hogy megtudjuk, hogy az altalam meghataranottazatok mitisége
(részletessége) eléri-e az irodalomban altaldbagtaiéhatdé mintazatokét, egy
gyakran vizsgalt fehérje: a haptoglobin mintazaéonlitottam 6ssze az irodalomban
talalhatdé mintazatokkal. Az dsszehasonlitasnal nettem figyelembe, hogy a
haptoglobin milyen eredéttehat izolalt standard, vagy komplex mintaborsmzik,
és hogy milyen modszerekkel és készilékekkel vizdga

A haptoglobin a hemoglobin fehérjét koti, részt vaanak korforgasaban, és
védi a vesét a vasionok karositdo hatasatol. Kilddl#ettani folyamatok soran,
gyulladasok és rakos betegségek esetén a kondéjaranegnovekszik. Rakos
betegségekben glikozilacidjanak valtozasét is t#pHak, amelynek kdvetkeztében

megvaltoztak a haptoglobin egyéb fehérjéketéktitlajdonsagai. [220, 222] Az

Uniprot adatbazis hitp://www.uniprot.ory szerint 4 glikozilaciés helye van: az
Asnl184, Asn207, Asn211 és Asn241, ezek kozll az Asnd8dseaz Asn241-en
talalhaték komplex glikanok. A lejjebb idézett irdat@forrasok szerint az Asn207 és
Asn211-es helyen is vannak komplex glikdnok, de ede#lyek egy triptikus peptiden
taladlhatok, igy analizisiik nehézkes, és nem letpgéreelmiien meghatarozni, hogy
melyik glikan melyik Asn-hez kétdik.

A 28. abran lathato, hogy az Asnl84-es helyen -
MVSHHNLTTGATLINEQWLLTTAK peptid 15 glikant azonositottak a
legrészletesebb vizsgalatban, az Asn241-en - VVLHPNYSQVINGhgy masik
vizsgalatbanpedig 27-et. En az Asn184-ef glikant azonositottam, ez a negyedik
legjobb eredmény, az Asn24l-en pedld glikant taldltam, ez a masodik
legrészletesebb eredmény. Az eredmények kozott nagedések voltak,

komplementer mintazatokat nem talaltam.
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irodalmi forrasok + sajat eredmények

._.

glikoformok szama

MVSHHNLTTGATLINEQWLLTTAK # VVLHPNYSQVDIGLIK

28. dbra A haptoglobinon azonositott glikoformok szama; amdalomban talalt
vizsgalatok: a) [216], b) [217], c) [218], d) [219])) [220], f) [221], g) [222], h) [223]

és a sajat eredmények 6sszehasonlitasa.

A haptoglobin helyspecifikus glikozilaciojat a tobiazma fehérjéhez képest
nagyon gyakran vizsgaljak, mivel nagy a koncendjacirészletes a glikozilacios
mintazata és nagy a biologiai jelésége. A legmodernebb modszerek bemutatasa
soran is gyakran hasznaljak modellfehérjének, ametggalatok alkalmaval a
miénknél  |ényegesen Ujabb és tobb  nagysagrenddelzékemyebb
tomegpsektrométereken végzik a meréseket. Ezekeempontokat is figyelembe
véve elmondhatd, hogy az altalam kidolgozott meitkészitési és a szokasosnal
szigorl]bb elfogadési k('jvetelményeket alkalmazo6 értékeléshrtikakkal - egy
részletes eredmények kaphatok. A haptoglobinnél dehleet vizsgalt fehérjék
esetében az eredmények részletesebbek lehetnek,amimodalom megtalalhato

mintazatok.
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5.3.4. A meghatérozott helyspecifikus glikozilaciémintazatok részletessége és
jelentéségik

A nagyobb koncentracioju vérplazma fehérjék altalameghatarozott
helyspecifikus mintazata (laskv. abra, 4.6. fejezetobb esetben részletesebb volt,
mint az irodalomban megtalalhaté mintazatok (phindgén 1), és olyan fehérjék
glikoformjait is sikerult azonositanom, amelyek ysglecifikus mintazatat az
irodalomban nem talaltam meg (komplement C4-A). Azlaith azonositott glikanok
eléfordulasi gyakorisaga és relativ intenzitasa ([B8dabra, 4.6. fejezemegegyezik
az irodalomban talalt mintazatokéval [230], tehéatgkkoformok egymashoz
viszonyitott aranya nemcsak a frakcionalas, hanéstjes modszer soran sem torzul,
igy a meghatarozott mintazatok valosnak tekirdthet

