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1. BEVEZETES ES IRODALMI ATTEKINTES

1.1 Az O-glikozildcio, mint poszttranszliaciés modositas

Az életfolyamatok komplexitasat tobbek kozott a fehérjék poszttranszlacios modositasai (PTM)
teszik lehetévé olyan modon, hogy befolyasoljak és/vagy kontrollaljak a fehérjék biologiai
funkciodit, lokalizacidjat, kolcsonhatasait, élettartamat. Az egyik leggyakoribb PTM a
glikozilacid, ami kiilonb6z6é modositasok gylijtoneve. Attdl fiiggden, hogy milyen atomon
keresztiil kapcsolodik a glikan a fehérjéhez, kiillonb6zo tipusokat kiilonboztetiink meg. Az N-,
illetve az O-glikozilacio a leggyakoribb (1. abra), mig a C- és az S-glikozilacio a ritkabb PTM-
ek kozé tartozik [Varki, 2015; Vliegenthart, 1998; Maynard, 2016]. A sejten beliili iranyito
funkcidt betoltdé GlcNAc modositason kiviil a glikozilacids folyamatok az endoplazmatikus
retikulumban és a Golgi-késziilékben jatszodnak le, és igy csak a sejten kiviilre kertilé fehérjéket
vagy fehérje-részeket érintik. Ebbdl a szempontbdl ,sejten kiviilinek” tekintjiik bizonyos
sejtszervecskék (ER, Golgi-késziilék, lizoszomak) belsé kompartmentumat is. Az N-glikdnok
esetében a cukor a fehérjéhez egy Asn oldallancon keresztiil kapcsolodik. A transzlacio
folyaman egy GlcNAc2MangGlcs szerkezet keriil a preferalt, azaz konszenzus szekvenciaban
1év6 aminosavra: Asn-Xxx-Ser/Thr(/Cys), ahol Xxx nem lehet Pro. Ez az oligoszacharid a
Golgi-késziiléken athaladva mindig komplex atalakulason megy keresztiil, de a GIcNAc2Mans
alapszerkezet (1. abra) egységes az él6vilagban. Az O-glikanok a fehérjékhez leggyakrabban Ser
¢s Thr aminosavak oldallancain keresztiil kapcsolddnak, de Tyr modositasat is detektaltdk mar
[Varki, 2015; Halim, 2011; Steentoft, 2011; Trinidad, 2013], és ismert a hidroxi-lizin (Hyl)
glikozilacidja is [Sricholpech, 2012]. A fehérjéhez kozvetleniil kapcsolodé monoszacharid
tobbféle lehet (Fuc, Gal (kollagén Hyl glikozilacio), Glc, GaINAc, GIcNAc, Man és Xyl), erre
éplilhetnek a Golgi-késziilékben kiillonbozé méreti és komplexitasu cukorszerkezetek [Varki,
2015].

N-glikozilacié
A
s R

e A ~ Egységes mag

%%; . o NXST
HN-— ST —~—_ N-X-S/T

1. abra A két leggyakoribb glikozilacio tipus: az N-, illetve az O-glikozilacio.
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1.1.1 A mucin tipusu O-glikozildcio

A mucin tipusu O-glikozilacié a leggyakoribb O-glikozilacids altipus emldsokben, igy az
emberben is. A szintézis kezdeti 1épéséért felelés GalNAc-transzferaznak tobb mint 20
kiilonb6z6 izoformaja ismert, amelyek feladata a GalNAc hozzakapcsolasa a fehérje Ser, Thr
esetleg Tyr oldallancaihoz [Varki, 2015]. A GalNAc-transzferazok nagy szamabol és bizonyos
esetekben atfedd, de eléggé definidlatlan szubsztrat-specificitasabol [Gill, 2011] kovetkezik,
hogy a mucin tipusit O-glikozilacionak nincsen szorosabb értelemben vett konszenzus
szekvenciaja, habar bizonyos tendenciak megfigyelhetok. Példaul a Thr modositas gyakoribb,
mint a Ser glikozilacioja [Darula, 2012], és csak néhany Tyr médositast jelentettek idaig [Halim,
2011; Steentoft, 2011]. Az O-glikozilalt szekvencia régiokban a Pro és kisebb mértékben a Ser,
Thr, Ala és Gly aminosavak feliilreprezentaltak [Wilson, 1991; Thanka Christlet, 2001].

A glikanok sokszinlisége, igy értelemszerlien az O-glikanoké is, a fehérjékhez ¢és a
nukleinsavakhoz képest hatalmas. Mig a nukleinsavak és a fehérjék linearis polimerek, amelyek
monomerjei egy sablon alapjan kapcsolodnak egymashoz (DNS esetében a sablon maga a DNS,
mig fehérjék esetében a DNS-r6l atirddo mRNS), addig a glikanok szintéziséhez ilyen sablon
nem all rendelkezésre [Varki, 2015]. Tovabba a fehérjék és a nukleinsavak monomerjeit egyfajta
kémiai kotéstipus (fehérjék esetében a peptidkdtés, mig a nukleinsavaknal a foszfodiészter kotés)
egy adott térallasban kapcsolja 6ssze. A monoszacharidok ezzel ellentétben o vagy B helyzetii
glikozidos kotéssel kapcsolodhatnak egymashoz, és nem csak lineéris, de elagaz6 struktarakat
is alkothatnak. A komplexitast tovabb noveli, hogy egy adott monoszacharidnak tobb
kapcsolodasra alkalmas pozicidja van, példaul a hex6zoknak 6t hidroxil-csoportja kapcsolddhat
mas cukrokhoz, illetve ezeket a hidroxilokat modosithatjak kiilonb6z6 kémiai csoportok (acetil-
csoport, szulfat, foszfat stb.). Szerencsére egy-egy organizmus az eddig megismert
monoszacharid épitdegységeknek csak egy részhalmazat hasznositja és a beldliik képzddd
glikanstruktirak szamossaga sem kozeliti meg az elméleti maximumot a glikdnok szintézisében
résztvevo enzimek specificitasa miatt [Varki, 2015]. A leggyakrabban el6fordulo monoszacharid
tipusok a kovetkezOk: pentozok (6t szénatomos, semleges cukrok, pl.: D-xil6z), hexoézok (hat
szénatomos, semleges cukrok, pl.: D-galaktoz), hexdzaminok (hexdézok, amelyek 2-es
szénatomja egy amino csoporttal modositott, ez az aminocsoport lehet modositatlan, de
leggyakrabban acetilalt, pl.: N-acetil-D-galaktozamin), 6-deoxihexozok (pl.: L-fukéz),
uronsavak (hexézok, amelyek a 6-os pozicioban karboxilaltak, pl.: D-gliikuronsav (GICA)),
nonuloszon savak (9 szénatomos, savas cukrok, amelyek koziil gerincesekben a leggyakoribb
az N-acetil-neuraminsav (NeuAc)) [Varki, 2015]. A fent emlitett cukorcsaladok tagjai izomer

szerkezetek, és ez a tény még nehezebbé teszi a glikanok analizisét. A cukorszerkezetek optikai
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izomériat is mutatnak. Az é161ények csak az tin. D-konfiguraciot hasznositjak, kivétel az L-Fuc.
Az emberi szervezet a kovetkezd alkotorészekbdl épitkezik: Gal, Glc, Man, GalNAc, GIcNAc,
Fuc, NeuAc, GIcA és Xyl.
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2. abra A mucin tipust O-glikdnok nyolc alapvaza.

A mucin tipusi O-glikdnokban a Gal, GaINAc GIcNAc, Fuc és NeuAc monoszacharidok
fordulhatnak el6. Nyolc alapvazat kiilonboztetiink meg (2. abra) [Varki, 2015]. A kozvetleniil a
fehérjéhez o térallasban k6t6dé GalNAc-hoz a Golgi-késziilékben egy Gal B1-3 pozicidban

torténd hozzakapcsolasaval alakul ki az 1-es alapvaz (3. abra).

Gal(b1,3)
16 _0—3% GlcNAc(b1,6)
HO O H
O L-Ser
& ~y
NH
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H,C 0
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3. abra A mucin tipusu O-glikozilaci6 iniciator monoszacharidja, a GaINAc, egy a glikozidos kdtéssel
kapcsolodik a fehérjéhez — itt egy Ser oldallancahoz. A monoszacharidhoz tovabbi cukoregységek a 3-
as és a 6-0s pozicioban 1évé hidroxilcsoportokon keresztiil kapcsolodhatnak.



Az iniciator GalNAc, és a Gal(B1,3)GalNAc diszacharid is immunogén (Tn- és T-antigén). Ezen
kisebb, “befejezetlen” struktirdk szamanak megnovekedése a fehérjéken daganatos
folyamatokkal hozhatd Osszefiiggésbe [Varki, 2015; Gill, 2011]. A legegyszer(ibb, 1-es
alapvazat tartalmazo cukorszerkezet a Gal neuraminsavval torténé modositasaval keletkezik
(NeuAc(a2,3)Gal(B1,3)GalNAc). Gyakori az 1-es tipusu tetraszacharid is, amikor a GalNAc-
hoz is kapcsolodik NeuAc a2,6 kotésben (A szialil-GalNAc szerkezet onmagaban szintén
antigén, ¢s eléfordulasat daganatos betegségekhez kotik [Munkley, 2016]). Az l-es tipusu
diszialo szerkezetet Tyr modositasként is azonositottak [Halim, 2011]. A 2-es alapvaz az 1-es
alapvazbol keletkezik tigy, hogy a GaINAc-hoz még egy GlcNAc is kapcsolodik 1,6 pozicidban
(2. és 3. abra). A 2-es alapvaz is zarodhat NeuAc-cal, illetve hosszabbitodhat N-acetil-
laktozamin (Gal(B1,4)GIcNAC) egységekkel és kiillonboz6 vércsoport-antigénekkel is (4. abra)
[Varki, 2015; Jin, 2017; Rossez, 2012]. Ez a két alapvaz fordul el6 a leggyakrabban. Példaul a
szérum O-gliké&njainak nagyjabol 80%-a NeuAci-2GalGalNAc és
NeuAcGalGIcNAc(NeuAcGal)GalNAc szerkezet, azaz mucin-tipust 1-es és 2-es szerkezetek
[Yabu, 2014]. A 3-as és 4-es alapvazak ritkabbak, példaul a 1€gz6 és az emésztérendszer
bizonyos szoveteiben fordulnak el6 [Varki, 2015]. A fennmaradé alapvazak (alapvaz 5-8) ritkak
¢és csak specialis mintakbol lettek azonositva [Varki, 2015]. Kovalens moddositasok is
eléfordulnak a mucin tipusa O-glikanokon, mint példaul a szialsavak O-acetilacidja [Varki,
2015; Halim, 2011; Darula, 2019], a Gal és a GIcNAc szulfatalasa [Varki, 2015; Solecka, 2016;
Pap, 2020].

O
N ;D+ o> O»
R

R R
H antigén A antigén B antigén
O vércsoport A vércsoport B vércsoport

4. abra Az ABO vércsoport antigének szerkezete.

A mucin tipusti O-glikanok szerepét tobb bioldgiai folyamatban is igazoltak mar: patogénekkel
val¢ interakcio [Ricciuto, 2008; Guzman-Aranguez, 2010], sejtadhézio [Lasky, 1992; Pan, 2014;
Kariya, 2014], illetve proteolitikus folyamatok szabalyozasa [Pan, 2014; Peng, 2011;
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Leuenberger, 2003; Goth, 2015; Goth, 2017]. Az O-glikozilaciés mintazat megvaltozasat, a
korabban emlitett daganatos folyamatokon kiviil, tobb mas betegséggel is kapcsolatba hoztak.
Példaul az IgA1 molekula hibas O-glikozilaciojat kozolték IgA nefropatiaban és Henoch-

Schonlein purpura nefritiszben szenveddk esetében is [Allen, 1998].

1.1.2 Makro- és mikroheterogenitas

A kiilonbozé PTM-ekre altaldban bizonyos foku heterogenitds jellemz6. Ez alél az O-
glikozilacid sem kivétel. Makroheterogenitason azt értjik, hogy egy fehérje ismert O-
glikozilaciés helyei milyen mértékben modositottak valamilyen O-glikannal. Azaz eléfordul-e,

hogy egy adott Thr/Ser a fehérjepopulacio egy részében szabadon marad.

Egy adott glikozilacios hely kiilonféle oligoszacharidokkal lehet modositva. Azt, hogy egy adott
Ser vagy Thr hany kiilonb6z6 glikoformaban van jelen mikroheterogenitasként definialjuk. Az
irodalom alapjan nincs nagy valtozatossag ebben a tekintetben [Trinidad, 2013; Medzihradszky,
2015 (A); Medzihradszky, 2015 (B)], habar a gyomor nyalkahartyajaban talalhato mucinok O-
glikan analizise soran [Jin, 2017; Rossez, 2012] ennek pont az ellentéte latszodott beigazolodni.
A kétféle heterogenitas jellemzése Osszefiigg, ¢és komplex feladat, hiszen nemcsak azt kell
megallapitani, hogy egy adott glikozilaciés hely moédositott-e és ha igen, hany kiilonféle
szerkezettel, hanem azt is, hogy ezek az individualis glikoformak mennyiségileg hogyan
oszlanak meg, és hogyan kombinalédnak egy hosszabb peptiden, és végiil a teljes fehérjén. A
dolgozatban bemutatott eredmények (4. fejezet) az O-glikozilacids helyek azonositdsara, és az
azonositott O-glikopeptidek mikroheterogenitasanak jellemzésére iranyult. A fehérjék

makroheterogenitdsat nem tanulmanyoztuk.

1.2 Glikopeptidek analizise: Torténeti attekintés

Mar a XX. szazad elején jelentds volt a szénhidratok kémidjaval, metabolizmusaval kapcsolatos
kutatas. Bioldgiai jelentOségiiket, azon tul, hogy energiaforrasnak tekinthetdk, azonban csak
joval késobb kezdték felismerni, habar a mucinokat, a nyalkahartyainkat burkold/védd erdsen
O-glikozilalt fehérjéket kb. 150 évvel ezeldtt fedezték fel [Varki, 2015] és az N-glikozilaciot is
leirtak az ovalbumin bioanalitikai jellemzése soran [Conchie, 1969]. A kémiai és bioanalitikai
modszerek fejlodésével kb. a szazad kozepén kezdett tudasunk gyarapodni a kiilonb6zo
glikokonjugatumokrol, kozottiik a glikoproteinekrdl is. A kutatdsnak ebben a fazisaban a
szénhidratokat és a fehérjéket kiilon tanulméanyoztik, és ezt a megkdzelités ma is alkalmazzak.
Az oligoszacharidokat eleinte kémiai modszerekkel szabaditottdk fel, de az N-glikdnok

eltavolitasara, hamarosan taldltak egy univerzalis enzimet, a peptid-N-glikoziddz F-et
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(PNGaseF) [Makino, 1966]. Az enzim az N-glikan legbelsé GIcNAc egysége és a fehérje
aszparagin aminosava koOzott hasitja el az N-glikozidos kotést, igy az egész N-glikan
eltavolithat6. Az O-glikanok intakt modon torténd enzimatikus eltdvolitdsara nincsen lehetdség.
Tobb enzim egylittes €s szekvencialis alkalmazasa sziikséges ahhoz, hogy elérjiik azt, amit az
N-glikanok esetében egyetlen enzimmel sikeriilt. Ugyanakkor a Ser és Thr modositasok
érzékenyek a magas pH-ra, igy eltavolithatoak B-eliminéacioval. Tehat, ha célunk a jelenlévo O-
glikdnok Osszességének megismerése, akkor legcélszeriibb a glikopeptideket luggal (0,1 M
NaOH) kezelni, és a szabad glikanokat azonnal, a hasitassal egyidében redukalni (NaBHs), hogy
az egyes alegységek elvesztését (peeling) megel6zziikk [Carlson, 1968]. A marha fetuint
modositd mucin tipust core 1 és core 2 szerkezetek pontos jellemzéséhez sziikség volt a bazissal
felszabaditott glikanok tobb 1épéses kémiai analizisére és az izolalt glikopeptidek szekvencialis
enzimatikus hasitara is [Spiro, 1974; Edge, 1987]. Késébb komplex NMR vizsgalatok vették at
a hosszadalmas kémiai és enzimatikus vizsgalatok szerepét [Pollex-Kriiger, 1993; Manzi, 2000],
¢s a glikozilaci6 enzim-rendszerének egyre tobb komponensét azonositottdk ¢€s jellemezték
[Sukeno, 1972; Powell, 1974; Schwyzer, 1977; Beyer, 1979; Kuhns, 1993; Kuhns, 1995; Wang,
1992; Wen, 1992].

