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Bevezetés

A proteom a szervezet teljes fehérjedllomanyét feléx proteomika a fehérjék
szerkezetének és funkcidinak megismerésével fagtalkudomanyteriilet. Edleges
feladata a fehérjék azonositasa és mennyiségi n@ghasa. Ezen tulméen, ide
tartozik fehérjek egymassal és kornyezetikkel (szitatokkal, lipidekkel,
nukleinsavakkal, gydgyszerekkel) valdé kolcsonhateda felderitése, fehérjéek
modosulatainak vizsgalata, az egyes fehérjek tédbetzlasanak meghatarozasa és a
kulonbo élettani és patoldgiai folyamatok mechanizmusanagismereése is.

A fehérjék sokféleségének kialakitasaban és a fayasnvaltozasok fenntartasaban,
valamint a fehérjék egyedi és specidlis szerepdmaéltésében a poszt-transzlacios
modosulatoknak kiemelkédszerepik van. A glikozilacio efdok esetén az egyik
leggyakoribb poszt-transzlaciés médosulas, és érjihtobb, mint felénél éfordul. A
fehérjék glikozilaciéjanak szerkezeti jellemzésédelfunkcidjanak meghatarozasaval a
glikoproteomika foglalkozik. A glikozilacié soranfahérjék peptid lancanak bizonyos
aminosavaihoz kulonbdzoligoszacharid szerkezetek (glikanok) dditek. Azokat az
aminosavakat, ahova az oligoszacharidolé#iek, glikozilacidés helyeknek nevezziik.
Egy adott glikozilaciés helyhez ugyanazon fehérgetében kilénb@z glikanok
kotddhetnek, ezt a jelenséget hivjak mikroheterogemité®s ennek eredményeképpen
jonnek létre a kilonbdezglikoformok.

A glikozilacié fontos szerepet jatszik a fehérjekysetérszerkezetének és szerkezeti
stabilitasanak kialakitdsaban, a sejtek kozottcs@mhatdsokban és kommunikacidban
(sejtadhézid, endocitdzis, molekularis felismerk&)pnbos fehérje-fehérje és fehérjék
mas molekulakkal valé kdlcsonhatasaiban (receptiracio), az immunvéalaszban pedig
antigén szerepet tolt be. A glikozilacidé befolyasadj terapidban alkalmazott fehérjék
hatdsmechanizmuséat, farmakokinetikai tulajdonsagait stabilitasat is. Emellett a
glikoproteinek biomarkerként is jol hasznalhatékaa a diagnosztikdban alkalmasak
lehetnek egészséges és beteg csoportok elkilteitésé

A kulonboz sejtekben, szovetekben, illetve szervekben tai@lhiehérjek
azonositasa, és a fehérjék specialis tulajdonsaigaikoztik poszt-transzlacios
modosulatainak meghatarozdsa nagyon 0Osszetett afelafl vizsgalatok tdbb
tudomanyteriilet: a biokémia, molekularis biologikalasztastechnika, analitikai kémia

és a bioinformatika szoros egyuttkddését es folyamatos fejlesztését igénylik.



A glikoproteinek vizsgélata napjainkban még nemnsgefi, és szikség van
megfeleb technikak kidolgozésara, illetve a mar meglémodszerek folyamatos
tovabbfejlesztésére és specidlis alkalmazasara. rplazénaban talalhatd proteinek
sokfélesége rendkivili. Ezen tulnéem, az egyes fehérjék, illetve az ezekhez tartozé
kilénb6d glikoformok koncentracidiban is tdbb nagysagrenddyénbségek vannak.
Mindezek miatt a vérplazma fehérjék glikozilacidsinthzatanak meghatarozasa
kalonoésen nagy kihivast jelent. A mintak komplexatdask csokkentése elengedhetetlen,
ezért az analizist a legmodernebb analitikai ta@kgiigy a tomegspektrometria esetében

is tobbdimenzids elvalasztasi [épéseakzid meg.



Célkituzeés

Doktori munkam soran célom volt a vérplazma fehérjb&lyspecifikus
glikozilaciés mintdzatanak meghatarozasa.

Az el lépés a plazma fehérjék glikozilaciés mintazatamaéghatarozaséara
alkalmas modszer kifejlesztése és optimalasa ¥ihek érdekében célom volt: a
vérplazma mintdk komplexitasanak csokkentésére géll depletalasbol és
frakcionalasbodl all6 médszer kidolgozasa; valammezt kovet nano-HPLC-MS(/MS)
mérések optimalasa és reprodukalhatésaganak jvitas

A mobdszerek kidolgozésat és optimélasat kéemttobb fehérje helyspecifikus
glikozilaciés mintazatat szerettem volna meghatéiroeldszor egészséges emberek-,
majd sugarterapiaval kezelt betegek mintaiban. i@ékplt az ionizald sugarzas

glikozilaciéra valé hatasat megvizsgalni és azleges valtozasokat azonositani.