A mintadzatok részletessége alatamasztja, hogy dgkidott minta-ebkészitési,
mérési és értékelési modszerek az irodalomban h&al modszerekkel
O0sszehasonlitva igen hatékonyak, és astdd@iekben mas, kisebb koncentracioju
fehérjék esetén teljesen Uj, eddig ismeretlen gili&koi6s mintazatok is
meghatarozhatok vele. A kisebb koncentracioju fékénelyspecifikus mintazatanak
meghatarozasa kivll esik az értekezés targykorén. itAzleirt maodszerek
a 16 glikoformokat sikerult azonositanom - ezek ksl Uj eredménynek tekintliet
- azonban itt a nagy koncentracioju fehérjékheohlasrészletességhelyspecifikus
mintazatokat nem kaptam. A Kdbiekben a részletes mintdzatok meghatarozasahoz
a legegyszdibb megoldas a depletélt fehérjék szamanak novedésdehebvé teszi
MS analizisét. Tovabbi megoldasok lehetnek Ujabkcionalasi Iépések bevezetése,

illetve érzékenyebb tomegspektrométerrel tdrderések.

5.4. A HPLC-MS méréssorozatok polinomialis korrekciéa

A HPLC-MS mérések reprodukalhatésaganak novelésémbféi@ modszer
létezik, amelyeket at.4.2.1. fejezetbesoroltam fel. A sajat vizsgalataim soran tobb
napon &t tarté méréssorozatokban egyszerre nagkééles glikopeptid és glikoform
intenzitdsat mérem, ami miatt a lelstandardokkal torténkvantitativ vizsgalat

gyakorlatilag lehetetlen. A csucsok intenzitasansgzégére vagy a legintenzivebb
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cslcsra tortéh normalas is csak korlatozottan alkalmazhaté, misel egyes
komponensek intenzitasanak ebtéranyl valtozasait (nbvekedés, csokkenés) nem
korrigalja.

A hosszU meéréssorozatokban a HPLC-MS mérési korilenéaly idbfliggo
valtozasaibol szarmazd szords csokkentésére egyedfe§gl polinomialis
fuggvényen alapuld korrekcios médszert dolgoztamAkikorrigalas HPLC-ESI-MS
esetén 12%-rol 3%-ra [214], nano-HPLC-nano-ESI-M&tés a dolgozatban
bemutatott példaban 11,6%-rol 8%-ra csokkentettendak szorasat. A polinomialis
korrekcid nem csak a mérések reprodukalhatésagéatinbanem megakadalyozza azt
is, hogy az idfuggéstsl szarmazd kulonbségeket a mintdk kozotti biolége@aniai
kalénbségeknek tulajdonitsuk.

A Kkorrekciés modszert protonalt peptidek esetébersztéiem. A
tomegspektrométerben zajlo folyamatok soran kerétkegmensek és adduktionok
viselkedése sokkal 0Osszetettebb lehet, és a palitiemkorrekcio itt még
hatékonyabbnak bizonyulhat, azonban ehhez tovabhg&latok sziikségesek.

A polinomialis korrekciohoz minden HPLC-MS méréssatban 3-5
mintanként referencia mintat szikséges mérni. Emmakintdnak ugyanazokat a
komponenseket kell tartalmaznia, mint a valés nkimdk, az intenzitasbeli
kilonbségek nem szamitanak. Az altaldban hasznaltségellebrzé mintak,
amelyek standard fehérje emésztmeények, erre areginamegfeldélek, legegyszéibb
helyettik a mérerid mintak keverékét hasznalni. A polinomialis korrékaoran
minden komponenst kilon-kilon kell kezelni, mivelidsfiggésik egymastol eli@r
lehet.