Manapsag a glikan-populécio vizsgalatara tobbféle modszer 1étezik. A redukald véget megfeleld
hidrofob és/vagy kromofor vegyiilettel derivatizalva grafit- vagy akar forditott fazison is végzett
kromatografiaval frakcionalhatjuk az elegyet, vagy alkalmazhatunk kapillaris elektroforézist. A
detektalas tomegspektrometrias adatok alapjan, mig az azonositas retencids 1d6 sztenderdekkel
torténik. A kvantitativ meghatarozas pedig a megfelelé optikai modszerekkel is lehetséges. Az
eljarasok zomét N-glikozilacio jellemzésére fejlesztették ki. Itt azokat a tanulmanyokat emlitem
csak meg, amelyek fontosnak, hasznosnak bizonyultak az O-glikozilacid jellemzésére is.
Karlsson és mtsai. human nyalbol izolalt MUCS5B glikozilacidjat vizsgaltak. A lehasitott O-
glikanokat grafit-oszlopon kromatografiasan frakcionalva, negativ ionizacioval, on-line LC-MS"
(MS? és MS?) analizisnek vetették ala ioncsapdat hasznalva detektornak [Karlsson, 2004].
Hasonl6 médon jellemezték a gyomornyalka mucinjainak cukorszerkezeteit Jin és mtsai. [Jin,
2017]. Rossez ¢€s mtsai. szintén a gyomor nyalkahartya mucinjait vizsgaltak. Q-TOF
tomegspektrométert hasznaltak detektornak, pozitiv és negativ iizemmodban is, és off-line
frakcionalast, illetve NMR vizsgalatokat is végeztek [Rossez, 2012]. Yabu és mtsai. a human
szérum O-glikanjait analizaltak: az aminopiridinnel derivatizalt glikanokat szétvalasztottak
gyenge anioncseréld kromatografiat alkalmazva, majd az igy elvalasztott mintdkat tovabb
frakcionaltdk kétdimenziés kromatografidval (méret és hidrofobicitds szerint). A

tomegspektrometrias analizist egy 3D ioncsapdas késziilékkel végezték, illetve a felszabaditott
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¢és jelolt cukrokat neuraminidazzal és fukozidazzal is emésztették [Yabu, 2014]. Fontos
megemliteni, hogy a tomegspektrometria Onmagaban csak limitalt szerkezeti informéaciot
biztosit (1.5 fejezet), és a felsorolt analizisek soran csakis azért lehetséges ,,azonositani” a
komponenseket, mert korabban gondosan és alaposan jellemzett standard szerkezetek allnak
rendelkezésre. Ezeket tanulmédnyozva sikeriilt a megfelel6 elvalasztasi modszereket kidolgozni,

¢és rogziteni a szerkezeti valtozasok hatasat pl. az elucios sorrendre, a retencios idore.

A glikan-populéci6 analizise sok mindent elarul a mintaban levd fehérjék O-glikozilacidjarol.
Felfedezhetjiik pl., ha egy fiziologiai valtozas vagy betegség komolyan megvaltoztatja a
glikozilacidé folyamatat. Ugyanakkor egy 1ényeges informaciot elveszitiink: nem tudhatjuk meg,
mely fehérjék, mely poziciokban és milyen szerkezetekkel voltak modositva. Igy az is rejtve
marad, ha egy glikozilacidban bekovetkezett valtozas, amit egy betegség esetleg eldidézett, a
glikoproteinek Osszességét érinti-e, vagy csupan egyetlen vagy néhany fehérjét befolyasol.
Ugyanakkor, ha csupan néhany kis mennyiségben jelenlevé fehérje glikozilacidja modosul, azt
nem feltétlentlil vessziikk majd észre, ha az dsszes fehérje cukorszerkezeteit tanulmanyozzuk.

Emiatt fontos a glikopeptidek vizsgalata.

A tomegspektrometriat mar az elsd un. ,,1agy” ionizécios mddszerek (Fast Atom Bombardment,
Liquid Secondary lonization MS) megjelenésétdl alkalmaztak O-glikozilacio analizisére. Mind
a peptid- [Biemann, 1990], mind a glikan-fragmentacié [Domon, 1988] nevezéktana akkor
sziiletett. Azonban a mennyiségi kovetelmények és a technikai akadalyok miatt csak egyes
rekombinans vagy természetes fehérjék glikopeptid-frakcioit analizaltak ily modon, eleinte nagy
energiaju  CID analizissel, négy-szektoros tomegspektrométerekkel [Settineri, 1990;
Medzihradszky, 1990; Medzihradszky, 1996], majd ESI-MS/MS-sel: tobbek kozott Q-TOF
késziilékekkel [Chalkley, 2001] és off-line MALDI-TOF technikaval is [Huberty, 1993].
Komplex mintak nagy volumeni analizis¢hez a jelenlegi gyorsabb és pontosabb késziilékekre,

¢s ujfajta aktivalasi modszerekre is sziikség volt, amint azt az 1.5 fejezetben ismertetem.

1.3 Tomegspektrometriai alapok, fehérjeazonositas LC-MS/MS technikaval

A tomegspektrometrids analizis alapfeltétele a vizsgalni kivant anyag ionizaldsa és gazfazisba
juttatasa, amelyért a tomegspektrométer ionforrasa felel. A proteomikai analizisek soran az
electrospray ionizaciot (ESI) [Fenn, 1989] alkalmazzuk a leggyakrabban. Népszeriiségének oka,
hogy az ionforrassal a polaris molekulak jol ionizalhatok. Ellentétben a korabbi ionizacios
technikakkal (El, Cl), az ionizacids folyamat nem vakuumban torténik, és nem destruktiv, azaz

a minta komponensei az ionizacid folyamata sordn nem vagy cSak kismértékben
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fragmentalddnak. Az ionizéacio soran (lasd alabb) tobbszordsen toltott ionok képzddnek, azaz
elegendo sziikebb tomegtartomanyt monitorozni. Végiil, de nem utolsdsorban ez az ionforras az,
ami lehet6vé teszi a folyadékkromatograf 6sszekapcsolasat a tomegspektrométerrel (LC-MS),

amely kapcsolt technika ma a legelterjedtebben alkalmazott, nem csak a proteomika teriiletén.

A HPLC feldl érkezo kapillaris egy fémbol vagy iivegbdl késziilt emitterben végzddik, amelyre
nagyfesziiltséget kapcsolnak (+ 1-5 kV). Ez tulajdonképpen maga az ESI ionforras. Az ionizacio
folyamata részleteiben a mai napig nem teljesen ismert, de a legelfogadottabb elmélet [Kebarle,
2009] a kovetkezoképpen magyarazza az ionképzddést (5. abra), pozitiv modban, peptidekre: A
HPLC feldl érkez6 savas eluens a tlire kapcsolt nagyfesziiltség miatt tin. Taylor kupot alkot az
emitter hegyén, amelyrdl apr6 folyadékcseppek valnak le. Ezek az apré cseppek egy flitdtt
kapillarison haladnak keresztiil (a Thermo késziilékekben), ahol a parolgds miatt a
folyadékcseppek mérete egyre csokken. A csokkend folyadékfeliilet megndveli a pozitiv toltések
stirliségét a felszinen, amely a zsugorodo csepp szétvalasat eredményezi (Coulomb-robbanas).
Ez a folyamat addig ismétlédik, amig a folyadék teljesen el nem parolog és nem marad mas

vissza, mint a gazfazisu, tobbszoros toltéssel rendelkez6 fehérje vagy peptid kation.

Pozitiv toltésd
folyadékcseppek

Deszolvatalt peptid ionok
Kapillaris oszlop effluens

‘ . ; 4
»
,'" + ++ ++ + + + .-|- + + + +
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+++ + + + A + e —— .
@ T
+
Y .
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Fltott parologtato régio Bejarata
tomegspektrométerbe

5. abra Az ESI ionforras vazlatos felépitése.

A proteomikaban az ESI mellett a MALDI (Matrix-assisted laser desorption/ionization)
ionforras hasznalata is gyakori [Hillenkamp, 1991]. Az ionizalni kivant anyagot egylitt
kristalyositjak 1ézerfény altal gerjesztheté savas karakterti matrix-szal (a két leggyakrabban

alkalmazott matrix peptidek elemzésére a dihidroxi-benzoesav és az a-ciano-4-hidroxi-
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fahéjsav). A matrixmolekuldk deszorbealdodnak a l1ézersugar hatasara. A deszorpcid soran a
vizsgalandd komponensek is a 1égtérbe keriilnek, és a matrixmolekulakkal kélcsonhatasban MH*
ionokat képeznek, tobbszorosen toltott ionok ritkan keletkeznek. Az ESI-t61 eltéréen a MALDI
nem alkalmas on-line frakcionalassal kapcsolt mérésekre, de jol alkalmazhato egyszeri elegyek

gyors tomegspektrometrias analizisére, illetve off-line gyiijtott frakciok vizsgalatara.

A sikeres ionképzés tehat az elsd 1épés a tomegspektrometrias analizis felé. ESI esetében, a
zsugorodo cseppek a potencial-kiilonbség hatasara a lefoldelt interface felé haladnak, és egy
paranyi nyilason (orifice) Iépnek be a tovabbi folyamathoz nélkiilézhetetlen nagy vakuumba,
azaz az analizator belsejébe. Az analizis koézponti eleme a tomegmérés, amelyet a
tomegspektrométer analizatora tesz lehetdvé. Az ionok szétvalasztasa tomeg/toltés (m/z) alapjan
torténik, amit a detektalas kovet. Az analizatorok fontos jellemzdi a felbontas,a tomegpontossag,

a pasztazési vagy mérési sebesség €s a vizsgalhatd tomegtartomany.

Az analizator felbontasa azt fejezi ki, hogy milyen tomegkiilonbséggel tud két iont (egy m és
egy m+Am csucsot) elvalasztani. A felbontas egy dimenzid nélkiili szam és forditottan aranyos
a Am tomegkiilonbséggel, amit felbontoképességnek neveznek. Tehat minél nagyobb egy
analizator felbontasa, annal kisebb tomegkiilonbséggel rendelkezd két iont tud elvalasztani és
kiilon cstcsként detektalni. A felbontds ¢s a Am felbontoképesség kozotti matematikai

kapcsolatot az A. képlet szemlélteti [Kinter, 2000].

m

Am

A. képlet, ahol R a felbontas, m egy adott ion m/z értéke és Am a felbontoképesség.

Manapsag a felbontoképességet altalaban a cstcs magassaganak felénél megallapitott
csucsszélességgel (félértékszélesség, az angol nevezéktan szerint full width at half maximum,
FWHM) adjak meg.

A tdmegpontossag azt fejezi ki, hogy az analizator mekkora eltéréssel képes megmérni egy adott
ion tomegét az elméleti tdmegértékhez viszonyitva (természetesen megfeleld kalibracié mellett).
A mérési hibat megadhatjuk Daltonban (abszolut tdmegpontossag), vagy pedig azt hatarozzuk
meg, hogy az eltérés hany milliomod része a mért tomegnek (relativ tomegpontossag) [Kinter,

2000]. Nyilvanvalo, hogy az utobbi érték sokkal precizebben jelzi a mérések megbizhatosagat,
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hiszen ugyanaz a pl. 1 Da kiilonbség kis m/z értéknél oriasi hibat jelent, mig egy intakt fehérje

molekulatomeg meghatarozasanal rendkiviili pontossagot.

A pasztazasi sebesség olyan késziilékek jellemzoje, amelyek a képzddott ionokat csak sziikebb
tomegtartomanyban tudjak detektalni (pl. szektoros vagy kvadrupdl tomegspektrométerek) és
arrol tajékoztat, hogy egy adott tdmegtartomany analizisét mennyi id6 alatt lehet végrehajtani.
Amikor viszont a képzddott ionokat kis- vagy nagyfelbontasi (Orbitrap) ioncsapdak
segitségével mérjiik, akkor az adatgylijtés sebességét szokds megadni. Az altalunk hasznalt
késziiléknél az MS/MS adatgyiijtés frekvenciaja 40 sec™ is lehet a linearis ioncsapdanal, és 30

sec! az Orbitrap méréseknél.

A dolgozatban bemutatasra keriil¢ adatok egy un. tribrid késziilékkel lettek felvéve, amelyben
harom analizator talalhat6: kvadrupol, kétcellas ioncsapda és egy Orbitrap. A miiszerben valo

elhelyezkedésiiket a 6. dbra szemlélteti.

Orbitrap j. ) '\ o
\ '.-"-’:".’""\ . UvPD
: S — 4‘ >';.'/J (optional)
. " / . - lon Trap
) P\
2% R
- =
Quadrupole = A\
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t— o .
\_,&,,/‘ p—— lon Routing
= . " - Muitipole

6. abra Thermo Scientific™ Orbitrap Fusion™ Lumos™ Tribrid™ tomegspektrométer felépitése
[Thermo Fisher Scientific, 2017].

A kvadrupol (vagy kvadrup6l tomegsziir6) egy olyan analizator, amely négy fémradbol all. A

rudak egy képzeletbeli négyzet csucspontjaiban iilnek és az egymassal szemkozti rudakra azonos
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eldjelll fesziiltséget kapcsolnak. Az ionok az analizatorba 1épve spirdlis mozgast végeznek. A
rudakra kapcsolt egyen- és valtofesziiltség aranya szabja meg, hogy egy adott m/z-vel rendelkez6
ion palyaja stabil lesz-e vagy sem, azaz sikeresen athalad-e az analizatoron. A kvadrupolt
altalaban egységnyi felbontason iizemeltetik, azaz a Am = 1Da [Kinter, 2000], de képes
magasabb felbontas elérésére is, aminek maximuma 3000 koriil mozog. Ezzel az analizatorral
konnyen elérheté az 1000 Th sec™ pasztizasi sebesség (s6t ennél magasabb érték is), igy
kivaléan alkalmas kromatografias rendszerekkel valdo Osszekapcsolasra [Kinter, 2000]. A
kvadrupdl analizator manapsag is népszeri €s széles korben, sokféle feladatra hasznaljak
egyszerl ¢€s tandem késziilékekben. A mi szempontunkbdl az volt a fontos, hogy a kvadrupoél

analizatorok jol hasznalhatok MS/MS kisérletben prekurzorionok kivalasztasara.

