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1. Bevezetés

1 Bevezetés

Az emberi génallomany feltérképezése, a genomika 4tiitd sikere utan a kutatok figyelme a
fehérjék szekvenciajanak, szerkezetének és funkcioinak megismerésének iranyaba fordult. Ez az
Uj tudomanyteriilet proteomika néven valt ismertté. A proteomika, és az ezzel szoros
kapcsolatban levé biomolekularis tomegspektrometria vilagszerte a legdinamikusabban fejlédo
kutatasi iranyok koz¢ tartoznak; a kémiai-biokémiai kutatasokra forditott eréforrasok jelentds és
egyre novekvé hanyada ebbe az iranyba fokuszal. Az informatika és a miszerezettség
parhuzamos fejlédése lehetévé teszik a tomegspektrometria rutinszer(i felhasznalasat kiilonb6zo
biologiai mintak vizsgalatara. Igy lehetdség nyilt — tobbek kozott a legtobbet vizsgilt
makromolekulak — a fehérjék mennyiségének, szekvencidjanak ¢és poszt-transzlacios
modosulasainak meghatarozasara és jellemzésére.

A glikozilacio az emberi fehérjék egyik leggyakoribb poszt-transzlaciés modositasa,
amely szamos Dbiologiai folyamatban kulcsfontossagti szerepet jatszik. A fehérjék
glikozilacidjanak vizsgalata egyre nagyobb hangsulyt kapott az elmult években: a glikoproteinek
szerkezetének pontos ismerete hozzajarul szamos biokémiai folyamat mélyebb megértéséhez.
Ezek kozott szerepel a sejtek kozotti kommunikacid és az immunfelismerés is, amelyek
kiilonb6z6 betegségek kialakuldsaban meghatdrozo jelentéséggel birnak. Az oligoszacharid
struktirak szerkezetében bekoOvetkezO valtozasok felismerése, azonositasa szamottevé orvosi
diagnosztikai jelentdséggel bir. Ezt jelzi az is, hogy az Egyesiilt Allamok Elelmezési és
Gyogyszeriigyi Hivatala (FDA, Food and Drug Administration) altal elfogadott tumor
biomarkerek tobbsége glikoprotein. Mindemellett napjainkban egyre nagyobb szamban jelennek
meg bioszimilaris, fehérje alapi gyogyszermolekulak, melyek a glikozilacio pontos jellemzése
nélkiil nem keriilhetnek forgalomba.

A genetikaval és a proteomikaval Osszehasonlitva a glikozilacioval kapcsolatos
ismereteink azonban még kezdeti stadiumban jarnak. Ennek f6 oka, hogy az oligoszacharid
strukturak szerkezetvizsgéalata és analitikdja a mai napig szdmos nehézséggel kiizd. Az egyik
homologok, ugynevezett glikoformok forméjaban vannak jelen a szervezetben. Ezek szelektiv
dusitasara még nagy érzékenységli tomegspektrometria alkalmazasa esetén is sziikség van.
Ugyanezen okbol, mas szerkezetvizsgalati modszerek kis érzékenységik miatt csak
korlatozottan alkalmazhatok. Ezért fontos uj dusitasi, mérési és értékelési modszerek

kidolgozasa. Bar a glikozilacid vizsgalatdban a tomegspektrometria alapii modszerek



1. Bevezetés

meghatarozoak, tovabbfejlesztésiik elengedhetetlen ahhoz, hogy a glikozilacié biokémiai
folyamatokban és az €16 szervezetben betdltott szerepének feltarasaban jelentOs elérelépés

torténjen.



2. Célkitlizés

2 Célkitiizés

Doktori munkam kezdetekor a glikozilacio jellemzéséhez sziikséges tomegspektrometriai
modszerek csak részben alltak rendelkezésre. Mindez azonban soklépéses, hosszadalmas
feladatot jelentett, még akkor is, ha a vizsgalando glikoprotein nagy mennyiségben rendelkezésre
allt. A tomegspektrometrias méréseket megfeleld szamitogépes programok és (bio)informatikai
hattér nélkiil kellett értékelni, mely hosszu manualis munkat jelentett.

Munkam soran célom volt egy olyan, tomegspektrometrias modszereken alapuld
munkafolyamat kidolgozasa, mely lehetové teszi fehérjék helyspecifikus N-glikozilacidjanak
vizsgalatat. A feladat része annak kidolgozasa, hogy a modszer alkalmas legyen nagy
ateresztOképességli vizsgalatokra — orvos-diagnosztikai feladatok megoldasanal ez ugyanis
alapkovetelmény. Biologiai mintak esetén komplex anyagkeverékekkel dolgozunk, ezért a
folyamat minta-el6készitéssel kezdédik. Glikoproteinek minta-el6készitése esetén a cél részben
ezek dusitasa, és tobb dusitdsi modszer Gsszehasonlitiasaval a célra legmegfelelobb technika
kivalasztasa.

Ezt kovetéen, munkam talan legfontosabb része a glikoproteinek szerkezetének
jellemzése; ill. az erre szolgalo tandem tomegspektrometrias modszerek kidolgozasa. A munka
értékelés automatizalasa; melyhez 0j szamitogépes algoritmusok és programok kidolgozasa
szikkséges. A fehérje  glikozilaci6  heterogenitasanak  jellemzésére  kombinalt
tomegspektrum/tandem tomegspektrum alapi munkafolyamat létrehozasat terveztiik, amely
megbizhatd, pontos eredményt ad, és ugyanakkor széles korben elérheto.

Célom volt tovabba az igy kidolgozott munkafolyamat segitségével a klinikai mintakbol
izolalt fehérjemintak glikozilacidjanak jellemzése. Ennek segitségével lehetdség nyilik annak
megallapitasara, hogy van-e kapcsolat az adott betegség (érelmeszesedés) és a glikozilacids

mintazat kozott.
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3 Irodalmi ésszefoglalo

3.1 A tébmegspektrometria

A tomegspektrométerben gazfazisti ionokat allitunk eld, amelyeket tomeg/toltés értékiik
szerint elvalasztjuk, majd detektaljuk. Ennek eredményeként kapjuk a tomegspektrumot. A
gazfazist ionok eléallitdsahoz kiillonbozd ionizacios technikak allnak rendelkezésre. Ezek koziil
a dolgozatban csak az elektroporlasztasos ionizaciot (ESI, electrospray ionization) targyalom,

mivel doktori munkam soran ezt az ionizacios technikat hasznaltam.

Fuvoka Levalasztorés

Szaritogaz

N

LC-effluens —» —— Tomegspektrométer

t

Kapillris

Ellenelektrod

Elévakuum-szivattyihoz

1. abra: Electrospray ionforras miikddése, valamint egy nagyitott kapillaris és a folyadékeseppek

Az ESI folyamat soran (1. abra) az ,electrospray kapillarisra” pozitiv potencialt
kapcsolva az oldatban 1év6 pozitiv toltésii ionok az oldat felszinén felhalmozodnak. Az ionok
kozotti taszitas, valamint a potencialgradiens hatasara a folyadék kuap alakot vesz fel (Taylor
cone). Elegendéen nagy potencial esetén a feliileti toltéssiiriségbdl szarmazo elektrosztatikus
taszitas meghaladja a feliileti fesziiltséget, és tobbszords toltésti cseppek valnak le a Taylor
kaprol. A cseppek mérete fiigg az alkalmazott potencialtol, az oldoszert6l és az aramlasi
sebességtol. A toltott cseppek az elektrosztatikus taszitds miatt eltdvolodnak egymastol, igy jon
1étre a porlasztas (spray). A cseppek a potencialgradiens hatasara az ellenelektrod és a belépérés
felé¢ vandorolnak, mikdzben az olddszerparolgas folyamatosan csokkenti méretiiket. Az oldoszer
parolgasat altaldban gazdram ¢és intenziv fiités is segiti, ez utobbi a folyadék adiabatikus
expanzioja miatt bekdvetkez6é homérséklet-csokkenést ellensulyozza. A cseppek parolgasa addig

tart, mig a toltések kozotti taszitd eré meg nem haladja a folyadék feliileti fesziiltségét (mely
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Osszetartja a folyadékcseppet), amit Rayleigh instabilitasi hatarnak neveziink. Ekkor az tn.
Coulomb robbanas kovetkezik be, azaz szamos kisebb méretii csepp keletkezik. A tovabbra is
sokszorosan t6lt6tt cseppekbdl két kiilonbozé mechanizmus szerint képzédhetnek egyedi ionok:

A.) Charge residue model (CRM, ,Maradék toltés” modell): A folyamatos
oldoszerparolgas és a sorozatos Coulomb hasadasok eredményeképpen olyan cseppek
keletkeznek, melyek csak egyetlen (altalaban sokszorosan toltott) iont tartalmaznak. Ezekbdl
tovabbi oldoszer-evaporacioval jonnek létre gazfazist ionok.

B.) Ion evaporation model (IEM, lonparolgas): 10 nm atmérénél kisebb, sokszorosan
toltott cseppek esetén a Coulomb taszitas kovetkeztében ion 16kédhet ki a feliiletrdl.

E két folyamat altalaban parhuzamosan zajlik, azonban sok esetben az egyik valik
dominanssa. Az eddigi ismeretek szerint a makromolekulaknal a CRM, a kis molekulatomegii
vegyiiletek pedig IEM mechanizmus szerint jatszodik le a folyamat.

Az ESI technika ionos, polaris és polarizalhatdo vegyiiletek vizsgalatara kivaloan
alkalmas, és egyszertien kapcsolhatd kromatografias modszerekkel (LC, CE). A modszer paros
elektronszdmu kvazi molekulaionokat eredményez (pl. [M +H]J+, [M +Na]+, [M -H]-,
[M + ClI]- stb), és a fragmentacié szinte elhanyagolhatd mértékii. Itt szeretném megemliteni,
hogy a tomegspektrumban észlelheték idonként fragmensek, azonban ezek nem az electrospray
folyamat eredményei, hanem késébb a késziilékben bekdvetkezd fragmentacid termékei.
Mindezek mellett az electrospray tovabbi elénye, hogy tobbszords toltésti ionokat hoz létre
(pl.IM + nH]"™), lehetévé téve nagy molekulatémegii molekulak (proteinek, nukleinsavak,
polimerek) vizsgalatat. A tobbszoros toltésnek koszonhetéen a spektrumban az ionok kisebb
m/z-nél lathatok, mint a molekulatomegiik. Hatranya, hogy csak oldatok vizsgalatara alkalmas és
nagy mennyiségben csak illékony oldoszerek és pufferek hasznalhatok. Az ESI modszert
gyakran hasznaljak folyadékkromatograffal kapcsolva peptidek és fehérjék vizsgalatara. A
gyakorlatban kis mintamennyiségek esetén igen nagy érzékenységli modszerre van sziikség.
Ilyenkor a kromatografiat kis atmérdju (kapillaris vagy nano) oszlopokon végzik, lasst eluens
aramlas mellett. Az 1 pL/percnél kisebb aramlas mellett tizemeld folyadékkromatografokat
nanoaramlasu folyadékkromatografoknak nevezziik (nanoLC). A nanoliteres aramlasra optimalt
elektroporlasztasos ionforrasokat nanoESI forrasnak nevezziik.

A tomegspektrometrids vizsgalatok egyik fontos eszkoze a tandem tomegspektrometria
(MS/MS). Tandem tomegspektrometridanak nevezziik azokat a tomegspektrometrias technikékat,
amelyekben anyaion-leanyion kapcsolat hatdrozhaté meg. Egy tandem tomegspektrometrias
kisérlet esetén a fragmentacidra kivalasztott molekulat (iont) prekurzornak vagy anyaionnak

nevezzik. A fragmentaci6 eredményeként 1étrejovo fragmens ionokat leanyionoknak nevezziik.
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A tandem tomegspektrometriai kisérletek egyik példaja az Gn. precursor ion scan, amely
soran kivalasztjuk a vizsgalni kivant molekula iont, valamilyen moédszerrel fragmentaltatjuk,
majd a fragmenseket — tOomeg/toltés szerinti elvalasztds utan — detektaljuk. A molekulak
fragmentacié (CID, [l]). Ennek soran inert gazmolekulakkal (pl. Ar) iitkoztetjik a
célmolekulankat. Az {itkozések hatdsara a kinetikus energia bels energiava alakul, ami a
(IRMPD, BIRD [2]). Az utobbi tiz évben kifejlesztettek elektron befogassal vagy leadassal jaro
(electron capture dissociation [3] (ECD), electron transfer dissociation [4] (ETD)) aktivacios
technikakat is. Ezek elénydsen hasznalhatok tobbszordsen toltott molekulak vizsgalatanal, annal

is inkabb, mivel sok esetben a CID fragmentaciéval komplementer informaciot szolgaltatnak.

3.2 A proteomika

Marc Wilkins 1995-ben [5, 6] vezette be a proteom kifejezést. A proteom tradicionalisan
a vizsgalt organizmus altal szintetizalhatdo Osszes fehérjét, szikebb értelemben az adott
pillanatban az organizmusban jelen 1év6 sajat fehérjéket jelenti. A kiilonboz6é fehérjék szama
sokkal nagyobb lehet, mint az Oket kodolo géneké. A genommal ellentétben a proteome
folyamatos valtozasnak van kitéve. A sejtben, a szovetekben, a szervezetben 1évo
fehérjeallomany (proteome) vizsgalatat foglalja dssze a proteomika (proteins — proteome —
proteomics [7]) kifejezés. A béviild vizsgalati lehetdségek révén a proteomika eredeti jelentése
tobb szempontbol is tagabb értelmet nyert. A proteomika valtozé bonyolultsagu fehérjeelegyek
vizsgalatat jelentheti. Az utobbi idokben egyre névekvd hangsulyt fektetnek a kvantitativ
meghatarozasra [8, 9] (fehérje-expresszid valtozasanak vizsgalata). Vizsgalhatunk példaul olyan
fehérjéket, amelyek bizonyos tipusu komplexet képeznek (fehérje-DNS, fehérje-fehérje, vagy
fehérje-kismolekula kolcsonhatas). A fehérjék poszt-transzlacios modosulasainak kiterjedt
vizsgalata is lehetové valt (diszulfidkotés kialakulasa, oxidacio, glikozilacio, foszforilacio,
ubiquitinacid, acetilacio, metilacid, hidroxilacid, nitrozilacio, szulfatalas). A proteomika céljai
kozé tartozik a sejtfolyamatok, szabalyozd folyamatok és betegségek mechanizmusanak
megismerése. Tovabbi cél egyes gének és termékeik sejtbeli funkcidjanak meghatarozasa és
megértése (funkcionalis genomika) a fehérje szintjén (szekvencia, mennyiség, poszt-transzlacios
modositasai, kolcsonhatasai, aktivitasa, szubcellularis eloszlasa és szerkezete révén). Fontos

proteomikai teriilet tovabba a gyogyszerfejlesztés és a biomarkerek keresése [10, 11]. A
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proteomika, ezen beliil a biomarkerek keresése az utobbi tiz év egyik legdinamikusabban fejlédd
kutatasi terilete.

A biomarker szot az 1999-es az amerikai NIH/FDA konferencian vezették be [12]. A
biomarker a normalis bioldgiai folyamatokat, patogén hatdsokat és farmakologiai véalaszokat
jellemzi. Sziikebb értelemben egy organizmus (él6lény) biologiai és patologiai allapotara
jellemzé molekula vagy molekulak egyiittese. A proteomikai kutatasok jelentds részének
fokuszaban olyan vizsgalatok allnak, amelyben a mintaban talalhato fehérjéket, mint
biomarkerek nézik. A vizsgalatok a kiilonbozd patologias egyénektdl szarmazo fehérjék kozotti
mennyiségi és/vagy mindségi kiilonbségeket keresik patologias esetekben. Ha sikeriil patologias
allapottal 0sszefliggo szignifikans eltéréseket talalni, akkor biomarker jeloltet talaltunk.

Az FDA altal 2006-ig elfogadott és klinikumba bevezetett tumorbiomarkereket a 1.

tablazat tartalmazza.

1. tablazat: FDA altal elfogadott tumorbiomarkerek (2006)[13]

Biomarker Betegség ]‘irzékcnység Szelektivitas

CEA mellhartya (pleura) rosszindulatt 58% 79%
daganatos megbetegedése

CEA hashartya tumoros 76% 91%
megbetegedése

Her-2/neu IV stadiuma mellrak 40% 98%

Bladder Tumor Antigen urothaclialis sejt karcinoma 53% 70%

Thyro-globulin pajzsmirigy tumor 4ttétje 75% 95%

Alpt i I is karcind 50% 70%

PSA prosztata tumor 46% 91%

CA 125 nem kissejtes tiidorak (NSCLC) 84% 80%

CA 19.9 hasnyalmirigy tumor 58% 96%

CA 153 mellrak 95% 95%

leptin. prolactin, ovarium tumor 95% 95%

osteopontin és IGF-IT

CD98, fascin, sPIgR és 14- tiidorak 96% 7%
3-3eta

A tablazatban talalhato biomarkerek érzékenysége és szelektivitasa (lasd 27. oldal) tag
hatarok kozott valtozik, emiatt szilkséges tovabbi, még megbizhatobb biomarkerek keresése.
Jobb mutatokkal rendelkezd biomarkerek kutatasanak egyik fontos eleme lehet a megfeleld

kisérlettervezés (kis mintaszdm alapjan néhany jelolt megtalalasa, késébb nagy mintaszami
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kisérletben a jelolt alkalmazhatosaganak igazolasa). Jelenleg FDA elfogadott protein

biomarkerek tobbsége glikoprotein.

3.3 A tomegspektrometrian alapulé proteomika

A proteomikai munkafolyamat egy bioldgiai kisérletbdl, a fehérjé¢k izolalasabol és
elvalasztasabol, azonositdsbol és/vagy mennyiségi meghatdrozasbol 4ll. A proteomikai
modszertan kezdetben foleg a tradicionalis, biologiaban elterjedt eszkdzokre tamaszkodott. A
gyakran vizsgalt mintdk, mint a sejt lizditumok vagy a vér szinte kimerithetetlen fehérje forrassal
szolgalnak. Anderson és Anderson ramutatott, hogy tébb mint tiz nagysagrend [14] mennyiségi
eltérés is lehet egyes komponensek kozott. Tradicionalisan elektroforézis alapu (2D gél
elektroforézis, kapillaris elektroforézis) modszereket hasznaltak a fehérjék elvalasztasara. A
modszerek fejlodésével egyre nagyobb teret nyertek a tomegspektrometriaval kapcsolt
folyadékkromatografia alapu modszerek. Yates és munkatarsai mar 2001-ben kozoltek 2D
folyadékkromatografian alapulé proteom [15] meghatarozast. Bevezették a MudPit
(multidimensional protein identification technology, tobbdimenziés fehérje azonositasi
technologia) modszert, amely tandem tomegspektrometriat valamint adatbazis keresést hasznal a
fehérjék azonositasara. A modern késziilékek nagy érzékenységének, nagy felbontasanak és
tomegpontossaganak kdszonhetden a tomegspektrometria a proteomikai munkafolyamatok egyik
leggyakrabban hasznalt eszkozévé valt.

Megsziiletett az ugynevezett tomegspektrometrian alapulé proteomika [17-19] (mass
spectrometry based proteomics). A tomegspektrometrian alapuld fehérjeazonositast ¢és
jellemzést, valamint a kvantitativ meghatarozast egyesek a proteomika sziikebb részének
tekintik, és egyuttal azokat a kutatasokat, amelyekben meghatarozo szerepe van a
tomegspektrometrianak, eléggé dnkényes modon 5 {6 csoportra osztjak [20]
fehérjék azonositasa
fehérjék (relativ vagy abszolut) kvantitativ analizise
fehérje-fehérje kolesonhatasok tanulmanyozasa

poszt-transzlacios modositasok vizsgalata

M e

strukturalis proteomika
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elvalasztasa, tomegspektrometriai mérés, szekvencia meghatarozas és bioinformatikai feldolgozas[16].

A tomegspektrometrian alapuld proteomika doktori munkammal kapcsolatos csoportjait az
alabbiakban roviden targyalom: ezek a fehérjék azonositasa, a relativ kvantitativ meghatarozas

¢és a poszt-transzlacios modositasok analizise.

3.3.1 Fehérjék azonositasa

Fehérjék azonositasara leggyakrabban az ugynevezett ,bottom-up” (alurdl-felfelé)
technikat hasznaljak. A bottom-up technika Iényege a fehérjeminta enzimatikus, vagy kémiai
uton torténd hasitasa (,,emésztése”) soran keletkezd peptidek meghatarozasa, majd ezek alapjan a
fehérje azonositasa. A peptidek azonositasara két tomegspektrometrias modszer terjedt el.
Kezdetben a peptideket féleg tomegiik alapjan azonositottdk az un. PMF (peptide mass
fingerprint, peptid tomeg ujjlenyomat) modszerrel. Egy meghatarozott specificitdsii enzim
hasitasi termékeinek egyiittese jellemz6 az adott fehérjére. Ezt hasznalja ki a PMF technika. Az
egy fehérjéhez tartozo peptidek tomege egy ujjlenyomatot alkot, ami alapjan adatbazis kereséssel
meghatarozhat6 a fehérje. Az ujjlenyomat alapu azonositas kiilondsen tobbkomponensii mintak
vizsgalatanal nem mindig megbizhatd, sokszor elég nagy a hibas talalatok aranya. A PMF

vizsgalatokhoz tipikusan MALDI-TOF tomegspektrométert hasznaltak. A modszer nagy
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ateresztoképessége, érzékenysége ¢€s egyszerlisége miatt sokaig eldszeretettel alkalmazott
modszer volt a fehérjék azonositasara.