Az 5. tablazatadataibol lathatd, hogy a polinomidlis korrekciGtdsara az
abszolut és a relativ intenzitdsokbol szamolt sakds jelenisen csokkentek. A
korrekciot koveben az abszolut és relativ intenzitasokbdl szaméitasok egymastol
csak nagyon kismértékben térnek el, igy felmerikéedés, hogy a polinomialis
korrekcio mellett szikség van-e az adatok normedaganormalas azonban nem csak
a mérések igbeli valtozasabol szarmazé szérast csokkenti, haaegyéb mérési
hibakat (pl. injektélasi térfogat valtozasa) ésiatanebkészitésbl szarmazé abszolut
intenzitdsok eltérését is korrigalja. Ezékikdnt azokban a (nano-)HPLC-MS

méréssorozatokban, ahol nem csakdségellerzo, hanem egyesévelsbiészitett
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egymastol kilonbdz mintakat is mérunk, a polinomidlis illesztést émamalast
kombinalva érdemes alkalmazni.

Azokban az esetekben, amikor nagyon hasonlé mintakaink, lehetséges az
0sszes mintat felhasznalni a polinom illesztésgnéimcsak a mifségellerzo
mintakat), ilyenkor 50-70%-0s korrekcio értietl. Nagyon fontos, hogy random
sorrendben kell mérni a mintédkat, amellyel el lerakerlini a bioldgiai
kilonbségekdl szarmazo eltérések korrigalasat.

5.5. lonizal6 sugarzas hatasa a plazma fehérjék gtizilacios mintazatara

Az ionizal6 sugarzas glikozilaciora valé hatasatoleat tanulméanyoztam
human vérplazma fehérjéken. Radioterapias kezelégebas (A’ minta), a kezelést
befejezését kbzvetlenll ("B’ minta), valamint 1-hdnappal koveéen ('C’ minta) vett
vérplazmamintakbol hataroztam meg 7 fehérje hebjifpes glikozilacios
mintdzatat. A kezelés kdzvetlen hatasara az 6sszsgalt fehérjénél tapasztaltam
kilonbdd véltozdsokat ('B’ minta). A valtozasok a kezelés dzabb tavu
kovetkezményeként is megfigyellikef azonban a mértékuk kisebb, tehat a mintazatok
elkezdenek visszarend&ni az eredeti allapotba ('C’ minta). Az, hogy minden
fehérjén talaltam valtozasokat, mas poszt-trang”dacmodositasokban mért
véaltozadsok gyakorisagahoz képest nagyon kiemélk8djtekben ionizalé sugéarzas
hatasara a kvantitativan analizalt foszfo- és kdeproteinek 1%-a mutatott csak
kétszeresnél nagyobb ndvekedést, és 3,5%-a maskdst [196].

5.5.1. Az adatok normalasanak jeleriisége

A kozvetlenul a kezelés utan vett ‘B’ mintakban anétulasi A’ mintakhoz
képest a legtobb glikoform esetében 20-30%-o0s nittesvaltozast (nbvekedést vagy
csokkenést) tapasztaltam, défetdult kétszeresnél nagyobb valtozas is.

A véltozdsok mértéke nemcsak a mérési intenzitaduwdeodit értékének
megvaltozasatol fligg. Az abszolut értékélkbzamolt valtozasok nem jellemzik
megfeleben az egyes mintak kozti kilénbségeket, ezért éedearkorrigalt adatokat
is normalni (las®.4.fejezel.

A normalas azonban tovabbi kérdéseket vet fel. A atiradatokbdl levont

biologiai kovetkeztetések vagy a kovetkeztetésatergben allo okok és jelenségek
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az egyes normalasi modszergKtiggéen mas és masok lehetnek. A szervezetet ér
kilss hatasok kovetkeztében, amelyek kozil sorolhatdig@rserapia is, valamint
élettani és patofiziologiai allapotokban a glikajeioek koncentracioja, a
glikopeptideken meérhét glikozilacio mértéke, azaz a glikozilaciés helyek
betdltbttsége és a glikopeptidek helyspecifikustazrata, tehat a glikoformok aranya
is megvéltozhat. Ezek a valtozdsok legtbbbszor zgys allnak fent és altaldban
egyuttesen is vizsgaljuk hatasukat, ezért az eregekeertelmezésénél korultekben

kell eljarni. [228]

