A FOld lakdssaganak 4 %-a szenved diabetes mellitusban. A diabetes kdvetkeztében
emelkedett vércukorszint hatasara a fehérjék bazikus oldallanccal rendelkezé aminosavaihoz
(lizin, arginin) glikoz molekulak kovalensen kapcsolodhatnak. A lejatsz6do Maillard reakcio
termékekent Schiff bazisok jonnek létre, melyek tovabbi oxidacion esnek at és AGE-
advanced glycation end-product) termek keletkeznek. Az AGE termékek felhalmozodnak a
mesangialis expanzid teriiletén és nodularis glomeruloszklerdzis alakulhat ki a fokozott
oxidativ stressz hatasara, mely diabétesz kovetkeztében kialakult nephropatiat eredményez.

A human serum albumin (HSA) bioldgiai fél-életideje 17 nap és a szervezet glikalt HSA
szintje fugg az atlagos vércukorszinttdl, igy a szerum glikalt HSA mennyisége informéacidval
szolgal a vér atlagos glikdz szintjérdl a vérvételt megel6z8 2 hétben.

Munkéank soran egy szilardfazisu extrakcios (SPE) modszert dolgoztunk ki a glikalt
triptikus peptidek dusitasara, mely soran kiilénb6z6 szilikagél alapu allofazisokat (C18, C30,
kilénbdz6 porusmeéretli C60-fullerén-szilikak) alkalmaztunk, majd a kinyert peptideket
MALDI-TOF-MS (Matrix Assisted Laser Desorption /lonization Time-of-Flight)
tomegspektrometrométerrel detektaltuk.

Az alkalmazott SPE allofazisokra (C18, C30, C60 (10), C60 (30), C60(100)) kereskedelmi
forgalomban kaphaté peptidekkel (Arg®-vasopressin, Leu-enkefalin, angiotensin 1)
reprodukélhatosagi méréseket és kotékapacitas vizsgalatokat végeztiink.

* A reprodukalhatésag mindharom peptidre atlagosan: 10 RSD % koril adddott.

« Az egyes fazisok visszanyerési vizsgalatat kiilonbozé koncentraci6ju ArgB-vasopressin,
Leu-enkefalin, angiotensin | peptidoldatokkal végeztik (10, 30, 50ug). Vizsgalataink
eredménye azt mutatja, hogy a fent leirt peptidekre a legmagasabb visszanyerési adatokkal a
C30-szilika és a 30nm porusatmérdji C60(30) fullerénszilika szolgalt.

e« A C30 és C60 (30) fazisokra kot6kapacitas vizsgalatot végeztink kilénbozd
egyezést mutattak a Langmuir-féle elméleti adszorpcids modellel. A C60 (30) fullerén-szilika
kotbkapacitasa 31,5 mg/g , mig a C30-¢é ennek 6tszorose 153,9mg/g alldfazisra nézve.

» Kereskedelmi forgalomban kaphatdé HSA standard kémiai modositasa (diszulfid hidak
redukalasa és karbamidometillas ) kdvet6en a fehérjét tripszinnel emeésztettliik. Az igy kapott
protein emésztményt kilonbdz6 métrixokkal [(i)25mg/mL 2,5-dihidroxi-benzoesav (DHB)
(ii)-telitett a-ciano-4-hidroxi-fahéjsav (CHCA) (iii)15mg/mL 2’,4’,6’-trihidroxiacetofenon
(THA)] vizsgaltuk a lehet6 legnagyobb szekvencialefedettség elérése végett. A peptideket
MALDI tomegspektrométerrel detektaltuk. CHCA matrix-szal 42%, THA-val 68% és DHB



matrix esetében 71,5%-0s szekvencialefedettséget sikertlt elérni. A DHB optimalisnak
bizonyult a hosszl, tlszer(en képz6d6 kristdlyok miatt, melyek alacsony lézerenergia
alkalmazasat teszik lehetévé, igy jobb felbontas, nagyobb tdmegpontossag és megbizhatobb
méresi eredmények érhet6k el. Mindezek miatt a tovabbi témegspekrometriai mérésekhez a
25 mg/mL-es DHB matrixot alkalmaztuk.