A masik — ma mar - gyakrabban hasznalt technika a peptidek tandem
tomege mellett az aminosav szekvenciarol is nyeriink informaciot. A 3. abran peptidek MS/MS
spektrumaban megfigyelheté lehetséges fragmensek lathatok. A peptidfragmentacio els6
nevezéktanat P. Roepstorff [21] alkotta meg, amit Johnson és munkatarsai tovabbfejlesztettek
[22]. Az, hogy melyik fragmensek képzodnek az fliigg mind az aminosav szekvenciatol, mind
pedig a fragmentalas modjatol (CID [1], ETD [4]). Ha a toltés az N-terminalis fel6li darabon
marad, akkor az ionok a peptidkotés hasadasi helyétol fiiggéen a, b, és ¢ fragmensek
képzédhetnek. Ha a toltés a C-terminalis oldalon lokalizalodik, x, y, és z fragmensek
keletkezésérél beszélink. Az MS/MS moddszer alkalmas a peptid fragmenseibél annak
szekvencidjanak meghatarozasara, akar eldzetes szekvencia informacié nélkiil is. Ha egy
fehérjéhez hozza tudunk rendelni a mintabdl azonositott peptideket, ugy tekintjiik, hogy az adott
fehérjét valamilyen valosziniiséggel kimutattuk (azonositottuk) az adott mintabol. Az azonositas
megbizhatésaga tobb tényez6tdl fligg, ezért altalaban minden fehérjéhez egy pontszamot

tarsitanak, ami jellemzi az azonositas megbizhatdsagat.

3 3 2] 2 1

X Va 29 X%V, 2 X, B E

o) R, 0 R,

HaN ‘JL\ /J\» /H\ )I\ /J\ _OH
! I

3. abra: Protonalt peptid fragmentaciéja: Az MS/MS spektrumok esetében megfigyelheté lehetséges
frag k: a, b, ¢ frag k, esetén a toltés az N-terminalis fel6li darabon marad, illetve x, y, z
fragmensek, ha a toltés a C-terminalis oldalon lokalizalédik

A gyakorlatban proteolitikus emésztményekkel - peptid keverékekkel dolgozunk. A
keverékek komponenseit a folyadékkromatografon szétvalasztjuk, igy mar sok komponenst
tartalmazd komplex mintdk vizsgalatara is lehetdség van. A fehérjekeverék proteolitikus
emésztményének LC-MS/MS analizissel torténd vizsgalatat ,,Shotgun Proteomics [23]”-nak

nevezik.
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Kromatografiaval kapcsolt mérések soran szamos komponensrdl lehetséges tandem
tomegspektrum felvétele. Tipikusan valamilyen adatfiiggé (DDA, data depent analysis) mérési
modot valasztunk, amely a prekurzor ion kivéalasztasakor 4altalaban a legintenzivebb
komponenseket részesitve eldnyben. A fehérjék azonositdsa a mérés soran késziilt MS/MS
spektrumok adatbazisban torténd lekeresésén alapul. Ilyen adatbazis keresé programok (a
teljesség igénye nélkiil) példaul a Mascot [24], Protein Prospector [25], ProteinLynx Global
Server, Sequest [26] és az X!Tandem [27]. Az adatbazis keresés felhasznalja a peptidek MS/MS
spektrumat, amely alapjan lehetséges aminosav szekvenciakat hataroz meg, ezt 6sszevetve ezt az
adatbazisban 1év0 fehérjék szekvenciajaval. Az adatbazis keresést megneheziti a peptidek nem
vart kémiai (pl. oxidacio, ciklizacid) vagy poszt-transzlacios modositasa. Tovabbi nehezitd
tényez0 az adatbazisban nem szerepld izoformak jelenléte, valamint a hasznalt proteolitikus
enzim nem specifikus mikodése. Adatbazis keresésen alapuld peptid szekvencia
meghatarozason kiviil 1étezik még az ugynevezett ,,de novo” szekvenalas is. Ekkor kizarolag az
MS/MS  spektrumb6l nyerheté informaciokat hasznaljuk fel a peptid szekvencidjanak
meghatarozasara. Ennek a technikdnak a hatranya, hogy nagyon jo minéségti MS/MS spektrum

felvételét igényli [28, 29].

3.3.2 Fehérjék kvantitativ analizise

A fehérjék kvantitativ meghatarozasa feladattol fiiggéen elvégezhetd abszolut vagy
relativ modon is. A tomegspektrometria alapu proteomika esetén az abszolut mennyiségi
meghatarozas nehéz és csak standardok hasznalataval oldhatdo meg. Azonban relativ mennyiségi
meghatarozas standard nélkiil is kivitelezhetd, példaul izotop jelzett komponensek egymashoz
viszonyitott aranyanak meghatarozasaval. A tovabbiakban csak a relativ mennyiségi
meghatarozas modszereit mutatom be.

A fehérjék analizise tipikusan proteolizis utan torténik. Mivel ez egy soklépéses feladat, a
mas teriileteken bevett gyakorlattal ellentétben a standardokat nem kalibracidés gorbék
kimérésére, hanem bels standardként alkalmazzak.

A relativ mennyiségi meghatarozasra hasznalt modszerek egy része izotop jelolt
standardokat hasznal. Ilyen modszerek példaul az ITRAQ (isobaric tagging reagents, izobar
reagensekkel torténd jelolés) [30], ICAT (isotope coded affinity tags, izotop kodolt affinitas
jelolés) [31] és a SILAC [32-35]. Az els6 két mddszer izotop kodolt reagenseket hasznal a
peptidek/fehérjék jelolésére. A SILAC sejt kultirak jelolésére alkalmazhato. Tobb sejtkultira
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esetén a hasznalt taptalaj kiilonb6z6 izotopokkal jelolt aminosavakat tartalmaz. Ennek
eredményeként a sejtek minden fehérjéje izotopkodolt lesz. Mennyiségi informaciot gy kapunk,
hogy egy kisérletben mérjiik meg mind a jeldlt és a jeldletlen mintakat. Ekkor a kapott intenzitas
aranyok azonosak a mintdkban 1évé komponensek mennyiségének aranyaval. Az izotopos jelolés
legnagyobb hatranya a viszonylag koltséges kivitelezés.

Egy masik megoldas a jelolés nélkiili kvantitalas (un. ,.label free” quantitation). A jelolés
nélkiili analizis egy vonz6 alternativaja az izotopos jelolésnek. Legtobbszor relativ mennyiségi
meghatarozasra hasznaljak. Tobb valtozata is létezik aszerint, hogy LC-MS vagy LC-MS/MS
spektrumok alapjan végezziik a relativ 6sszehasonlitast. Adatfiiggd LC-MS/MS mérések alapjan
a fehérjék mennyiségének meghatarozasat leggyakrabban a spektrum szamolast [36] (spectral
count) hasznalé modszerekkel oldjak meg. Ezek a modszerek azon alapulnak, hogy egy bizonyos
fehérjéhez hany spektrum tartozik [37, 38]. A kiilonb6zden expresszalt fehérjék meghatarozasara
a kvantitativ elemzést utélagosan statisztikai modszerekkel kombinaljak [39].

LC-MS alapu méréseknél megfigyelték, hogy elektroporlasztasos ionizacié esetén a mért
jelintenzitds linedrisan valtozik a koncentracioval [40, 41] (természetesen csak bizonyos
koncentraci6 tartomanyokban, és akkor, ha reprodukalhato vagy elhanyagolhatdé mértéki az ion
szuppresszid). LC-MS alapt modszereket dolgoztak ki komplex keverékek mennyiségi
analizisére [42-44]. A fehérje mennyiségét a hozzatartozd peptidekhez tartozo intenzitdsok
alapjanbecsiilték. Az AMRT (accurate mass measurement and corresponding retention time,
pontostomeg mérés ¢s hozza tartozo retencids id6) modszer esetén az egyes peptidek retencios
idejét is figyelembe vették a mennyiségi meghatarozasnal. Ez alapjan relativ és abszolut
mennyiségi meghatarozasi modszereket [45-47] is kidolgoztak. A fehérjék mennyiségét a
fehérjéhez tartozo legintenzivebb jelet ado harom peptid intenzitasanak osszegével jellemzik.

Munkam soran a fehérjék mennyiségét a legintenzivebb jelet eredményezé harom peptid

Osszegével jellemeztem.

3.3.3 Poszt-transzlaciés médositasok meghatarozasa

Poszt-transzlacios modositasok jelenléte egy fehérjén a genombol mai tudasunk alapjan
nem josolhato meg. Az irodalomban kdzel 600 poszt-transzlacios modositas ismert (UniMod,

http://www.unimod.org (598), illetve RESID, http://www.ebi.ac.uk/RESID (572)) Az Unimod

adatbazis kémiai ¢és szekvencia modosulasokkal egyiitt, a dolgozat irasanak idépontjaban, 985
modositast listaz. A leggyakoribb poszt-transzlacios modositasok a diszulfid-hidak, az oxidacio,

az acetilezés, a metilezés, a foszforilacio, a szulfatalds, az ubiquitinalas és a glikozilacio. A
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modositasok a fehérjék fizikai, kémiai és biologiai tulajdonsagainak a megvaltozasaval jarnak.
Egy fehérje poszt-transzlacios modositasai jellemzdek lehetnek az adott sejt allapotara. Léteznek
dinamikus ¢és allandéo modosulasok. Az egyik legfontosabb dinamikus médosulas a foszforilacio,
amely egyes enzimek aktivitdsat szabalyozza. Sok kovalens moédositas a fehérjepopuldcionak
csak egy részét érinti (ilyen pl. a glikozilacio). A médositasok nagy szama, valamint dinamikus
volta jelentdsen megneheziti a fehérjék vizsgalatat. Ezen kiviil a fizikai tulajdonsagok
megvaltozasa  miatt, modosulhatnak a  peptidek  kromatografias  tulajdonsagai,
tomegspektrometrias detektalhatosaga, illetve fragmentalodasi tulajdonsagai is. Ezek miatt az
egyes poszt-transzlacios modosulasok vizsgalata bonyolult feladat és az adott modosulasra
specialisan kidolgozott munkafolyamatot [48, 49] igényel. A tovabbiakban a doktori

munkamhoz k6tdd6 glikozilaciot és vizsgalatat targyalom részletesebben.

3.4 A glikozilacio

A glikozilacio az egyik leggyakoribb poszt-transzlaciéos modositas, amely a human
fehérjék tobb mint 50%-at érinti [50]. A glikozilacid soran a fehérjék peptidlancdhoz
oligoszacharid szerkezetek (glikdnok) kotédnek. Harom féle glikozilacios modositast
kiilonboztetiink meg, attdl fliggden, hogy milyen aminosavhoz kétédnek a szacharidok: az N-, O-
¢és C-glikozilaciot. Ezek koziil az N- és az O- glikozilacio gyakrabban fordul eld, mig a C-
glikozilaci6 ritka. Dolgozatomban részletesen az N-glikozilacioval foglalkozom.

o C-glikozilacio esetén a glikdnok a triptofan indolgytiriijének 2-es helyzetli
szénatomjahoz kapcsolodnak (példaul a komplement rendszer C6 fehérjéje [51]).

o O-glikozilacio6 soran a fehérjék szerin, treonin és a tirozin aminosavainak hidroxil
oldallanca szubsztitualodik szénhidratokkal (egyik jellegzetes képviseldje a
mucinok [52]).

o N-glikozilacid esetén az aszparagin (ritkabban arginin) aminosavak oldallancanak
nitrogén atomjahoz kotédnek a glikanok (példaul sejtfelszini receptor fehérjék
esetén).

A glikoproteinek sajatossaga a mikroheterogenitas jelensége. Ez glikoproteinek esetén azt
jelenti, hogy egy fehérje kiilonb6zd példanyai, mas és mas oligoszacharid szerkezeteket
hordoz(hat)nak.
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A human glikoproteinek felépitésében leggyakrabban hexdzok vesznek részt, pentdzok
ritkdbban fordulnak el6é. Elofordulnak ezek mellett a hexdzok N-acetil-szarmazékai, szulfatjai és
foszfatjai is. N-glikozilacio esetén a fehérjéhez kotédd oligoszacharidok szerkezete egy jol
meghatarozott mintat kovet. A szerkezetek kozos eleme egy ot szénhidratbol allé magstruktira
(core structure), amely az aminosavhoz kapcsolodik. Ez két N-acetil-gliikozamint és harom
mannézt tartalmaz meghatarozott kotddési sorrendben (4 abra). Amennyiben a molekula
galaktozt tartalmaz, a galaktoz egy N-acetil gliikozaminhoz ko6tddik, és egyiitt alkotnak egy
laktozamin egységet. N-glikanok szialsavakat (N-acetil-neuramin sav) csak a lancok végén

tartalmaznak.

4 abra: N-glikozilaciéo mag struktira; a kék négyzetek N-acetil-gliikézamint, a z6ld kérok mannézt jelolnek.

Attol fiiggben, hogy a magstrukturdhoz milyen egyéb szénhidratok kotédnek,
megkiilonboztetiink ,,high mannose”, hibrid és komplex szerkezeteket (glikanokat). A ,high
mannose” glikdanok a magstrukturan kiviil kizarélag manndézbol allnak (5. abra). A hibrid
glikdnok mind manndéz lancokat, mind laktézamin vagy szialil-laktézamin egységeket
tartalmaznak (6. abra). Amennyiben a glikan laktézamin antennakbol épiil fel, komplex
glikanokrol beszéliink (7. abra).

Egy fehérje N-glikozilaciojanak feltétele, a glikozilaciés helyen egy ugynevezett
konszenzus szekvencia megléte. A konszenzus szekvencia [53, 54] N-glikozilacio esetén N-X-
S/T aminosavakbol all, ahol X nem lehet prolin. Egy aminosav szekvencia akar tobb konszenzus
szekvenciat is tartalmazhat, azonban ezek nem mindegyikén torténik glikozilacio, tehat nem
glikozilacios helyek. Tobb glikozilacids hellyel rendelkez6 fehérjék esetén a glikan szerkezetek
feltérképezésével jellemezhetjiik a teljes glikozilaciot. Az egyes glikozilacios helyekhez tartozo
glikanok eloszlasanak jellemzésével megkapjuk a helyspecifikus glikozilaciot, tehat, hogy
melyik glikozilacios helyhez milyen glikan k6todik, és milyen mennyiségben. A helyspecifikus
glikozilacié meghatarozasa a glikoproteomika feladatai kozé tartozik, és ez egyben a doktori

értekezés f6 témaja is.
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5. 4bra: ,High mannose” tipusu glikin. A kék négyzetek N-acetil-gliikozamint, a z6ld korok mannézt
jelolnek.

6. abra: Hibrid tipusu glikan. A kék négyzetek N-acetil-gliikézamint, a zold korok manndzt, a sarga korok
galaktozt, a lila négyzetek szidlsavat jelolnek.

7. abra: Komplex tipusi glikan. A kék négyzetek N-acetil-gliikozamint, a zold korok mannozt, a sarga korok
galaktozt, a lila négyzetek szialsavat a piros haromszog fukozt jelolnek.

3.5 A glikoproteomika

A glikoproteomika a proteomika azon része, amelynek célja a fehérjék glikozilacidjanak
jellemzése. A glikozilacio jellemzése magaban foglalja a glikanok szerkezeti meghatarozast,
kapcsolodasi helyek felderitését, valamint az adott fehérje esetén glikozilacio funkcidjanak
megértését. A fehérjék glikozilacidjanak sok kiilonbozé funkcidjat mutattak ki. Attol fiiggden,
hogy melyik fehérjérdl, és annak melyik glikozilacios helyérél van szo, a glikozilacié funkcioja
mas ¢és mas lehet. Tehat egy adott funkcid vizsgalatanak csak egy adott fehérje esetén van
értelme.

Az irodalomban szamos publikacio foglalkozik a glikozilacid funkcidinak megértésével.

E funkciok koziil a legfontosabbak a kovetkezok:
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o a fehérje végsé térszerkezetének kialakitdsa (masodlagos és harmadlagos
szerkezet), feltekeredés sebességének befolyasolasa [55]

o a fehérje rigiditasban és szerkezeti stabilitdsaban jatszik szerepet [56]

o megvaltoztatja az oldhatosagi tulajdonsagokat

o befolyasolja a fehérje szervezetbeli biologiai felezési idejét [55, 57, 58]

o részt vesz a fehérje-fehérje kolcsonhatasban és felismerési folyamatokban: sejtek
kozotti felismerés és kommunikacio [59]

o alapvetd szerepet tolt be az immunrendszer miikddésében és az immunvalaszban

(antigén) [60]

8. abra: Glikozilacié funkcioi: a) sejt-sejt interakcié; b) antigén felismerés; c) és d) virus illetve baktérium és
dasejt receptor feli ¢és; e) toxin és receptor kolcsonhatas [59]

3

Helyspecifikus glikozilacio vizsgalata soran egyrészt kimutattak, hogy esetenként a
helyspecifikus glikozilacio gatolja a patogén T-sejt altali felismerését [61] (alcazas, sajat
anyagnak valo tulajdonitds), valamint az autolizist [62] és a proteolizist is. Masrészt a

helyspecifikus glikozilacio elésegiti a fehérje tobb lektinnel valo kélcsonhatasat [63].

3.6 Glikoproteinek szerkezetjellemzése

Glikoproteinek vizsgalatanak céljai a fehérjék szerkezeti jellemzése, illetve biologiai
szerepiik megismerése. Emellett szamos vizsgalat iranyul a glikoproteinek biomarkerként vald

alkalmazhatosagara [11, 16, 64-66] is.
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A vizsgalat elsé Iépése a mintavétel, majd ezt koveti a mintak el6készitése.
Leggyakrabban kiilonb6z6 betegségekben szenvedd egyének vér, vizelet és szovetmintait
vizsgaljak, Osszefliggést keresve a glikoproteinek és a betegségek kozott. A minta-elokészités a
biolodgiai eredetii mintaknal természetesen elkeriilhetetlen. Komplex biologiai mintakban jelen
1évé glikoproteinek vizsgalatakor legtobbszor izolalasi vagy dusitasi eljarasokat alkalmaznak
[67]. Az izolalas soran a vizsgalni kivant glikoproteint elvalasztjuk a tobbi komponenstdl. Erre
tobbféle lehetdség létezik: egy- vagy tobbdimenzids kromatografias technikak [68] (folyadék-
kromatografia, elektroforézis), immunaffinitason [69] alapuld elvalasztastechnikai modszerek.
Dusitas esetén a komponensek aranyanak megvaltoztatasaval érjik el, hogy a vizsgalni kivant
komponens a minta fékomponense legyen. A dusitas lehetdvé teszi csekély mennyiségben jelen
1év6 (minor) komponensek analitikai meghatarozasat. A dusitas torténhet lektin alapi modszerek
[70, 71], gél-, HILIC [72] (hidrofil interakcion alapuld folyadékkromatografia), PGC [73, 74]
(porozus grafit kromatografia) kromatografias technikak alkalmazasaval, TiO, [75] vagy ZrO,
[76] affinitas segitségével és borsav affinitassal [77, 78]. A tovabbiakban a dolgozatban is
alkalmazott lektin affinitdson és a borsav affinitason alapulé modszereket targyalom részletesen.

A lektinek olyan fehérjék, amelyek szelektiven kotddnek bizonyos szénhidratokhoz. A
felismert szénhidrat strukturak glikoproteinek vagy glikolipidek részei is lehetnek. A lektineket
hosszi ideje hasznaljak a szénhidratkémidban és a biokémiaban kiilonb6zé molekulak
izolalasara. Leggyakrabban alkalmazott lektinek a buzacsira agglutinin (WGA, wheat germ
agglutinin) és a konkanavalin. A (Con A) kdszonhetden a széleskori alkalmazhatésaguknak [79,
80]. A Con A féleg oligomanndz kisebb mértékben hibrid és kétantennas N-glikanokhoz
kotodik. A WGA szelektiven kotédik N-acetil-gliikozaminhoz ¢és szialsavhoz (5-N-acetil-
neuraminsav). Mivel kiilonboz6é lektineknek mas és mas a specificitasuk, minden glikanhoz
talalhatd megfeleld lektin. A dusitas technikai megvaldsitasa lehet kromatografia, szilard fazist
extrakci6 vagy magneses részecskék felilletére kikotott szorbens. Ujabban Mechref és
munkatarsai bevezették az immobilizalt lektinek hasznalatat kvantitativ proteomikai
vizsgalatokra [81]. Kimutattak, hogy az immobilizalt lektinek jo reprodukalhatosaggal
hasznalhatok kvantitativ vizsgalatokra. A bdrsav bazikus koriilmények kozott 1,2 vagy 1,3
ciszdiolokkal ciklikus észtereket képez. Borsavas dusitasok esetén a glikanok kovalensen
kotédnek az immobilizalt borsavhoz. A gyakorlatban a szilardfazist extrakcio mellett a
magneses hordozohoz kotott fenilborsav terjedt el. A magneses részecskékkel torténd dusitas
kivitelezése egyszeriibb, de nagyobb mintatérfogatot igényel, mint a szilard fazisu extrakcio (ami
mar mikroméretben is kivitelezhetd). A magneses hordozonak megvan az az elénye is, hogy

MALDI segitségével konnyen vizsgalhatéoak [82]. A hatranya a borsavas dusitasnak, hogy
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kevésbé specifikus a lektinekhez képest [73, 83]. Nemrég Xu és munkatarsai kifejlesztettek egy
mezopoérusos  szilikahordozot [77] amellyel nagyobb hatékonysagot ¢és egyszerii Wjra
felhasznalhatdsagot értek el.

A minta-eldkészitést kdvetden a glikoproteinek vizsgalata torténhet tomegspektrometrian
(MS) alapulé moédszerekkel, de egyéb eljarasok is ismertek. Az egyéb modszerek kozé soroljuk a
lektinnel torténd vizsgalatokat (lectin array [84]) és az ELISA-t (Enzyme Linked
ImmunoSorbent Assay [85-87]). Ebbe a csoportba sorolhatok még a kiilonb6z6 elektroforézis
alapt modszerek [88], mint példaul a kétdimenzids gélelektroforézis és az immunaftinitassal
kapcsolt kapillaris elektroforézis [89, 90]. A tomegspektrometrias analizist is magaban foglalo
technikak esetén dolgozhatunk intakt fehérjével (top-down moédszer [91-93]) vagy a protein
enzimatikus, vagy kémiai hasitasi termékeivel (bottom-up technikak). Gyakorlatban a bottom-up
technikak sokkal elterjedtebbek. Esetenként a top-down és bottom-up moddszereket egyiittesen
alkalmazzak [94].