A 6. tablazatazon glikoformok A’ mintakban mért relativ intet@sanak
atlagértékeit tartalmazza, amelyek elérték a ktatinti meghatarozashoz szikséges
minimalis intenzitast. A relativ intenzitasértékeketeljes kromatografias futasban
azonositott glikoform intenzitasok 0sszegére vabdbmalast kovdten kaptam. A
normalasnal tehat az 0Osszes fehérjéhez tartozoesisghikoform intenzitasat
figyelembe vettem, igy az egyes glikoformok 'A’, 'Bds 'C’ mintdk kozotti
helyei betdltottségének és a helyspecifikus glikoids mintdzatanak
megvaltozasabol egylttesen szarmazik. Amennyibemtanzitasokat a csak egy
glikopeptidhez tartoz6 glikoform intenzitdsok Osgze (szummara) vagy a
legintenzivebb glikoform intenzitasara (maximumrayméalom, akkor dnmagaban
vizsgalhato a helyspecifikus glikozilaciés mintédavaltozasanak hatasa.2Q. abra
a mérésenkénti szummara (ez a rész megegy@fikaorava) és a glikopeptidenkeénti
maximumra vald normélast koveteredményeket mutatja a transzferrin fehérje

esetében.
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Transzferrin - mérésenként normalt
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abra A transzferrin glikozilaciés mintazata a sugartégpl kezelt betegek 'A’, 'B’ és
'C’ mintaiban mérésenként és glikopeptidenként rédwan A glikopeptidekre valo
normalasnal az Asn432 és Asn630 esetében is a Bigkoform képzi a normélas

alapjat, ezért e glikoformokat az als6 4bran namettem fel.
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A transzferrin Asn432 glikozilaciés helyén talalh&is1F0 glikoform relativ
intenzitdsa mérésenként normalva az 'A’ mintabafo3® 'B’ mintdban 1,6%; a 'C’
mintaban 1,0%, tehat B/A=0,44 és C/A=0,28. Ez a feh&gncentraciojanak, a
glikozilacios hely betoltottségének és a glikoziddc mintdzat megvaltozasanak
egyuttes hatasa. Glikopeptidenként normélva 'A’: 22,1B": 14,8% és 'C’: 7,7%-ot
kaptam, azaz B/A=0,67 és C/A=0,35. Ez csak a glikos mintazat
megvaltozasanak hatasa. A B/A és C/A ertékek a méerésenkémalasnal kisebbek
voltak a glikopeptidenkénti normalassal szamoltakAasugarterapia hatasara az
intenzitdsok csokkentek, tehat a mérésenkénti rlassal kapott kisebb (Bit
tavolabbi) hanyadosok nagyobb méttéksokkenést jelentenek és alatamasztjak, hogy
a glikoform intenzitasok megvaltozasa a glikopnota@ncentraciéjanak, glikozilacios
helyek betoltottségének és helyspecifikus glikazda mintazatanak egyittes

eredményeként jon létre.

5.5.2. Egér és ember mintdk dsszehasonlitasa

A korabbiakban az ionizalé sugarzas glikozilacibeddvhatasat csak egerek
esetében vizsgéaltdk. Chaze és munkatarsai [201] amteinaris szerkezet
oligoszacharidok cstkkenését, valamint a tri-,atetrs pentaantenndris szerkézet
glikanok, a fukozilacio és a szializacié novekeddigfyelték meg. A biantennaris-
glikdnok szintézisében résztwegének expressziojaban nem talaltak valtozasokat,
azonban a multiantennari-glikAnokhoz kotheét gének expresszidja megh A
vizsgélat soran a fehérjéitra glikanokat enzimatikus uton lehasitottak, ertédsen
az oligoszacharidokat dnmagukban vizsgaltak, akazbordoz6 peptideket nem,
tehat atlagolt mintazatot hataroztak meg. A vizdgatadmeényeitl nem derul ki,
hogy az egyes glikanok intenzitdsaban mért valtazassszes adott glikan strukturat
hordoz6 fehérjén létrejott-e, vagy ezek a valtokassak bizonyos fehérjékhez
kothetk.