Modszerek

Vérplazma fehérjék helyspecifikus glikozilaciés rdiratanak meghatarozasara egy
tobb lepésbl allé minta-ebkészitési, analitikai és értékelési modszert ddbgozki,
optimaltam és alkalmaztam. A teljes folyamat az @labran lathato:

|

vérplazma

depletalas

depletalt plazma

RP-HPLC frakcionalas

plazma frakciok

enzimatikus hasitas

peptid keverék

nanoHPLC-MS/MS analizis
fehérjék és glikozilacios helyek azonositasa
nanoHPLC-MS analizis

glikozilacios mintazatok meghatarozasa

A plazmabol az albumin és immunglobulin G fehérjek@nitas kromatografiaval,
elétoltott oszlopon tavolitottam el manualis ellciovar igy kapott depletélt plazmat
analitikai mérei forditott fazisi kromatogréfids oszlopon HPLC kéékiks UV-
detektalas segitségével frakciokra szedtem széigpes frakciokban talalhat6 fehérjéket
redukaltam, alkilaltam és tripszines emésztésgeligmkre és glikopeptidekre bontottam.
A peptid keverékek 0Osszetételét nano-HPLC-MS(/MS) smedel vizsgaltam. A
frakciok fehérjetartalmanak meghatarozasa céljahdatfig¢y MS/MS méréseket
végeztem, igy ciklusonként egy teljes MS spektrugmta harom legintenzivebb ion
MS/MS spektrumabol all6 adatsort vettem fel. A ghikécios helyek és adbb
glikoformok azonositasara &t eltéro miszerbedllitas mellett (nagyobb
tomegtartomanyban és alacsonyabb Utk6zési enerd@&mett adatflig§ MS/MS
méréseket végeztem. A kis koncentraciéju glikoformetonositasat és az 6sszes
glikoform kvantitativ meghatarozasat kiterjesztidtiamikus tartomanyu MS merésekkel
valdsitottam meg.

A mérési adatok értékelését tdbb, részben kereskedekszben pedig a

kutatocsoportban fejlesztett szoftver alkalmazdsavéageztem el. A frakcidk



fehérjetartalmanak azonositasa ProteinLynx GlobaleseMascot Server és SwissProt
human fehérje szekvencia adatbazis alkalmazasatéht. A glikozilaciés helyek és az
intenzivebb glikoformok azonositasat a GlycoMinesfszr segitségével és manualis
értékeléssel végeztem. A kisebb intenzitasu gliknfie azonositasa soran a
glikoformokhoz tarozénvz értékeket manualisan kerestem le az MS spektruarmokb
Csak azokat a glikoformokat fogadtam el valésnalkelgek toltése, izotopeloszlasa és
HPLC retencios ideje a vartnak megfélelolt. A nem egyérteliten azonosithato
glikoformok esetében a kivalasztott komponengeldgyedi MS/MS spektrumokat
vettem fel, és ezek értékelésével azonositottalik@agrmokat.

A glikoformok intenzitasat (relativ koncentraciéja GlycoPattern szoftver
segitségével hataroztam meg. A programot a tovabbéseknél nem csak az intenzitas
értékek meghatarozasara, hanem a glikoformok atdsésa is felhasznéaltam. A leiet
legtobb valds glikopeptid azonositdsa és a haml&latek kisZirése érdekében
optimaltam a keresési paraméterkészletet, majdkéeetben az értékelést részben

automatizaltam.



Eredmények

(1) A vizsgélatokat zavard fehérjék eltavolitasaramjd a vérplazma ezt kovet
forditott fazisu kromatografiaval torténfrakcionalasara szolgaldé mintaskészitési
modszert dolgoztam ki és optimaltam. lgazoltam,yheg a modszer nagymeértékben
csokkenti a vérplazma mintak komplexitasat, |éhéttéve nem csak az egyes fehérjék,
hanem a kulonbdzkis koncentracidban jelenléglikoformok analizisét is. A modszer
alkalmas a fehérjek részletes, helyspecifikus giikgios mintazatanak
meghatarozasara. Ezenkivll igazoltam, hogy aztikaalcélra szolgalo (4,6 illetve 2,1
mm atmééji)) HPLC oszlopokkal olyan mennyiséfehérje izolatum allithato &lamely
elegend szamos plazma fehérje glikozildcidés mintdzatanaeghmatarozasara. [1]