Bottom-up technikak soran az enzimatikus hasitast tobbféle modon végezhetjik, amikor
is glikdnokat vagy peptideket (és glikopeptideket) kapunk. A glikdnok lehasitasa torténhet
glikoziddz enzimekkel. Ezek koziil N-glikozilacio esetén az egyik leggyakrabban alkalmazott
enzim a peptid N-endoglikozidaz F (PNGase F) [95, 96] enzim, amely a peptid és a glikan
kozotti C-N kotést hidrolizalja. Kémiai hasitashoz trifluor-metanszulfonsavat, vagy hidrogén-
fluoridot hasznalnak. A peptid kotéseket proteolitikus enzimekkel hasitjak (,,emésztik™).
Leggyakrabban enzimatikus hasitashoz tripszint, kimotripszint és Glu-C-t (V8-endoproteinaz),
kémiai hasitasahoz CNBr-t alkalmaznak. A hasitast koveti a tomegspektrometrias analizis.

Lehasitott glikanok tomegspektrometrias vizsgalata torténhet MALDI, illetve ESI
ionizacié hasznalataval. Mindkét esetben foként a glikanok szarmazékait vizsgaljak, mivel ezek
jobb érzékenységgel vizsgalhatok (Kiilondsen jelentds az érzékenység novekedés a permetilezés
esetén). Legelterjedtebb szarmazékképzési eljarasok a permetilezés [97, 98] és a 2-amino-
benzoesav vagy savamid [99, 100] jelolés. A vizsgalatok soran a glikanok a mért pontos
tomegiik alapjan rendelhetdk hozza az elméleti 6sszetételekhez. A permetilezett glikanok tandem
tomegspektrometrias analizise soran nagy gyakorisaggal képzédnek gytirii kereszthasadasi
(cross-link) fragmensek. Ez fontos tobbletinformaciot szolgaltathat: lehetdség van a fragmensek
alapjan az egyes gytiriik kapcsolodasi helyének megallapitasara. A lehasitott glikdnok vizsgéalata
nem szolgaltat informacidt arrol, hogy a fehérjén hova kapcsolddott (azaz az Gn. helyspecifikus
glikozilaciorol). A mérési eredmények alapjan a fehérjék atlagos glikozilacidja hatarozhaté meg.
A modszer hatranya, hogy tobb glikoproteint tartalmazé mintadban, az 6sszes glikoprotein

egyiittes (atlagos) glikan mintazatat tudjuk csak meghatarozni.
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Glikoproteinek proteolitikus hasitasakor peptid és glikopeptid keveréket kapunk. A
proteolitikus emésztés soran a glikopeptidek szénhidrat része nem valtozik meg, igy lehetdség
van ezek részletes vizsgalatara. A proteolizis soran keletkezd glikopeptidek tartalmazzdk mind a
fehérje glikozilacios helyre jellemzd aminosavakat, mind a glikdn részt. Az egyes
glikopeptideket vizsgalva a glikozilacidés helyek és helyspecifikus glikozilacios mintazat is
meghatarozhat6. Azonban neheziti a vizsgalatokat, hogy a glikopeptidek a mintanak csak egy kis
részét teszik ki, tovabba a nagyfoku heterogenitas és a glikopeptidek kisebb tomegspektrometrias
érzékenysége. A savas glikopeptidek altalaban, de a tobb szialsavat is tartalmazo glikopeptidek
esetén még inkabb igaz az, hogy kisebb az érzékenysége pozitiv ionizaciéos modban (a
proteomikaban tipikusan alkalmazott kisérleti korilmények kozott). A gyakorlatban
glikopeptidek vizsgalatara leggyakrabban folyadékkromatograffal kapcsolt tomegspektrometriat
(LC-MS) ¢és elektroporlasztasos ionizaciot (ESI) hasznalnak. Az LC-MS esetén egy toltott
oszlopon elvalasztjuk a vizsgalandd komponenseket. Az oszlop toltete alapjan
megkiilonboztetiink forditott fazist és normal fazisi modszereket. A forditott fazist oszlop
toltetek feliilete leggyakrabban 18 szénatomot tartalmazé alkillancokkal boritott (RP-C18
oszlop). A forditott fazisi modszerek jol hasznalhatéak mind peptidek, mind glikopeptidek
analizisére. RP-C18 oszlopok esetén a kromatografias retencioért féleg a peptid rész a felelés. A
normal fazisti modszerek koziil a glikopeptidek analizisére a HILIC (hidrofil interakcion alapuld
folyadékkromatografia) modszer a legfontosabb. A HILIC kromatografia soran a peptidek és
glikopeptidek jelentésen szétvalnak, igy megkonnyitve a glikopeptidek azonositasat.

A folyadékkromatografrol elualodod glikopeptidekr6l szerkezeti informaciot tandem
tomegspektrometrias  kisérletekbdl nyerhetiink. A legtobb kereskedelemben kaphatd
tomegspektrométer esetén iitkdzéses aktivacioval (CID) lehet kivaltani a molekulak
kotések hasadasa nagyfoku, viszont a peptidkotések hasadasa limitalt [102]. E miatt CID
modszerrel a peptid szekvencia meghatarozasa nehézkes, legtobbszor lehetetlen a
tomegspektrum alapjan. Ugyanakkor, a glikopeptidek CID alapu fragmentacidja alkalmas a
glikan rész szerkezetének a meghatarozasara. A tomegspektrometriai gyakorlatban a
fragmentacios koriilményeket a glikopeptidek vizsgalatara optimalis koriilményekre hangoljak
[103], hogy maximalizaljak az MS/MS spektrum informacié tartalmat.

A glikopeptidek CID fragmentdcidja nagymértékben hasonlit az oligoszacharidok
Costello [104] alkotta meg. A fragmentacié soran nagyfoku glikozidkotés hasadas figyelhetd
meg (B, C és 'Y, Z fragmensek). Glikopeptid CID spektrumban a B (oxénium) és Y fragmensek a
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leggyakoribbak. Kisebb mértékben hasadhatnak a gytrii koétései is, gyirti kereszthasadasi
termékeket eredményezve (A és X fragmensek) [105, 106]. A kereszthasadasi fragmensek fontos

informaciot nyujthatnak a glikdn egyes szacharidjainak kapcsolodasi helyeirdl.

Y, 2, XY, Z, Y, Z,
i (" CHyOH r’
| | —o0_ lotr

o 0} i
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c, B, C B, C,

2 2,5A

9. abra: Oligoszacharidok CID fragmentacioja. A glikozid kotés hasadasa B, C valamint Y és Z fragmenseket
eredményez. A gyiirii kotéseinek hasadasakor A vagy X frag| k képzédnek

A glikopeptidek vizsgalatahoz ujabban ECD vagy ETD fragmentacids technikak
alkalmazasara is van lehet6ség [103, 107]. Ezen modszerek esetén a fragmentacio soran a teljes
glikan lehasad és a peptidre jellemz6 fragmensek képzddnek, igy lehetséges a peptid szekvencia
meghatarozasa is. Az ECD ¢és ETD technikdk nem minden tomegspektrométeren érhetdk el.
Probléma tovabba, hogy csak viszonylag kis tOmeg/toltés tartomanyban mikodnek jol, és
megadott toltéssel rendelkezd prekurzort igényelnek [108, 109].

Glikoprotein LC-MS/MS méréseinek eredményeként akar tobb ezer MS/MS spektrum
felvételére torténik, amelyek manualis értékelése mar ésszerien nem kivitelezheté. Ezért a
kutatasok egyik igen fontos irdnya automatizalt rendszerek fejlesztése a glikopeptidek MS/MS és
LC-MS/MS mérési adatainak értékelésére.

3.7 Glikopeptidek tandem témegspektrumat értékelé6 programok

A glikopeptidek tandem tomegspektrumanak kézi értékelése nehézkes és sok idot
igényel: El6szor azt kell eldonteni, hogy a vizsgalni kivant tandem tomegspektrum
glikopeptidtdl szarmazik-e, vagy sem, ugyanis a triptikus emésztményben a legtobb spektrum
nem glikopeptidtdl szarmazik. Hosszi kromatografias mérések esetén ez hosszadalmas és
bonyolult feladat, mivel az ilyen esetek tobb ezer spektrum kiértékelését igénylik. Miutan
sikertilt talalni egy olyan spektrumot, ami minden kétséget kizardan glikopeptidt6l szarmazik,

akkor kovetkezik a peptid és az oligoszacharid Osszetételének és szerkezetének megallapitasa,
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ami ugyancsak hosszadalmas. A legtobb proteomikai programcsomag lényegesen megkonnyiti
és leroviditi az egyszerii proteomikai feladatok megoldasat (fehérje azonositas, kisebb mértékben
de novo peptid szekvencia meghatdrozas). Azonban ezeknek a programoknak az alkalmazasa
poszt-transzlaciés modosulasok tanulmanyozasara korlatozott, ami kiilondsen igaz, ha a feladat a
glikozilaciés modosulasok azonositasa és szerkezet-meghatarozasa.

Figyelembe véve a glikozilacido kiemelkedd jelentdségét, szamos szoftveres eszkozt
fejlesztettek ki a  szerkezet-meghatarozas nehézségeinek lekiizdésére és a nagy
ateresztOképességli munkaban vald segitségre [110-118]. Mivel a programok tobbsége egy
célzott felhasznalast/miiszert szem el6tt tartva késziilt, ezért legtobbszor csak egy bizonyos
tudomanyos feladat megoldasara alkalmas. Emellett sajnalatos modon a szoftverek koziil csak
egy érhetd el szabadon (Glycomod [119]). A Glycomod programcsomag esetében azonban
tesztjeink nagy alpozitiv talalati aranyt mutattak.

A kiilonb6z6 programok algoritmusai eltérd elképzelések alapjan mitkkodnek. Mindegyik
erdsen tamaszkodik arra, hogy az oligoszacharid rész Osszetételének valtozatossaga aranylag
kicsi, és ezért az elemi Osszetételek szama 1000 koriil van. Ezt hasznalja ki a Glycomod is,
amely valoszintileg az elsd olyan program volt, ami a glikopeptidek MS/MS spektrumainak
kiértékelesét segitette. Ez a program proteolitikus fragmensek esetén képes kiszamitani egy adott
tomeghez az Osszes lehetséges glikan és peptid kombindciot. Amennyiben a peptid rész mar
ismert, a glikan a listabol kivalaszthato. Kiilonbozo, egyéb programok is hasznaljak ezt az elvet
ppm vagy ppm alatti tomegpontossaggal parositva. A glikopeptidek meghatarozasat
kismértékben egyszerisiti az a tény is, hogy a peptidek és a glikanok elemi Osszetétele kozott
nagy a kiilonbség. Ezeket a lehetéségeket jelenleg csupan két program hasznalja ki [111, 118].

A glikopeptidek meghatarozasanak egy masik lehet6sége a tandem MS-bdl szarmazo
informaci6 hasznositasa, a CID fragmentacié analizise. Ezen alapuld programok értelmezik a
fragmentaciés mintazatot, felhasznalva mind a normal, mind a tandem tomegspektrumokbol
szarmaz6 informaciokat [117, 118, 120]. A fragmentacios analizist értelemszertien kiegésziti a
glikopeptid pontos tomegmérése. A szoftver a peptid tomegét legtobbszor nem a mérések és a
fragmentéacié alapjan hatarozza meg, hanem egy elméletileg lehetséges peptideket tartalmazo
listabol valasztja ki, majd ezt kovetden a peptidhez kapcsolodo glikan tomegét a mért értékek és
a peptid kiilonbségeként szamolja. Egy elméletileg lehetséges peptid tomeglista hasznalatanak
legnagyobb problémaja az, hogy fehérje keverékek esetén alpozitiv eredményeket adhat.
Tesztjeink azt mutatjak, hogy az alpozitiv azonositas eléfordul mar olyan keverékek esetén is,

amelyekben mindéssze 10 fehérje van.

26



3. Irodalmi 6sszefoglald

Swamy [120] egy teljesen mas megkdzelitést ir le, amely nem hasznal peptid listat, csak
az MS/MS spektrumban jelen 1év6 szacharid fragmensek alapjan dolgozik. Bar a megkozelités
igéretes, a hasznalt algoritmus jo mindségii MS/MS spektrumok esetén is csak az esetek 67%-

ban allapitotta meg helyesen a glikan dsszetételeket [120].

3.8 A proteomikaban szokasosan hasznalt statisztikai, kemometriai

modszerek

A proteomikai vizsgalatok nagy részében az analizis célja két vagy tobb minta
hasonlosaganak vagy kiilonbségeinek felderitése. JO példa erre a biomarker keresés és a fehérje
expresszids vizsgalatok. A feladat megoldasara, a mérési adatokat csoportositasi vagy
osztalyozasi eljarasokat hasznalva, statisztikai elemzésének vetik ald. A csoportositasi
(clustering) eljarasok esetén hasonlosagot keresiink a vizsgalt mintak kozott ugy, hogy a
csoportba tartozasukat illetden semmilyen elézetes ismeretiink vagy elvarasunk nincs. Az egyes
mintak csoportba sorolasat csak a mért paramétereik altal leirt ,,tulajdonsagtérbeli” kozelségiik
hatarozza meg. A csoportositast nem feliigyelt alakfelismerd (unsupervised pattern recognition)
modszereknek is nevezziik. Ezzel szemben az osztalyozasi eljarasok feliigyelt alakfelismerd
(supervised pattern recognition) modszerek. Osztalyozas (classification) esetén azt vizsgéljuk,
hogy a mintank beletartozik-e valamelyik elére definialt csoportba (osztalyba). Az osztalyozas
az egyes osztalyok objektumainak egymas kozott hasonld tulajdonsdgain (proteomika esetén
mért paraméterein) alapszik. Minden objektum osztalyozasa egy osztalyozasi szabaly (fliggvény)
alapjan torténik. Ez a szabaly egy algoritmikusan megfogalmazott utasitaskészlet, ami a
tulajdonsagtérben kijeloli az osztalyhatarokat. Az osztalyozasi eljarasokat két csoportba soroljak:
nem paraméteres ¢s paraméteres vagy modellalapt osztalyozas. Ezek koziil a proteomikaban
gyakran hasznalt linearis diszkriminancia analizis (LDA) a masodik kategoriaba tartozik.

A diszkriminancia analizis olyan adatelemzési modszer, amelyet kategoriaba tartozas
elérejelzésére lehet hasznalni. A diszkriminancia analizis esetén kritériumvaltozo kategoriakat
jelol, a fiiggetlen valtozok pedig szamszeriiek. Diszkriminancia analizis esetén az egyes
osztalyokba tartozo objektumokrdl feltételezik, hogy sokvaltozés normalis eloszlasfiiggvénnyel
jellemezhetd sokdimenzids sokasaghoz tartoznak. A modell egy sokvaltozos eloszlas, illetve
stiriiségfiiggvény. Modellalapu osztalyozaskor lényegében azt a valdszinliséget szamitjuk,

amellyel egy objektum valamelyik eloszlasfiiggvénnyel jellemzett osztalyba keriilne. Ahhoz
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hogy a diszkriminancia analizis alkalmazhat6 legyen, a bemend adatoknak meg kell felelniiik a
kovetkezoknek [121]:
» az adatok fuggetlenek legyenek, erre méréskor figyelni kell
» az osztalyok mérete nagyjabol ugyanakkora legyen
> a fiiggetlen valtozok normalis eloszlasuak legyenek
» a linearis diszkriminancia analizis esetében a kiilonb6z6 osztalyokban a fiiggetlen
valtozok varianciaja hasonld (kézel azonos) legyen (homoskedaszticitas)

A diszkriminancia analizis céljai tobbrétiiek:

» olyan diszkriminancia fliggvények meghatarozasa, amely a fliggetlen valtozok
linearis kombinacidjaként a csoportokat a legjobban szétvalasztja.

» annak meghatarozasa, mely becsld valtozok magyarazzak a legjobban a csoportok
kozotti kiilonbséget.

» annak megallapitasa, hogy van-e szignifikans kiilonbség a csoportok kozott a
becslé valtozok alapjan.

» az objektumok (proteomikaban mintak) valamely csoportba sorolasa.

Az egyes osztalyparokhoz kiilonb6z6 diszkriminancia fliggvény tartozik. A
diszkriminancia fiiggvényt a fliggetlen valtozok linearis kombinaciojaként keressiik [122]. Az
analizis kezdetén sem az eloszlasfiiggvény paramétereit (modell paraméterek), sem a vizsgalt
objektumok tulajdonsagai kozotti kapcsolatot nem ismerjiik. Ennek a problémanak a megoldasa
ugynevezett ,,betanitd halmaz” (training set) alkalmazasa. A betanit6 halmaz olyan objektumokat
tartalmaz, amelyekrdl biztosan tudott, hogy melyik osztalyhoz tartoznak. Azok az objektumok,
amelyeket azutan osztalyozni kell, az elérejelzési halmaz (test set) elemei. Ezeknek az
elemeknek hovatartozasa az osztalyozo eljaras kimené adata lesz. A betanitdo halmaz elemei
alapjan megalkotott osztalyozasi szabalyt a gyakorlatban ellendrzik. A leggyakrabban
alkalmazott ellendrzés soran a betanitdé halmaz elemeit egyenként kihagyjak, majd a nélkiile
megallapitott modellbe visszahelyettesitik (leave-one-out cross-validation, egy-elem-kihagyasos
keresztellenérzés). Az eljaras a megallapitott szabaly szerint osztalyozza az objektumokat.
Idealis esetben minden elem sajat, “valddi” osztalyaba jut, azaz abba, amelybe tartozonak azt a
betanitoé halmazban megadtak. Ha azonban nem a megfeleld modszert valasztottak, vagy egyes
objektumok kiugroak, a visszahelyettesités bizonyos objektumokat eltéréen sorol be. Az ekkor
kapott eredmények az osztalyozas elOrejelzésbeli (prediktiv) josagat jellemzik [123]. Az
osztalyozas josagat legegyszertibben a helyesen besorolt objektumok aranyaval tudjuk jellemezni

(1. egyenlet)

n elyes
Hiba arany(%) = —%< x100

Osszes
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M

Orvosdiagnosztikai szempontbdl egy vizsgalatot tobbek kozott annak érzékenységével és
specificitasaval szokés jellemezni. Az érzékenység vagy szenzitivitas (2. egyenlet) annak a
valoészintisége, hogy a diagnozis egy valodi beteg egyén esetén pozitiv lesz-e. A specificitas (3.
egyenlet) annak a valoszinisége, hogy egészséges egyén esetén a diagndzis negativ lesz-e.

n

Erzékenység(%)=——202" 1100
Myatos pozitiv T Matnegativ )
n. . B
Specificitas(%) =—— e x100
pecificits (%) = —— &)

valds negativ T Malpozitiv

Biomarker keresés esetén a vizsgalat célja altalaban a diagnosztikai alkalmazas
lehetdségének megallapitisa. Fontos adat a modszer eldrejelzd képessége és specificitasa, ezért
minden esetben keresztellendrzést kell végezni. A keresztellenérzés hasznos modszer az
osztalyozas josaganak ellendrzésére olyankor, amikor nem all rendelkezésre elegendd tesztadat.
A tomegspektrometrian alapuld proteomikai gyakorlatban az a tipikus, hogy nagyon sok
fiiggetlen valtozonk (mérési pontunk) van, melyek akar korrelaltak is lehetnek. Ugyanakkor a
kutatas kezdeti stddiuméaban a mintaszam kicsi. Legtobbszor az egy csoportba esd mintdk szama
a tizet sem ¢ri el. Ilyen esetekben az els6 besorolas josaga és az egy-kihagyasos keresztellendrzés
besorolasi josaga nagyon eltérhet egymastol. Az utdbbi a modszeriink eldrejelzé képességére
utal, és sokkal kisebb lehet, mint amit nem keresztellen6rzott analizis adataibol szamitunk. Ez

azt jelzi, hogy a modszeriink nem robosztus.

3.9 Az alfa-1 savas glikoprotein

Proteomikai, glikoproteomikai modszerfejlesztéseink és klinikai viszgalataink soran az
alfa-1-savas glikoprotein (AGP) helyspecifikus glikozilaciojat tanulmanyoztuk. Ez a
fiziologiailag fontos glikoprotein kivaloan alkalmas arra, hogy jelezze a szervezetben lejatszodo
glikozilacios folyamatok megvaltozasat.

Az AGP, mas néven orosomucoid (ORM), egy a human plazmaban talalhaté pozitiv akut
fazis fehérje. Fiziologias koriilmények kozott vérplazma koncentracidja kb. 1 mg/mL.

Gyulladasos folyamatokban mennyisége akar tizszeresére is novekedhet. Az AGP legfontosabb
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biologiai szerepe az immunrendszer miikodésének szabalyozasa [124], és a bazikus molekulak
megkotése és szallitasa [125, 126]. Az AGP az immunvalasz soran a gyulladasos reakciokat
befolyasolja: stimuldlja a limfocitdkat, illetve citokinek expresszidjat valtja ki. Az AGP
expresszidja foként a hepatocitdkban, ritkdbban epitél ¢és endotél sejtekben, valamint
makrofagokban torténik.

Az AGP rendkiviil heterogén fehérje, a human plazmaban - aminosav sorrend alapjan -
négy genetikai variansa kiilonboztethetd meg (AGP F1, AGP F2, AGP S ¢és az AGP A [127]). A
genetikai variansokat harom kiilonboz6 gén kodolja (AGP-A, AGP-B, AGP-B’): AGP-A gén az
ORMI lokuszon az AGP F1, AGP F2, valamint az AGP S genetikai variansokat, AGP-B, ill. az
AGP-B’ gének pedig az ORM2 lokuszon az AGP-A varianst kodoljak. A molekula
heterogenitasat jelentds mértékben novelik - az aminosav sorrend heterogenitasa mellett — az 6t
N-glikozilacios helyhez kapcsolodd komplex oligoszacharid struktirak. Az AGP oligoszacharid
tartalma tomegének kozel negyven szazalékat teszi ki. Az oligoszacharid lanc valtozatossaganak
koszonhetden elméletileg tobb ezer kiilonb6zo szerkezetli AGP izoform létezik.