Az ioncsapdak abban a tekintetben hasonlitanak a kvadrupol analizatorokhoz, hogy benniik az
ionok oszcillald mozgast végeznek. Az analizator neve miikodésének lényegét is magaban
hordozza. Az ioncsapdak a megfeleld radiofrekvencids (RF) fesziiltség alkalmazasaval képesek
egy adott m/z tartomany csapdazasara. A tomegmérés soran a csapdaban az RF fesziiltségérték
ugy valtozik, hogy m/z-fiiggéen folyamatosan noveli az ionok oszcillaciojanak amplitadojat,
amelynek hatasara az ionok novekvd m/z érték szerint hagyjak el az analizatort és 1épnek a
detektorba. Ezt a jelenséget tomegszelektiv instabilitdsnak hivjak. Ezt kihasznalva lehet az
ioncsapdaban ionokat izoldlni MS/MS kisérlethez is. Az ioncsapdék felbontas tekintetében a
kvadrupdl analizatorokhoz hasonloak, tdmegpontossaguk tipikusan 0,5-0,6 Da. Tovabbi
jellemzdjiik, hogy a legkisebb m/z érték detektdlasa MS/MS kisérletben a prekurzor m/z
értekétdl fiigg. Ez a gyakorlatban azt jelenti, hogy az ioncsapda nem képes visszatartani a
prekurzor m/z értékének egyharmadanal kisebb m/z-vel rendelkez6 ionokat [Kinter, 2000].
Korabbi munkaink soran hasznaltunk ioncsapdat glikopeptidek analizisére, de a dolgozatban

ismertetett kutatas soran az ioncsapdat csak az ETD aktivalasra (1.5.2.3 fejezet) alkalmaztuk.

Az Orbitrap egy nagy felbontassal (Rrwnim = 500000 @ m/z 200) és nagy tomegpontossaggal (<
5ppm) rendelkez6 analizator, amely két részbdl, egy kiils6 horddszerii és egy bels6 orso alaku
elektrodabol all. Az ionok az analizatorba 1épve gytiriit formalnak a belsd elektroda koriil és
ugyanakkor oszcillalo mozgasba kezdenek ugyanezen elektroda mentén. A kiilonbdz6 m/z-vel
rendelkez0 ionok eltérd oszcillacios frekvenciaval rendelkeznek, amely a témegmérés alapjaul
szolgal. A tomegmérés soran a késziilek egy latszolagos iondramot rogzit a kiilso elektrodaba
¢épitett szenzor segitségével. A latszolagos ionaramot a szenzor eldtt elhaladd oszcillald ionok
keltik, amelyet a késziilék egy id6-intenzitds koordinatarendszerben rogzit. Ez egy olyan

,hullamkép”, amely elemi hullamok szuperpoziciojabol all. Fourier transzformacioval az
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Osszetett hullamkép felbonthato kiilonb6zo frekvencidju elemi hullamkomponensekre, amelyek
tulajdonképpen maguk az oszcillaloé ioncsomagok. Miutan megtortént a Fourier transzformacio,

a frekvenciakomponenseket a B. képlet segitségével feleltetik meg egy adott m/z értéknek.

|k
Wz = m/z

B. képlet, ahol w; az axialis oszcillacio6 frekvenciaja, k a miiszerre jellemz6 allando és m/z

pedig a tdmeg/toltés arany.

Az m/z érték és az oszcillacio frekvenciaja kozott forditott aranyossag all fenn. Tehat minél
nagyobb egy adott ion oszcillacios frekvenciaja, annal kisebb az m/z értéke. Az Orbitrap
analizator felbontoképessége egyenes aranyban csokken a novekvd molekulatomeggel. Az
aktualisan elérhet6 felbontoképessége az eszkdznek 1000000 (m/z 200-nal), de az ilyen pontos
tomegmeérésnek a hosszu analizisidd a hatuliitdje, azaz a felbontas ndvelésével egyenes aranyban
novekszik az analizis ideje. 60000-es felbontasi értéket valasztva az analizis ideje ~100 ms,
amely a nano-LC rendszerek csucs-szélességéhez jol illeszthetd. A felbontoképesség megfeleld
értéke akkor jatszik nagy szerepet, ha a mintdk sok izobar komponenst tartalmaznak. Ez a
jelenség szinte minden komplex minta esetében eléfordul [Kinter, 2000; Scigelova, 2006], de a
kromatografids frakciondlds tobbnyire elvalasztja egymadstdl ezeket a komponenseket.

Kutatasunk sordn a tomegmérés minden esetben az Orbitrap analizatorral tortént.

A fentebb leirt tipusokon kiviil mas analizatorok is haszndlatosak a proteomikdban. A TOF
(time-of-flight), azaz repiilési id6t mér6 analizator tokéletes a szakaszos ionaramot produkald
MALDI ionforrassal parositva, illetve hibrid késziilékekben (Q-TOF) ESI ionizacidval is
kombinalhaté. A nagy felbontasu, magneses FT-ICR (Fourier-transform ion cyclotron
resonance) késziilékek komplex miikodtetésiik és draga fenntartasi koltségeik miatt mara
hattérbe szorultak a proteomikai kutatasban. Azonban specialis, rendkiviil nagy felbontast
(Rewnm > 2 700 000 @ m/z 400) FT-ICR késziilékeket manapsag is épitenek [Smith, 2018], és
intakt fehérjék, fehérjekomplexek vizsgalatara hasznaljak [Deighan, 2020].

Egy molekula tdomegének pontos meghatdrozdsa nem elegendd a molekula szerkezetének
jellemzésére, ehhez tovabbi adatokra van sziikség. A klasszikus EI spektrumok gyakran
tartalmaztdk a molekulaiont és a fragmenseket is, egyszerre biztositva a méret- és szerkezet-
meghatarozashoz sziikséges adatokat. A ,lagy” ionizacidés technikdk, mint az ESI, els6

megkdzelitésben csak a molekulatomeg-meghatarozast teszik lehetévé, mivel normal ionizacios
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koriilmények kozott fragmentacid nem fordul eld. A szerkezeti informacidk kinyeréséhez a
benniinket érdeklé molekulaiont (prekurzor ion) ki kell valasztani, azaz el kell kiiloniteni a
jelenlévé tobbi iontdl, majd aktivalni kell, hogy a megfeleld, informaciot hordozo darabokra
hasadjon, ¢és végiil ezeket a fragmenseket detektalni kell. Az igy lefolytatott in. MS/MS analizis
akar de novo szerkezet-meghatarozashoz is elegendd informaciét biztosit. A fentebb leirt a
feladatsort tandem tomegspektrometriaval tudjuk végrehajtani, azaz tobbnyire két analizatorra
van sziikségiink. Az els6 analizator, esetiinkben a kvadrupo6l, a tomegmérés (MS1) soran teljes
transzmissziora van beallitva (a beérkezé molekulak tomegét az Orbitrappel hatarozzuk meg),
viszont a fragmentacios 1épés (MS2) el6tt, amely majd egy iitkdzési cellaban valosul meg, ugy
kapcsol be, hogy csak a megfeleld m/z értékli ionok haladjanak &t rajta. Az {itk6zési cellaban
keletkezett fragmensionok szortirozasarol és detektalasarol a masodik analizator, azaz az

Orbitrap gondoskodik.

A proteomikaban a legelterjedtebben alkalmazott analitikai technika az LC-MS/MS analizis.
Ebben az esetben a tandem tomegspektrométerhez egy folyadékkromatograf kapcsolodik, és a
kromatografids oszloprol az eluens azonnal a tdomegspektrométerbe keriil, amely a
folyadékkromatograf detektoraként szolgal. A folyadékkromatografia (LC) sordn a mintat
leggyakrabban hidrofobicitas alapjan (forditott fazist folyadékkromatografia, RP-HPLC)
frakcionaljak. Az elualodo komponensek tandem tomegspektrometrias analizise (MS/MS) két
fo6 1épésben valosul meg. Elsd 1épésben az oszloprdl éppen kilépd effluensben taldlhato
molekulak intakt tomegmérése torténik meg (MS spektrum, survey scan, MS1 szint; Orbitrap
analizatorral). Ezutan a tomegspektrométer egy megfeleléen felépitett program paramétereit
kovetve az MS spektrumban talalhatd adott szamu legintenzivebb iont (prekurzor ionok)
egyenként izolalja, fragmentalja, a keletkezett fragmensionok tomegeit megméri és egy MS/MS

spektrumban rogziti. Ez az ugynevezett adatfliggé mérés (data dependent acquisition, DDA).

Manapsag népszerii modszer az adatfiiggetlen mérés (data independent acquisition, DIA) is,
amelyet kvantitativ célokra hasznalnak. A DIA lényege, hogy a monitorozott MS1
tomegtartomanyt felosztjuk szélesebb ablakokra (~10 Da) és az ezekben jelenlévd Osszes
prekurzort egyszerre fragmentaljuk. A rogzitett MS/MS spektrumok sokkal komplexebbek, mint
egy DDA Kkisérlet esetében. Elonye a DDA modszerhez képest, hogy a monitorozott
tomegtartomany 0sszes prekurzorardél van MS/MS szintii informacionk, azonban egyben ez a

hartanya is a modszernek, mert a benniinket érdekld informacio kinyerése bonyolultabb [Zhang,
2020].
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A leggyakrabban alkalmazott fragmentacios technika az iitk6zéses aktivalas (Collision-induced
dissociation, CID), ami kivitelezhetd ioncsapdaban vagy titkozési cellaban (beam-type CID,
HCD). Ez utdbbi soran a prekurzor ion egy litk6zési cellaban inert gazatomokkal (N2 (levegd)
vagy Ar) iitkozik és az litkdzés soran elnyelt mozgasi energia vibracids energiava alakulva
bizonyos kotések hasadasahoz, azaz a prekurzor fragmentacidjahoz vezet. A keletkezett
fragmensek tovabbi iitkozéseknek vannak kitéve, azaz tovabb hasadhatnak. Az iitkozéses
aktivalas a molekulaban a leggyengébb kotés(ek) hasadasat idézi eld. Peptidek esetében ez
leginkabb a peptidkotés, azaz a karbonil szénatom és az aminocsoport nitrogén atomja kozotti
kotés. A keletkez6 fragmensionok koziil a legfontosabbak az tn. szekvencia ionok, amelyek a
peptid aminosav-sorrendjénck meghatarozasat teszik lehet6vé. A peptid eredeti N-terminalisat

tartalmaz6 fragmenseket b-ionoknak, mig az eredeti C-terminalist tartalmazokat y-ionoknak

nevezziik (7. abra) [Biemann, 1990]. Ezeket az ionokat a megfeleld terminus feldl szamozzuk.
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HZN%(NH%NH%TI,NH%NH%(OH
o R o r' o)
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+
NH OH . NH
HoN 0 H3N OH
o] R’ o) R’

b ion y ion

7. abra Peptidek CID aktivalasa soran a peptidkotés elhasadasaval b vagy y szekvenciaionok
keletkeznek, amelyeket a peptid N-, illetve C-terminalisa fel6l szamozunk [Biemann, 1990]. Az ETD
aktivacio soran c és ze ionok [Biemann, 1990] keletkeznek. A z* ionbol w ion keletkezhet
oldallancvesztéssel [Johnson, 1987].
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A szekvencia ionokon kiviil — tobbszoros kotéshasadassal — keletkezhetnek még immonium
ionok, illetve belsd fragmensionok. Az immoénium ionok ("NH2=CHR) az MS/MS spektrum
alacsony tOmegtartomanyaban detektalhatoak (m/z 30-159), jelenlétiik a peptid aminosav
Osszetételérdl ad informaciot. A belsé ionok két vagy tobb aminosav-hosszusagl b-fragmens
tipusu belsé szekvenciarészletek [Kinter, 2000]. A szekvencia-, és bels6 ionok veszithetnek vizet
vagy ammoniat (n. szatellit-ionok). Vizvesztésre hajlamosité aminosavak altalaban a Ser, Thr,
Asp, Glu. Ammoniavesztés leggyakrabban Asn, GIn, Lys és Arg aminosavakbol lehetséges

[Sun, 2008]. A b-ionok CO vesztéssel Gn. a-ionokka alakulhatnak, ez igaz a belsé ionokra is.

Az iitk6zéses aktivalas (ioncsapda és ,,beam-type” CID) mellett hasznalhaté alternativ aktivalasi
modszer az elektron transzfer disszociacid (ETD) [Syka, 2004]. Ennél a technikanal egy reagens
gyok anion (az altalunk hasznalt késziilékben fluorantén) és a fragmentalni kivant, tobbszorosen
toltott prekurzorion kozott elektrontranszfer jatszodik le. Az igy 1étrejott gyokion instabil, és az
elektronbefogas helyén elhasad. A gydk anion eldallitdsira EI forrdst hasznalnak. A
fragmentacié soran foképpen a peptidgerinc hasad. A peptidkotés nitrogénje és az alfa szén
kozotti kotés elhasadasaval ¢ vagy z* ionok keletkeznek [Syka, 2004] (7. abra). A ¢ ionokat a
peptid eredeti N-terminalisa, mig a z* ionokat a peptid eredeti C-terminalisa fel6l szamozzuk.
Hidrogénvandorlassal c-1°* és z+1 fragmensek is képzddhetnek, kiilonosen duplan toltott
prekurzorokbol [Bakken, 2004]. Az oldallancok tobbnyire érintetlenek maradnak, igy a modszer
kiilonosen alkalmas konnyen hasadd6 modositasokat hordoz6 peptidek (pl. foszfo- vagy
glikopeptidek) analizisére [Mikesh, 2006]. A modositasok helye egyértelmiien meghatarozhato

a modositott szekvencia ionok alapjan.

Az eddig bemutatott aktivacios technikakhoz képest az EThceD egy ujfajta, hibrid modszer. Elsé
Iépésben az ETD aktivacid torténik meg az ioncsapdaban, majd az igy keletkezett heterogén
ionpopulaciot az litkdzési cellaban HCD technikéaval fragmentaljak tovabb [Frese, 2012]. Az
ETD fragmensek tobbnyire nem hasadnak tovabb (kivétel a w-ion képzddés, 1asd lejjebb), a
masodlagos fragmentacid az aktivalt allapotban megrekedt molekulaionokat érinti. A
,kombinalt” spektrum jelentdsebb informacid-tartalmaval megkdnnyiti a vizsgalt komponensek
azonositasat, és ez kiilonosen igaz ,,egyoldaltl’” fragmentaciora hajlamosabb komponensekre. A
modszert tobbek kozott Ser-, Thr-foszforilalt peptidek analizisére javasoltak, amelyeknél a
foszforsav B-eliminacioja a preferalt fragmentacios 1épés. ETheD aktivacioval jobb mindségii €s
nagyobb informdacio-tartalmi adatokat sikeriilt generalni, amely javitotta a foszforilacio
helymeghatarozasat a peptiden beliil [Frese, 2013]. Mas poszttranszlaciés moddositasokat

hordoz6 peptidek — koztiik a glikopeptidek [Frese, 2012] — analizisére is kezd elterjedtté valni
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ez az ujfajta MS/MS technika. Az EThcD technika soran a kiegészité HCD aktivacio miatt az
ETD-ben keletkezett z* fragmensionok oldallanc vesztéssel w ionokka alakulhatnak (7. abra)
(igy pl. megkiilonboztethetéek az izomer Leu és Ile aminosavak) [Johnson, 1987; Stults, 1987;
Zhokhov, 2017].