Az egerek vizsgéalata és az altalam végzett hum&uya&iatok soran mindkét
esetben kicsi (néhany émnteriletet sugaroztak be, ami az egereknél astéget
térfogatdnak kb. 10%-at tette ki, embereknél kb1%-at. Tehat az egéren mért
véaltozasok teljes test, az emberi mintdk analizisgn kapott eredmények pedig

lokalis besugarzas kovetkezményei. Ugyanakkor a IlaZma fehérjék
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glikozilaciojanak véltozasa nem a kozvetlenil @tinszovetek karosodaséra adott
direkt helyi vélasz része, hanem az emberekngisgtémas valasznak tekintbet

Tovabbi lényeges kulonbség volt, hogy amig Chazenéskatarsai az egér
mintakat egyszeri alkalommal torterbesugarzast kouvegn analizaltak, addig az
embereket rendszeresen, tobb alkalommal kezeltékbki dozisu (1,8-3 Gy)
sugarterapiaval (a teljes dozis hasonlé volt: eehesl-72 Gy, egerek: 20, 40, 80
Gy). Tehat én az ionizaldo sugarzas akkumulalt hatasggaltam. Egy masik
vizsgalatban Jun Ma és munkatarsai [204] ugyanegakeket sugaroztak be 3-10 Gy
egyszeri dozissal, és kulonozmertéki és lefutdsu idfliggd valtozasokat
tapasztaltak. 10 Gy doézist kdgen végig csokkent a glikoproteinek koncentracigja.
és 6 Gy besugarzasat kédet 7 napon at kovetve a glikoproteinek plazma
koncentracidjat tobb hullamban emelkedési és csiddiefazisokat figyeltek meg,
amelyet tobbféle egyszerre beinduld és ellentéatdsbkat kivaltd valaszreakcioval
magyaraztak. A vélaszreakciok az altalam vizsgaidseeres besugarzas mellett
tellesen masok lehetnek, és mas hatdsokat hozhigtinekezért tovabbi vizsgalatok
targyat képezhetik.

A human vizsgalatok soran az 6sszes adatot elenzeglikoformok 56%-anal
intenzitascsokkenést, 44%-anal intenzitasnovekegstsztaltam. Osszefliggéseket
kerestem a valtozasok iranya (nbvekedés vagy ceékles a kovetkézparaméterek
kozott:

a) kulonboz fehérjek,

b) kilénb6d tipusu glikanok az egyes glikoformokon: antennékialsavak-,

valamint fukézok szama,

c) egyes emberek.

A paraméterek és a valtozasok iranya kdzott az kigelrellentétben semmilyen
O0sszefliggést nem talaltam. Ez az emberi mintalg&lasa soran még inkabb igazolja
a helyspecifikus mintazatok jelésggét, és szikségessé teszi azok meghatarozasat
minden egyes fehérje és minden egyes ember esetélsdrasitott glikanok
analizisével — szerkezeti és egyedek kozotti 6aggékek hianyaban — a kb. 50-50%
-0s novekedési, illetve csokkenési ardny miatt dehetne kimutatni az ionizald
sugarzas glikozilaciés mintdzatra gyakorolt hatasat
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6. KOvetkeztetések

Doktori munkdm sordn a vérplazma fehérjék helyspedf glikozilacios
mintazatanak meghatarozasara alkalmas elvalas#tastai, tomegspektrometriai és
értékelési modszereket dolgoztam ki, illetve optiemd. Meghataroztam a plazma
nagy koncentraciéban jeleni&vehérjéinek részletes helyspecifikus glikozilacios
mintdzatat, és megvizsgéaltam a rakos betegségégidgiban alkalmazott ionizalo
sugarzas glikozilacios mintazatokat befolyasol@sbai.