Az oligoszacharidok egyszerisitett nevezéktandban [128] az elsé tag a laktézaminok
szamat mutatja (Bi-,Tri-, Tetra-). Az elnevezés ezt kovetd tagja a szidlsav (S), ill. a fukoz (F)
egységek jelenlétére utal, majd az azt kovetd szam ezen egységek szamat mutatja. A BiS2
elnevezés példaul azt jelenti, hogy az oligoszacharid szerkezetében kettd laktozamin és kettd
szialsav van jelen.

Az  AGP glikozilacioja  (oligoszacharid —antennak szama, monoszacharidok
valtozatossaga) szamos koros elvaltozas esetén megvaltozik [129-131]. A glikozilaciés mintazat
normalistol valo eltérését figyelték meg akut gyulladasos allapotok, autoimmun betegségek és
daganatos betegségek fennallasa esetén. Ennek kovetkeztében a glikozilaciés mintazat
megvaltozasa bizonyos patologias allapotok jelenlétére hivhatja fel a figyelmet, igy fennall a
lehet6ség, hogy az adott betegség esetében biomarkerként alkalmazhato.

Kilonb6z6 gyulladasos megbetegedések — igy kardiovaszkularis megbetegedések —
esetén a plazma AGP szintje tobbszorosére novekszik. Spanyol egylittmiikod6 partnereink
vizsgaltdk, hogy van-e kimutathaté 0Osszefiiggés az AGP glikozilaciés mintdzata és az
atherosclerosis kozott [132]. UV detektalast kapillaris zona elektroforézis segitségével a
veérplazmabol izolalt AGP 13 izoformjat valasztottdk el egymastol, és ezek mennyiségének
valtozasat vizsgaltak egészséges, atherosclerosisban és hasi aorta aneurizmaban (pozitiv
kontroll)  szenvedd  paciensek esetén. Az  eredményeket (glikoformok relativ
intenzitasat/eloszlasat) linearis diszkriminancia analizis segitségével értékelték. Ennek alapjan

megallapitottak, hogy a beteg ¢és egészséges egyénektdl szarmazd mintdk jol
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megkiilonboztethetok, azonban a beteg csoportok egymastdl nem kiilonithetéek el jol, mivel a

modszer specificitasa kicsi.

3.10 Az atherosclerosis

Nemzetkozi  egyiittmiikodésben egy fontos népbetegség, az érelmeszesedés
(atherosclerosis) korai kimutatdsdra alkalmas biomarker azonositdsat tliztik ki célul. Az
atherosclerosis a fejlett orszagokban a vezetd halalokok kozé tartozik, kialakulasanak hatterében
az érfal tulajdonsagainak megvaltozasa all. Ennek f6 oka lipid plakkok lerakodasa az érfal
mentén, amely gyulladasos folyamatokat [133-135] indukal. A plakkok kiilonboz6 tipust
zsirokat, alacsony stiriségii lipoproetint (Low Density Lipoprotein; LDL), koleszterint,
kalciumot, illetve simaizom ¢és kotészoveti sejteket tartalmaznak, amelyek az ereket jelentdsen
besziikithetik. Ennek kovetkeztében az oxigéndus vér nem megfelelé mennyiségben jut el a
szervekbe, valamint a plakkok levalasa aktivalja az alvadasi folyamatot, amely végsé soron
trombus (vérrog) kialakulasdhoz vezethet. A trombus az ér elzarodasat okozhatja
(atherotrombdzis), ennek eredményeként azok a szovetek, amelyeket ez az ér taplal, néhany
percen belill elhalnak. Az érintett szovetek helyétdl és nagysagatol fiiggdéen megkiilonboztetiink
tobbek kozott myocardialis infarktust (sziv koszoruér elzarodasa) ill. agyvérzést (agyi erek
elzarodasa).

Egy masik fontos kardiovaszkularis megbetegedés az atherosclerosissal hasonlé pato-
mechanizmussal (oxidativ stressz, gyulladas, vérrogképzodés) rendelkezd aneurizma. Az
aneurizma egy vérrel toltott gombszerti kitliremkedés az érfalon, amely az érfal (betegség vagy
sériilés miatti) elvékonyodasa kovetkeztében alakul ki. Az egyre novekvé aneurizma miatt érfal
sériilés veszélye all fenn, amelynek kovetkezménye azonnali haldl is lehet (pl. a hasi aorta
aneurizma sériilés).

A klasszikus rizikofaktorokkal (magas vérnyomas és vérzsir szint) rendelkezé betegek
diagnoézisa nem minden esetben egyszerii feladat. A nagyobb atmérdji nyaki és hasi artériak
vizsgalata ultrahanggal megvaldsithato, ezzel szemben a kisebb koszoruerek elmeszesedéseinek
vizsgalata csak angiografiaval vagy jabban komputertomografiaval (CT) lehetséges. Ez a két
technika azonban nem megfeleld az érfalak allapotanak sziirévizsgalati jellemzésére. Ezen kiviil
a komputertomogréfia sugarterheléssel jar, az angiografia pedig invaziv eljaras. Igy mindkettd

elénytelen a betegek szempontjabol.
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A betegségek egyénenként valtozo lefolyastak, sok esetben a betegek allapota hosszi
idén at stabil marad (tinetmentesek). Ez nagyban megneheziti a korai diagnézist és sulyos
kovetkezményekkel jaro torténések eldrejelzését és elkeriilését. Ezért fontos kiegészitd
diagnosztikai eljarasok kutatdsa. Utobbi id6ben egyre nagyobb teret nyer a vérplazma
biomarkerek vizsgalata. Ezek segitségével elore jelezhetéek lehetnek az érfalban bekovetkezd
koros elvaltozasok. Ez idaig azonban nincs még a klinikai gyakorlatban alkalmazott

atherosclerosis vagy aneurizma biomarker.
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4 A Kisérletek és szamitasok részletei

4.1 Felhasznalt vegyszerek, mintak, alkalmazott késziilékek,

szoftverek

4.1.1 Vegyszerek

A folyadékkromatografidhoz LC-MS-tisztasagu eluenseket és vegyszereket hasznaltunk
(acetonitril, viz, hangyasav). Az emésztéseket az alabbi reagensekkel végeztem: RapiGest
(Waters, Milford, MA, USA), proteomikai tisztasagu sertés hasnyalmirigy tripszin (Promega,
Madison, WI,USA), joédacetamidot és 1,4-ditio-DL-treitolt (DTT) (Sigma-Aldrich, Steinheim,

Németorszag).

4.1.2 Mintak

A human plazma mintak a Bajcsy-Zsilinszky Korhazbol; az izolalt AGP mintdk a madridi
egyetemr6l (CSIC and Autonoma University) szarmaztak. A glikoprotein standardokat (fetuin,

haptoglobin, transzferrin és alfa-1 savas glikoprotein) a Sigma-Aldrich-t6] vasaroltuk.

4.1.3 Miiszerek

A folyadékkromatografias vizsgalat eldtt a mintdkat Table Top Refrigerated Centrifuge
Hermle Z300K (Hermle Labortechnik Gmbh, Wehingen, Németorszag) késziilékben
centrifugaltuk.

A folyadékkromatografias elvalasztast Waters C18 trap oszlopon (180 pm x 20 mm)
torténd sotalanitast kovetden 75 pm x 200 mm Waters BEH300 C18, 1,7 pm szemcseatmérdvel
rendelkez6 kapillaris kromatografidas oszlopon végeztem, nanoAcquity UPLC rendszer
alkalmazasaval (Waters, Milford, MA, USA). A tomegspektrometrias vizsgalatok Waters Q-Tof
Premier tomegspektrométeren (Waters, Milford, MA, USA) torténtek.

4.1.4 Szoftverek

A kromatogramok ¢és spektrumok felvételéhez és elemzéséhez a MassLynx szoftver 4.1

valtozatat (Waters, Milford, MA, USA) alkalmaztam. A peptidek azonositasat adatbazis keresés
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alapjan a Protein Lynx Global Server 2.3 verzidjaval (Waters) és Mascot Server 2.2.7 verzid
(Matrixcsience, USA) szoftverekkel végeztem. A glikopeptidek azonositasahoz és a glikozilacios
mintazat meghatarozasdhoz az altalam kidolgozott szoftvereket (GlycoMiner, GlycoPattern)

alkalmaztam.

4.2 Fehérjék proteolizisére hasznalt protokollok

4.2.1 A GlycoMiner fejlesztés soran az AGP triptikus emésztésére hasznalt

protokoll

750 ug AGP fehérjét denaturaltam 37,5 pL 50mM-os NH4HCOs; oldatban oldott 0,2
w/v% RapiGest segitségével. A fehérje redukalasahoz 4,5 pL 45 mM-os DTT-t adtam a
mintaoldathoz, SmM-os végsé DTT koncentraciot biztositva az oldatban. Ezutan a mintakat
60 °C-on 30 percig termosztaltam. A fehérjeoldat alkilalasa céljabol a mintahoz 7,5 pL 100 mM-
os jodacetamidot adtam, amely 15 mM-os végsé jodacetamid koncentracionak felel meg. A
jodacetamidot is tartalmazoé mintdkat sotétben szobahdmérsékleten 30 percig inkubdltam. Ezt
kovetden 37,5 uL frissen készitett tripszinoldatot adtam a mintahoz. Az oldatot 2,00 mg tripszin
1,00 mL LC-MS tisztasagu vizben torténd feloldasaval készitettem. A tripszines emésztés 37 °C-
on 60 percig tortént. A RapiGest elbontasahoz és a proteolizis leallitdsahoz 7,5 uL 500 mM-os
hangyasav oldatot adtam a mintdhoz. A mintat ezt kovetéen 30 percen keresztiil 37 °C-on
termosztaltam. A termosztalas utan a mintat 10 percig centrifugaltam 17 000 g-nek megfeleld
centrifugalis erd alkalmazasaval. A centrifugalast kovetéen az oldhatatlan feliiluszot

eltavolitottam és a maradékot UHPLC vizsgalat céljabol szazszorosara higitottam.

4.2.2 Vérplazmabdl szarmazé AGP triptikus emésztésére hasznalt protokoll

A vérplazmabdl szarmazé AGP mintak 1-5 pmol/uL AGP-t tartalmaztak. Az egyes
mintakbol 10 pL-t emésztettem az alabbi modon: az oldathoz 1,5 uL 0.5% RapiGest-et és 1uL
200 mM DTT-t adtam és a mintakat 60 °C-on 30 percig termosztaltam. A redukalast kovetéen
alkilalas céljabol a mintahoz 2,5 uL 200 mM NH4HCOs—ot és 1,5 pL 200 mM jodacetamidot

adtam és a mintakat szobahOmérsékleten 30 percig sotétben taroltam. A fehérjék peptidekre
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hasitasat tripszin (2 pL, 40 pM) hozzaadasaval biztositottam és a mintat 37 °C-on 3 oOraig
inkubaltam, amelyet kovetéen a mintat kétszer 5 percig mikrohulliammal sugaroztam be. Az
emésztés ledllitdsara és a RapiGest elbontdsara a mintdhoz 1 pL hangyasavatat adtam, majd
37 °C-on 30 percig inkubaltam. Ezt a minta 10 percig tartd centrifugalasa kovette 13 500 RPM
(17000 g) alkalmazasaval. A centrifugalast kovetéen a vizben oldhatatlan feliiliszot

eltavolitottam az oldatbol. A mintat higitas nélkiil vizsgaltam nanoLC-MS modszerrel.

4.2.3 Plazma minta fehérjéinek emésztése (dusitas elott)

125 pL vizsgalati mintat tartalmazé oldathoz (2,5 pL plazma vizben) 3 pL 0.5%
RapiGest-et és 2 pL 200 mM DTT-t adtam és a mintakat 60 °C-on 30 percig termosztaltam. A
redukalast kovetden alkilalas céljabol a mintahoz 15 pL 200 mM NH4HCO;-ot és 2 uL 200 mM
jodacetamidot adtam és szobahémérsékleten 30 percig sotétben taroltam. A fehérjék peptidekre
hasitasat tripszin (10 puL, 40 uM) hozzdadasaval biztositottam és a mintat 37 °C-on 3 6raig
inkubaltam, melyet kovetdéen a mintat kétszer 5 percig mikrohulldmmal sugaroztam be. Az
emésztés ledllitisara és a RapiGest elbontasdra a mintdhoz 1 pL hangyasavat adtam és 37 °C-on
30 percig inkubaltam. Ezt kdvetden a mintat 10 percig centrifugaltam 13 500 RPM (17 000 g)
alkalmazasaval. A centrifugalast kovetéen a vizben oldhatatlan feliilluszot eltavolitottam az

oldatbol. A glikopeptidek dusitasat 100 pL feliiluszon hajtottam végre.

4.2.4 Plazma minta fehérjéinek emésztése (dusitas utan)

A frakciokat vakumbeparld (SpeedVac) segitségével koncentraltam. A savat tartalmazd
frakciok esetén VivaSpin (Sartorius AG, Goettingen, Germany) centrifuga csdben az olddszert
savat nem tartalmaz6 vizre cseréltem a mintdk haromszori vizes mosasaval. Minden frakcio
esetén a végtérfogat 100 pL lett, melybdl 10 pL-t emésztettem az alabbi modon: az oldathoz 1,5
pL 0,5% RapiGest-et és 1uL 200 mM DTT-t adtam és a mintat 60 °C-on 30 percig
termosztaltam. Redukalast kdvetden, alkilalas céljabol a mintahoz 2,5 pnLL. 200 mM NH4HCO;—ot
¢és 1,5 uL 200 mM jodacetamidot adtam és szobahdmérsekleten 30 percig sététben taroltam. A
fehérjék peptidekre hasitasat tripszin (2 pL, 40 pM) hozzaadasaval biztositottam, a mintat 37 °C-
on 3 6raig inkubaltam. Ezt kdvetden a mintat kétszer 5 percig mikrohulliammal sugaroztam be.
Az emésztés leallitasara és a RapiGest elbontasara a mintahoz 1 uL hangyasavat adtam és 37 °C-

on 30 percig inkubaltam. Ezt a minta 10 percig tartd centrifugalasa kovette 13 500 RPM (17 000
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g) alkalmazasaval. A centrifugalast kovetden a vizben oldhatatlan feliiluszot eltavolitottam az

oldatbol. A mintat higitas nélkiil vizsgaltam nanoLC-MS moddszerrel.

4.3 Peptidek, glikopeptidek (fehérje emésztmények) nanoLC-MS(MS)
vizsgdlata

4.3.1 Nanoaramlasos folyadékkromatografia és tomegspektrometrias
vizsgalat
A plazmafehérjék peptidjeinek elvalasztasa a sotalanitast kovetden forditott fazis, C18-
as nanooszlopon tortént nanoAcquity UPLC System kromatografias rendszer alkalmazasaval.
Eluensként A) 0,1 % hangyasavat tartalmazo LC-MS tisztasagt vizet ¢és B) 0,1 % hangyasavat
tartalmazd LC-MS tisztasagu acetonitrilt hasznaltam. A folyadékkromatografias mérés soran

alkalmazott gradiens paraméterei a 2. tablazatban lathatok.

2. tablazat: A nanoLC-MS mérések soran hasznalt gradiens

1dé (perc) Aranz:la;f;;:?;sseg A eluens ardnya (%) | B eluens aranya (%)
0 0.4 90 10
70 0.4 50 50
72 0.4 15 85
80 0.4 15 85
82 0.4 90 10
100 0.4 90 10

Egy injektalas soran 2,0-5,0 pl mintamennyiség keriilt a nanooszlopra, amely

kozvetleniil kapcsolodott a tomegspektrométer nanoelektrospray ionforrasahoz.

Tomegspektometrias paraméterek

» lonizacios mod: pozitiv ionizacio
Kapillaris fesziiltség: 2,7 kV
Cone fesziiltség: 15,0 V
Utkozési energia: 3,3 eV

Y V VY V

Forras hémérséklete: 90 °C
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A fehérjék azonositasat tandem tomegspektrometriaval végeztem. A tomegspektrumok
felvétele pozitiv ionizacios modban 400-2000 m/z-ig terjedd tomegtartomanyban késziilt 7 s-os
ciklusokat hasznalva, mely ciklus egy teljes spektrumbdl és a 3 legintenzivebb ion 2 s hosszll
MS/MS spektrumabdl allt. Az MS/MS kisérletek soran Ar {itk6z6gazt alkalmaztam, az {itk6zési
energidkat pedig a prekurzor ion toltési allapota és tomege alapjan valtoztattam 18-80 eV
tartomanyban.

A ,LockMass” referenciaoldat 900 pg/ulL-es angiotenzin II oldat, 1:1 aranya

acetonitril:viz elegyében oldva; az oldoszer 0,1 %-ban hangyasavat tartalmazott.

4.3.2 nanoLC-MS/MS adatokon alapulé fehérje azonositas

A Kkisérlet soran nyert spektrumok feldolgozasa a ProteinLynx (Waters) szoftverrel
tortént. A feldolgozott spektrumokat a Mascot (Matrix Science, London) programmal értékeltem
ki.

A plazma fehérjék azonositdsa esetén Homo sapiens taxonémiat és a SwissProt
szekvencia adatbazist hasznaltam. A keresés soran egy kihagyott hasitasi helyet engedélyeztem,
fix modosulasként a ciszteinek jodacetamid szarmazékat, mig lehetséges modosulasként a
metionin aminosavak oxidaciojat allitottam be. Az anyaionok esetén 50 ppm toleranciat, mig a
fragmensionok esetén 0.15 Da tomeg toleranciat engedélyeztem. A jodacetamid hasznalatat
karbamidometilcisztein rogzitett modosulds hasznalataval vettem figyelembe. Nem rogzitett
modosulasként a metionin oxidaciojat allitottam be. A peptidek koziil a 95%-nal (p<0.5)
nagyobb valdszinliséggel azonositottakat fogadtam el [136]. A fehérjék esetén a 99%-nal
(p<0.01) nagyobb valosziniiséggel azonositottakat fogadtam el [137], ha legalabb két

hozzatartoz6 peptid fragmenssel is rendelkeztek.

4.3.3 (nano)LC-MS/MS adatokon alapulé glikopeptid azonositas

A Kkisérletek soran nyert spektrumok feldolgozasa a ProteinLynx (Waters) szoftverrel
tortént. A feldolgozott spektrumokat az altalam készitett GlycoMiner programmal értékeltem ki.
A GlycoMiner kiértékelés soran hasznalt paraméterek a kovetkezok voltak:
> tomegpontossag: 15 ppm a prekurzorra, 30 ppm a kis tomegii marker ionokra és
100 ppm a fragmens ionok kozotti tomegkiilonbségre.

» glikan osszetétel: maximum 4 fukoz, 6 szialsav, 15 hexo6z és 15 hexdzamin.
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» ponthatarok: marker pontszam esetén a 10 alatti talalatokat elvetettik; a
glycoscore esetén kozepes (50%) megbizhatosagot koveteltiink meg.
» aszekvencia adatbazis az AGP vizsgalatok esetén a négy AGP szekvenciavarianst

tartalmazta

4.4 Glikoproteinek/glikopeptidek dusitasara alkalmazott médszerek

4.4.1 Lektin affinitas kromatografia

A lektin affinitds kromatografian alapulo dusitast AffiSep WGA-SPE oszlopon (GALAB
Technologies GmbH, Geesthacht, Németorszag) (0,6 mL / 4.0 x 50 mm) végeztem. Els6ként az
oszlopot 3600 puL pufferrel (10 mM BIS-TRIS pH = 6,0, 15 mM NaCl, 1 mM CaCl,, | mM
MnCl,) kondicionaltam. Kovetkezd 1épésben tortént a mintafelvitel (pufferrel tizszeresére
higitott plazma minta vagy emésztett feliiluszo) az oszlopra (1-es frakciora). Ezt koveten az
oszlopot 1200 pL pufferrel mostam (2-es frakcid). Végil a megkotédott glikoproteineket és
glikopeptideket 1200 pL pufferrel (10 mM BIS-TRIS pH = 6,0, 15 mM NaCl, 1 mM CaCl,, |
mM MnCly, 150 mM N-acetil-gliikozamin) oldottam le (3-as frakcio).

4.4.2 Fenilbdrsavas (PBA) affinitas kromatografia

A PBA oszlopokat (BondElut PBA, Agilent Technologies, Santa Clara CA, United
States) 400 pL 90% acetonitrilt és 5% hangyasavat tartalmazo oldattal aktivaltam, majd 1 mL
200 mM ammonium hidrogén karbonat pufferrel (pH 10) mostam. Ezutan vittem fel a mintat az
oszlopra: 200 mM ammonium hidrogén karbonat pufferrel (pH 10) tizszeresére higitott plazma
mintat vagy emésztett feliilliszot (1-es frakcid). A meg nem kotodott fehérjéket/peptideket 400
pL 200mM NH4HCO; pH=10 (2-es frakcio) oldattal, majd 600 puL 75% ACN + 25% 200mM
NH4/HCO; pH=10 (2-es frakcio) oldattal mostam. A megkotédott glikoproteineket ¢és
glikopeptideket 800 pL 50% ACN 5% FA oldattal oldottam le (3-as frakcio).

4.4.3 Eldre ekvilibralt anioncserélé SPE

Az anioncseréld oszlopokat (ISOLUTE PEAX SPE 25mg téltet/ 1 mL SPE; Biotage AB,
Uppsala, Svédorszag) 400 uL 99% ACN, 20 mM ammonium-acetat oldattal kondicionaltam. Ezt
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kovetden vittem fel a mintat az oszlopra: 20 mM ammoénium-acetattal tizszeresére higitott
plazma mintat vagy 100 pL emésztett feliiluszot, amelyet 200 pL 10% ACN, 50 mM
ammonium-acetattal mostam (1-es frakcio). A megkotddott glikoproteineket és glikopeptideket
300 pL 10% ACN, 5% hangyasav oldattal (2-es frakcio) és 300pL 10% ACN, 300 mM

citromsav oldattal (3-as frakcio) oldottam le.