(2) lgazoltam, hogy az egyes fehérjék kulortbgizkoformjai a kidolgozott, forditott
fazist HPLC frakcionalds soran szamodv nem valnak el egymastol. Ennek
eredményeképpen egy fehérje glikozilaciés mintamagghatarozhaté egy frakciobol.
Megallapitottam tovabba, hogy a forditott fazislieti&n keresztul torténathaladas a
glikozilaciés mintazatokat nem torzitja, azaz &aflormok eloszlasat nem valtoztatja
meg. Ez nagyban eltér a fehérje izolalasra szoggdtos mas modszerékiamelyek a
glikoformokat egymastél elvalasztjak, igy nagymiénen nehezitik a glikozilacios
mintdzatok meghatérozasat. [1]

(3) Egyszeii statisztikai modszerek alkalmazaséaval jellemeztdyh napon at tartd
nano-HPLC-MS méréssorozatok reprodukalhatésagataldggtottam, hogy a széras
jelents mértékben fligg az adott komponens intenzitasé&®la kimutatasi hatar
kozelében letr komponensek esetén jelésen megh. Ezenkivil megallapitottam, hogy
nano-HPLC esetén a reprodukéalhatésag (a HPLC-MS-eélsmokottnal) Iényegesen
rosszabb, intenziv csucsok esetén is 15% koriékéa vizsgalatok azt mutattak, hogy a
rossz reprodukalhatésagot nem csak véletlen sak@zza, hanem az egyes csucsok
intenzitdsa az itben (tobb nap alatt) jeledgen megvaltozik. Kimutattam, hogy
kilonbdsd komponensek intenzitdsa azleén kulonb6é mértékben (és kilonbéz
irAnyban) valtozik. [2]

(4) Megallapitottam, hogy az ion intenzitasok tdlalp alatt bekdvetkéaaltozasat
jOl le lehet irni egy negyedfokd polinommal. Moéddz#olgoztam ki az igy leirt &ibeli
véltozas korrigalaséara. Megallapitottam, hogy ermekddszernek az alkalmazasaval (a

dolgozatban bemutatott példa esetén) a szorastrab®84-ra lehetett csokkenteni. A



korrekci6 nem csak a mérések reprodukalhatésagéalindanem az igfliggéslsl
szarmaz0 szisztematikus hibakat is csokkenti. [2]

(5) A minta-ebkészitési, mérési és eértékelési modszerek optidtakédveten
meghataroztam a nagyobb koncentracioju vérplazmbérjsk helyspecifikus
glikozilaciés mintazatat. Ezek tobb esetben résgkdibek voltak, mint az irodalomban
megtalalhatd mintazatok, pedig szigorubb elfogaddisietelményeket alkalmaztam.
Olyan fehérjék gilkoformjait is sikerult azonositamcamelyek helyspecifikus mintazatat
az irodalomban nem talaltam meg. A vérplazma fekénéazonositott glikoformok
szama eléri a nagy mennyiségben hozzéaférhigztitott standard fehérjek esetén
azonositott glikoformok szamét, ami azt jelentigyhdehérje szinten torténtovabbi
tisztitasi vagy izolalasi lépések beiktatdsa man seikséges.

(6) Elsként tanulmanyoztam az ionizald sugarzas glikoilacvalé hatasat human
vizsgélatban, vérplazma fehérjéken. Radioterapi@srkezelést megé&ts, a kezelés
soran, valamint a kezelés befejezését 1-1,5 hoh&ppeisen vett vérplazma mintakbol
meghataroztam 7 fehérje helyspecifikus glikozilaaidntazatat. Megallapitottam, hogy
a sugarkezelés mind a fehérjék koncentraciojatdmadig a glikozilaciés mintazatokat
megvaltoztatja. [3]

(7) Megéllapitottam, hogy a glikozilaciés mintazdian bekdvetkeyvaltozasok a
sugarkezelést kouétn hosszl ideig fennmaradnak. A sugarkezelés sodukalt
valtozasok nagy része a kezelés befejezésétddivdt-1,5 honappal még fennallt, bar
mértékuk kisebb volt, mint a besugarzas soranzEgkenti, hogy a kezelést koven a
glikozilaci6 hosszu idre megvaltozik. A fehérjék glikozilacioja lassan szatér a
besugarzas étti allapotba, de ez tébb hdnapig is eltarthat. [3]