A kiilonb6z6 hosszusagu polipeptid-lancok tomegspektrometrids szerkezeti jellemzése mindig a
fragmentacios adatok alapjan torténik. A feladat lehet egy adott fehérje aminosav-sorrendjének
igazoldsa, egy mutacio vagy egy kovalens modositas detektalasa, vagy éppen egy ismeretlen
fehérje azonositasa, esetleg de novo szekvenalasa. Kutatasaim soran egyszerre kellett fehérjéket
azonositanom és azok kovalens modositasait jellemeznem. Igy most eldszor ismertetem, hogyan
torténik egy elegyben jelenlevé fehérjék azonositasa a tOmegspektrometria segitségével.
Altaldban az analizis els6 1épése, hogy a jelenlévé fehérjéket specifikus proteazzal (pl.: tripszin)
megemésztjiik és a keletkezett peptidkeveréket adatfiiggé LC-MS/MS technikaval vizsgaljuk.
Ha bizonyos poszttranszlacios modositasok jellemzése a cél, akkor a keletkezett
peptidkeverékbdl a jellemezni kivant PTM-re specifikus modszerrel dusitast kell végezni (1.4
fejezet). Az adatbazis-kereséssel torténd peptid- majd fehérje-azonositas automatizalt folyamat
[Kinter, 2000], a feladatot specialis szoftverek hajtjak végre a felhasznald altal betaplalt
lekeresési paraméterck alapjan. Ezek kozott szerepelnek analitikai/technikai adatok, pl. a
hasznalt enzim specificitasa, a tomegmérés pontossaga, az aktivalas tipusa, illetve a mintaval
kapcsolatos informacid, pl. milyen faj(ok)bol izolaltuk a fehérjét, milyen szennyezések,
modositasok fordulhatnak eld. A peptidekrdl késziilt MS/MS spektrumok azonositasa adatbézis-
kereséssel a folyamat kozponti eleme. Az adatbazis-keresés soran egy fehérje-adatbazis
(Swissprot, TrEMBL) in silico emésztésével “peptideket allitunk el6”. A hasznalt proteaz
specificitdsa és megbizhatdsaga jelentdsen befolyédsolja e peptidlista hosszat. Els6é 1épésben a
szoftver a mért és az elméleti prekurzor ion tomegek Osszehasonlitdsaval, a tomegmérés
pontossagat figyelembe véve, azonositja a lehetséges jelolteket a generalt peptid-adatbazisbol.
A szlirés utan megtartott szekvenciakbol a szoftver elméleti MS/MS spektrumokat készit, amit
aztan a kisérleti MS/MS adatokhoz hasonlit. Ez a 1épés az, ahol egy MS/MS spektrumhoz a
szoftver egy adott peptidszekvenciat rendel. Az egymashoz rendelés megbizhatosagat részben
egy szoftver-specifikus pontszam (score), de sokkal inkabb egy valdszinliség-szamitason alapuld
mérészam (pl. E-value) jelzi (ez utdbbit is masképp szamitja minden szoftver). Az azonositott
MS/MS spektrumokat a szoftver fehérjékké rendezi Gssze. Sajnos, ez nem egészen egyértelmi,
részben, mert ugyanaz a peptid tobb fehérjébol is szarmazhat, illetve az adatbazisok redundans
szekvenciai miatt. A SwissProt fehérje-adatbazis a legmegbizhatobb. A fals pozitiv arany

megbecsiilésére az adatbazist szokds Un. decoy szekvencidkkal megduplédzni. Ezek az
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“alszekvenciak” a valddi fehérjék forditott vagy randomizalt aminosav sorrendjével

rendelkeznek.

1.4 O-glikopeptidek dusitasa komplex mintakbdl

A fehérjéket tehat szekvencia alapjan peptidekbdl azonositjuk. Konnyen belathato, hogy egy
komplex fehérje elegy triptikus emésztményében a peptidek zome nem lesz glikozilalva, még
akkor sem, ha a keverék szamos glikoproteint tartalmaz, azaz a benniinket érdekl6 molekulakat
izolalni kell, vagy legalabbis feldtsitani. Miutan a szekretalt fehérjék jelentds része glikoprotein,
a kiilonbozo testfolyadékok konnyen hozzaférhetd forrasai a glikopeptideknek. Ezért csoportunk

el6szor szérumbol, majd vizeletbdl nyert ki glikopeptideket.

A kutatas soran intakt glikopeptideket akartunk tanulmanyozni, igy kémiai atalakitast nem, csak
kromatografias elvalasztast alkalmaztunk. A leggyakrabban alkalmazott modszerrel, hidrofil
interakcids folyadékkromatografia (hydrophilic interaction liquid chromatography, HILIC), jol
dusithatok olyan glikopeptidek, amelyek magas glikan/peptid ardnnyal rendelkeznek. Ez f6képp
N-glikopeptidekre és a tobbszorosen modositott O-glikopeptidekre igaz [Hagglund, 2007].

Glikopeptidek dusithatok lektin affinitds kromatografiaval is. Az Artocarpus integrifoliabol
szarmazé Jacalin lektin a Gal(B1,3)GaINAc motivumra specifikus, ahol a GalNAc 6-0s
szénatomjan 1évo hidroxil-csoport nem lehet szubsztitualt. Szamos O-glikozilacioval foglalkozo
tanulmany alkalmazott Jacalint magzati borjuszérum [Darula, 2009; Darula, 2012], human
plazma [Bai, 2015] és szérum [Darula, 2016] O-glikozilaciojanak jellemzésére. Ez a lektin jo
valasztas olyan mintakbol vald dusitasra, amikben a mucin tipusu O-glikozilacié core 1-€s
szerkezete a dominans. Ilyen példaul a human plazma és szérum [Yabu, 2014; Yamada, 2010].
Viszont az emberi plazmaban el6fordulé O-glikanok ~20%-a diszialilalt mucin tipust core 1-es
szerkezet [Yabu, 2014], amelyben a masodik NeuAc a GalNAc¢ 6-os szénatomjan 1év6 hidroxil-
csoportot modositja, azaz nem dusithatd a fent emlitett lektinnel. A szialsavak enzimatikusan
eltavolithatoak, de akkor értékes glikdn szerkezeti informaciot veszitiink. Hasonloképpen
kiesnek a mucin core 2-es szerkezetek (lasd 2. abra). A foldimogyoro6 agglutinin szintén koti a
Gal(B1,3)GalNAc motivumot, de a szialsavak gatoljak a kdlcsonhatast a lektin és a glikan kdzott
[Reisner, 1976]. Ezt a lektint és a VVA lektint (1d. alabb) alkalmaztak plazma, vérlemezkék és
endotelialis sejtek O-glikozilaciojanak jellemzésére, a szialsavak eltavolitasa utan [King, 2017].
A Vicia villosa (VVA) és a szojabab agglutinin a GaINAc monoszacharidra specifikus, igy
ezekkel a lektinekkel jol dusithatok olyan mintakbol szarmazé O-glikoproteinek vagy O-
glikopeptidek, ahol a mucin tipusu O-glikozilacié elongacidja gatolt [Hagglund, 2007]. A mucin
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tipusu O-glikozilacio felderitésében rendkiviil fontos eredményeket értek el egy bioldgiailag
elongacio képtelen sejtvonallal, az Gin. SimpleCell médszerrel, ahol a fent emlitett lektinek igen
hasznosnak bizonyultak [Steentoft, 2011; Vakhrushev, 2013]. Létezik olyan széles spektrumu
lektin is, amely jol hasznalhato altalanos O-glikopeptid dusitasra, és ez a blizacsira agglutinin
(wheat germ agglutinin, WGA). Ezen lektin az irodalom alapjan csak GlcNAc és NeuAc
specifikus [Nagata, 1974; Ganguly, 1984], de a tapasztalatok szerint sokkal valtozatosabb
szerkezeteket képes feldusitani [Chang, 2011, Trinidad 2013]. Ezt a lektint hasznaltak O-
glikopeptid dusitasra egér szinaptoszomabol [Trinidad, 2013], majbol [Medzihradszky, 2015
(A); Medzihradszky, 2015 (B)] és human szérumbdl is [Darula, 2016; Pap, 2017].

1.5 O-glikopeptidek tandem tomegspektrometriaja

1.5.1 Glikopeptidek fragmentdcioja iitkézéses aktivdlas esetén: nevezéktan, fo
fragmension tipusok

A glikopeptidek Titkozéses aktivalasa soran kétféle kotés elhasadasa lehetséges. Az egyik a
peptid kotés, a masik pedig a cukormonomereket 6sszekapcsolo glikozidos kotés. A peptid kotés
hasadasakor keletkez6 fragmenseket a 1.3 fejezetben mar targyaltam, ebben a fejezetben csak a
glikozidos kotéshasadasbol szarmazo fragmensek bemutatdsara fokuszalok. A cukrok pozitiv
modban torténd titk6zéses aktivacioja soran megfigyelhetd fragmentacios szabalyokat 1988-ban
irta le Domon és Costello [Domon, 1988]. A fragmentacios esemény soran a glikozidos kotés
protonalodik, ami a kotés hasaddsahoz vezet. A folyamat soran a glikozidos kotésben részt vevo
oxigénatom a cukor redukalo végét tartalmazo fragmensen marad. A fragmentacio soran két fajta
fragmension képzd6dik, amelyet B és Y ionnak neveziink (8. abra, A panel). A B ion az un. cukor
oxonium ion. Ez az ion a glikdn nem redukal6 végét tartalmazza és szamozasa is innen kezdodik.
A komplementer Y ion glikopeptidek esetében a glikan redukald végébdl és a peptidbdl all (8.

abra, B panel). Szdmozésa a redukalo vég feldl kezdodik.

Glikopeptidek esetében a keletkezd Y fragmensionok a prekurzor ion toltésallapotatol fliggden
tobb toltésallapotban is megtalalhatoak és a toltéseket maga a peptidrész hordozza, mig a B
fragmensek egyszeresen toltve figyelhetok meg. Elagazo glikanstruktarak esetében az antennak

megkiilonboztetésére, balrol jobbra haladva, a géorog ABC betiiit hasznaljuk (8. abra, B panel).

A B fragmensionok m/z értékét ugy szamoljuk ki, hogy az adott fragmensnek megfeleld
cukorszerkezet additiv tdmegéhez egy proton tomegét (1,0073 Da) adjuk. A 8. abra B paneljén
1év6 Bi ion értéke példaul: By = 291,0954 + 1,0073 = 292,1027 lesz. Az Y fragmensionok m/z

értékének kiszdmitasahoz a peptid MH™ értékét és az adott Y fragmensionnak megfeleld
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cukorszerkezet additiv tomegét 6sszeadjuk. Példaként a 8. abra B paneljén talalhaté glikopeptid
Y2 ionja a kdvetkezképpen szamolando: Y2 = 671,3246 (peptid MH™) + 203,0794 (HexNAc) +
162,0528 (Hex) = 1036,4568. A leggyakoribb cukor monomerek monoizotopos additiv tomegét

az 1. tablazat tartalmazza.

CH OH OH OH A
+
HO O H 0 0—R HO O\ HO 0 0—R
|
OH 0 oH oH oH
OH OH OH OH
B ion semleges redukald vég
OH OH
H
.,
HO o HO 0 oi-R
OH / OH
OH OH
semleges nem redukald vég Yion

> B kar

PEPTID

PEPTID

8. abra A panel Cukrok iitkdzéses aktivalasakor keletkez6 B és Y fragmensionok szerkezete [Domon,
1988]. B panel Glikopeptidek esetében az Y ion mindig tartalmazza magat a peptidet. A teljesen
deglikozilalt Y ion maga a peptid, amelyet Yo-val jeloliink. Elagazé cukorszerkezet esetében a gorog

cy ey

fragmenseket. [Domon, 1988]

1. tablazat Monoszacharid egységek monoizotopos additiv tomege.

Monoizotdpos
Monoszacharid additiv tomeg
[Da]
Hex 162,0528
HexNAc 203,0794
Fuc 146,0579
NeuAc 291,0954

22



Minden, a dolgozatban bemutatasra keriilé glikopeptid spektrum esetében a glikozidos
kotéshasadasokbol szarmazd fragmensionok annotacidja a fent bemutatott Domon-Costello
nevezeéktan alapjan tortént. A B ionok annotéciojara, a Domon-Costello nevezéktan mellett,
SNFG szimbolumokat is hasznaltam, amennyiben egyszeriibbé/egyértelmiibbé tették a

fragmentacio értelmezését.

1.5.2 O-glikopeptidek analizise sordn alkalmazott fragmentacios technikak

A glikopeptidek két, kémiailag eltéré ¢és fragmentacid szempontjabol is kiilonb6zo
vegyllettipusbol épiilnek fel. Jellemzésiikhoz egyszerre kell a peptidet és a modositd
glikan(oka)t azonositani. A poliszacharidok analizise dnmagaban is problémas, mert izomer
alkotorészeik toOmegiik alapjan nem kiilonboztethetéek meg. Hasonloképpen nincs egyszerii
jellemzésére. Tehat szerencsés esetben a kovetkezd informacidk nyerhetdk a glikopeptidekrol:
peptidszekvencia, (A) monoszacharid sszetétel, (B) a glikant alkotd6 monoszacharid egységek
egymashoz viszonyitott helyzete, (C) a modositas helye. A tomegspektrometrias analizis soran
tobb MS/MS kisérlet sziikséges kiilonféle fragmentacios technikak alkalmazasaval, hogy a két

eltéré molekularészletrdl a lehetd legtobb szerkezeti informaciot nyerjiik (9. abra).

beam-type CID

peptid méret (Yy) ? ioncsapda CID| |aminosav sorrend
(HCD)

glikdn additiv tomeg {A) \B: peptid méret (Y,)
glikan struktura (B) glikan additiv tomeg (A)

(2

B2

o
[l

o ol B

N N N
| | |
H H H

¥s Va Y3 L& Vi
aminosav sorrend ETD | | aminosav sorrend ? EThecD
modositas helye (C) mddositds helye (C) \B: (HCD NCE = 15%)

glikan struktura (B)

9. abra O-glikopeptidek MS/MS analizise soran alkalmazott fragmentacios technikak, és informacio-
tartalmuk.
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1.5.2.1 Utkozéses aktivilds/rezonancia aktivdlas ioncsapddban (ion trap CID, resonance CID)
Az 1itkozéses aktivalas a leggyakrabban alkalmazott MS/MS fragmentéacids technika. Egy
ioncsapdaval megoldhatd a benniinket érdekld prekurzor ion kivélasztasa (a nem kivéanatos
tomegek eltavolitdsaval), és az aktivalds is végrehajthatd6 magdban a csapdaban. Az
ioncsapdaban torténd iitkozéses aktivalas egy un. radiofrekvencias gerjesztésen alapulod
fragmentacios technika (rezonancia-aktivalas). Mivel csak egy sziik m/z tartomanyban miikodik,
a képzodott fragmensionok mar nem hasadnak tovabb, azaz tobbnyire egyszeres kotéshasadasok
torténnek. Az litkdzéses aktivalas —az ioncsapda CID is — a molekula leggyengébb kotéseit veszi
célba. Glikopeptidek esetében ezek a glikozidos kotések, amelyek hasadasabol keletkezo
fragmensionok a legintenzivebbek egy ioncsapda CID-val felvett MS/MS spektrumban (10.
abra). A fragmentacido soran a toltés leggyakrabban a glikan redukaldé végét tartalmazo

fragmensen marad (10. abra).
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10. abra m/z 815,731 (3+) prekurzorrdl felvett ioncsapda CID spektrum. Ez a spektrum egy valos
glikopeptid CID spektruma, de az aminosav szekvenciat nem lehet ezekbdl az adatokbol megallapitani.