e HSA és fibrinogén standardokbdl kémiai modositas utan triptikus emésztményt
készitettiink. Az emésztmeényeket kulénbdz6 SPE alléfazisokon (C18, C30, C60 (10 nm),
C60 (30 nm), C60 (100 nm)) emelked6 szerves olddszer koncentracid mellett frakcionaltuk.
Az optimdlis SPE toltet kivalasztdsa a maximalis szekvencia atfedés végett tortént. HSA
emésztmenyre a C30 (80.7%), és C18 (80,5%) szolgaltatta a legnagyobb
szekvencialefedettséget. Fibrinogén emésztmenyre Ad-, Bp-lancra a C30 fazison
legmagasabb a lefedettség (62,4% és 63,6%), mig a c-lancra csak 37,1% volt elérhetd, a C30-
as féazis 0sszesitve fibrinogénre 55,6%-0s lefedettséget szolgéltatott. Ezzel szemben a
C60(30)-fullerén szilika mindharom lancra 60% koruli (Aa-: 59,5%, BpB-: 63,1% , c-lancra
65% 0Osszesitve 62,2%) legjobb lefedettseg adddott. A fenti eredmények alapjan C30 és
C60(30) fazisokat itéltiik optimalisnak.

« Uj SPE-n alapuldé mintael6készitési eljarast dolgoztunk ki nem-enzimatikusan
glikalodott fehérjék triptikus emésztményének kilonbozd szilikagél alapu alléfazisokon (C30,
C60(30)-fullerénszilika) térténd frakcionalasara és dusitasara.

Aszeptikus kortlmények kozott in-vitro glikalt HSA és fibrinogén (az utobbi egy nemrég
leirt, "short-term glycation™ paraméter) emesztesevel nyert peptidkeveréket fracionalas nélkul
és lépcsOzetes, emelked6 (5%, 10%, 15%, 20%, 25%, 30%, 35%, 40%, 45%, 50%, 55%,
60%) acetonitril koncentracido mellett frakcionaltuk. A peptidek analizisekor a fehérjek
glikacios helyeit megallapitottuk és a kapott eredményt 6sszehasonlitottuk boronat affinitason
alapuld glikalt peptidek szelektiv dusitasara alkalmas eljarassal. A kapott eredményeket
minden esetben dsszehasonlitottuk az in-silico generalt glikalt peptidek listajaval és a kapott
glikalt peptideket MS/MS vizsgalattal erésitettik meg. (1. &bra)
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1. dbra

Osszesen 69 lehetséges glikacios helyet sikeriilt glikalt HSA emésztményb6l feltérképezniink,
melybdl eddig 59 volt ismert az irodalomban. Tiz Uj lehetséges glikacios helyet hataroztunk
meg az Uj mintael6keszitési eljaras segitségevel: R81, K93, R98, K106, R114, R337, R348,
R521, K560, K564. A C30 fazison 34, C60(30)-on pedig 36 glikalt peptidet azonositottunk.

» Els6ként térképeztik fel a fibrinogén lehetséges glikacios helyeit az altalunk Gjonnan
kidolgozott mintaeldkészitési eljaras segitségével.

A nem frakcionalt fibrinogén emésztménybél az Aa-l1anc lehetséges 72 glikécids helyébdl 42-
t azonositottunk. C30 fazist alkalmazva 67, mig C60(30) fazist alkalmazva 63 glikacids hely
detektalasara kerilt sor. Bp-lancon frakcionalds nélkil 25 (a lehetséges 59 —bdl), C30
szilikaval 53 és C60(30) fazissal 47 kerult azonositasra. C-lancon a 41 lehetséges glikacios
helybdl 24-t, a nem frakcionalt emésztményb6l 33-t C30 szilikaval, és 34-t C60(30)
fullerénszilika fazissal azonositottunk.