Kovetkeztetések

Vizsgalataim megésitik azt a feltételezést, hogy a fehérjék forditi@tzisu
elvalasztasaban a peptidlanc tulajdonsagainak legnagyobb szerepe, és a glikozilacio
kevés befolydssal van arra. Ennek nagiynyt, hogy a forditott fazisu frakcionalas
lehetvé teszi a glikozilaciés mintazatok egy frakciéldrtérs meghatérozasat. Ez
val6szirtileg nem csak a glikozilacid, hanem mas poszt-ttaogrs modosulasokra is
igaz. Kezdeti eredményeim ezt igazoljak foszfordaoesetén is, bar részletes
vizsgalatokat csak a glikozilaciéra végeztem.

A negyedfokd polinom illesztésén alapuld korrekci®dszer nagymeértékben
csokkenti a tdmegspektrometriai mérések szérasatndblszert teljesen azonos és
egymastol kismértékben kulonkdbzmintak esetén is teszteltem, ahol kisméiték
kulonbségeket kellett meghatarozni. A polinomialisrikkcio altalanosan hasznalhat6
hosszu idtartami méréssorozatok esetén, igy azt varjuk, hezgyeskdien el fog
terjedni. A mddszer irdnt a gydgyszeripar réslzérérdekbdés mutatkozik.

Az altalunk vizsgalt vérplazma fehérjék helyspecifilglikozilacios mintazata az
irodalomban talélt mintazatoknal részletesebb, mglegetben teljesen Ujnak tekinthet
Az Ujonnan azonositott glikoformok kodzelebb vihetnek fehérjék biolbgiai
jelentbségének alaposabb megismeréséhezigdadsilk melyebb megértéséhez. Az igy
azonositott glikoformok kulonbdz betegségekben tori@&nvizsgalata Uj, vagy a
korabbiaknal szelektivebb biomarkereket eredmérgtekaboratériumunkban a kutatast
ilyen iranyban terjesztjuk ki.

Az ionizal6 sugarzas a glikozilaciot tobb fehérjetén is befolyasolja, és ezek a
véltozasok hosszu tavon fennélinak. Mivel a gliko@b szamos immunologiai folyamat
eés a sejtek kozotti kommunikacio lényeges eleme,ggz kimutatott valtozasok a
sugarterapias kezelés hatékonysagat, illetve nieltékait is jeleldsen befolyasolhatjak.

Ennek orvosbioldgiai kovetkezményeit lengyel kofligdk tanulméanyozzak.



Sajat publikaciok jegyzéke

Az értekezés témajaban megjelent kozlemények

[1] Toth E, Ozohanics O, Bobaly B, Gomory A, Jeko A, Drahos L and Vékg2014)
HPLC enrichment/isolation of proteins for post-tratisinal modification studies from
complex mixtures. J Pharm Biomed Anal, 98:393-400.

IF (2014): 2,979

10.1016/j.jpba.2014.06.025

[2] Toth E, Hever H, Ozohanics O, Telekes A, Vekey K and Drahos @152 Simple
correction improving long-term reproducibility of HE-MS. J Mass Spectrom,
50:1130-1135.

IF (2014): 2,379

10.1002/jms.3629

[3] Toth E, Vekey K, Ozohanics O, Jeko A, Dominczyk |, Widlak P Bndhos L. (2016)
Changes of protein glycosylation in the course diatherapy. J Pharm Biomed Anal,
118:380-386.

IF (2014): 2,979

10.1016/j.jpba.2015.11.010



Egyéb kozlemények

Vekey K, Ozohanics Oloth E, Jeko A, Revesz A, Krenyacz J and Drahos L. (2013)
Fragmentation characteristics of glycopeptidesdINtass Spectrom, 345-347:71-79.

IF (2013): 2,227

10.1016/}.ijms.2012.08.031

Bobaly B, Toth E, Drahos L, Zsila F, Visy J, Fekete J and Vekey K. (320d#uence of
acid-induced conformational variability on proteseparation in reversed phase high
performance liquid chromatography. J Chromatogr325t155-162.

IF (2014): 4,169

10.1016/j.chroma.2013.12.022

Krajsovszky G,Toth E and Ludanyi K. (2014) Tandem mass spectrometudysof
annelation isomers of the novel thieno[3’,2":4,5jpp[2,3-d]pyridazine ring system.
ARKIVOC, 5:158-169.

IF (2014): 1,165

10.3998/ark.5550190.0015.500