Az 10. abran jol lathatd, hogy a glikozidos kotéshasadasbol szarmazé Y ionok a
legintenzivebbek a spektrumban és a prekurzor toltésallapotaval megegyezd vagy kisebb
toltésallapottal is el6fordulnak. Az Yo a mddositatlan peptid, amely egy atrendezddési reakcioval
képzddik a glikan gazfazisban torténd lehasaddsa sordn. A reakcid utan semmi nyoma nem
marad annak, melyik aminosav volt médositva, igy a CID spektrumokbol nem allapithaté meg
az O-glikozilaci6 helye. A 10. abran felfedezhetd a terminalis NeuAc oxonium ionja (B1 = m/z
292,2) és annak vizvesztéssel keletkezett parja (m/z 274,2) is detektalhato. Ez az ion éppen csak
beliil van a detektalasi hataron, miutan az ioncsapda nem képes visszatartani azokat a CID

aktivalas soran képzodott fragmenseket, amelyek a prekurzor ion tomegének kb. 1/3-a alatti
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tomeget képviselnek (ez a 10. abran lathaté spektrumban kb. m/z 271). A peptidszekvenciat
ezekbdl az adatokbol nem lehet meghatarozni, habar az abran az m/z 417,5 ion valdsziniileg egy
szekvencia ion lehet. Osszegzésként elmondhato, hogy egy O-glikopeptid ioncsapda CID
spektrumabol megallapithatd a modosito O-glikan Osszetétele (az 10. abran bemutatott
glikopeptid esetében HexNAcHexNeuAc). Az O-glikan monoszacharid egységeinek
kapcsolddasi sorrendjét is meghatarozhatjuk az egyszeres kotéshasadassal keletkezett Y ionok
segitségével [Wu, 2014]. Ugyanezen ionok jelzik a szerkezet linearitasat/nemlinearitasat.

Tovabba meghatarozhat6 a gazfazisban deglikozilalt peptid tomege (Yo).

1.5.2.2 Utkézéses aktivalds iitkozési cellaban (beam-type CID, HCD)
Az 1itkozési cellaban végrehajtott iitkdzéses aktivalas soran altalaban a peptid szekvencidja
azonosithaté a tobbszorods litkdozésekbdl addodd (igy nem csak glikanfragmentaciot okozo)

teljesebb peptidgerinc-fragmentaci6 miatt.
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11. abra m/z 815,731 (3+) prekurzorrdl felvett beam-type CID (HCD) spektrum. A spektrumbol
azonosithato a peptid szekvenciaja AVGAQVLESTPPPHVMR. A gazfazisban deglikozilalt ionok kék
szinnel jeloltek.

A 11. abran bemutatott O-glikopeptid HCD MS/MS spektruma tobb peptidfragmenst (b és y
ionok) is tartalmaz, amelyek segitségével megbizhatéan azonosithaté a peptid szekvenciaja:
AVGAQVLESTPPPHVMR. Természetesen ehhez a meghatarozashoz meg kellett adnunk a
lehetséges cukorszerkezetek listajat is. Utkdzéses aktivalasnal a glikdn lehasaddsa miatt a
glikantomegeket ,,semleges vesztésként” definidljuk, azaz a peptidfragmenseket modositatlanul

azonositjuk. A tobbszords iitkozések lehetdve tették a peptid szekvencidjanak az azonositasat,

25



viszont a modositd glikanrol mar kevesebb informacié all rendelkezésre. Az m/z 274 és 292-es
ionok szialsav jelenlétére utalnak, mig az m/z 204-es ion HexNAc jelenlétét jelzi. Ez az ion
Oonmagaban egyarant jelenthet GIcNAc-ot vagy GalNAc-ot is. Azonban Halim és mtsai
megfigyelték, hogy HCD aktivalas esetén a GalNAc-bdl, illetve a GIcNAc-bdl keletkezo
fragmensionok intenzitas mintazata eltér6. GalNAc esetében az m/z 126 ¢és 144 ionok
Osszintenzitasa az m/z 138 és 168 Osszintenzitasahoz képest magasabb. GlcNAc esetében ezen
ionok egymadashoz viszonyitott intenzitdsa forditott. A 11. abran az m/z 126 ¢és 144 ionok
intenzivebbek az m/z 138 és 168 ionokhoz képest, igy GalNAc a helyes valasz [Halim, 2014].
Az adott cukorkompoziciora (HexXNAcHexNeuAc) a GaINAcGalNeuAc szerkezet biokémiai
ismereteink alapjan mar valdsziniisithet6, de pl. annak eldontésében is segithet a fragmensek
intenzitasardnyanak vizsgalata, hogy két core 1 triszacharid vagy egy core 2 hexaszacharid
modosit egy vizsgalt peptidet. Komplex elegyekben azonban a prekurzor ion interferencia miatt
a mért aranyok nem mindig megbizhatoak. Prekurzor ion interferencia minden elegyre jellemzd.
MS/MS analizisre minden esetben egy szilk tomegtartomanyt valasztunk ki, de ez a
,»prekurzorablak” még monoizotopos prekurzor valasztasnal is tartalmazhat tobb kiilonb6z6
komponenst [Falick, 1990]. Ezek a komponensek egyszerre aktivalodnak és
fragmentalodhatnak, és az igy képz6do ionokat detektaljuk az MS/MS spektrumban. Komplex
elegyekben a frakcionalas ellenére is eléfordul, hogy egyszerre tobb atfed6 ioncsoportot,
kiilonb6z6 mennyiségben jelenlévo Osszetevot fragmentalunk. Azaz az dsszes izolalt prekurzor
valamilyen forméaban hozzajarulhat a kialakult fragmentaciés spektrumhoz. Komplex
glikopeptid elegyek esetében az egyidejiileg izolalt glikopeptid prekurzorokbdl szarmazo
oxonium ionok Osszessége alakitja ki a fragmension intenzitas eloszlasi mintazatot, igy ebben
az esetben a GIcNAc/GalNAc kérdés eldontése nehezen vagy egyaltalan nem lehetséges. A
modositd glikdn méretére vonatkozolag kozvetett bizonyitékot a deglikozilalt peptidion
szolgaltat (Yo, m/z 895,49 (2+), 11. abra), amely alapjan HexNAcHexNeuAc osszetételi O-
glikan valosziniisithetd. Az ioncsapda CID és a HCD fragmentacids technikdk kombinéaciojaval
megbizhatobb eredmények érhetéek el, mivel a két MS/MS aktivaciés modszer eltérd
informaciot szolgaltat ugyanazon molekula két kiilonb6zd részérél. A 10. és a 11. abran
bemutatott peptid példajanal maradva ioncsapda CID-val kiderithetd a cukor mérete, a szerkezet
linearitasa €s Osszetétele: HexNAcHexNeuAc, illetve a peptid tomege. HCD-vel a glikan
Osszetétele tovabb pontosithatd: GalNAcHexNeuAc, tovabba a peptid szekvenciaja is
meghatarozhatéva valik. A glikan pontos helyzete a peptiden beliil sajnos tovabbra sem
allapithatdé meg, mert iitkozéses aktivalasnal, legyen az CID vagy HCD, a gazfazisu
deglikozilaci6 a preferalt fragmentacios esemény. Néha intenzivebb peptid-fragmensionok

(tipikusan azok, amelyek a prolin eldtti peptidkotés hasaddsabol keletkeznek) hordozhatjak
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részben vagy egészben a cukorszerkezetet, lehetévé téve a glikozilacio helyének

meghatarozasat/behatarolasat.

1.5.2.3 Gyokds fragmentacio: elektron transzfer disszocidacié (ETD)

Az ETD aktivacios technika soran a fragmentalni kivant t6bbszordsen toltott prekurzor ion
reagens anion (fluorantén) jelenlétében elektrontranszferrel instabil gydkionna alakul, majd a
peptidkotés nitrogénje és az alfa szénatom kozotti kotés elhasadasaval ¢ (N-terminalis) vagy z°
(C-terminalis) peptid-fragmensionok keletkeznek. Az ETD hatasfokat jelentsen befolyasolja a
prekurzor ion toltése és toltéssiirtisége: Kétszeres toltésti ionok és m/z > ~850 esetén kevésbé

mitkédik jol a technika [Good, 2007].
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12. abra m/z 733,692 (3+) prekurzorrdl linearis ioncsapdaban felvett ETD spektrum. Az adatokbol az
AQGSQVLES(HexNAcHex)TPPPHVMR peptidszekvencia azonosithatd. A modositas helyét
bizonyitd fragmensek (zg, Zo* €s cg) az dbran piros szinnel szerepelnek. A ,,pr” a prekurzor iont jeldli.
A F* egy 2+ toltéstl, koelualodo, toltésvesztett iont jelol. A csillaggal jelzett z* fragmensek a
hidrogénmigracio6 termékei, azaz z+1 fragmensek. A spektrum m/z 50-t61 van felvéve, de
helytakarékossag miatt csak az els6 detektalt fragmenstél van abrazolva, ami m/z 390,3.

Hidrogén migracioval c-1° és z+1 fragmensek is keletkezhetnek [Bakken, 2004]. A technika
nagy elénye — amellett, hogy egy Gjabb modszerrel erdsithetjiik meg a peptid szekvencidjat — az,
hogy az aminosavak oldallancai és az itt talalhaté modositasok nagyrészt érintetlenek maradnak,
igy a labilis poszttranszlaciés modositasok (amilyen az O-glikozilacio is) helye a peptiden beliil
meghatarozhatova valik. Ezért mostandban a legtobb O-glikozilacioval foglalkozo6 kutatas ETD
adatgytjtést is alkalmaz [Trinidad, 2013; Darula, 2012; King, 2017; Medzihradszky, 2015 (A);
Medzihradszky, 2015 (B); Darula, 2016; Pap, 2017; Darula, 2009; Halim, 2012; Halim, 2013;
Hoffmann, 2016]. A 12. abran egy ETD spektrum lathatd a mar korabban bemutatott peptid
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huméan homologjarol. Mivel az ETD aktivacid sordn az aminosav oldalldncok érintetlenek
maradnak, a médositd glikanokrdl valamilyen eldzetes informacidval kell rendelkezziink (azaz
a spektrumbol per se nem azonosithato a modositd glikan), és természetesen a lekeresés
paraméterei kozott definialnunk kell, milyen modositasok lehetnek jelen. Ebben az esetben is az
adatbazis-keresést érdemes csupan a leggyakoribb glikanstruktarakkal kezdeni, illetve, ha
specifikusan csak bizonyos szerkezetekre tortént a dusitds, akkor csak a dusitdsi eljarassal
,.kihalaszhat®” szerkezeteket érdemes az adatbazis-keresés elsé korében megengedni. A 12. abra
ETD spektrumabol azonositott peptid human szérum triptikus emésztményébdl szarmazik, amit
Jacalin oszlopon dusitottunk, és neuraminidazzal kezeltiink, emiatt csak két glikan szerkezetet
vettiink figyelembe: HexNAc (GalNAc), és HexHexNAc (GalGalNAc) moédositasokat. A
keresés soran a 12. é4bran lathatdé  spektrum a  human ITIH2  fehérje
AQGSQVLES(HexHexNAc)TPPPHVMR peptidjeként lett megbizhatéan azonositva. A Ser-4
kizarhat6 a potencialis modositasi helyek koziil a c4-Cg modositatlan N-terminalis fragmension-
sorozat alapjan. Mivel a tovabbi két glikozilacios hely egyméssal szomszédos, igy egyértelmii
helyazonositast a cg és/vagy zg fragmensionok detektalasa jelentene. Az ETD spektrum alapjan
a zg fragmens modositatlanul lett detektalva, és a Ser-9 modositasat a glikozilaciot hordozo z*g
fragmens bizonyitja. A C terminalis fragmenseket z+1 formaban detektaltuk (a 12. abran z*-ként
jelolve) a kotéshasadas soran fellépd hidrogén-migracié miatt [Bakken, 2004]. Tovabba enyhe
mértékii glikan-fragmentacio is megfigyelhetd (a 12. abran az m/z 1019,4 (2+) ion a prekurzor
ion Hex vesztését mutatja), amelyet mar korabban is leirtak ennél az aktivacios technikanal

[Darula, 2009; Darula, 2010].

1.5.2.4 A gyokos és iitkozéses aktivalas kombindcioja: EThcD

Az EThcD az egyik legijabb MS/MS technika. Els6 1épésben az ETD aktivacio torténik meg az
ioncsapdaban, majd az igy keletkezett heterogén ionpopulaciot az iitkdzési cellaban (alacsony
normalizalt {itkdzési energiaju) HCD technikaval fragmentaljuk tovabb [Frese, 2012]. A 13.
abran egy EThcD spektrum lathaté az m/z 624,950 (3+) prekurzorrol, amelyb6l a human Protein
YIPF3 fehérje AVAVT(HexNAcHexNeuAc2)LQSH peptidjét azonositottuk. Az 1j
fragmentacios technika egyesiti az iitkozéses és a gyokos aktivacio eldnyeit. Az ETD-nek
kdszonhetden a modositott peptidszekvencia megéllapithat6 a fragmentacio sordn keletkezett c
és z* ionok segitségével. A z4 és a cs fragmensek egyértelmiien azonositjak a glikozilacio helyét,
azaz a Thr-t. Az ETD 1épés soran keletkezett C-terminalis gyokionok (z*) oldallancaban C-C
kotéshasadas torténhet (w ionok, nevezéktan: [Biemann, 1990]) a HCD aktivacié hatasara. A
jelenséget, ami jol hasznalhaté a Leu/Ile izomer aminosavak megkiilonboztetésére, eredetileg

nagy energidju CID kisérletekre irtak le [Johnson, 1987], és mar korabban megfigyelték EThcD
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spektrumokban is [Zhokhov, 2017]. A peptidszekvencia és a modositas helyének meghatarozasa

mellett a spektrum a glikanra vonatkozo strukturalis informaciot is hordoz B és Y ionok

forméajaban.
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13. abra m/z 624,950 (3+) prekurzorrdl késziilt ETheD spektrum, amibél a Protein YIPF3 fehérje
AVAVT(HexNAcHexNeuAc2)LQSH peptidje azonosithato. A glikozilacio helye a Thr-5, amelyet az
abran a pirossal jelolt fragmensionok tamasztanak ala. A modositas egy diszialo mucin 1-es alapvazat

tartalmazo tetraszacharid O-glikan.