4.5 Lineadris diszkriminancia analizis egészséges és beteg csoportok

megklilébnboztetésére

A linearis diszkriminancia analizist (LDA) a Statistica szamitogépes programcsomag 7-es
verzidjaval végeztem (www.statsoft.com). A diszkriminancia analizishez a betanitd halmaz az
altalam mért 28 darab, harom kategoriaba sorolhatdé AGP mintak helyspecifikus glikozilacios
mintazatat tartalmazta. A glikozilaciés mintazat Osszesen 156 kiilonb6z6 glikopeptidet
tartalmazott. Ezek koziil kivalasztottam 128 glikopeptidet (fiiggetlen valtozot), amelyek minden
csoportban legalabb egyszer nem zérus értékkel szerepeltek. A statisztikai modellhez hét
paraméter hasznalatat engedélyeztem.

A modszer érzékenységét és specificitasat egy-elem-kihagyasos keresztellenérzés (leave-
one-out cross-validation) utan szamitottam. A keresztellendrzés soran kihagytam egy mintat,
majd a diszkriminancia analizist a maradékkal, mint betanité halmazzal elvégeztem. A kihagyott
mintat, mint teszt adatot hasznalva megvizsgaltam, hogy a megfeleld osztalyba lesz-e besorolva.

Ezt minden egyes mintara elvégeztem.
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5 Eredmények és értékelésiik

A Doktori munkam f6 célkitlizése és legfontosabb eredménye egy olyan, a helyspecifikus
N-glikozilacios mintazat meghatarozasara alkalmas modszer kidolgozasa, mely alkalmas orvosi,
diagnosztikai  problémak  megoldasara.  Olyan  folyadékkromatografiaval  kapcsolt
tomegspektrometrias modszert dolgoztam ki, amely

1) kilonbozo glikoproteinek esetén is hasznalhatd

2) nem csak izolalt glikoproteinek, hanem glikoprotein keverékek vizsgalatira is

alkalmas

3) elég érzékeny kis mintamennyiségek vizsgalatara (1-10 pmol), igy tényleges biologiai

mintak is analizalhatok

4) nagy ateresztOképességli (tobb szaz minta vizsgalatara alkalmas).

Kutatasi tevékenységem elsd részében kidolgoztam a fent emlitett modszert, amelynek
kulcsfontossagli része egy olyan algoritmus és szoftver (a GlycoMiner) fejlesztése, mely
glikopeptidek tandem tomegspektrumainak automatikus elemzését teszi lehetévé.

A modszer komplex mintdkon torténd alkalmazhatosagat a vérplazmaban eléfordulo
haptoglobin nevii fehérje glikozilacidés mintazatanak meghatarozasaval igazoltuk (60. oldal). A
vizsgalatokat izolalas nélkiil, kozvetleniil albumin depletalt plazmabol végeztik. A modszer a
gyogyszerkutatasban is jol alkalmazhat6, amit egy monoklonalis antitest (infliximab)
glikozilaciés mintazatanak meghatarozasan keresztiil illusztralunk (61. oldal). A kutatas
kovetkez6 1épése olyan dusitasi modszerek kidolgozasa volt, amelyek kis koncentracioban jelen
1év6 glikoproteinek analizisét teszi lehetdveé.

Doktori dolgozatom utolsé részében a kidolgozott médszer gyakorlati alkalmazhatosagat
mutatom be. Arra a kérdésre kerestik a valaszt, hogy az AGP glikozilaciés mintazata
alkalmazhat6-e orvosi-diagnosztikai feladatok megoldasara. Példaként egy igen fontos
népbetegség, az atherosclerosist jellemz6 biomarkereket kerestiink, amelyek alkalmas lehetnek

diagnosztikai célokra.

5.1 Helyspecifikus glikozilaciés mintazat meghatarozasa

A helyspecifikus glikozliacios mintazat meghatarozasanak elvi folyamatabraja az 10.
abran lathato. A folyamat els6 1épése a vizsgalni kivant glikoprotein (fehérjeminta) proteolitikus

emésztése, amelynek eredményeként peptidek, illetve glikopeptidek képzddnek. A komponensek
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szama a fehérje méretétdl, osszetételétol, de leginkabb a kiilonb6zé glikoformainak szamatol
fuggéen akar tobb ezer is lehet. Ezen komponensek azonositasara, Osszetételének
(szerkezetének) meghatarozasara folyadékkromatografiaval kapcsolt (tandem)
tomegspektrometria alkalmazhatd. A nagy érzékenység elérésének érdekében tipikusan nano-
UHPLC-MS/MS technikat alkalmazunk. Itt szeretném megjegyezni, hogy a kévetkezokben, mint
LC-MS fogok a kiilonbozé folyadékkromatografias technikakra hivatkozni, hiszen a modszer
nem csak nano-UHPLC-vel torténd elvalasztas esetén alkalmazhaté, hanem barmilyen

folyadékkromatografias modszerrel.

glikoprotein minta ‘
|
proteolltlkus emésztés ‘

|
|
‘ gIlkopeptld keverék ‘
|

nano—UHPLC MS/MS  —» [ GlycoMiner ) —> Azonositott f6
glikoformok

Kis ‘cone’, kozepes litkozési energia

| nano-UHPLC-MS/MS | —» (_ GlycoMiner ) —» | Tovabbi azonositott

glikoformok
Ismételt vizsgalat (elhagyhato)
‘exclusion list’, kis ‘cone’, nagy Utkdzési energia
GlycoPattern: in-silico glikopeptid
kényvtar, retencios id6 becslése
ValészinUsitett
‘ nano-UHPLC-MS — [ GlycoPattern | — minor glikoformok

Kis ‘cone’, kis Gitkozési energia Ti

‘ nano-UHPLC-MS/MS — [ GlycoMiner

Kozepes ‘cone’, nagy itkdzési energia

Azonositott minor
glikoformok

|
v
( Helyspecifikus glikozilaciés mintazat )4:

10. abra: A helyspecifikus glikozilacios mintazat meghatarozasanak folyamatabraja

Az enzimatikusan emésztett glikoproteinekrél felvett tomegspektrumokban észlelhetd
csticsok jelent6s része peptidektSl, kisebb hanyada glikopeptidekt6l szarmazik. Manualis
értékelés a spektrumok nagy szama miatt nem megvalosithatd. Ezért a doktori munkam soran
egy olyan algoritmust és szamitogépes programot fejlesztettem ki, amely alkalmas tobb ezer
glikopeptidrél felvett tandem tomegspektrum értékelésére. Ennek a részleteit az 5.2.

alfejezetekben targyalom. A folyamat elsd fazisaban a f6 (viszonylag nagy mennyiségben jelen
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levé) glikopeptidek (glikoformok) azonosithatok. A 6 glikoformok azonositdsahoz un.
adatfiiggd mérési mod hasznalata szikséges, ami azt jelenti, hogy a szamitogépes algoritmus
megadott szempontok (tipikusan a legnagyobb intenzitas) alapjan valasztja ki a csucsokat a
tandem tomegspektrometrias felvételhez. igy a kis intenzitasu csicsok esetén, ill. abban az
esetben, ha tobb glikopeptid parhuzamosan elualodik, nem késziil roluk MS/MS felvétel. Ennek
a problémanak a kikiiszobolésére wijabb adatfliggd mérést kell elvégezni, Gn. kizard lista
(»exclusion list”) hasznalataval. Ebben megadjuk azokat a csuicsokat, amelyekr6l mar korabban
késziilt felvétel, igy az automatikus rendszer ezekrél a csucsokrol a tovabbiakban nem vesz fel
ujabb tandem tomegspektrumot. Ezen csucsok helyett a rendszer mas (kisebb intenzitasu)
csucsot valaszt, igy tovabbi glikopeptidek azonositasara nyilik lehetdség. Az igy azonositott
glikopeptidek retencids idejének ill. tomegének segitségével egy glikopeptid konyvtarat
keészitlink.

Ezt kovetéen azt vizsgaljuk, hogy egy adott glikozilacios helyen az Osszes elvileg
lehetséges glikoform azonositasra keriilt-e. A nem azonositott — de elméletileg lehetséges —
glikoformokbol in silico glikopeptid konyvtarat készitlink és egy altalunk kidolgozott algoritmus
¢és szamitogépes program (GlycoPattern) segitségével in silico megbecsiiljiik ezen glikoformok
varhato retencids idejét és csucsszélességet. A becslés alapjat az adja, hogy a retencios id6t
elsésorban a peptid szekvencidja hatarozza meg, a peptidhez kapcsolodo oligoszacharid ezt csak
kis mértékben modositja, és ez az eltolddas az oligoszacharid lanc osszetétele (szialsav, fukoz,
stb. tartalom) alapjan el6re jelezhetd. Az algoritmus részleteit az 5.4. alfejezet tartalmazza.

A kovetkezd 1épésben az igy elkészitett glikopeptid konyvtar segitségével (amely
tartalmazza az Osszes lehetséges glikopeptid tomegét, retencios idejét és csicsszélességét)
tovabbi kis intenzitasu glikopeptid jeloltek azonosithatok. Fontos hangstlyozni, hogy ezek a
glikopeptidek csak lehetséges Osszetételek (szerkezetek), ugyanis tandem tomegspektrometrias
szerkezetigazolas nem tortént. Az Osszetétel meghatarozasahoz egy ujabb célzott tandem
tomegspektrometrias vizsgalat elvégzése sziikséges, amelyben a valoszintsitett glikopeptidekrol
tandem tomegspektrometrias felvétel késziil. Ezeknek a kis intenzitasu csucsoknak a teljes
szerkezet igazolasara nincs lehetGség, ezért nagy litkGzési energiat hasznalva a peptid részre
jellemzé fragmens megjelenését keressiik. A fragmens megjelenése és a retencios id6vel vald
egyezés egylittesen valosziniisiti az adott minor glikopeptid dsszetételét. Ezt a folyamatot az 5.5.
alfejezetben targyalom részletesen. Az igy nyert informaciokat dsszegezve, meghatarozhato a
helyspecifikus glikozilacidés mintdzat. A moédszer legnagyobb elénye, hogy Osszetett keverékek

(azaz glikoprotein-keverékek) vizsgalatara is alkalmas.
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5.2 GlycoMiner: Glikopeptidek tandem témegspektrumanak
automatikus értékelése

A GlycoMiner algoritmust ¢és szamitogépes programot a glikopeptidek gyors
azonositasara fejlesztettilk ki. A munka soran féként N-glikdnokat tartalmazo glikoproteinek
triptikus  emésztményeit vizsgaltuk LC-MS/MS technikaval, és a kapott tomegspektrumokat
értékeltiik. A glikoproteinek emésztése peptid — glikopeptid keveréket eredményez, amelyben a
legtobb glikopeptid kis intenzitast csucsot ad. A szerkezet meghatarozas soran az els6 feladat
azoknak a jeleknek az azonositasa, amelyek glikopeptidektl szarmaznak. A feladatot
legmegbizhatobban MS/MS mérések alapjan lehet megvaldsitani, bar részleges informacio az
MS spektrumokbdl is nyerhetd. A kovetkezd 1épés a glikopeptid szerkezet-azonositasa, mely
mind a glikdn, mind pedig a peptid Osszetételének meghatérozasat jelenti. Keverékek esetén ez
kizar6lag MS/MS adatok alapjan lehetséges. (Egy fehérjét tartalmazo minta esetén ez részben
MS spektrumok alapjan nagy pontossagu (1 ppm alatti) tomegméréssel is megoldhato [111],
amely azonban a gyakorlatban bonyolult minta-el6készitést igényel, és sokszor nem eléggé
megbizhato.)

A GlycoMiner a tandem spektrumokbdl kiilonbozd informaciokat hataroz meg ¢és hasznal
fel glikopeptidek azonositasara és Osszetételilk/szerkezetik meghatarozasara. Ezek az
informaciok, ill. az elvégzett miiveletek a kovetkezok:

1. Egyszeres toltésti glikan fragmensek (,,B” tipusi oxonium ionok, amelyek mono-, bi-, tri-
¢s tetraszacharidoknak felelnek meg).

2. Kozepes és nagy tomegtartomanyban ¢észlelheté karakterisztikus tomegkiilonbségek,
amelyek nagy tomegii ionokbol mono- és oligoszacharidok lehasadasaval képzédnek.

3. Az oligoszacharidokhoz kapcsolodd peptid tomege, amely a karakterisztikus ion
sorozatok felhasznalasaval hatarozhaté meg.

4. A spektrum mindségének jellemzése, amely fontos 1épés a valods jelek és zaj spektrumok
elkiilonitéséhez. A mindség jellemzésé¢hez egy kvantitativ jelzét, ugynevezett ,,mindség
pontszamot” (quality score, Squaiity) Vezettiink be.

5. A peptid Osszetétel keresése a peptid tomege alapjan, figyelembe véve (1) csak azokat a
fehérjéket, amelyek a mintdban lehetnek, (2) a proteolitikus enzim specificitasat és (3)
azt, hogy a peptid szekvencidjaban egy glikozilaciés helynek megfelelé szekvencia
darabnak kell lennie. A fehérje Osszetételt altalaban egy egyszerii proteomikai vizsgalatot

kovetden allapitjuk meg, példaul ugyanazon minta LC-MS/MS felvételének adatbazis
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alapu (példaul Mascottal végzett) keresése alapjan, de izolalt fehérjék esetén a fehérje
elméleti in silico emésztett adatai is hasznalhatoak.

6. A glikopeptid Osszetétel meghatarozasa a fenti Iépések és a prekurzor tomege (ha elérhetd
a pontos tomege) alapjan. Az Osszetétel meghatdrozas josaganak jellemzéséhez is
bevezettiink egy pontszamot, az Un. ,,glycoscore”-t. A glycoscore két tapasztalati iiton
beallitott részpontszambol all, amely a glikan és peptid részek meghatarozasanak josagat

jellemzi (rangsorolja).

A prekurzor ion tomegének pontos meghatarozasa rendkiviill fontos a glikdnok
szerkezetének, ill. Osszetételének azonositasahoz. A GlycoMiner program alkalmazasakor az
els6 1épés az altalaban tobbszoros toltésii ionokat tartalmazo ESI spektrumok egyszeres toltésiire
konvertalasa. Tomegspektrumok értékelésénél ez egy gyakran alkalmazott lépés. Jelenleg a
Waters cég altal forgalmazott ProteinLynx Global Server (PLGS) szoftver csomagot hasznaljuk
erre a célra, hasonld funkcié a legtobb tomegspektrométert gyartd cég szoftvere esetén szintén
elérhetd. Ezt kovetden torténik az egyszeresen toltott tandem tomegspektrumok értékelése,
amelynek soran meghatarozzuk a glikopeptid molekulardl oligoszacharid egységek
lehasadasaval képzddé (viszonylag nagy tomegii) fragmenseket, valamint a kis tomegszamoknal
megjelend cukorlancokat (oxonium ionok). Az 11. és 12. abrakon egy automatikusan értékelt
tandem tomegspektrum lathato.
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11. abra: NEEYNK-BiS2 glikopeptid MS/MS spektruma (a itott frag kkel, automatikusan
értékelve)
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12. dbra: A NEEYNK -BiS2 glikopeptid MS/MS spektruma a kis tomegszam tartomanyban (oxénium ion
tipusti marker ionok)

A program elsé lépésben azonositja azokat az MS/MS spektrumokat, amelyek
glikopeptideknek felelnek meg. Az ugynevezett ,,marker pontszam” (marker score, Syarker) jelzi,
hogy milyen megbizhatosaggal azonosithatdo egy spektrum glikopeptidtél szarmazonak. A
program mind a kis tomegili oxénium ionok, mind a nagy tomegeknél eléforduld karakterisztikus
tomeg kiilonbségeket figyelembe veszi. Az altalunk vizsgalt (human) N-glikoproteinekben
eléforduld oxonium ionok listaja az 3. tablazatban talalhatd. A lista szilkség esetén (pl. nem
human eredetli mintak esetén) bdvithetd, ill. modosithato. A marker pontszam a spektrum
mindségét is figyelembe veszi, amely nagyon zajos spektrumok esetén alacsony érték lesz. Ezzel
megelézhetd, hogy nagyon zajos spektrumok esetén a hattérben véletlenszertien észlelt csucsokat
a szoftver glikopeptidekhez rendelje. Ez a miivelet az algoritmus fontos része, ami biztositja,
hogy a GlycoMiner hasznalatakor az alpozitiv talalatokat szinte teljes mértékben elkertiljilk. A
marker pontszam értékei 0 és 100 kozott mozognak. Csak azok a spektrumok lesznek
glikopeptidekhez hozzarendelve, amelyek marker pontszdm értéke nagyobb, mint egy megadott

hatar (jelenleg 10), de ez a hatar sziikség szerint modosithato.
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3. tablazat: A marker pontszdm meghatirozisanal figy be vett oxénium (B tipusi) ionok

Tomeg Szacharid (Rovidités)

147.0757 Fukoz (Fuc)

163.0606 Hexoz (Hex)

204.0872 N-acetil-hexozamin (HexNAc vagy GlcNAc)
292.1032 Szial sav vagy N-acetilneuramin sav (Sia, NeuAc)
366.1400 Laktozamin (HexHexNAc)

454.1561 Hexo6z + Szialsav (HexNeuAc)

657.2354 Szialil-laktézamin (HexHexNAcNeuAc)
803.2928 Szialil-Lewis X (Le™)

893.3251 N-glikan mag (Hex;HexNAc,)

A spektrumok mindségét a mindségi pontszammal jellemeztem (Squaiity), amely 0 és 100
kozotti értékeket vehet fel. A 13. abran harom kiilonb6z6 mindségii spektrum lathatd: jo (A),
kozepes (B) és rossz (C) mindségli spektrumok. Az altalunk felvett tandem tomegspektrumok
mintegy fele volt ,.kdzepes” mindségii (Squaity 20 és 75 kozott), 30%-a jO (Squaiity 70-100), 20%-a
rossz mindségli (Squaliy 20 alatt) volt. Ez a legtobb proteomikai vizsgélat esetén tipikusnak
mondhatd. Megjegyzem, ahhoz, hogy egy glikopeptid jelenlétét azonositsuk, nem feltétleniil
sziikséges jO mindségii spektrum. A 13/C abra bar rossz mindségii spektrumot mutat be, mégis
megbizhatoan allithato réla, hogy a vizsgalt minta glikopeptidet tartalmazott. Masrészt viszont a
glikopeptid Osszetétel/szerkezet hozzarendeléséhez feltétlen jo, vagy legalabb elfogadhato
mindségll spektrumra van sziikség.

Két kiilonb6z6 glikoprotein triptikus emésztményét vizsgalva teszteltilk a programot,
amelynek sordn osszesen 3132 spektrumot értékeltiink a GlycoMiner-rel és manudlisan is. A
spektrumok koziil 338-at rendeltink hozza glikopeptidekhez. Manualis ellendrzéssel
megallapitottuk, hogy a program az 9sszes jo és kézepes mindségii spektrumot helyesen rendelte
a glikopeptidekhez. Hibat a program csak a gyenge mindségli spektrumok esetén vétett. Ezek
koziil a GlycoMiner hibasan harmat glikopeptidekhez rendelt, mig harom glikopeptidtél
szarmaz6 spektrumot nem talalt meg. Ennek alapjan a GlycoMiner alpozitiv és alnegativ
azonositasi aranya is 0.1%. Ez nemzetkdzi Osszehasonlitasban rendkiviill megbizhatonak
mondhato.

A glikopeptidek hozzarendelése utan a kovetkez6 1épés az osszetételilk meghatarozasa. A
program a spektrum kozepes és nagy tomegei kozott mono- és oligoszacharid kiilonbségeket
keres, amelyek alapjan ion sorozatok azonosithatok. (pl. a 11. abran, ahol szamos hex6z és

hexo6zamin kiilonbség lathato). Ezek az ionsorozatok szacharid egységekben térnek el egymastol
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és a glikanok Y tipusi fragmentacidjakor jonnek létre, mely megfelel a glikozid kotés
hasadasanak. Szerencsés esetben ezek a sorozatok egészen az utolsd szacharid egység
lehasadasaig folytatddnak. Az a fragmens ion, amely nem tartalmaz glikan részt a ,,csupasz”
peptid ion. Ennek tomege alapjan kiszdmithato a peptid témege. A peptid ion azonositdsa az N-
glikozilezddés konzervativ strukturajanak meglétén alapul. Ez a struktura egy pentaszacharid,
amelynek a fragmenticidja egy hat ionbdl (tomegspektrometrids cstcsbol) allo sorozatot
eredményez. Az ionok monoszacharid tomeg tavolsagokra adnak cstcsokat a spektrumban
(Peptid + GlcNAc + GlcNAc + Hex + Hex + Hex), kedvezd esetben mind a hat tomeg jelen van
és egyértelmiien azonosithatd. Ezt az esetet mutatja a 11. abra az NEEYNK szekvenciaj peptid
esetén. A tomegkiilonbség a peptid fragmens és a prekurzor tomege kozott a glikan rész
tomegének felel meg. Ezen tomegek ismerete feltétele az oligoszacharid Osszetétel
meghatarozasanak. A lehetséges oligoszacharid Gsszetételeket 0sszehasonlitjuk, kiegészitjikk az
ion sorozatbol nyert informacioval. Amennyiben rendelkezésre allnak fehérje szekvencia adatok,
ezt is felhasznaljuk a glikopeptid aminosav szekvencidjanak meghatarozasara.