« A fent emlitett, mar standardokra optimalizalt SPE anyagokat hasznaltuk maodositott
fehérjékre, az egyes frakciokat MALDI-TOF tomegspektrométerrel detektaltuk a peptide



mass fingerprintb6l (PMF) a glikaltsagi helyeket. Ezek egy szoftware altal generalt, elméleti
emésztésbdl azonosithatdak. Az in-vitro, magas glukozkoncentracié mellett kapott glikalt
HSA glikaltsagi helyeinek azonositéasa ,,térképként” szolgél a bioldgiai mintak esetén sokkal

alacsonyabb gliikdzkoncentracio mellett tortént glikacios helyek azonositasara.

Munkéank folytatasaként:

e Optimalizaltuk a glikalt fehérje emésztmények szelektiv dusitasara alkalmas boronat-
affinitdskromatogréafias korilményeket. Korabbi boronat affinitdas kromatografias
vizsgalataink eredménye nem felelt meg az elvarasoknak, ennek megfelel6en optimalizaltuk a

dusitasi korilmenyeket.
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2. abra

A boronat affinitas pipettahegyek cisz-diol szelektiv dusitasi koriilményeit glikéz oldatra
optimalizéltuk. Vizsgalatunk eredményei szerint 150 mM ammoniumklorid/ ammonia (2.
abra B), 50 mM magnéziumszulfat , ph 8,2 (2. dbra A) az optimalis kdétOpuffer dsszetétele.

ey

oldat vagy magas koncentrdciéju szorbitol oldat is alkalmas. Optimalizdlva az ellcios



korilményeket: hangyasav ph 2 (2. abra C), és a 1,2 M szorbitol oldatok (2. abra D)
bizonyultak optimalisnak.

o Az altalunk optimalizalt (fent ismertetett) kotési és elucids korilményeket alkalmaztuk az
in-vitro glikalt HSA és RNase triptikus emésztményére (3. &bra). A szelektiven dusitott
peptidek detektdlasa MALDI-TOF tdmegspektrométerrel tortent. Mas kutatocsoportok altal
alkalmazott taurin puffer és a korabban optimalizalt ammoniumklorid/amménia puffer
hatakonysagat is dsszevetettilk. Az egyszeresen és kétszeresen glikalt peptideket tekintve is az
optimalizalt ammoniumklorid/amménia puffer bizonyult hatékonyabbnak. A szorbitolos
ellcio utani kisdzashoz a laboratdriumunkban elkészitett C18-as, C60 (30) fullerén-szilika és
ZipTip C18 fazisokat teszteltik.. Glikalt peptidek somentesitésére a C60(30) és ZipTip
bizonyult optimalisnak a fazisok segitsegével megtalalt legnagyobb mennyiségii egyszeresen

és kétszeresen glikalt peptidek alapjan.
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e Optimalizaltuk a nem glikalt HSA illetve glikalt HSA standardokbdl készilt
emésztmeények micro-HPLC-ESI/MS tandem témegspekrometrias elvalasztasat. Micro-
HPLC-ESI/MS tandem tdmegspektrometrids maodszerrel azonositott glikalt peptideket,
glikacidos helyeket MS" technikaval erdsitettilk meg (micro-HPLC-ESI/MS mérések
Innsbrucki Egyetem Analitikai és Radiokémiai tanszéken késziltek az intézet munkatarsainak
egyuttmiikodésével). Ezzel a mddszerrel nem csak a primer, glikozegysegeket tartalmazo
peptidek (Amadori termékeket), hanem a bel6lik oxidativ stressz hatasara keletkez6 AGE
(advanced glycation end products) szarmazékok is azonosithatok voltak. Az on- line(LC-MS),
illetve az off-line (SPE-MALDI) modszereket 6sszehasonlitottuk. Az off-line modszeriink az
on-line LC-MS modszerrel szemben jobbnak bizonyult, mind glikalt HSA és RNase A
emésztmeényekre, mind az azonositott egyszeresen glikalt peptidek, duplan glikalt peptidek ,
mind pedig glikéacios helyek szdmaét tekintve.