Fontos megjegyezni, hogy a tandem tomegspektrometrias analizis soran a cukormonomerek
pontos tipusa nem allapithatd meg a szerkezeti izoméria miatt. Ugyanigy a monomerek
adatokbol. Igy amikor a dolgozatban egy-egy adott cukormonomer pontos tipusa vagy
kotéspozicidja szerepel, az csakis mas modszerekkel kideritett O-glikan szerkezetek és/vagy a
bioszintetikus Gtvonalak ismeretében lehetséges. Vizsgalataink soran glikopeptidenként kétféle
spektrumot rogzitettiink: HCD és EThcD spektrumokat. Az ETheD adatok gyiijtése tobb idot
igényel, mint egy egyszeri litkdzéses aktivalas, ami a modositatlan peptidek azonositasahoz
elegendd. Viszont, ahogy ismertettem kordbban, a glikopeptidek jellemzéséhez
nélkiilozhetetlenek a gyokos fragmentacios folyamatok. Ezt a problémat ugy oldottuk meg, hogy
valahanyszor egy HCD spektrum tartalmazott egy glikopeptidekre (pontosabban HexNAc-re)
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jellemz6 fragmensiont, akkor a késziilék automatikusan beinditotta az EThcD adatgytijtést is
(3.4 fejezet) [Zhao, 2011].

1.6 O-glikopeptidek tomegspektrometrias adatainak elemzése

Az O-glikopeptidek tomegspektrometrias méréssel eldallitott adatainak kiértékelése a nem
glikozilalt peptidekhez hasonléan adatbaziskeresd szoftverekkel torténik. A prekurzoroknak
megfeleld glikopeptid-adatbazis a modositatlan szekvenciakbol generalt in silico listanak a
sokszorosa. Ennek oka a kovetkezO példan szemléltethetd. A és B glikan moédosithatja a
peptidjeinket, és egy peptid egyszerre maximum két modositast viselhet. Miutan konszenzus
szekvencia nem létezik, makro- és mikroheterogenitas viszont igen, egy peptid, amiben csupan
1-1 Ser és Thr fordul el6, 9 kiilonboz6 szerkezettel, és 6 kiillonbozo tomeggel szerepel az in silico
peptid-listan (14. abra).

(R/K) S T RIK M,

n

(R/K) J T R/K (R/K) T R/K
- M, - Ms
(2]
(R/K) S T R/K (R/K) s T R/K
g g
(R/K) S T R/K M, (R/K) S T R/K
-~ Mg
. s
(R/K) S T R/K Mg (R/K) S T- R/I{_J

14, abra Az O-glikopeptidek adatbaziskeresése soran a szamitogép altal generalt peptidadatbazis
sokszorosa a modositatlan peptidek keresése soran eldallitotthoz képest.

A kihagyott vagy nemspecifikus hasitasok és egyéb valtoz6 modositasok (pl. Met oxidacio)
tovabb noveli az in silico glikopeptid adatbazis méretét. A modositott peptid azonositasa most
is a szekvencia ionokbdl torténik. Az adatbazis exponencialis novekedését valamilyen szinten
kompenzalni lehet a HCD adatok értelmezésénél ugy, hogy a cukor-moédositist semleges
vesztésként értelmezzik, és eleve csupan modositatlan fragmenseket keresiink. A lekereso
programok kiilonb6z6 variaciokkal ezt a megkdzelitést alkalmazzak HCD adatokra. Tehat a
modositott peptid személyazonossdga €s a modositd cukrok Osszessége meghatarozhatd. Az
ET(hc)D adatok értelmezésénél viszont mar nincs ilyen konnyitésre lehetség, a
helymeghatarozast és valamennyi pozicios izomert is figyelembe kell venni, hiszen ebben az
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esetben egy konkrét izomert kell egy spektrumhoz rendelni. Izomerként azokat a glikoformakat
definialjuk, amelyekben a modositott szekvencia és a cukor-Osszetétel azonos. Ezek a
glikopeptidek lehetnek pozicios izomerek, amikor is csak a modositasok helye kiilonbdzd a
glikoformékban. De lehetnek olyan esetek is, amikor tobb glikdn kombinalt tomege azonos, €s
ismertetek majd olyan eseteket is, ahol egy adott pozicidoban azonos Gsszetételii, de kiilonbozo
szerkezetli oligoszacharidok médositjak a peptidet. Az ilyen szerkezetek megkiilonboztetéséhez
a peptid- és cukor-fragmenseket egyarant figyelembe kellene venni. Miutan az ETD
fragmentaci6 gyakran hianyos Szekvenciaion sorozatot ad, gyakran a HCD alapu
azonositasokhoz hasonldan, csak a modositott szekvenciat és a cukor additiv tomegét tudjuk
meghatarozni. Mas esetekben viszont az ET(hc)D énmagéaban nem vezet sikeres azonositashoz,
de ha barmilyen egyéb forrasbdl ismerjiik a peptid szekvenciajat, az adatok lehetové tehetik a

modositd glikan(ok) és a glikozilacios helyek azonositasat (4.4 fejezet).
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2. CELKITUZES

Jelen dolgozat a human vizeletben talalhaté fehérjék mucin tipusa O-glikozilacidjanak
tomegspektrometrids analizisével foglalkozd kutatds eredményeit mutatja be. A fehérjék
glikozilacidjanak pozicid-specifikus, mélyrehatd/atfogo analizise egyre nagyobb jelentdségli az
alapvetd bioldgiai folyamatok megértése és gyogyaszati c€élbol termeltetett fehérjék mindség-
ellendrzése szempontjabol egyarant. A poszttranszlacios modositasok, tobbek kozott a
glikozilacio jellemzésére ma a leggyakrabban alkalmazott analitikai technika a tandem

tomegspektrometria.

A mucin tipust O-glikopeptidek analizise kihivasokkal teli feladatnak szamit. Ezek a kihivasok
a tomegspektrometrids analizis és az adatkiértékelés esetében is jelen vannak. A dolgozat
alapjaul szolgald kutatasok soran az O-glikopeptidekrdl gytijtott tomegspektrometrias adatok
kiértékelésére fokuszaltam. Az adatkiértékelésnél a cél az volt, hogy jellemezzem e molekulak
fragmentacios sajatossagait egy ujfajta MS/MS aktivacios technika, az EThcD esetében és ezt

Osszehasonlitsam a régebbi fragmentacios modszerekkel (ioncsapda CID, HCD, ETD).

A dolgozat alapjat képezd kutatasok kettds célt szolgalnak. Az egyik cél, ahogy azt fentebb mar
emlitettem, technikai jellegli az O-glikopeptidek fragmentaciés karakterisztikajanak
tanulmanyozasaval a kozéppontban. A masik cél jellegét tekintve bioldgiai, és a human
vizeletben taldlhatd fehérjék O-glikozilacigjdnak megismerésére irdnyul. A két cél nem
valaszthatdo el egymastol. A kutatds analitikai részében megszerzett ismeretek az O-
glikopeptidek tandem tomegspektrometrids viselkedésérdl alapjaiban meghatarozza a felvett

adatokbdl kinyerhetd, biologiailag relevans informacidé megbizhatosagat.
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3. ANYAGOK ES MODSZEREK

3.1 Vizeletmintak

A mintavételhez sziikséges etikai engedély szama: 1011/16. Minden mintavételt a donorok
tajékoztatasa és beleegyezése eldzott meg. A dolgozatban bemutatasra keriild eredmények
Osszesen 13 pacienstdl szarmazo vizeletmintak kiilon LC-MS/MS analizisébdl szarmaznak (2.

tablazat). Az Urolégiai Klinikarél szarmazé mintdkat a mindenkori iigyeletes névér adta at

szamomra.
2. tablazat Osszefoglal6 tablazat a feldolgoztott vizeletmintakrol.
Sorszam | Nem Mintavétel Kateeoria Analizalt Eredmények
helyszine & WGA frakciok | bemutatasa
1. N§ SZBK — FTEnd 4.1 fejezet
oo Kontroll :
2 Férfi Proteomikai (Egészséges) Shoulder 4.2 fejezet
3. © laboratorium g & GIcNAc 4.3 fejezet
P N —S—€————ttt™m"_—_yu_y
4.
5 SZTE — Szent Kontroll
6- Gyorgyi (Egészséges)
7' Albert
3 Klinikai Felszines FTEnd
9' Férfi Kozpont holyagdaganat Shoulder 4.4 fejezet
10’ Korhaza — I1. GIcNAc
: épiilet Elérehaladott
11. . .
B Urologiai holyagdaganat
: Klinika
13. Holyaggyulladas

3.2 Mintaelokészités

3.2.1 Emésztés cellulozmembran sziiron (FASP)

A mintaeldkészitéshez €és a tripszines emésztéshez kutatdcsoportunk altal modositott,
Wisniewski és mtsai. altal k6zolt FASP (filter-aided sample preparation) protokollt alkalmaztam
[Wisniewski, 2009; Pap, 2017]. A mintak el6centrifugalasa (Hettich Universal 16 centrifuga)
5000 g-n, 4 °C-on, 20 percig tortént. A feliiliszot dvatos pipettazassal, az iiledék felkavarasa
nélkil egy 50 ml-es centrifuga csébe (Corning) helyeztem, az iiledéket kidobtam. Az
elécentrifugalt mintakat ultrasziiréssel koncentraltam 5000 g-n, 4 °C-on 20 percig, amelyhez egy
50 ml-es centrifugacsdbe helyezhetd cellulozmembran sziiréegységet (Amicon Ultra 15 ml,
MWCO: 10 kDa) hasznaltam. A betoményitett mintat (~250 ul) 6 M guanidin-hidroklorid
(Merck)/25 mM ABC (Merck) és a becsiilt fehérje mennyiségéhez (~100 pug/ml, koncentralatlan

vizelet) képest szazszoros molaris feleslegben 1évé DTT (Merck) jelenlétében denaturaltam és
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redukaltam 30 percen at 56 °C-on, 1000 rpm-en egy razatogépben (Grant-Bio PHMT
thermoshaker). Az SH-csoportok alkilezése 30 percig, s6tétben, szobahémérsékleten tortént: a
reakcioelegyhez a DTT mennyiségéhez képest 1,1 ekvivalens mennyiségi IAM-ot (Merck)
adtam. Ezutan a felesleges alkilezészert DTT-vel semlegesitettem. Ezt kovetden a mintakat
harom 1épésben mostam 4 ml 6 M guanidin-hidroklorid/25 mM ABC oldattal, majd harom
1épésben 4 ml 25 mM ABC oldattal. A mosooldattal minden esetben 1 percig razattam a mintakat
majd centrifugalassal (5000 g, 4 °C, 10 perc) tavolitottam el a moséfolyadékot. Végiil a
szlirbegységekben 1évé mintdkhoz a becsiilt fehérje mennyiségéhez képest 1% (w/w) tripszint
(oldallancvédett, sertés hasnyalmirigybdl, Thermo) adtam, majd 37 °C-on, enyhe razatas mellett
inkubaltam a mintakat 12 oran at. Az emésztési ido6 leteltével az emésztési elegyet atpipettaztam
egy 0,5 ml térfogata celluldézmembran sziiréegységbe (Amicon Ultra 0,5 ml, MWCO: 10 kDa)
¢s a peptideket centrifugalassal (B. Braun Sigma 2k15 centrifuga, 14000 g, 20 perc,

szobahdmérséklet) dsszegyiijtottem, majd vakuumcentrifugaval (Jouan RC1010) beszaritottam.

3.2.2 Lektin affinitdas kromatogrdfia

A lektin affinitds kromatografiat a kutatdcsoportunk altal kordbban mar kidolgozott modszerrel
végeztem [Darula, 2016]. A FASP protokollal készitett emésztményeket a beszaritas utan 100ul
150mM ABC pufferben (pH=7,5) oldottam fel. A duasitast egy 2mmx250mm (belsd
atméréxhossz) rozsdamentes acél oszlopba toltott, aldehid funkcioval ellatott, pordzus
szilikagyongyre (POROS 20 AL, Thermo) immobilizalt WGA lektinnel (Vector Laboratories)

végeztem.
A frakcionélashoz a teljes mintatérfogatot (100ul) felhasznaltam. A mobil fazis 150mM ABC
puffer (pH=7,5) volt. A kromatografias program hossza 41 perc volt, amelynek soran a mozgd

fazis térfogatarama a 3. tablazat alapjan valtozott.

3. tablazat WGA affinitaskromatografia programja.

ido | térfogataram
[perc] [ml/perc]

0 0,125
25,5 0,125
25,6 0,5
40,0 0,5
40,1 0,125

Az erdsebben kotddo glikopeptidek leszoritasara 200 ul 200 mM GIcNAc (Merck)/150 mM

ABC (pH=7,5) oldatot hasznaltam, amelyet minden minta esetében a kromatografias program
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10,7 percében injektaltam az oszlopra. Az elsé affinitas kromatografia soran 7 db 3 perces
frakciot szedtem mintanként 4,3 — 25,3 perc k6zott (15. abra). Az 5-7. frakciok GlcNAc tartalmat
Waters Sep-Pak C18 Plus SPE oszlopon tavolitottam el. Ezutan az atesd cstcsot tartalmazé
frakcid (FT) kivételével a fennmaradd frakcidkat egyesitettem, majd vakuumcentrifugaval
beszaritottam. A beszaritas utan a mintakat feloldottam 100 pl 150 mM ABC pufferben
(pH=7,5), majd megismételtem a dusitasi 1épést az eldbbickben leirt protokollt alkalmazva. A
kétlépéses lektin affinitas kromatografia végére mintanként végiil 4 frakcio keletkezett, melyeket
vakuumcentrifugaval beszaritottam. Ezek sorrendben a kovetkezok: ateso frakceio (1, FT), atesd
csucs vége frakcid (2, FTEnd), vall frakcio (egyesitett 3-4, Shoulder) és az GlcNAc-elualt
frakcio (egyesitett, cukor-mentesitett 5-7, GICNAC) (15. abra).

Mintak o E

FT FTEnd Shoulder GIcNAc
1. WGA affinitas

— =
kromatografia Frakciok

1

~

V)
Frakciok egyesitése

FT FTEnd Shoulder GlcNAc
2. WGA affinitas

—
kromatografia Frakcidk
—

l SPE

Végsd frakciok

15. abra Human vizeletmintak frakcioinak kezelése

3.3 A tomegspektrometrias analizis és az adatkiértékelés soran alkalmazott

paraméterek

A mintékat nanoLC-MS/MS analizissel vizsgaltam.

3.3.1 nanoLC paraméterek

A WGA frakciok forditott fazisu on-line frakcionalasa egy Waters nanoAcquity M-Class
UHPLC késziilékkel tortént. A mintak fokuszalasa és a sotalanitas egy csapdazé oszlopon
(Waters Acquity UPLC M-Class Symmetry C18 180 um x 20 mm, 5 um szemcseméret, 100 A
porusméret, aramlasi sebesség: 10 pl/min, olddszerdsszetétel: 3 %B) tortént, majd egy linearis
gradiens segitségével (B oldoszer: 10 %-rol 30 %-ra 60 perc alatt, a teljes programot 1asd a 4.

tablazatban) egy forditott fazisi nano oszlopon frakciondltam a mintdkat. (Waters Acquity
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UPLC M-Class BEH C18 75 pum x 250 mm, 1,7 pm szemcseméret, 130 A porusméret). A
frakcionalas soran A oldoszerként 0,1 % hangyasav/viz, B oldoszerként 0,1 %
hangyasav/acetonitril (VWR) keverékét haszndltam. A gradiensprogram teljes hossza 110 perc

volt.