A meghatarozott peptid szekvencidknak tartalmazniuk kell legalabb egy glikozilacios
helyet (pl. N-glikopeptidek esetén ez az N-X-S/T szekvencia, ahol X nem P). A peptid szekvencia
meghatarozasanal a kisérletileg alkalmazott proteaz specificitasat is figyelembe vesszik. Az
algoritmus a peptid tomeget a fragmentacio alapjan szamolja, nem pedig fehérje adatbazisbol
nyeri. igy a peptid tomege akkor is meghatérozhaté, ha a vizsgalt fehérjérl mas informacio nem
all rendelkezésre. Amennyiben a peptid tomege adatbazis keresésbdl szarmazna, til nagy lenne
az alpozitiv arany, ezért nem ezt a megkozelitést valasztottuk. A peptid szekvencia helyes
meghatarozasa nem biztosithatd minden esetben, mert tipikusan a tandem tomegspektrumban
nem észlelhetd elegendd peptid lancbol szarmazoé fragmens. Ebben az esetben a peptid
azonositasa csak pontos tomeg alapjan torténik. A peptid tomegének meghatirozasa utan a
program adatbazis keresést végez, és ha nem talal megfeleld peptid szekvenciat, a glikan
Osszetételét és a peptid tomegét jeleniti meg. Ellenkezd esetben a peptid szekvencigja és a glikan
Osszetétele keriil kiiratasra, és a kivalasztott ion nagyobb pontszamot kap. Természetesen ritka,
hogy egyetlen MS/MS spektrumban minden fontosabb informacié rendelkezésre alljon. Példaul
a ,csupasz” peptid legtobbszor nem lathatd, csak a peptid és egy N-acetil-glikdézamin
kapcsolodasabol képzédd ion. Ez az ion tipikusan intenziv jelet ad, ezért az intenzitds eloszlast
az ionok kozétt a pontozd algoritmus figyelembe veszi. Altalaban nem lathato mind a hat
fragmens ion a PeptidtGlcNAc+GlcNAct+Hex+Hex+Hex sorozatbol, ezért csokken az

informaci6 tartalom.
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Az értékelés soran tobb egy¢b probléma is felmeriilhet: 1) nincs meg a teljes informacio
az Osszetétel azonositidsahoz, 2) nem minden adat valos (pl. zajcsucsok), vagy félrevezetd.
P¢ldaul a tomegkiilonbség két ion kozott megfelelhet egy monoszacharid témegének, amely akar
véletlen is lehet. A proteolitikus enzim specificitasat is figyelembe kell venni, de hibas és nem
specifikus hasitasok is eléfordul(hat)nak. Konvencionalis, gyakran azonositott glikan struktirak
valoszintiségét is figyelembe kell venni, mint példaul az egy vagy két szidlsavat tartalmazo
kétantennas strukturak gyakorisagat az AGP esetén. Bizonyos glikan strukturak human mintak
esetén kevésbé valoszintiek ¢és feltehetéen hibas azonositas eredményei (pl. kétantennas glikan
harom szialsav egységgel).

A GlycoMiner program a fent emlitett Osszes informaciot megfeleléen stlyozva
figyelembe veszi egy pontozé rendszer segitségével. (A pontozorendszer kialakitisa egy
soklépéses optimalas eredménye, ennek részletes targyalasara itt nincs lehetdség.) A cél a lehetd
legtobb valos glikopeptid azonositasa, a lehetd legkevesebb alpozitiv talalat mellett.

A kordbban bemutatott példa esetében Osszesen 338 glikopeptid tandem
tomegspektrumbol - ezek manualis értékelésével - Osszesen 196  glikopeptid
Osszetételét/szerkezetét hataroztuk meg. A fennmarad6 esetekben a kis csucsintenzitasok miatt a
glikopeptidek 0Osszetételének meghatarozasara nem volt lehetdség. A GlycoMiner program
szintén azonositotta a manualisan azonositott glikopeptideket, és ezen tilmenden még hét
tovabbi glikopeptidet is meghatarozott. Ezekrdl a késdbbiekben ujabb MS/MS vizsgalatok
alapjan, a retencids idoket és a glikozilacio biokémiai mechanizmusat is figyelembe véve
megallapitottuk, hogy valods pozitiv talalatok. Hibas azonositast egy esetben sem észleltiink. Az
alpozitiv talalatok kiszlirésére szigort mindségi kovetelményeket tamasztunk. A program
beallitasainal lehet6ség van a mindségi kovetelmények lazitasara, amellyel tovabbi glikopeptid
Osszetételeket lehetne meghatarozni. Ezek nagy részénél azonban tovabbi, részletes vizsgalatok
segitségével sem tudtuk igazolni, hogy ezek valds pozitiv talalatok.

Az eredmények azt mutatjak, hogy a GlycoMiner hasonldan, vagy jobban teljesit, mint az
emberi szakértd. A markerionok alapjan azonositott (azonosithatd) spektrumok mintegy fele
rendelkezik elégséges informacioval ahhoz, hogy a glikopeptid Osszetételét/szerkezetét meg
lehessen hatarozni. Magas megbizhatosagi szintet megkovetelve gyakorlatilag nincs alpozitiv
taldlat. A példaban alkalmazott kisérleti koriilmények hasonldak a proteomikai gyakorlatban
alkalmazottakhoz. Mivel az altalunk azonositott spektrumok tobbségében kdzepes mindségiiek
voltak, igy a teszt a mindennapi gyakorlatot modellezte. Meg kell jegyezniink azonban, hogy a
vizsgalt glikoproteinek glikozilacidja (viszonylag) jol ismert, ismeretlen glikoprotein esetén az

emberi szakértd feltehetéen rosszabbul teljesitene.
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A GlycoMiner megbizhatosagat mas, glikopeptidek MS/MS spektrumainak kiértékelését
segitd programmal is Osszehasonlitottuk. Az irodalomban leirt valtozatos programok koziil az
ingyenesen elérheté Glycomod-ot [119] teszteltik az el6zOleg megvizsgalt spektrumok
segitségével. Mig a GlycoMiner minden alkalommal helyesen azonositotta a spektrumokat, a
Glycomod esetén a vart eredmény csak az esetek 25%-aban szerepelt a kiadott listaban. A

Swamy [120] altal készitett program sikeres azonositasi aranya csupan 67% volt.

5.3 A GlycoMiner kezel6feliilete

A GlycoMiner szamitogépes program Windows operacios rendszer alatt mikodik.
Fejlesztésekor nagy hangsulyt fektettiink arra, hogy felhasznalobarat kezeléfeliilete legyen. A
felhasznaloi feliilet két részbdl all: spektrum ablakbol (16. 4abra), ahol a spektrumok
megjelenitése torténik és egy vezérlopultbol, ahol a paraméterek beallitasa és a szamitasok
eredményei lathatok (14. és 15. abrak).

28 Control Panel

Score Al Protein Selection: Click here to clear 1

New Search Load MSMS | | [V Show Details [ ONLY N-glycans [~ Ascending Sort

Debug Peplides/ MSMS resuls | Optons | Aminoacid modfications | MS1 ch|
]

23 |3 9943965 30674 416 98,00 100.00 9327 BiS2 ENGTISR 37
a4 1068.2036 788458  9.03 98,00 222 90.24 Tis3 LVPVPITNATLOR 586
16 |3 12131460 61984 416 98,00 100.00 8516 Tis3 ENGTISR 8.91
15 |3 1001.0554 236909 392 98.00 100.00 8355 BiS2 NEEYNK 1015
85 |4 1367.1188 250879 19.49 98,00 100.00 7868 Tis2 SVOEIQATFFYFTPN16.57
(53 |4 11975353 764863  11.97 85.00 100.00 7249 THS3F1 LVPVPITNATLDAQIT 7.96
14 |3 9040271 9866 381 %053 131 7066 BiS1 NEEYNK 1511
175 |4 11047184 873633 903 7459 100.00 66.11 THS3F1 LVPVPITNATLDR 5.33
158 |4 10741678 501.73 416 75.00 5273 6308 TetiaS4 ENGTISR 7.04
156 |3 12571558 15754 352 75.00 100.00 61.76 THS3F1 ENGTVSR 517
187 |4 1161.0178 510071  11.97 70.00 94.74 60.46 Tis3 LVPVPITNATLDQIT 5,63 -

14. dbra: Példa eredmény ablak, glikopeptid listaval
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Scu%eﬂll Protein Selection: Click here to dlear ]

New Search Load MSMS [ =l [V Show Details [ ONLY N-glycans [~ Ascending Sort

Debug | Peptides/ MSMS results  Options ]Aminoacid modifications | MS1 spectrum search |

Precision— [ pri Thieshold
Dit. Search Matker Search Composition  Precuisor ||| ger MassLimt~~ Marker Search  Difference Search  Marker score imit  Confidence level

100 30 0 15 ETll r r o —r—
Glycans Files

Range Range

Hexose (H)  [possible v [0 15 Pentose (P) no =10 0 OpenFASTAFie | @ I~ UseProject Protein Data
HesNAc(N)  [possble ~| [0 15 KON (K) o < [0 0 |

Deowhex (F) [possile v [0 4 Hexh (4) o | [0 0 Open Mod File | @ Load Gbcanes | @
Newsc(S)  [possble ~] [0 3 [mods xni

NewGe(@) [0 | [0 o0 Enzime Retention Time Delta

7 025 [ Useretention time

& Nomal C Pemelhylated " Peracetylated [~ Treat data as glycans

15. abra: GlycoMiner kezeléfeliilete

A GlycoMiner egyszeres toltésre konvertalt bemeneti adatokkal dolgozik; az adatok
formatuma lehet a ProteinLynx Global Server XML projekt formatuma, ASCII PKL (Peak List,
csucs lista) vagy MGF (Mascot Generic File, Mascot altalanos fajl) formatum, ami majdnem
minden tomegspektrométer esetében elérhetd. A GlycoMiner legfrissebb verzidja letolthets a

weblapunkrol [138].
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16. abra: Spektrum kijelz6 ablak
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5.4 A glikopeptid 6sszetételt meghatarozo algoritmus részletei

A program miikddésének sematikus folyamatabraja a 17. abran lathatd. A pontozd
rendszer altal hasznalt pontszamok jellemzéit a 4. tablazatban foglaltam 6ssze. A spektrum
mindségi pontszam (4. egyenlet) és a marker pontszam oxénium ionokat figyelembe vevo része
kifejezhet6 analitikus formaban (5. egyenlet). A marker pontszam erdsen iterativ eljarasok
eredményét is tartalmazza. A spektrumokbol nyert killonféle adatokat a megfeleld
megbizhatosag elérésének érdekében sulyozni kell. Az alpozitiv azonositasok elkeriilésére egy
részletes pontozo rendszert fejlesztettiink ki. Abban az esetben példaul, ha egy triptikus hasitasi
helynél (lizin avagy arginin C termindlisa) nem tortént meg a hasitas (pl. a glikan sztérikus
gatldsa miatt), a jelolt peptid kisebb pontszamot kap. A program a nem specifikus hasitasi
helyeket sem zarja ki, valamint az elméleti és a mért tomegek kozotti nagyobb eltérést is
megengedi, de ezek biintetd pontokat vonnak maguk utan. A biintetépontok &sszeadodnak, és
amennyiben az 0sszegiik nagyobb, mint egy elére beallitott limit, a feltételezett Osszetételt az
algoritmus elveti. A kiilonféle pontszamok megfelelé optimalasa elengedhetetlen a nagyaranya

helyes azonositashoz.

4. tablazat: A GlycoMiner altal hasznalt pontszamok 6sszefoglalasa

Pontszam Leiras Elfogadasi
als6 hatar
Marker pontszdm (Spaker) | Azt mutatja, hogy egy spektrum glikopeptidtdl 10
szarmazik.
Spektrum mindségi | Az MS/MS spektrumok mindségét (zajszint) és a -
pontszam (Squaiicy) peptidesiics megbizhatosagat jellemzi.
Glycoscore A glikan &sszetétel meghatarozasanak megbizhatdsagat 15
jelzi, tartalmazza a peptid szekvencia pontszamat is.

A spektrum minéségi érték (Squairy) kvantitativan jellemzi a spektrum mindségét, a
kémiai és elektronikai zaj mennyiségét, és a glikan fragmentaciobol szarmazo ionok
spektrumbeli intenzitasat. Az algoritmus a glikan részbdl szarmazd vesztések alapjan kapott
monoszacharid méreti tomegkiilonbségek sorozatat is figyelembe veszi. Tapasztalataink szerint
az eredmények jobbak, ha a spektrumban a zajt csak a kozepes-nagy tomegtartomanyban
vessziikk figyelembe. Alapértelmezésként a kozépsé tartomany alsé hatara 800 m/z, ez a

vezérlépultban modosithato.
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Spektrum

Alacsony témegtartomany
Marker ion lista beolvasas

Magas Témegtartomany

alsé hatar kijelolése

Tomeg kiilonbségek

Marker ionok
keresése

163, 204, 366, 657 ...

hely és intenzitas tarolisa

Marker ionok
vektora

keresése

hely parok tirolisa

A
tomegkiilonbségek
rendezése

Ion sorozatok
tombje

n vektor x m

Minden ionra

Minden marker ionnal
Pontozis: jel/zaj, tomeg

Marker Pontszim szdmitisa

Pontozis, peptid csiics keresés

Peptid csics jeloltek
rangsoroldsa

Minden lehe'tséges peptid
csiicsra

Lehetséges glikanok keresése

Glikén osszetétel pontozasa

.

Fehérje informacio
beolvasas

Minden lehetséges peptid
csticsra

Lehetséges glikanok keresése

Glikdn osszetétel pontozasa

17. 4bra: MS/MS alapi glikopeptid azonositas folyamata
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A spektrum mindségi érték az alabbi egyenlet alapjan szamitjuk:

n n-l

R Il
PR (LI Zmerwm)]I@—fﬂ]
* 0 * p*100

i=0 % i=0 s i=! max

s - @)
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i= max

ahol n a fragmensként megjelolt ionok szdma, ng.. a spektrum csicsok szdmanak
Osszege, Y/i] az i-edik csucs intenzitasa, TIC az Osszes csUcsintenzitas Osszege, dfi] a csucsok
szama az i-edik és az el6z6 fragmensként megjeldlt csucs kozott, d,. a figyelembe vett zaj
csticsok maximalis szama, Jfi/ az i-edik csucs tomegpontossaga, Ju,.c a legkisebb még
elfogadhatd tomegpontossag, P a biintetpontokat tartalmazd tomb, P,. a legnagyobb
biintetépont, és p a peptid tomegnek megjeldlt csucs megbizhatosagi indexe (0.15-0.98 kozott).

A marker pontszam (Smarker) azt jelzi, hogy egy spektrum glikopeptidt6l szarmazik-e.
Ennek értékét nagyrészt a kis tomegeknél megjelend oxonium ionok jelenléte hatdrozza meg
(Smarker,ox)- Ezek az ionok tipikusan nagy intenzitdstak, ezért egyszerlien azonosithatok még
relativ zajos spektrumok esetén is (lasd 13. abra). Abban az estben, ha tobb oxéniumion
észlelhetd és a pontos tomegiik megfelel az N-glikanok 6sszetevoit alkotd szacharidoknak, nagy
a valoszinilisége, hogy a molekulaban egy oligoszacharid szerkezet talalhaté. Ezek a kis tomegili
oxonium ionok gyakran az MS spektrumokban is észlelhetdk, N-glikopeptideken kiviil mas
oligoszacharid részt tartalmazé molekuldk esetén is észlelhetok. Ezért a marker pontszam
példaul oligoszacharidok és O-glikopeptidek spektrumainak azonositasara is hasznalhato. Az

Smarker €5 Smarkerox €rtéke 0 ¢s 100 kozott valtozhat. Az Smarer, ox analitikusan kifejezett képlete:

n P ‘ n
Spueror = ok * *100
R VAT )
- - C=0,S/N<3
po i, S
Y- C=1

ahol n a talalt marker csticsok szama, Y/i]/ az i-edik marker ion intenzitasa, C egy empirikus
paraméter, amely 0 vagy 1 lehet attdl fliggden, hogy mekkora a jel/zaj a cstics 20 m/z korzetében,
Yiuax az alsé tomegtartomany legintenzivebb cstcsanak intenzitdsa, J/i/ az i-edik csucs
tomegpontossaga, J,. a maximalisan megengedett tomegpontossagi hatar (amelyik csucs

tomege ennél nagyobb mértékben eltér az elméleti tomegtSl, azt az algoritmus nem veszi
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figyelembe), N az Gsszes keresett marker ion darabszama és n;,,, az als6 tomegtartomanyban 1év6
csticsok szama.

Amint azt kordbban ismertettem, a GlycoMiner grafikus felhasznaloi feliilettel
rendelkezik. (14., 15. és 16. abra ). A program altal meghatdrozott eredményeket a 14. abra
mutatja be. A listaban lathatok, hogy mely spektrumok rendelhetéek hozza glikopeptidekhez
(molekula tomeg, retencios id6), a szamitott marker €s mindségi pontszamok, és a peptid rész
feltételezett tomege vagy a javasolt glikan Osszetétel (amennyiben a tandem tomegspektrumbol
meghatarozhato).

Az elébbiekben bemutatott pontszamokon kiviil bevezettink egy harmadik pontszamot
is, a glikopontszamot (glycoscore), amely azt jelzi, hogy mekkora a javasolt Osszetétel
megbizhatosaga. Eredményeink azt mutatjak, hogy a 15-nél nagyobb glycoscore értékkel
rendelkez6 strukturak elfogadhatd azonositast biztositanak. A vezérldpulton helyet foglald
opcids panel (15. abra) lehetdvé teszi a paraméterek (pl. elvart tomegpontossag, a mintdban
talalhato fehérjék szekvencidja, a figyelembe veendd monoszacharid egységek, stb.)
valtoztatasat. Ezek a paraméterek a mintara ¢és a kisérletre vonatkoznak. A pontozd rendszer
paraméterei a kovetkezOk: a kozepes tomeg tartomdany kezdete, valamint a hozzatartozo
intenzitas hatarok. A spektrum ablakban a spektrum és az analizis folyamatanak néhany részlete

lathato.

5.5 GlycoPattern: minor glikoformok azonositasa és a glikozilaciés

mintazat meghatarozasa

LC-MS/MS mérések esetén részben a kromatografias futasi ido, részben az érzékenység
limitalja a felvehetd tandem tomegspektrumok szamat. Az automatikus rendszerekben
jellemzéen a spektrumok legintenzivebb 3-5 csucsardl késziil tandem tomegspektrometrias
felvétel. Mivel a glikopepetidek intenzitasa kisebb, mint a peptideké, igy foleg peptidekrol
késziil MS/MS spektrum. A glikopeptidekrél felvett MS/MS spektrumok nem mindegyike
értékelhetd, azaz nem rendelheté hozzajuk osszetétel/szerkezet. Ennek oka részben a rossz jel/zaj
viszonyban, részben a mintaban jelen 1évé szennyezdkben, poszt-transzlaciéos modosulasokban
keresendd. A fenti okok miatt a glikopeptidek tobbségérél nem all rendelkezésiinkre értékelhetd
tandem tomegspektrum, igy az elézéekben ismertetett GlycoMiner sem hasznalhaté. Tovabbi

probléma, hogy a glikozilaciés mintazatok meghatarozasahoz relativ mennyiségi meghatarozas
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is sziikséges. Ez utdbbi azonban a tandem tomegspektrometrias mérésekbdl nem, vagy csak
korlatozottan oldhaté meg.

A fent emlitett probléma normal (nem tandem) tomegspektrometria alkalmazasaval
oldhato meg (kromatografidval kapcsolva). Az LC-MS mérések a mintdban 1évé komponensek
tomegérdl, izotopeloszlasarol és egymashoz viszonyitott mennyiségérél adnak kozvetlen
informaciot, azonban a glikopeptidek fragmentacidja (szerkezete) nem vizsgalhatdo ezen
modszerekkel.

A doktori munkam soran célul tiiztem ki egy olyan rendszer kidolgozasat, amely a fent
emlitett két technika lehet6ségeit integralja. Ehhez az LC-MS és LC-MS/MS mérések
parhuzamos értékelése sziikséges. A fent leirtak alapjan egyrészrél a LC-MS/MS (tandem
tomegspektrometrias) mérések alkalmazasa lehetové teszi glikopeptidek szerkezetének
(aminosav szekvencidjanak és glikan Osszetételének) és retencids idejének meghatarozasat,
masrészrol, ezen informaciokat felhasznalva normal LC-MS mérés segitségével a glikoformakrol
kvantitativ adatok nyerheték. Ez a koncepcié az alapja a korabban ismertetett analitikai
folyamatnak (10. 4bra). A gyakorlati alkalmazashoz egy ujabb program kifejlesztése volt
sziikséges (GlycoPattern), melyet a késObbiekben a glikozlacios mintdzatok meghatdrozasara
hasznaltam. A munkafolyamat f6 1épései a kovetkezok:

1) A mintaban 1év6 fehérjék azonositasara a proteomikaban szokdsos bottom-up modszert
alkalmazzuk. Adatfiiggd LC-MS/MS mérés adatait adatbazis keresés segitségével értékeljiik. Az
igy kapott fehérje listat felhasznaljuk a kovetkezd 1épésben.

2) Glikopeptidek azonositasahoz is adatfiiggé LC-MS/MS mérést végziink. A
glikopeptidek kénnyebben fragmentalodnak, mint az azonos tomegii peptidek, ezért ezeket a
méréseket alacsony iitkdzési energian végezziik [102]. A mérés tomegtartomanyat ugy allitjuk
be, hogy lehetéleg minél kevesebb peptid és minél tobb glikopeptid essen bele. Jelen munkam
soran vizsgalt glikopeptidek komplex glikanokat tartalmaztak, a legkisebb vizsgalando tomeg is
nagyobb volt 2400 Da-nal. Ezért a tomegtartomanyt m/z 800 és 2000 kozé allitottuk be.
Amennyiben csak kétszeresen és haromszorosan toltott ionokrol vesziink fel spektrumot, akkor
nagy eséllyel tobb glikopeptid ion keriill kivalasztasra, mint peptid. A tandem
tomegspektrometrias mérés eredményeinek értékeléséhez a korabban bemutatott GlycoMiner
programot hasznaljuk. gy megkapjuk, a mintaban talalhato legintenzivebb glikopeptidek
Osszetételét €s retencios idejét.