» Sikerrel hataroztunk meg nem glikalt albumin emésztménybdl glikalt peptideket, glikacios
helyeket, ezek az albumin els6dleges glikacids helyei, melyek normal vércukorszint mellett is
glikdlédhatnak (K233, K378, K525, K545).

* Munkéank mésodik fele atvezet a klinikai mintak vizsgéalatahoz. Kettestipust diabéteszben
szenvedO betegektdl és egészseges Onkéntesekt6l szérum mintat gydjtottink A betegek
koriltekint6é kivalasztasa Prof. dr. Wittman Istvan altal vezetett kutatocsoportbol Dr. Marko
Lajos klinikus (Il. szamU Belgydgyészati Klinikaval és Nefrologiai Centrummal) segitségével
tortént. Négy 4 diabetes mellitus-ban szenved6 beteg és 4 nem diabéteszes kontrol
vérszérumabol nyert HSA glikaltsagi szintjét az altalunk optimalizalt mddszerekkel
vizsgaltuk. Kilénbséget véltiink felfedezni a beteg és kontrol csoport szerum HSA glikaltsagi
szintje kozott, a varakozasoknak megfeleléen tobb lehetséges glikacids hely mddosult a
diabetes mellitus-ban szenved6 betegek esetében.

* A K414 és R428-as glikéacios hely biomarker jelent6ségl lehet, mivel ezen glikacios
helyeket minden diabéteszben szenvedd beteg szérumabdl sikerult kimutatni, mig a kontrol
csoportban levé egy mintaban sem volt fellelhet6.

* Az fent leirt eredmények igazoldsdra a klinikai vizsgalatokat kibdvitettlik. Harom
betegcsoportot hataroztunk meg Prof. dr. Wittman Istvan (Il. szami Belgydgyaszati
Klinikaval és Nefroldgiai Centrummal) segitsegével.

1) Diabetes mellitus, hipertonia

2) Diabetes mellitus, hipertdnia, azoténia (diabetes kovetkeztében kialakult vesebetegséqg)

3) hipertonia, azoténia (nem diabetes mellitus kovetkeztében kialakult vesebetegség)



A betegcsoportokat 10-10 fében hataroztuk meg. Minden betegtél vér és vizelet mintat
gyUjtottink. A korabbi kromatografias HSA tisztitds helyett immunreakcion alapuldé HSA
tisztitast végeztink. A tripszinnel emésztett fehérjéb6l a glikalt peptideket a korabban
kidolgozott, optimalizalt boronat affinitas kromatografias eljarassal dusitottuk. Az igy kinyert
glikalt peptideket MALDI-TOF tomegspektrométerrel detektaltuk. A mérések és
kiértékelések a nagy mintaszdm miatt még folyamatban vannak, az eredmények hamarosan

kozlésre keriilnek.

o Potencidlis biomarkert sikertlt folyadékkromatografidas €s tomegspektrometrias
modszerekkel Crohn beteg vizeletéb6l azonositani a Il. szamu Belgyogyaszati Klinika
egylttmikodésével. Az a-1-savas glikoprotein 1-2, cink-a-2-glikoprotein fehérje

biomarkerek mennyisége a betegseg kilonbdz6 stadiumaiban eltérd.

o Kilénbséget mutattunk ki MALDI-TOF technikaval Shigella zonei mutans torzsek
endotoxiunjainak (LPS) struktdraiban a teljes core és Lipid A szerkezetek megadasaval.