4, tablazat nanoLC gradiensprogram.

Ido | Térfogataram | Oldoszerarany
[perc] [nl/perc] [%B]

0 300 3

5 300 10
65 300 30
75 300 40
78 300 90
80 300 90
84 300 10
87 300 90
90 300 3

Az on-line kromatografias detektor szerepét egy Thermo Scientific™ Orbitrap Fusion™
Lumos™ Tribrid™ tomegspektrométer toltdtte be. A mérések sordn a nano-ESI forrasban

alkalmazott spray fesziiltség érteke +1200 V. A transzferkapillaris hdmérséklete 300 °C volt.

A témegspektrometrias analizis soran minden MS1 mérést (m/z 380-1580, R = 60000, Orbitrap,
profil mdd, pozitiv ion méd) maximum 3 masodperces ciklus kovetett, ahol a késziilék a
prekurzorokat csokkend intenzitas szerint valasztotta ki MS/MS kisérletre (minimum intenzitas:
109). A z = 3-5 és z = 2 toltéssel rendelkezd prekurzorokat kiilon analizaltuk. A prekurzorok
kivalasztasa kvadrupdl analizatorral tortént, 2 Da-0s ablakkal. HCD spektrum minden
kivalasztott prekurzorrol késziilt (AGC célérték: 50000, NCE = 28%), mig EThcD spektrum
csak azokrol (AGC célérték: 300000, kigészitd NCE: 15%), amelyek HCD spektrumaban a 20
legintenzivebb ion ko6zott a HexNAC oxoOnium ionjanak megfeleld6 m/z 204,0867-es ion
detektalhato volt (10 ppm tomegpontossagon beliil). A késziilék minden MS/MS spektrumot az
Orbitrap analizatorral vett fel (R = 15000, centroid mod). A mérés soran a dinamikus kizaras 30

s volt.

3.3.2 Glikopeptidek azonositdasa automatizalt adatkiértékeléssel (4.1 fejezet)
A nyers mérési fajlokbol a Proteome Discoverer szoftverrel (Thermo Scientific, v2.2.0.388)
kiilon HCD és EThcD csucslistakat (.mgf formatum) allitottam eld a. A szoftver csak azokat a

spektrumokat tartotta meg, amelyekben legalabb 10 cstcs volt. Az ETheD csucslitakat tovabb
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szlirtem a NeuAc oxonium ionjanak jelenlétére (m/z 292,1027) a Protein Prospector MS-Filter
szoftverének segitségével. A szoftver azokat az EThcD spektrumokat tartotta meg, ahol az ion a
80 legintenzivebb csucs kozott volt és 10 ppm tomegpontossagon beliil. Az igy eldsziirt ETheD
csucslistakat a Protein Prospector Batch Tag Web (v5.16.0) és Byonic (v2.13.17) szoftverekkel
kerestem le. Az N- és O-glikopeptideket kiilon keresésben azonositottam. Az N-glikopeptideket
csak a Byonic szoftverrel, mig az O-glikopeptideket mindkét szoftverrel azonositottam. Mindkét
szoftver fehérjeadatbazisként a SwissProt human adatbazisat hasznalta (2017.9.19. verzio,
20291 szekvencia), amely kiegésziilt a fehérjék randomizalt szekvenciait tartalmazé decoy
adatbazissal. Az adatbazis keresés soran a triptikus peptidek mellett szemitriptikus peptideket
(N- vagy C-terminalison) is figyelembe vett a szoftver. A kihagyott hasitohelyek maximalis
szama: 1. A prekurzor ionokra az alkalmazott tdmegpontossag 5 ppm, mig a fragmensionokra
10 ppm volt. Allandé médositas: karbamidometilacié (Cys). Valtozé modositasok: acetilacio
(fehérje N-terminalis), ciklizaciéo (Gln a peptid N-terminalisan), oxidacio (Met), O-glikanok
(HexNAcHex, HexNAcHexNeuAc, HexNAcHexNeuAc,, HexNAc.HexaNeuAc: szerkezetek
Ser és Thr aminosavakon), N-glikdnok (57 human N-glikan szerkezet (1. melléklet) Asn
aminosavon). Egy peptiden maximum 2 valtozé modositast engedtem meg. Az N-glikan
struktarak ,,rare”, az 0sszes tobbi valtozo modositas ,,common’ modositasként lett definialva. A
»common” moddositasok szabadon kombinalhatok, mig a ,rare” modositasbol csak egy
szerepelhet a peptid azonositdsokban. A Protein Prospectorral végzett lekeresések elfogadasi
paraméterei a vall €s a GIcNAc frakciokra: FDR: 5 (fehérje) €s 1% (peptid), illetve 10 és 5%
tovabba SLIP score > 6. Byonic keresések esetében: Maximalis fehérje FDR: 1%, PEP2D < 0,1.

3.3.3 Oxonium ion intenzitas-mintdzat analizise HCD és EThcD spektrumokban (4.2
fejezet)

A HCD ¢és ETheD csucslistak sziirését 4 cukor oxonium ion jelenlétére az MS-Filter szoftverrel
[Medzihradszky, 2015 (A)] végeztem. Ezek rendre m/z 292,1027 (NeuAc®), m/z 657,2349
(HexNAcHexNeuAc®), m/z 948,3303 (HexNAcHexNeuAc;") és m/z 1313,4625
(HexNAc2Hex2NeuAc:*). A NeuAc (m/z 292) és a HexNAcHexNeuAc (m/z 657) szerkezetek
oxo6nium ionjait a HCD és ETheD spektrumok 20 legintenzivebb ionja kozott, mig a masik két
szerkezetnek megfeleld6 oxonium ionokat, mind a két spektrumtipus esetében, a 80

legintenzivebb csucs kozott vizsgaltam. A szlirés sordn a beallitott tomegpontossag 10 ppm volt.

Az intakt glikdnok jelenlététre is megsziirt EThcD cstucslistakat egy olyan adatbaziskereséssel
azonositottam, ahol minden paraméter megegyezett az m/z 292-es EThcD csucslistakkal

végrehajtott adatbaziskeresés paramétereivel.
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3.3.4 Uj O-glikan struktirdk azonositisa nem definidlt médositis kereséssel EThcD
adatokbol (4.3 fejezet)

A tomegspektrometrias analizis paraméterei megegyeznek a 3.3.1 fejezetben leirtakkal. A nyers
mérési fajlokbol kiilon HCD ¢és EThcD csucslistakat gyartottam a Proteome Discoverer
szoftverrel (v2.2.0.388). A konverzi6 soran csak olyan spektrumok maradtak meg, amelyekben
legalabb 40 cstcs volt. Az EThcD adatokat a Protein Prospector MS-Filter programjaval
megszlrtem az m/z 292,0927 ion (NeuAc) jelenlétére, amelynek a 20 legintenzivebb csucs
kozott kellett lennie, 10 ppm tdmegpontossagon beliil. Az igy megsziirt EThcD csucslistakkal
egy nem definidlt modositas keresést végeztem a Protein Prospector Batch Tag Web szoftver
segitségével (v5.16.0). A kereséshez egy sziikitett fehérjeadatbazist hasznaltam, amely mar a
korabban és megbizhatdéan azonositott O-glikoproteinek szekvenciaibol allt (418 szekvencia).
Az adatbazis keresés soran csak triptikus peptideket vettem figyelembe maximum 2 kihagyott
hasitohellyel. A prekurzor ionokra 5 ppm, a fragmensionokra 10 ppm tomegpontossagot
allitottam be. Allandé modositas: karbamidometilacio (Cys). Valtozé modositasok: acetilacio
(fehérje N-terminalis), ciklizacié (Gln a peptid N-termindlisan), oxidacié (Met), illetve nem
definialt modositas 0-3000 Da tartomanyban Ser, Thr és Asn aminosavakon. Az eredmények
elemzése soran nem hatdroztam meg elfogadési paraméter célértéket, mivel ez egy felfedezd

jellegti keresés volt.

A nem definialt modositas keresésekbdl meghatarozott 0 O-glikan szerkezetekkel wjabb
adatbazis keresést végeztem a Protein Prospector szoftver segitségével. Ehhez a kereséshez a
SwissProt human fehérjeadatbazisat hasznaltam (2017.9.19. verzio, 20219 szekvencia), amely
kiegésziilt a fehérjék randomizalt szekvencidit tartalmazd decoy adatbazissal. Az
adatbaziskeresés soran a triptikus peptidek mellett szemitriptikus peptideket is figylembe vett a
szoftver. A kihagyott hasitohelyek maximalis szdma: 1. A prekurzor és fragmensionokra
vonatkozé tomegponotossag: 5, illetve 10 ppm. Allandé médositas: karbamidometilacié (Cys).
Valtoz6 modositasok: acetilacio (fehérje N-terminalis), ciklizacid (Gln a peptid N-terminalisan),
oxidacio (Met), O-glikanok (28 db Osszetétel (4. melléklet) Ser és Thr aminosavakon). Minden
valtoz6 moddositast ,,common”-ként definidltam. Egy peptiden maximum 2 véltozé mddositas
lehetett. Az adatbazis keresés soran a szoftver a spektrumok 80 legintenzivebb csucsat vette
figyelembe (egy spektrum mindkét felébol 40-40 csucs). A glikopeptid azonositasok elfogadasi

paraméterei: 5% ¢és 1% FDR fehérje és peptid szinten, illetve SLIP score > 6.
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3.3.5 Tovabbi uj O-glikan strukturak azonositisa GF-Hunterrel (4.4 fejezet)

A tdmegspketrometrias analizis EThcD MS/MS kisérletének AGC célértéke modosult a 3.3.1
fejezetben leirthoz képest. Az uj érték 50000. A HCD ¢és EThcD cstcslistakat a 3.3.4 fejezetben
ismertetett paraméterekkel generaltam. Az ETheD csucslistak sztirését az MS-Filter programmal
végeztem a 3.3.4 fejezetben leirt paraméterekkel. Az EThcD csucslistak adatbaziskeresése a
3.3.2 fejezetben ismertetett paraméterekkel tortént. A keresési eredmények elfogadasi
paraméterei: Minimum fehérje és peptid score értékek: 22 és 15, illetve maximum fehérje és

peptid E-Value értékek: 0,01 és 0,05.

Az elfogadasi paramétereknek megfelel6 ETheD O-glikopeptid azonositasokbodl készitettem el
a GF-Hunter bemeneti peptid listdjat, amely egy .txt formatumu fajl. A listdn szerepld
peptidszekvencidk nem tartalmazzak az adatbézis keresés soran azonositott glikant, minden mas
kovalens modositast azonban igen. Ez a .txt file é&s a HCD cstcslistak képezik az GF-Hunter
bemeneti file-jait. A szoftver a HCD cstcslistakban a bemeneti listan szerepld peptidek Yo-Y1
parjait kereste 10 ppm tomegpontossagon beliil, azonos toltésallapotban (1+, 2+, 3+), a 30
legintenzivebb cstcs kozott. Ha a szoftver altal szdmolt additv tdmeg 10 ppm tdmegpontossagon
beliil volt a beépitett glikanlistaban szerepld valamely glikdn elméleti additiv tomegéhez, akkor

a szoftver a passzolo glikdndsszetételt hozzarendeli megfeleld6 HCD spektrum — peptid parhoz.
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4. EREDMENYEK ES MEGVITATASUK

4.1 Human vizeletbdl dusitott glikopeptidek azonositisa automatizalt

adatkiértékeléssel

A human vizeletben taldlhato fehérjék O-glikozilacidjanak megismerését harom egészséges
donor vizeletének vizsgalataval kezdtem. Ehhez a vizeletben talalhato fehérjéket tripszinnel
emésztettem, majd két korben WGA affinitds kromatografiaval glikopeptideket dusitottam. A
kétszeres lektinkromatografia célja a minta nem specifikus hatterének csokkentése volt. A
kromatografia soran tobb frakciot is gytijtéttem (3.2.2 fejezet). Az atesé frakcioban a WGA
lektinnel nem kolcsonhato peptidek talalhatoak. LC-MS/MS analizist az FTEnd (2), Shoulder
(3-4) és a GIcNAc (5-7) frakciokkal végeztem. Az atesé csucs végi frakcioban jelennek meg a
lektinnel gyengén kolcsonhatd egyszeresen glikozilalt O-glikopeptidek, ezek maximuma a
shoulder frakcioban talalhat6, mig a GIlcNAc-nal elualt frakciokban a lektinhez er6sebben
kot6do, foleg tobbszordosen modositott O-glikopeptidek talalhatok.

A futasok Gsszionaram €s baziscsucs kromatogramjat a 16. abra szemlélteti egy kontroll mintan

bemutatva.
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16. abra Kontroll minta dsszionaram (felsé panel) és baziscstcs (alsé panel) kromatogramja.

A glikopeptidek dusitasara hasznalt WGA egy nemspecifikus lektin, igy az izolalt peptideken
jelen 1évo glikanokat nem lehet megjosolni. Az MS/MS adatok elézetes sziirése soran
megallapitottam, hogy az EThcD spektrumok dontd tobbsége tartalmazza az m/z 292.103 iont,

ami szialilalt glikan struktarak jelenlétére utal, igy az adatkiértékelés soran ezekre a struktirdkra
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fokuszaltam. Az O-glikopeptidek azonositasara két szoftvert (Byonic [Bern, 2012], Protein
Prospector [Baker, 2011]) hasznaltam. Potencialis modositasként di-, mono- és aszialo core 1-
es ¢s diszialo core 2-es alapszerkezeteket vettem figyelembe, feltételezve, hogy a vizeletben
jelenlévo fehérjék hasonld O-glikan mintazattal rendelkeznek, mint a plazma fehérjék [Yabu,
2014]. N-glikopeptidek azonositasara csak a Byonic szoftvert hasznaltam. Az N-glikan adatbazis
a Byonic bels6 N-glikan adatbazisa, amely a human plazméban eléforduld 56 leggyakoribb
szerkezetet tartalmazza. Az elfogadasi paramétereknek megfelelé O- és N-glikopeptid
azonositisok a 2. és 3. mellékletben talalhatok. Osszességében tobb O-glikopeptidet sikeriilt
azonositani, mint N-glikopeptidet. Az O-glikopeptid azonositasok a core struktarak szintjén
67%-ban atfednek a Halim és mtsai. altal kozolt adatokkal, akik szitén human vizeletbol
analizaltak az O-glikopeptideket. Az N-glikopeptid azonositasok atfedése alacsonyabb (20%)
[Halim, 2012]. A kutatocsoport hidrazid funkcidt tartalmazd gyongyokon dusitott
glikoproteineket a szialsavak perjodsavas oxidacidjat kovetden. Az oszlophoz kotott fehérjéket
tripszinnel emésztették, a modositatlan peptideket mosassal eltavolitottdk, majd a
glikopeptideket hangyasavas hidrolizissel (lehasitva a szidlsavat) izolaltak. A mintakat LC-
MS/MS technikaval analizaltak. CID-MS? segitségével a peptideket modosito glikan dsszetételét
hataroztdk meg, majd CID-MS?2 kisérlettel a CID-MS?-ben keletkezett deglikozilalt peptid iont
(Yo) fragmentaltak a peptidszekvencia azonositasa érdekében. ECD-MS? kisérlettel az O-glikan
glikéan struktira nem hatadrozhatd meg a szialsavak eltavolitdsa miatt (pl. egy mono- és diszialilalt
core 1 strukttrat hordozo glikopeptid egyarant a GalNAcGal glikant hordozza a mintael6készités
utan). Az eredmények Gsszehasonlitasa soran azokat a glikopeptideket tekintettiik azonosnak,
ahol az altalunk meghatarozott glikan aszialo része egyezett Halim és mtsai. adataival.
Tobbnyire a modositas helye is megegyezett, bar a kiilonb6zd szoftverek segitségével végzett

PTM lokalizacié megbizhatdsaga kérdéses.