3) Az igy kapott glikopeptid listaban talalhatd peptid szekvencidk ismerete az alapja a
kovetkezd 1épésnek. Human N-glikoproteinek esetén egy viszonylag kis szdmu (néhany szaz)

glikan Osszetétel lehetséges. A lehetséges glikan Osszetételekbdl elméleti listat allitunk Ossze,
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amely alapjan ¢és a korabban azonositott glikopeptidek szekvenciajanak felhasznalasaval
kiszamithatoak a keresendd glikopeptid tomegek. Forditott fazisi kromatografia esetén
elsésorban az aminosav szekvencia hatdrozza meg a glikopeptid retencios idejét, a peptidhez
kapcsoldédo cukrok csak kis mértékben modositjdk azt (errdl részletek a kovetkezd fejezetben
talalhatok). Az elméletileg meghatarozott tomegeket a szekvencia altal meghatarozott retencios
1d6 korlatok kozott keressiik.

4) Ezt kovetben a glikozilacidos mintazat meghatarozasahoz normal LC-MS mérést
végziink alacsony iitkozési energian. Ennek célja, hogy elkeriiljik a glikopeptidek
spektrumokban megkeressiik a listaban szerepld molekula tomegeket tobb toltési allapottal,
amelyekbdl ion kromatogramokat készitiink. Az ion kromatogramokat minden egyes tomeg
esetén a megfeleld, elére meghatarozott retencids iddablakra sziikitve hozzuk létre. Keresés
kozben nem csak a toltés allapotot, hanem az izotopeloszlast is figyelembe vessziik, mert az igy
kapott talalatoknak sokkal kisebb az alpozitiv aranya. Az egyes ion kromatogramokon
csucskeresést végziink. A megtalélt csucsokra Gauss fliggvényeket illesztiink, majd kiszamoljuk
ezek teriiletét.

5) A mérések értékelésével kapott eredmények még mindig tartalmazhatnak véletlen
talalatokat. Tovabbi problémat jelent, hogy a tomegspektrometria nagy szelektivitasa ellenére is
kaphatunk tobb kromatografias csucsot egy adott tomegre. Ezért az eredményeket sziirni kell,
hogy minimalizaljuk a hibas talalatok szamat. Erre a sziirésre a kromatografias relativ retencios
id6k felhasznalasa ad lehetdséget. Forditott fazisii oszlopon a peptid szekvencidja hatarozza meg
egy glikopeptid retencios idejét. Ez a retencids id6 csokken, ha né a molekula polaritasa, vagyis
ha né a peptidhez kapcsolt glikain mérete. Ugyancsak a retencios id6 valtozasat okozza a
rezidualis szilanol aktivitas is. Ez akkor fordul el6, amikor a forditott fazisu oszlop boritottsaga
nem tokéletes. Savas glikanok esetén a szilanol aktivitds megnovekedett retencios id6hoz és
szélesebb csucsalakhoz vezet, foleg a harom vagy tobb szidlsavat tartalmazd glikanok
esetén.[128, 139-141] (18. abra) Ezek az effektusok felhasznalhatéak az ugyanazon aminosav
szekvenciaval rendelkez6 glikopeptidek sorrendjének és relativ retencids idejének a szamitasara.
Amennyiben egy tomeghez tobb kromatografias csucs tartozik, a csucsszélesség ¢s relativ

retencios id6 alapjan donthet6 el, hogy melyik a keresett komponens.
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18. abra: Retencio6s id6 és csii élesség valtozasa a szidlsav tartalommal

A relativ retencios idok eldrejelzéséhez megvizsgaltuk harom kiilonb6zé tipust C18-as
fazist kromatografids oszlop retencios tulajdonsagait. El6szor a laktézamin egységek hatdsat a
retencids idére gyakorolt hatasat tanulmanyoztuk az AGP glikopeptidjeinek segitségével. A
vizsgalt 32 glikopeptid par esetén a laktozamin egységgel nagyobb glikopeptid retencios ideje
atlagosan 0.8%-al csokken (19. abra). A retencios id6 kiilonbségek szorasa 0.4%. A fukozilacio
hatasat 22 glikopeptid paron vizsgaltuk. Egy fuk6z egység a retenciods id6t atlagosan 0.4%-kal
csokkenti. A szoras ez esetben is 0.4% volt. Vizsgalataink alapjan megallapitottuk, hogy a
retencios 1d6 valtozasok additivak a laktozamin és fukoz esetén. Egy laktdozamin és egy fukoz
egység bevitele a molekulaba 0.8 + 0.4 =1.2%-al csokkentette a retencios id6t. A harom vizsgalt
oszlop mind a laktézamin, mind pedig egy fukdz egység kiilonbség esetén hasonld eredményeket
adott. A szidlsavak esetében az eredmény fiigg a vizsgalt oszloptol. A legkisebb
szilanolaktivitassal rendelkez6 oszlopon egy szialsav atlagosan 0,3%-kal noveli a retencios id6t,
mig a legnagyobb esetben ez az érték 6% volt.

Az azonositott komponensek intenzitdsat a kromatografids cstcsra illesztett Gauss
fuggvények paraméterei alapjan szamoljuk. Az egy aminosav szekvenciahoz tartozo intenzitasok
leirjak az adott glikopeptid glikozilacids mintazatat. Az egy fehérjébdl szarmazd Osszes

glikopeptid relativ intenzitdsa az adott fehérje helyspecifikus glikozildcids mintazatat alkotja.
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19. 4bra: Retenci6s id6 valtozasa antenna szam, fukoz tartalom fiiggvényében.

Az eredményeket Osszefoglalva, kidolgoztunk egy LC-MS/MS ¢és LC-MS méréseken
alapuldé munkafolyamatot, amely alkalmas glikoproteinek helyspecifikus glikozilacios
mintazatanak meghatarozasara. A munkafolyamat tartalmazza glikopeptidek féleg tandem
tomegspektrometrian alapulé azonositasat, valamint az LC-MS alapt relativ mennyiségi
meghatarozasat (10. abra). Tandem tomegspektrometrias mérést végziink a mintaban talalhatd
fehérjék azonositasara, hogy ez altal szekvencia informacidhoz jussunk. Glikoproteinek
glikozilacios helyeinek, vagyis a mintaban talalhato glikopeptidek aminosav szekvenciajanak
azonositasara is kiilon mérést végziink. Ilyenkor mas tomegtartomanyban vesziink fel
spektrumokat, hogy maximalizaljuk a tandem tomegspektrometriara kivalasztott glikopeptidek
aranyat. A harmadik, normal tomegspektrometriai mérés soran az azonositott aminosav
szekvenciak és retencidos idék alapjan meghatarozzuk az elméletben lehetséges glikopeptid
listabol a kromatogramban jelen 1év6 glikopeptidek relativ intenzitasat. A komponensek
meghatarozasat izotopeloszlas és kromatografias paramétereken alapuld sziirdk alkalmazasaval
pontositjuk. A meghatarozott intenzitdsok a mintdban 1évé glikoproteinek helyspecifikus
glikozilaciés mintazatat adjak. A kidolgozott modszer (ill. a GlycoMiner program) nagy
hatékonysaggal képes glikopeptideket azonositani. Minddssze 0,1% alpozitiv és 0,1% alnegativ
taldlati hibaval dolgozik és még zajos spektrumok esetében is jol hasznalhatd. A moédszer

tovabbi elénye, hogy proteinkeverékekben is hasznalhato, igy a célfehérje elézetes izolalasa nem
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sziikséges. Ez lehetdvé teszi bonyolult keverékek, igy pl. vérplazma és mas biologiai mintak

kozvetlen vizsgalatat.

5.6 Példak glikozilaciés mintazatok meghatdrozasara

A kidolgozott modszer alkalmazhatosagat vizsgaltuk biologiai mintakon. Egyszeri
minta-el6készitést kovetéen (az albumin nagy részének az eltavolitasa) t.n. albumin depletalt
vérplazmat vizsgaltunk a fent leirt LC-MS moddszerrel. Meghataroztuk a néhany leggyakoribb
fehérje, mint példaul a haptoglobin glikozilaciés mintazatat (20. dbra). Az abran a haptoglobin
184.¢s 241. aminosavaihoz kapcsolodd glikozilacios mintdzata lathatd. Megfigyelhetd, hogy a
glikozilaciés mintazat a két glikozilacids ponton jelentds mértékben eltér egymastol, pl. a BiS1
szerkezet csak a 184. aminosavhoz kapcsolodva jelenik meg, amely bioldgiai szempontbdl

jelentdséggel birhat.
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20. 4bra: Haptoglobin helyspecifikus glikozilaciés mintazata: két glikozilaciés helyen (**N, 2*'N) azonositott
glikan osszetételek és relativ intenzitasuk.

A modszer masik fontos alkalmazasi teriilete a gydgyszeripar lehet. Példaul a terapias
fehérjék glikozilacidjanak vizsgalataban tolthet be kulcsfontossagl szerepet, mely a gyogyszer
ellendrzeési folyamatok egyik legnehezebb lépése. Ennek illusztraldsara egy monoklonalis
antitestet (infliximab) vizsgaltunk, amelynek glikozilacidos mintazata a 21. dbran lathato. Itt

szeretnénk megjegyezni, hogy az infliximab N-glikozilacids mintazata jelentésen eltér az emberi
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fehérjéknél megszokottaktol, ezért a glikan szerkezetekr6l csak az Gsszetétel meghatarozasa

lehetséges, a részletes szerkezet nem.

a5

40

35

30

25

20

15

10

o o]
N3H3SOF1 m——

_\_\_.\.\I\ .\_\l\ T T T - T T T T T T \I\ T T LE T T T T L
2xgZee 2Lyl
S s S b5 5868658586558 6868685855868n5
2222323323233 232323232333330323332300303330
LLRBBEBEBERLBRBBLRBELIRBREBLRBERLIIBLREBEER
T P P P P P P IR E eI RIS I SIS EEISEEILERER
5533335535355 33585553355355335 58355 hbnam6
Szcz2222222222222222222222222222222222°2
21. abra: Monoklonalis antitest (infliximab) glikozildciés mintizata: ott glikian és relativ

intenzitasuk. N — NV-acetil-hex6zamin, H — hexéz, S — szialsav, F — fukéz.

5.7 Glikopeptidek és glikoproteinek dusitasa

A glikoproteinek vizsgalatat nagyban neheziti, hogy az ebbdl képzddé glikopeptidek
tomegspektrometrias érzékenysége kisebb, mint a peptideké, ezen tilmenden a glikopeptideket
nagyfoku heterogenitas is jellemzi. Amennyiben tiszta glikoprotein minta all rendelkezésiinkre, a
glikozilaciés mintazat bar egy meglehetosen hosszadalmas eljarassal (példaul a fentiekben
ismertetett modon), de meghatarozhaté. Amennyiben a vizsgalandé glikoprotein egy keverékben
(pl. vérplazmaban) van jelen, a vizsgalat érzékenysége és szelektivitasa idealis esetben is csak
néhany fokomponens glikozilaciés mintazatanak meghatarozasat teszi lehetévé. A feladat elvben
egyszerlien, az adott protein izolalasaval megoldhatd. Ez azonban altalaban hosszadalmas,
bonyolult és koltséges, ezért sziikséges alternativ megoldasok alkalmazasa. Ennek egyik moédja,
ha példaul az izolalast az altalaban egyszerlibb és olcsobb dusitassal helyettesitjiik, amely
glikoprotein keveréket eredményez. A haptoglobin vizsgalata esetén igazoltuk, hogy az ilyen

keverékek vizsgalata az altalunk kidolgozott LC-MS modszerrel megoldhato.
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Glikopeptidek, glikoproteinek disitasara szamos modszer talalhato az irodalomban, de
ezen dusitasi modszerek jellemzdi (pl. szelektivitasuk, torzitasmentességiik) nem ismertek kell6
részletességgel. A fent kidolgozott analitikai modszer egyik elénye, hogy a dusitasi eljarasok
jellemzésére is hasznalhato. A dusitasi folyamatot elvégezhetjiik az intakt fehérjéken, amelyet
proteolizis kévet (dusitas glikoprotein szinten). Alternativaként proteolizis utdn a
peptidkeveréken is elvégezhetjiik a dusitast (dusitas glikopeptidek szintjén). Helyspecitikus
glikozilacio vizsgalata tipikusan glikopeptidek jellemzését igényli, ezért az ilyen vizsgalatoknal a
glikopeptidek dusitasa elonydsebb.

Munkam soran c¢l volt killonbozé dusitdsi modszerek Osszehasonlitasa  és
tomegspektrometriai adatok alapjan a disitasi modszerek sikerességének kvantitativ jellemzésére
alkalmas mutaté kidolgozasa. Egy masik fontos kérdés glikoproteinek dusitasakor, hogy
megvaltozik-e az eredeti glikoform arany (glikozilaciés mintazat) a dusitott mintaban. A
glikoformak egymashoz viszonyitott aranyanak megvaltozasa a glikozilaciés mintazat
megvaltozasat jelenti és téves/torzitott eredményekhez vezethet.

Szamos lehetdség létezik glikoproteinek és glikopeptidek dusitdsara. Dolgozatomban
harom, N-glikopeptidek dusitdsara alkalmas szilard fazisu extrakcion (SPE) alapulé modszert
hasonlitottam Ossze. A szilard fazisu extrakcié konnyen automatizalhato, igy hasznalhaté nagy
ateresztoképességli modszerekben. A munkank soran fenilborsav affinitast, biizacsira agglutinin
lektin affinitast és anioncserés modszereket hasznaltunk. A fenilborsav cisz-diolokat képes
kovalensen megkotni, mig a buzacsira agglutinin N-acetil-gliikozamint és szidlsavat kot
specifikusan. Mas lektinek is hasznalhatok glikopeptidek dusitasara, mint példaul a konkanavalin
A, de a lektinek specificitasanak Osszehasonlitasa nem célja a dolgozatnak. Anioncsere estén a
savas komponensek megkotésére és disitasara nyilik lehet6ség. Mivel a célkomponensek sok
esetben komplex N-glikanok, amelyek tobb-kevesebb szidlsavat tartalmaznak, anioncsere is
alkalmazhato a dusitasukra. A dusitasokat kezeletlen human vérplazman irodalmi modszerek
alapjan végeztem (a pontos eljarast a 4.4. fejezet tartalmazza). A dusitasi 1épések utan kapott
mintakat nanoUHPLC-MS(MS) modszerrel vizsgaltuk, a glikopeptidek azonositasa tandem
tomegspektrometriai adatok alapjan a mar bemutatott modon tortént, a GlycoMiner program
segitségével (5.2. fejezet).

A glikopeptidek dusitdsanak jellemzése nehéz feladat, ugyanis a tipikusan proteomikai
modszerek a glikopeptideket nem ismerik fel, igy roluk mennyiségi adatot sem szolgaltatnak. A
gyakorlatban legtobbszor csak az azonositott glikoproteinek vagy peptidek szamat hasznaljak e
célra [72, 77, 142-146], amely nem szolgaltat kelléen pontos eredményt. Ezért a glikopeptidek

dusulasanak egyértelmii jellemzésére harom kiilonb6z6 indexet dolgoztunk ki. Az els6 index (6.
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egyenlet) az adott frakcidoban talalhato glikopeptidek mennyiségét jellemzi, a masodik (7.
egyenlet) a nem glikozilalt peptidek mennyiségét irja le, mig a harmadik index (8. egyenlet) a
dusitast jellemzi.

A peptidek mennyiségét a proteomikdban altalanosan alkalmazottal analég modon
jellemeztiik, a kromatografidas mérés soran azonositott harom legnagyobb intenzitasi peptid
intenzitas-Osszegét hasznalva (6. egyenlet). Esetiinkben ez jellemezte a minta peptid/fehérje
mennyiségét. A peptidek jellemzésével analdg modon harom intenzitas dsszegével jellemeztiik a
glikopeptidek mennyiségét is (7. egyenlet). Mivel a modszert alapvetéen komplex N-glikanok
vizsgalatara fejlesztettiik ki, az N-glikanok leggyakoribb fragmenseit hasznaltuk erre a célra. A
glikan fragmenseket 15 eV-ra novelt iitkdzési energiaval nyertik. CID fragmentacio esetén a
komplex glikanok spektrumaban intenziv m/z 366,14, 512,19 és 657,23 csucsokat figyelhetiink
meg: az els egy N-acetil-laktdzamin, a masodik ennek egy fukdzzal novelt valtozata, mig a
harmadik egy szialsavval szubsztitualt N-acetil-laktézamin. Mind a peptid, mind pedig a
glikopeptid index esetén az egyes Osszegeket az Osszes frakcié peptid illetve glikopeptid

mennyiségére normaljuk.

Z i frakcid harom legintenzivebb peptidje
Z:Ll(z i frakcid harom legintenzivebb peptidje)

Peptid index az i frakcidban (%) = 100 (6)

ZIM, Iy, I, az i frakcidban
" e e o
Z,:lzll“’ Ly, I, az i frakcidban

x100 @]

Glikopeptid index az i frakcidban (%) =

ahol n az dsszes frakcid szdma, Iz az m/z 366,14, 151, az m/z 512,19 és Igs7 az m/z 657,23
ion kivont ionkromatogramjanak csucs alatti teriilete.

A glikopeptid dusitast a fenti egyenletekkel definialt két mennyiség aranyaként vezetjiik
be (8. egyenlet).

glikopeptid index az i frakcidra

Glike tid dusitasi ind i frakciora =

ikopeptid dusitisi index az i frakeitra peptid index az i frakcidra ®)
A kidolgozott indexek egyarant hasznalhatok LC-MS és MALDI felvételekbdl torténd

kiértékelésre is. A glikopeptid dusitasi index a glikozilacid mértékének jellemzésére is

hasznalhat6 egy adott mintaban. Itt szeretném megjegyezni, hogy az indexek abszolut értékben

nem adnak pontos értéket, de kiillonbozé mintak dsszehasonlitasara nagyon kedvezdek.
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A fent leirt indexeket alkalmaztuk harom kiilonb6z6 dusitasi modszer 6sszehasonlitasara.
Munkank soran vérplazmat duasitottunk, amelynek nagy intenzitasi komponensei tobbségében
glikozilaltak. Mind fehérje, mind peptid szinten elvégeztiik a dusitast. Mindharom modszer
esetén harom frakeiot szedtiink (kisérleti részletek a 38. oldalon). A 22. abran lathatok az egyes
modszerek esetén kapott dusitasi indexek. Fehérje szinten csak kismértékii dusulast

tapasztaltunk, amelynek legnagyobb mértéke (kb. 2x) a lektin a harmadik frakcioban észlelheto.

Bérsav affinitas (peptidek) Lektin affinitas (peptidek) Anioncsere (peptidek)
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80 80
_‘7 = Glikopeptidek 60 —-—.7 = Glikopeptidek
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1 2 3 1 2 3
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~ mGlikopeptidek
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Index (%)
Index (%)
Index (%)

E ot F
22. abra: Glikopeptid és peptid index viltozisa az egyes frakciokban: bérsav affinitds peptidek esetén (A),
fehérjék esetén (D); lektin affinitas peptidek esetén (B), fehérjék esetén (E); anioncsere peptidek esetén (C),
fehérjék esetén (F)

Ezzel szemben a peptid szinten torténd disitas sokkal eredményesebbnek bizonyult. A
legnagyobb dusitasi indexet fehérjék esetében a lektin affinitas alkalmazasaval nyertiik (x2,5),
mig a peptid szinten borsav affinitds alkalmazasaval 5,3-szoros dusulast tapasztaltunk.
Megjegyzem, hogy idealis esetben a glikopeptidek 100 %-a az utolsé frakcioban elualodik és
peptidek nincsenek jelen. A peptid szinten a lektin affinitds kromatografiaval nyert eredmények
csak kis mértékti dusulast eredményeztek (dusitasi index 1,9): nagyon sok glikopeptid elualodott
az els6é frakcioban, és sok peptid megkotédott az SPE oszlopon (ez ellentmondasban van a
varakozasokkal). Az erés anion cserés ¢és a borsavas dusitds modszerek is igéretesnek
bizonyultak (ddsitasi index 3,5, illetve 5,3). Mindkét esetben az utolso frakcio a glikopetidek
tobb, mint a felét tartalmazta, mig a peptidek csupan atlagosan 15%-at. Az erés anion csere kb.
négyszeres mértékll dusitast eredményezett. A legjobb eredmények fenilborsavas SPE

alkalmazasaval nyerhetdk: az utolsé frakcioban a glikopeptidek fele talalhato, és alig tartalmaz
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peptideket (10%). A modszer tovabbi optimalasaval, konkrétan a 2. és 3. frakcid kozotti hatar
jobb megvalasztasaval valosziniileg még jobb eredmények érhetdk el.

A dusitas mértékének meghatarozasan kiviil vizsgaltam tovabba, hogy a dusitas soran
ezekben az esetekben a glikozilacios mintazat hogyan valtozik meg. A 23. abran peptid szinten
torténd dusitas utan a haptoglobin fehérje glikozilacios mintazata lathato a legnagyobb mértékii
dusitast eredményez6 3. frakciokban. Megallapithatd, hogy a borsav affinitas és az anioncsere

hatasara az észlelt mintazat valtozasa nem szamottevd, mig a lektin affinitas soran a csak a BiS2
szerkezetii glikan kotdik meg.
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Azonositott glikanok

23. abra: Haptoglobin VVLHPNYSQVDIGLIK glikopeptid glikoziliciés mintizatinak véltozdsa az

alkalmazott harom dusitasi eljaras soran; a PBA — borsav affinitast, WGA — lektin affinitast, a PEAX —
anioncserét jelol.