Vizsgalataimbdl kiderll, hogy a szokasos analitiglt és 4,6 mm atmgk
intakt fehérjék elvalasztasara alkalmas makrop&ukmmatografids oszlopok
lehetivé teszik a glikoproteomikai vizsgalatokhoz elegentennyiséd vérplazma
frakcionalasat, és egyszerre tobb fehérje glikodkmintazatanak meghatarozasat.
Az optimalt kromatografias korulmények kdzott az égjyeriehez tartozo kilénbéz
glikoformok és genetikai varidnsok a forditott &omn tortéd elvalasztaskor nem
véaltak el egymastdl. Vizsgélataim tehat mégéik azt a feltételezést, hogy a fehérjék
forditott fazisu elvalasztasaban a peptidlanc dalagagainak van a legnagyobb
szerepe, és a glikoformok kevés befolyassal vaanak Ennek egyrésirhatranya,
hogy az elvalasztas hatékonysaga (csucsok feltmntésebb. Masrésér nagy
elénye, hogy a forditott fazisu frakcionalas lehet teszi a glikozilaciés mintazatok
egy frakcidbdl tortéé meghatarozasat. Ez valésgeg nem csak a glikozilacio,
hanem mas poszt-transzlacios médosulasokra is iggy. vizsgalatban fehérjék
foszforilalt valtozatai k6z6tt sem tapasztaltandédgt, azonban részletes vizsgalatokat
csak a glikozilaciora végeztem.
glikozilacios mintazata az irodalomban talalt mpatkkal ©6sszehasonlitva
részletesnek, néhany esetben teljesen Ujnak tekintmég szigorubb elfogadasi
kritériumok mellett is. Az azonositott glikoformok&na eléri az intakt fehérjéken
azonositott glikoformok szamat, ami azt jelentighdehérje szinten torténtovabbi
tisztitdsi vagy izolalasi Iépések beiktatasa mam nezikséges. A Kkisebb
koncentraciéju fehérjék mintazatanak meghatarozasdamelyek az irodalomban
egyebre kevés esetben érbiktel, az adott fehérjéib nagyobb mennyiséget kell
izolalni. Mivel a frakcionalasra hasznalt analitikeszlop terhelhésége korlatozott,
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elsssorban tovabbi nagy koncentracidju fehérjék defdeéval lehet ndvelni a kisebb
koncentraciéju fehérjék injektélt és izolalt mersggét. Az Ujonnan azonositott
glikoformok, illetve teljesen Uj glikozilacios mémtatok kdzelebb vihetnek a fehérjek
bioldgiai jelenéségének alaposabb megismeréséhez dkoaésik mélyebb
megértéséhez. Emellett az azonositott glikoformidkiboz betegségekben tori@n
vizsgalata U], vagy a kordbbiaknal szelektiveblmaickereket eredményezhet.

A tbmegspektrometriai mérésekolekli valtozasainak korrigalasara kidolgozott
negyedfoku polinom illesztésén alapulo korrekci@&lszer mind ESI, mind nano-ESI
ionforrdsok hasznalata soran igen hatékonynak bidonAz illesztési paraméterek
meghatarozasdnal és a modszer tesztelésénél oipgdikra fokuszaltam, amelyek
egymastol csak kismértékben kulonboznek, de ezsradttéki kilénbséget is meg
kell hatarozni. llyenek a biomarker vizsgalatokolala plazmamintak kozti kis
kilénbségek azonositadsa a cél, és a gyogyszeréunéiégelledrzé vizsgalatok is.

A moédszer az egymastol kismértékben kuloghdintaknal normalassal kombinalva
a leghatékonyabb. A polinomialis korrekcié nem caakérések reprodukélhatdésagat
noéveli, hanem ugyanazon nigegelleldrzé6 minta alkalmazasa esetén |divet teszi
az egymastol eltéridépontokban, vagy akar kulonb®Zaboratériumokban meért
méréssorozatok 6sszehasonlitasat is.

Az ionizal6 sugérzas hatasara toétéglikozilacios mintdzatokban mért
valtozasok eredményeim alapjan a glikoproteinekckatraciéjanak, a glikozilacios
helyek betdltottségének és a glikoformok aranyab@ért eltéréseknek egylttes
kovetkezménye. A véltozasok szamos fehérjén meeifigpk, de nagysdguk az
egyes fehérjék és azok glikoformjai k6zott is éltéx mintazatbeli valtozasok hosszu
taviak és a kezelés befejezését kimmtl-1,5 honappal csbkkent mértékben még
fenndllnak. Mivel a glikozilacié szamos immunoldgialyamat és a sejtek kozotti
kommunikacio egyik Iényeges eleme, a glikozildaidistazatok megvaltozasa és a
sugarterapias kezelés hatékonysaga, illetve meitakhi kozott fontos, eddig
ismeretlen 0Osszeflggések lehetnek, amelyek feddétiez tovabbi, nagyobb

mintaszamu vizsgalatok szikségesek.
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7. Osszefoglalas

A glikozilacio a fehérjék egyik leggyakoribb posedtiszlacios modositasa,
amelynek sokféle fontos biologiai és élettani sgerean. A fehérjék glikozilacios
mintazatanak meghatarozasara napjainkban még ndmak alrendelkezésre
rutinszetien és széleskden alkalmazhat6 technikak. A vérplazma nagyon kormple
rendszer, amelyben a fehérjék, ékéint a hozz4juk tartozé glikoformok sokfélesége
oriasi, és a komponensek koncentracidétartomanyanagyon széles. Emiatt a
vérplazma fehérjék glikozilaciés mintazatanak megtmeasa még inkabb kihivast
jelent, és az elvalasztastechnikai, tomegspektmemetvalamint bioinformatikai
modszerek fejlesztésénél erre a szempontra kulémizsgy hangsulyt kell fektetni.