Az eredményeket Osszefoglalva, megvizsgaltunk harom dusitasi eljarast mind peptid,
mind fehérje szinten. Az egyes frakciok glikopeptid tartalmat egy dusitasi indexszel jellemeztiik.
Az eredmények alapjan megallapitottuk, hogy a peptidek dusitasa hatékonyabb ¢és elénydsebb,
mintha ugyanezt a glikoproteinek szintjén végeznénk el. A legnagyobb mértékii dusitas 5,3-

szeres, mig fehérjéknél 2,5-szeres volt. A glikopeptidek dusitasara a borsav affinitas alapjan

miikodd SPE oszlop alkalmazasa a legeredményesebb.
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5.8 A helyspecifikus glikozilaciés mintazat alkalmazasa orvosi-
diagnosztikai feladat megolddsadra: AGP glikozilacidjanak

valtozasa atherosclerosis esetén

Doktori munkam utolsé részében a glikozilacidos mintazat meghatarozasara kidolgozott
modszeriinket egy fontos orvos-diagnosztikai feladat megoldasara hasznaltuk. Azt feltételeztiik,
hogy a vérplazma molekularis mintazata, ill. az ebben bekdvetkezd valtozas jellemezheti az
egyes betegségeket (pato-fiziologai folyamatokat). Ezért fontos kutatdsi irany az Uj
,biomarkerek” keresése. Foleg technologiai okokbol ezek a biomarkerek legtobbszor
nukleinsavak (DNS, RNS), fehérjék vagy metabolitok jellemzésén alapulnak. Mivel a
glikozilaciot ezektdl jelentésen eltéré mechanizmusok szabalyozzak, feltételeztik, hogy a
glikozilaci6 ismerete fontos tovabbi informaciot szolgaltathat egyes betegségek jellemzésére,
melynek klinikai-diagnoszikai jelentdsége is lehet. Spanyol egytittmiikddés keretében egy fontos
népbetegség, az atherosclerosist vizsgaltuk.

Az irodalomban el6szor 2011-ben jelent meg tanulmany az AGP és az atherosclerosis
kapcsolatarol [132]. A vizsgalat soran kapillaris zonaelektroforézis segitségével 13 intakt AGP
izoforma mennyiségi valtozasait kovették egészséges és betegektl szarmazd vérmintak
felhasznalasaval. A kapott eredményeket statisztikai analizisnek vetették ala, melynek
eredményei ugyan az orvosi probléma megoldasara nem voltak elegendéek, de biztatoak voltak.
A tanulmany azonban csak az intakt AGP néhany (13) izoformjaval foglalkozik, a helyspecifikus
glikozilaciés mintazatokat nem vizsgaltak. Ezért a spanyol-magyar ko6zds projectben
megvizsgaltuk az AGP helyspecifikus glikozilacios mintazatat egészséges, atherosclerosisban és
aneurizmaban szenvedd betegekt6l szarmazé mintakban. Célunk volt annak kideritése, hogy az
AGP biomarkerként alkalmazhato-e atherosclerosisos megbetegedések esetén. A biomarker
kutatasban mindig nehéz annak eldontése, hogy a megtalalt biomarker mennyire specifikus az
adott betegségre vagy — rossz esetben — csak egy olyan biomarkert sikeriilt azonositani, amely az
altalanos rossz egészségiigyi allapotra jellemz6 (pl. azt mutatja, hogy valaki hetekig az agyban
fekiidt, vagy csak azt, hogy gyulladasos folyamat van a szervezetében). Ezért nagyon fontos a
megfeleld kontroll csoportok kivalasztasa, azaz az egészséges csoport mellett sziikséges egy
masik érbetegségben szenvedé csoport kivalasztasa is. Jelen esetben az egyiittmiikodd orvos
kollégék valasztasa az aneurizmara esett (részletek a 31. oldalon talalhatok). Osszesen 28, harom
csoportba tartozo, izolalt AGP mintat vizsgaltunk. A mintdk eloszlasa a kovetkezd volt: 9

egészséges, 10 atherosclerosisban szenvedd beteg €s 9 aneurizmas (pozitiv kontroll).
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Az elvégzett munkafolyamat a 24. abran lathato:

vérplazma ‘
I

|

| izolalas |
|

| intakt AGP |

|

I
triptikus proteolizis ’

|
‘ peptid, glikopeptid keverék ‘
|

| UHPLC-MS(/MS) mérések |
1

hely-specifikus glikozilaciés
mintazat meghatarozasa
|

| statisztikai értékelés |

24, dbra: A vizsgalatok munkafolyamata

Az elsé 1épés az AGP izolalasa vérplazmabol, amit a spanyol egylittmiik6dd partnerek
végeztek [132]. Az igy izolalt AGP mintak helyspecifikus glikozilaciés mintazatanak
meghatarozasara az el6z6 fejezetben ismertetett modszert alkalmaztuk: a mintakat el6szor
tripszines emésztésnek vetettiik ala a 34. oldalon ismertetett moédon. Az AGP legintenzivebb
glikopeptidjeinek szerkezeti azonositasat a f6 komponensek adatfiiggd nanoUHPLC-MS/MS
mérésekkel végeztiik, amelyeket a mar ismertetett GlycoMiner segitségével értékeltiink ki. Igy
nyertiik a mintdban eléfordulé glikopeptidek aminosav szekvencidjat és retencids idejét. Ezt
kovetden minden egyes mintat megvizsgaltunk nanoUHPLC-MS-sel. A nanoLC-MS mérési
adatok és a nanoLC-MS/MS-sel meghatarozott aminosav szekvencidk ¢és retencios idék alapjan
meghataroztuk az egyes mintakban jelen 1évé AGP helyspecifikus glikozilacidos mintazatat az
el6z6 fejezetben ismertetett modon (GlycoPattern program segitségével). Peptidenként (9 peptid)
negyvennégy glikoformot, azaz 9sszesen 396 glikopeptidet kerestiink,. Ebbél a nanoUHPLC-MS
mérések soran pontos tomeg alapjan 156 glikopeptidet azonositottunk. Ezt kovetéen az &sszes
azonositott glikopeptidr6l MS/MS felvételt készitettiink. Az Osszesen azonositott 156
glikopeptidbdl 83-at sikeriilt MS/MS spektrumok alapjan is igazolni, a tobbi csucsnak nem volt
kell§ intenzitdasa a tandem tomegspektrometrias azonositashoz. A tandem tomegspektrumok
alapjan is azonositott glikopeptideket az 5. tablazat tartalmazza. Egy atherosclerosisban

szenvedd beteg esetén a helyspecifikus mintazat az 25. abran lathato.

67



5. Eredmények és értékelésiik

08 7
07
«
£ o6t
g o5
g T
E 041
2 1 i
= 03
3 i
uy
LA

5o o
IR

& o
o P E K
<

Glikanok

25. abran: Egy atheroscle n szenved6 beteg vérébol izolalt AGP helyspecifikus glikozilaciés mintazata.
(a kiilonboz6 szinek a Kiilonbozé glikozilacios helyeket jelolik)

A fenti analitikai modszer reprodukalhatosagat kereskedelmi AGP mintakon vizsgaltuk,
figyelembe véve a proteolizis, a tomegspektrometrids mérés ¢s a kiértékelésbol adodo hibakat is.
Osszesen 9 kereskedelmi AGP mintat vizsgaltunk. Az AGP proteolizise ugyanazon a napon
tortént. A nanoLC-MS mérések alapjan meghatarozott 128 glikopeptid mintazata 12% atlagos
szOrast mutatott. Amennyiben a kis intenzitasu (<100 cps) glikopeptideket kihagyjuk, az atlagos
szoras kisebb, mint 7%.

A 28 minta vizsgalata utan a mérési adatokat statisztikai elemzésnek vetettiik ala. Az
egyes csoportok megkiilonbozetésére linedris diszkriminancia analizist végeztiink a Statistica
szamitogépes programcsomag segitségével. A betanitohalmaz az Osszes mérési eredményt
tartalmazta, tehat 28 esetbdl (mintak) és 128 valtozobol (azonositott glikopeptidek) allt. Az
osztalyozds eredményeit egy-elem-kihagyasos keresztellendrzéssel (cross validation)
ellendriztiik. Az elsé osztalyozas atlagosan 96%-ban helyes osztalyba sorolta be a
betanitohalmaz elemeit (26. abra). A keresztellenrzott eredmények 89%-a helyes besorolasi
arannyal rendelkezik. Az egyes csoportok megkiilonboztetése nagyon jo (egészséges 89%,
atherosclerosis 80%, aneurizma 100%). Itt szeretném hangstilyozni, hogy nemcsak az egészséges
¢és beteg, hanem az atherosclerosis és az aneurizma csoportok kozott is képes a modszer
kiilonbséget tenni. Vizsgalataink soran az aneurizma csoportot pozitiv kontrollként hasznaltuk,
amely a vizsgalat specifikussaganak novelését szolgalja. Véleményiink szerint az, hogy a két

beteg csoport egymastol megkiilonboztetheté sokkal fontosabb eredmény, mint 6nmagéaban az a
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tény, hogy a beteg és az egészséges csoportokat meg tudtuk egymastél kiilonboztetni. Ez arra
utal, hogy a glikozilacios mintazat specifikus a betegségek megkiilonboztetésére. Ez a vizsgalat
specifikussaganak a novelését szolgalja. A modszer érzékenysége atherosclerosisra nézve 80%,
specificitdsa 94%. A statisztikai értékelés eredményei azt jelzik, hogy az AGP helyspecifikus
glikozilacidjanak valtozasa potencialis biomarker atherosclerosis esetén.
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26. abra: AGP mintak linedris diszkriminancia analizise: piros rombusz — aneurizma, z6ld négyzet—
atherosclerosis, lila hairomszog- egészséges

Végiil az eredményeinket dsszehasonlitottuk az irodalomban Angel Puerta és munkatarsai
altal kozolt eredményekkel [132]. Puerta és munkatarsai osszesen 13 intakt AGP izoformat
kiilonboztettek meg 28 mintdban; vizsgalatuk helyspecitikus glikozilaciéra nem tért ki.
Statisztikai analizis alapjan a mddszeriik atherosclerosis esetén 33.3% érzékenyéggel és 73.7%
szenzitivitassal jellemezhetd (keresztellendrzott értékek). A jelen dolgozatban leirt
helyspecifikus glikozilacios adatok statisztikai analizise alapjan a moédszer lényegesen jobb
szenzitivitassal rendelkezik (80%, illetve 94%). Ez alapjan kijelenthetd, hogy az AGP
helyspecifikus glikozilacidjanak vizsgalata elénydsebb az intakt AGP izoformok vizsgalatanal,

vagyis atherosclerosis esetén ez jobb biomarker jelolt.
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5. tablazat: Azonositott glikopeptidek; +++ az MS/MS azonositott intenziv glikopeptid, ++ MS azonositott,
késébb MS/MS igazolt glikopeptid, + MS azonositott, - nem azonositott
Glikozilacids hely

Glikéanok
(in silico) N103

Bi + - + - -
BiF1 - - - - -
BiS1 +++ +++ ++ + -
BiS1F1 - + + + -
BiS2 +++ +++ +++ ++ +++
BiS2F1 - +++ + + -
Tri - - - - -
TriFl - - - - -
TriS1 +++ ++ ++ ++ +
TriS1F1 ++ + - - -
TriS2 +++ +++ +++ +++ +++
TriS2F1 ++4+ +++ ++ +++ ++
TriS3 +++ +++ +++ +++ +++
TriS3F1 +++ +++ ++ +++ +++
Tetra - - - - -
TetraF1l - - - - -
TetraS1 ++ - ++ ++ -
TetraS1F1 - - - + -
TetraS2 ++ - +++ +++ ++
TetraS2F1 + - ++ ++ ++
TetraS3 ++ - + +++ +++
TetraS3F1 ++ - + + +++
TetraS4 ++ - + +++ +++
TetraS4F1 - - + + +++
Penta - - - - -
PentaF1 - - - - -
PentaS1 - - - + -
PentaS1F1 - - - - -
PentaS2 - - - ++ -
PentaS2F1 - - - - -
PentaS3 + - + + ++
PentaS3F1 - - - + -
PentaS4 - - - + ++
PentaS4F1 - - - + +
Hexa - - - - -
HexaF1 - - - - ++
HexaS1 - - - - -
HexaS1F1 - - - - -
HexaS2 - - - - -
HexaS2F1 - - - - -
HexaS3 - - - - ++
HexaS3F1 - - - - -
HexaS4 - - - - ++
HexaS4F1 - - - - -
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Az eredményeket Osszefoglalva az AGP helyspecifikus glikozilaciés mintazatanak
vizsgalataval az atherosclerosisos megbetegedés elérejelzésére egy igen jo, 89%-os predikcios
mutatoval rendelkezd biomarkert talaltunk. Ez alatdmasztja, hogy az altalunk kidolgozott minta-
elékészitési és analitikai modszerek, valamint a GlycoMiner program alkalmazasanak nemcsak
elméleti, hanem komoly gyakorlati jelent6sége is van. Segitségiikkel kis mennyiségli
fehérjemintabol is (AGP esetén 10-20 pmol) lehetéség van a kiilonbozé glikopeptidek
azonositasara, és a glikozilacios mintazat kiilonbségeinek meghatarozasara. A glikopeptid
mintazat sok esetben alkalmas arra, hogy egészséges ¢és beteg csoportok, valamint pozitiv
kontrollcsoportok kozott kiilonbséget tudjunk tenni, azaz kiilonbdz6 patologias allapotokat elére
tudjunk jelezni. A kezdeti, igen pozitiv vizsgalati eredményeink alapjan az Orszagos
Kardiologiai Kozponttal egyiittmiikodésben a kutatas folytatasat tervezziik. Célunk a kezdeti
eredmények jelentGsen nagyobb betegszam esetén torténd igazolasa (validalasa). Ezt kovetden a

modszer szlirdvizsgalatként torténd bevezetése is elképzelheto.
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6 Osszefoglalas

Doktori munkdm soran helyspecifikus N-glikozilaciés mintdzat meghatdrozasara
alkalmas modszert dolgoztam ki és alkalmaztam kiilonb6z6 orvosi-diagnosztikai és analitikai
problémak megoldasara. A kidolgozott modszert atherosclerosis glikozilaciés biomarkerek,
valamint vérplazma fehérjék glikozilacidos mintazatanak meghatarozasara hasznaltam, amelyet
kozvetleniil albumin depletalt plazmabol mértink. Kidolgoztam tovabba a glikoproteinek
dusitasanak jellemzésére alkalmas mérészamokat és vizsgaltam a glikozilacios mintazat dusitas
kozben bekovetkezd valtozasat. Az elért tudomanyos eredményeket az alabbiakban foglalom

Ossze:

1) Kidolgoztam egy nano-UHPLC-MS(/MS) alapti munkafolyamatot, amely alkalmas
glikoproteinek helyspecifikus glikozilaciéjanak meghatarozasara. A modszer legnagyobb
elénye, hogy i) nem csak izolalt glikoproteinek, hanem glikoprotein keverékek
vizsgalatara is alkalmas, ii) kellden érzékeny kis mintamennyiségek vizsgalatara (1-10
pmol), igy tényleges biologiai mintdk vizsgalatira hasznalhato, iii) nagy
ateresztOképességli (azaz tobb szdz minta vizsgalatara is alkalmazhato). A
munkafolyamat tobb — egymasra épiild — mérési folyamat és értékelés elvégzésén alapul.
Tandem tomegspektrometrids mérést végeztem a mintaban talalhato fehérjék
azonositasara (ezaltal szekvencia informaciokat nyertem), glikoproteinek glikozilacids
helyeinek, vagyis a mintaban talalhato glikopeptidek aminosav szekvencidjanak
meghatarozasara ¢és normal tomegspektrometriai mérés segitségével nyertem a
glikopeptidek pontos aranyat.

2) Kidolgoztam egy olyan szamitogépes algoritmust és programot (GlycoPattern), amely az
azonositott aminosav szekvencidk és retencios id6k alapjan in silico Osszedllitja az
elméletben lehetséges glikopeptidek listajat. Ezt a program a kromatogramban jelen 1év6
glikopeptidek relativ intenzitdsaranyanak meghatdrozasara hasznalja fel. Az élpozitiv
talalatok szamat izotopeloszlas ¢és kromatografias paramétercken alapuld sziirék
alkalmazasaval csokkentettem. A meghatdrozott intenzitdsok a mintdban 1évo
glikoproteinek helyspecifikus glikozilacids mintazatat adjak.

3) A glikopeptidek szerkezetének ill. Osszetételének tandem tomegspektrumuk alapjan
torténd azonositasara algoritmust és szamitogépes programot fejlesztettem ki

(GlycoMiner). A tesztek alapjan a program jol hasznalhato a glikopeptidek azonositasara,
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4)

5)

6)

mivel a GlycoMiner mindéssze 0,1% alpozitiv és 0,1% alnegativ hibaval dolgozik, és
zajos spektrumok esetében is jol hasznalhato. A GlycoMiner 100% pontossaggal
hatdrozza meg a szerkezeteket azokban az esetekben, amelyekben a manualis kiértékelés
is lehetséges. A program az MTA TTK SZKI honlapjarél ingyenesen -elérhetd

(http://www.chemres.hu/ms/glycominer). A dolgozat megirasaig tobb mint 150

felhasznalo toltotte le.

A kidolgozott algoritmust és munkafolyamatot alkalmaztam glikoprotein standardok és
vérplazma glikoproteinek glikozilaciés mintazatanak meghatarozasara. Modszeriink az
els6, amely a glikozilacios mintazat meghatarozasakor figyelembe veszi nemcsak az
izotopeloszlast, de a forditott fazisu kromatografiabol nyerhetd Osszes informaciot
(retencios id6 és kromatografias csucs szélessége). A moddszer nem igényel izolalt
fehérjéket, keverékek vizsgalatara is alkalmas. A modszer alkalmazhatosagat
vérplazmabol izolalt fehérjék, pl. a haptoglobin, AGP glikozilaciéos mintazatanak
meghatarozasaval bizonyitottam.

Doktori munkdm sordn megvizsgaltam harom kiilénboz6 dusitasi eljarast (fenilborsav
affinitast, buzacsira agglutinin lektin affinitast és anioncserés modszereket) mind peptid,
mind fehérje szinten. Az egyes frakciok glikopeptid tartalmanak jellemzésére egy dusitasi
indexet dolgoztam ki ¢és alkalmaztam mindhdrom dusitdsi modszer frakciodira.
Megallapitottam, hogy a peptidek disitasa elonydsebb az alkalmazott protokollok esetén,
valamint a harom vizsgalt modszer koziil borsav affinitds a legjobb glikopeptidek
dusitasara.

A kidolgozott algoritmust alkalmaztam atherosclerosis biomarkerek meghatarozasara.
Munkam soran egészséges, valamint atherosclerosisban szenvedé betegek esetében
meghataroztam az AGP helyspecifikus glikozilaciés mintazatat. Pozitiv kontrollként
aneurizmaban szenvedd betegek glikozilacios mintazatat hasznaltam. Megallapitottam,
hogy az AGP helyspecifikus glikozilacids mintazatanak vizsgalataval egy igen jo, 89%-
os predikcios mutatoval rendelkezé potencialis biomarkert azonositottam, amely
alkalmas az atherosclerosisos megbetegedés elérejelzésére. Ez alatamasztja, hogy az
altalam kidolgozott minta-el6készitési és analitikai modszerek, valamint a GlycoMiner
program alkalmazasanak nemcsak elméleti, hanem komoly gyakorlati jelentésége is van.
Segitségiikkel kis mennyiségii fehérjemintabol (pl. 10 pmol AGP esetén) is lehet6ség van
kiilonb6zé glikopeptidek azonositasara, és a glikozilaciés mintazat kiilonbségeinek

meghatarozasara. A glikopeptid mintazat sok esetben alkalmas arra, hogy egészséges ¢s
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beteg csoportok, valamint pozitiv kontrollcsoportok kozott kiilonbséget tudjunk tenni,

azaz kiillonb6z6 patologias allapotokat elére tudjunk jelezni.
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7 Summary

Glycosylation is one of the most frequent post-translational modifications of proteins. Its
analysis is very difficult, the lack of suitable analytical methodologies form a bottleneck for
understanding glycochemistry and glycobiology. This prompted us to develop an integrated
workflow for glycosylation analysis, which is capable to efficiently determine N-glycosylation
patterns.

The developed workflow starts with proteolytic sample digestion resulting in
glycopeptides, which are subsequently analyzed. Glycopeptides retain information on the
glycosylation site (so both the protein and the respective glycosylation site may be determined).
Analysis is based on a combined use of LC-MS and LC-MS/MS analysis, integrated with
software-based data evaluation. A major advantage using glycopeptide analysis is that
glycoprotein mixtures can also be analyzed — which simplifies the required sample preparation
enormously. The key, novel aspect of the workflow presented is automatic spectra evaluation. To
identify glycopeptide structures based on tandem mass spectra we have developed the algorithm
and software named GlycoMiner. This works automatically (does not require manual control)
and has a very low false positive and false negative rate (both 0.1%). To analyze glycosylation
patterns automatically, we have developed another software (GlycoPattern). This works in
conjunction with GlycoMiner. Beside quantitation, it is capable of identifying minor glycoforms,
although with less reliability (5 %).

We have applied the developed workflow to analyze various glycosylation-related
problems. It was shown that the protocol can identify glycosylation patterns of glycoproteins in
complex mixtures (blood plasma); and can be used to monitor changes in glycosylation of
therapeutic antibodies. We have compared various enrichment methodologies, and compared
their efficiencies. Probably most important, that we have analyzed the glycosylation pattern of a
number of AGP samples, isolated from the sera of healthy individuals and patients suffering
from atherosclerosis and aneurism. Statistical analysis showed significant differences among the
glycosylation patterns characteristic for each of the subject groups. Cross-validation showed
89% predictive power for identifying atherosclerosis. The glycosylation pattern of AGP is
therefore a very promising biomarker candidate.

The developed workflow and the accompanying software is therefore a promising new
tool in glycobiology. Preliminary results indicate that it can be used advantageously in several

new directions.
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