Doktori munkam soran a vérplazma fehérjék helyspedf glikozilacios
mintazatanak meghatarozasara alkalmas miteestitési és analitikai médszereket
dolgoztam ki, illetve optimaltam, ezek kdzll a legosabbak a kovetkék voltak: A
vérplazma mintak komplexitasanak csokkentéseéreittutdazisa kromatografiaval
tortérd frakcionalasi modszert dolgoztam ki [207]. A HPLC-M®&érések
idéfuggeéstél szarmazo szorasanak csokkentésére kidolgoztam negyedfokd
polinomialis korrekcios médszert és igen hatékokyaaltam [214].

Meghataroztam a nagy koncentrdcioju vérplazma jékéhelyspecifikus
glikozilacidos mintazatat. A meghatarozott glikozit& mintazatok sok esetben az
irodalomban kozdltnél részletesebbek, némely fehésptében pedig teljesen Gjnak
tekinthebk.

A rékos betegségekben alkalmazott sugarterapia zjiladt befolydsold
hatasat elsként vizsgaltam human vérplazma fehérjéken. Ereggigmazt mutatjak,
hogy az ionizalo sugarzas hatasara a glikoprotekwicentracidja, glikozilacios
helyeinek beto6ltottsége és helyspecifikus glikazdéd mintazata is megvaltozik. A
valtozasok igen gyakoriak, szinte minden glikofaaetében mérhekilénbségeket
taldltam, amelyek a sugarterapias kezelést kavehosszabb tavon is fennallnak.
[215]
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8. Summary

Glycosylation is one of the most common post-traisial modification of
proteins, it has several important biological andysiological role. Study of
glycosylation pattern of proteins is difficult, asgpecial, well-established methods
need to be developed. Blood plasma samples arecwerglex mixtures, containing a
lot of proteins and a huge number of glycoformsvide concentration range. This
makes the analysis of glycosylation patterns frdoodb plasma challenging, and
during the development of analytical methods, likass spectrometric analysis and
application of bioinformatic techniques, the conxgile of samples should be highly
considered.

My aims were the development and optimization ofiga preparation methods
and analytical tools for the analysis of site-speajylycosylation pattern of blood
plasma proteins. The main points were the followih@pplied reversed phase
chromatography and developed a fractionation metbagduce complexity of the
samples [207]. Long-term reproducibility of HPLC-M&asurements were improved
by correcting time-dependent variations using poigral fitting [214].

| analyzed the site-specific glycosylation patterh several blood plasma
proteins. Data analysis and literature search tedeanovel glycoforms and
glycosylation patterns.

Effect of cancer radiotherapy on protein glycosglatwas studied on human
blood plasma proteins for the first time. Concerdrabf glycoproteins, glycosylation
site occupancy and site-specific glycosylation grattwere found to change due to
ionizing radiation. Nearly all studied glycoformsiantity changed, either increasing

or decreasing, and these changes last for a loreafter radiotherapy. [215]
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munkatarsanak, szakdolgozati témavéxetek, aki megismertetett a
tomegspektrometria alapjaival.

Kdszonettel tartozom a Semmelweis Egyetem, Doktooléskezebségének és
titkarsaganak, hogy leh@té tették, hogy tanulmanyaimat a Gydgyszertudomanyok
Doktori Iskolaban folytathassam.

Szeretnék kdszonetet mondani csaladomnak és anaaia sok biztatasukeért és
turelmikeért, és kdszondm a szileimnek, hogy tandodedtteret teremtettek a
munkamhoz.

Legfoképpen szeretném megkdszonni Istennek, hogy isteentée és hogy €it

és kitartast adott, és végig vezetett.
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