Az EThceD spektrumok azonositési rataja alacsony. A két vizsgalt frakcio koziil az ateso csucs
szoftver hasonldan teljesitett. A Byonic Osszesen 556 spektrumot azonositott, mig a Protein
Prospector 552-t. Mindkét szoftver altal azonositott spektrumok szama 343. Ezeket a szdmokat
kombindlva az N-glikopeptid azonositasokkal (328 PSM) az azonositasi rata, az sszes betaplalt
ETheD spektrumra vonatkozéan, kb. 5%. A GICNAc-nal elualt frakcio esetében a Byonic 326,
mig a Protein Prospector 304 spektrumot azonositott. Az N-glikopeptid azonositasok szama 109.
fgy a GlcNAc frakcio azonositasi rataja kb. 2,5%. Az alacsony azonositasi rata egyik oka az

EThcD aktivalasra kivalasztott prekurzorok alacsony toltéssiirisége [Good, 2007]. A prekurzor
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ionok tobb, mint 90%-a m/z 900-nal nagyobb. Az m/z 900 alatti prekurzorok esetében a
spektrumok 13%-at sikeriilt azonositani, mig az m/z 900 feletti prekurzorok esetében ez az érték
csak 2%. A tobbszoros glikozilacid vagy egy nagy méreti glikan is akadalyozhatja az

azonositast, mert: 1) tobb konnyen hasadé glikozidos kotés van jelen és 2) kevesebb protonalhato
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17. abra m/z 827,037 (3+) azonositatlan glikopeptidrél késziilt EThcD spektrum. A peptidhez egy core
2-es hexaszacharid kapcsolddik. A peptid szekvencidjanak azonositasahoz sziikséges fragmensek
hianyoznak. Az ox6nium ionok kék szinnel jeloltek, mig a toltésvesztett prekurzorokbdl szarmazo
cukorvesztések pirossal (2+) és zolddel (1+). Yo a deglikozilalt peptidet, mig Y1 a GaINAc-nal
modositott peptidet jeloli. A rombusszal jelolt csucs egy kétszeres toltési koelualodo prekurzor
toltésvesztett formaja.

Ebbdl jol lathatd, hogy az ETD alacsony hatasfoka limitalo tényezé az EThcD spektrumok
azonositasadban is, tovabba a kiegészitd aktivalasként alkalmazott HCD sem segiti el a
peptidszekvencia meghatarozdsdhoz sziikséges peptidfragmensek keletkezését. Sok EThcD
spektrum esetében a gyokos fragmentaciobol szarmazd szekvencia ionokbdl egyet sem, vagy
csak keveset detektaltunk. A spektrumokban a domindns fragmensionok a glikdn
glikanfragmentacio dominanssa valasa kifejezetten jellemzd nagyobb és/vagy tobb O-glikdnnal

modositott peptidek esetében (17. abra).
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A 17. abran egy azonositatlan glikopeptid EThcD spektruma lathatdo. A spektrumban
megfigyelheté m/z 1313,464 ion egy HexNAcHexoNeuAc: dsszetételil glikanra utal, amelybol
arra lehet kdvetkeztetni, hogy a peptid egy diszialo core 2-es szerkezettel modositott. A glikan
additiv tomegét igazolja a deglikozilalt peptid-ion (Yo) m/z 583,822 (2+) jelenléte is. A
spektrumban nem talalhaté elegend6 szekvencia ion a peptid aminosav-sorrendjének
meghatarozasdhoz. A sikeresebb spektrum azonositas ellen dolgozik a komplex elegyekben
megfigyelhetd prekurzor ion interferencia is. A legtobb EThcD spektrumban megfigyelhetéek
olyan ion klaszterek, amelyek mas toltésallapotban 1évé prekurzorok toltésvesztett formainak
felelnek meg (17. abra, rombusszal jel6lt csucs). Az automatizalt adatkiértékelés soran is tetten
¢rhetdé ez a jelenség. Az EThcD adatokbol gyakran sikeriilt nem glikozilalt peptideket is
azonositani annak ellenére, hogy az EThcD spektrumok felvétele a HCD-ben megjelend

diagnosztikus cukor ox6nium ionhoz (m/z 204,087) volt kotve.

4.2 OxoOnium ionok intenzitas-mintazata alacsony iitkozési energiaval (HCD

NCE = 15%) felvett EThcD spektrumokban
Az EThcD spektrumok manuadlis ellendrzése soran felfigyeltiink arra, hogy nagyobb oxonium
ionok is megjelennek a HCD spektrumban megfigyeltekhez képest. Némely esetben a peptidet

modosito teljes cukorszerkezetnek megfeleld oxonium ion is detektalhato (17. dbra).

5. tablazat A HCD és EThceD csucslistak 0sszehasonlitasara hasznalt oxénium ionok

szerkezete €s monoizotopos tomege.

Oxo6nium ion Szerkezet Mon?lZOtOP s Glikan tipusa
tomeg
(NeuAc)* @ 292,1027 O, N
(HexNAcHexNeuAc)* 657,2349 O,N
(HexNAcHexNeuAc2)* 948,3303 O
(HexNACzHex2NeuAc,)* 1313,4625 o)

A Protein Prospector MS-Filter programjaval vizsgaltuk, hogy ez mennyire altalanos jelenség:

a HCD ¢s az EThcD adatokat ,,megsziirtiik” az 5. tdbladzatban talalhaté cukor oxonium ionok
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jelenlétére. Relativ intenzitasukat is igyekeztiink megbecsiilni ugy, hogy limitaltuk a
legintenzivebb ionok szamat, amelyek kozott a keresett oxonium ionnak szerepelnie kellett
(3.3.3 fejezet, 6. tablazat). A HCD és EThcD spektrumok 20 legintenzivebb fragmensét
vizsgalva, a NeuAc ox6énium ionjanak eléforduldsi gyakorisaga megegyez6 (6. tablazat). A
monoszialo core-1 oligoszacharid oxonium ionja (m/z 657) azonban 50%-al gyakrabban fordul
elé az ETheD spektrumokban, mint a HCD adatokban (6. tablazat).

6. tablazat A 5. tablazatban feltiintetett oxonium ionok eléfordulési gyakorisaga (%) a HCD és
EThceD csucslistdkban 10 ppm tdmegpontossaggal, az adott szamu legintenzivebb ion kozott
(Top X). V és G a WGA kromatografia soran gytijtott vall és GleNAc frakciokat, mig az 1, 2

és 3 a kiillonbozé mintakat jeldli.

292 657 948 1313

Minta Top 20 Top 20 Top 80 Top 80
HCD | ETheD | HCD | EThcD
44 87

V1
V2
V3
Gl
G2
G3

A nagyobb alapszerkezetek oxonium ionjainak az el6fordulasi gyakorisaga a triszacharidéhoz
képest alacsonyabb mar EThcD-ben is, de a HCD adatokhoz képest mindenképpen magasabb
(6. tablazat). Az m/z 948 ion (diszialo core 1 tetraszacharid) el6fordulasi gyakorisaganak
novekedése (mindkét aktivalasi modszer esetében) akkor allt meg, ha a 80 legintenzivebb
fragmenst vettiik figyelembe. Az m/z 1313 ion (diszialo core 2 hexaszacharid) gyakorisaga volt
a legkisebb (< 1%), ami nem csak a struktira ,,torékenységét” jelzi, de a human szérumban
végzett szabad glikanok vizsgalatabol az is sejthetd, hogy kisebb az eléfordulési gyakorisaga
[Yabu, 2014]. A diszialilalt core 2-es hexaszacharid (m/z 1313) tovabbi fragmensei lehetnek
még: HexNAczHex (m/z 569), HexNAc:Hexz (m/z 731), HexNAc2HexNeuAc (m/z 860),
HexNAcHexoNeuAc (m/z 1022), am ezek koziil egyik fragmens sem volt szamottevd
mértékben detektalhato. Ezek az 1) megfigyelések segithetik az O-glikopeptidek azonositasat,
mivel annak eldontése, hogy egy szekvencia egy nagyobb oligoszachariddal vagy két kisebbel

van moédositva sok esetben nehezen donthetd el.

Tapasztalataink alapjan (j megkozelitést alkalmaztunk annak érdékében, hogy tobb tetra-, illetve

hexaszachariddal moddositott peptidet azonosithassunk. A csucslistdkban csak olyan
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spektrumokat hagytunk, amelyek a nagyobb glikanokra jellemz06 fragmenseket tartalmaztak. A
tetraszacharidra keresve az m/z 292-es ion mellett tovabbi feltétel volt, hogy a spektrum
tartalmazza az m/z 948-as iont is, amely az intakt tetraszacharidnak felel meg. A hexaszacharidra
keresve az m/z 292-es ion mellett az EThcD spektrumban szerepelnie kellett az m/z 657-es és
ezzel egyidejlileg az m/z 1313 (a teljes szerkezetnek megfeleld oxonium ion) ionnak is. Ezzel a
lekeresési stratégiaval az azonositott O-glikopeptidek 90%-a a csucslistak sziirésénél hasznalt
intakt oxonium ionnak megfeleld O-glikan szerkezettel illett az adatokhoz. Ennek ellenére az
azonositasi rata nem javult jelentdsen azokhoz az eredményekhez képest, amelyek a csak m/z
292 ion jelenlétére sziirt EThcD csucslistakkal végzett adatbaziskeresésekbdl szarmaztak (2.
melléklet, Osszefoglal fiil). A Protein Prospector az 0j, tetraszacharid jelenlétére is sziirt
csucslistakkal dsszesen 270 (vall frakcid) és 100 (GlcNAc frakcio) spektrumot, mig a Byonic
Osszesen 217 (vall frakcid) és 77 (GlcNAc frakcio) spektrumot azonositott (7. tablazat). Mindkét
szoftver azonositott olyan spektrumokat is, amelyek a csak m/z 292 ion jelenlétére sziirt EThcD
csucslistakkal végzett lekeresésekkel nem jottek ki. A Protein Prospector 53 (vall frakcio) és 26
(GIeNAc frakeid) ETheD spektrumot azonositott jonnan, tetraszacharid szerkezettel modositott
peptidekként. A Byonic csupan 2 és 10 uj azonositast produkalt a vall és GlcNAc frakciokbol

Osszesen (8 tablazat).

7. tablazat A nagyobb oxo6nium ionok (m/z 948 ¢és 1313) jelenlétére sziirt csucslistakkal

végzett adatbaziskeresések eredményeinek 0sszehasonlitasa. PP: Protein Prospector.

Vall frakcio GIcNAc elualt frakeid
. ¥ EThcD . Egyedi | X EThcD , Egyedi

Keresések spektrum Azonositva azo%sités spektrum Azonositva aZOEIJl)(/)SitéS
Byonic (292) | 20965 556 104 20452 326 93
Byonic (292+948) | 5530 217 2 8266 77 10
Byonic (1313) 95 17 5 97 0 0
PP (292) | 20965 552 53 20452 304 84
PP (292+948) | 5530 270 155 8266 100 26
PP (1313) 95 22 7 97 7 1

Az m/z 292 + 1313 ionokra sziirt EThecD csucslistabol (95 spektrum, vall frakecio) a Protein
Prospector 22 spektrumot azonositott 16 egyedi peptidszekvenciaval. A Byonic ugyanezt a
csucslistat hasznalva 17 spektrumot azonositott 12 egyedi peptidszekvenciaval (7. tablazat). A
Protein Prospectorral valo atfedés 12 azonositas, amely 7 egyedi O-glikopeptidnek felel meg (7.
tablazat). A legjobb azonositashoz tartozé spektrumot a 18. abra mutatja be. A csak az m/z 292-
es ion jelenlétére sziirt csticslistakkal veégzett lekeresésekkel (Protein Prospector €s Byonic)
osszesen 110 ETheD spektrumot azonositottunk hexaszachariddal modositott glikopeptidként a

vall frakciobol. Ezeknek a spektrumoknak egy jelentds része a modositd glikan tekintetében nem
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volt egyértelmlien értelmezhetd, mivel a hexaszacharid felbonthaté két triszacharid
(HexNAcHexNeuAc) vagy egy di- (HexNAcHex) és egy tetraszacharid (HexNAcHexNeuAc?)
szerkezetre is. Ennek eldontése akkor problémas, amikor a potencialis modositasi helyek egymas
mellett vannak a szekvencidban, €s a két pozicidt elvalasztd kotés hasadasat sem N-, sem C-
terminalis fragmens nem jelzi. Hosszabb, szdmos hidroxi-aminosavat tartalmazé szekvencidknal
az is bonyolitotta a dolgot, hogy peptidenként csak 2 variabilis modositas volt megengedve igy
korlatozva a lekeresend6 adatbazis méretét. Ezért a két hexaszachariddal azonositott szekvenciadk

megfelelhetnek akar olyan glikoformaknak is, ahol tobb mint 2 O-glikdn mddositja a peptidet.
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18. abra m/z 746,660 (3+) prekurzorrdl késziilt ETheD spektrum, amely a Protein YIPF3
AVAVT(HexNAc,HexoNeuAc,)LQSH peptidjeként lett azonositva.

Osszegzésként megallapithatd, hogy az alacsonyabb energidjii iitkdzéses aktivalas mellett
nagyobb cukor oxonium ionok is talélik az EThcD aktivalast. Ezek az ionok értékes informaciot
hordoznak a peptidet mddositd O-glikanrol. Segitségiikkel eldonthetd, hogy egy glikopeptid
tobb, kisebb glikannal vagy esetleg egy nagyobb struktiraval modositott. Sajnos az intakt O-
glikannak megfelelé oxonium ion eléfordulési gyakorisaga még EThcD-ben is alacsony, emiatt
csak kevés EThcD spektrum esetében szolgdl tobblet informacioval. De azokban a
spektrumokban, ahol jelen vannak, jol haszndlhatok az adatbazis keresd szoftverek
azonositasainak erdsitésére vagy céfolatara, és ezt a lehetdséget érdemes lenne a lekeresd

programokba beilleszteni.
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4.3 Uj O-glikan struktirak azonositisa

Ahhoz, hogy noveljikk az azonositott spektrumok szamat és megtudjuk milyen mas O-glikan
szerkezettel modositott peptidek rejtéznek az adatokban, egy Un. nem definialt modositas
keresést végeztiink, amelynek soran a modositas tomege legfeljebb 3000 Da lehetett Ser, Thr és
Asn aminosavakon. A keresést a mar kordbban azonositott fehérjék részhalmazan végeztiik.
(3.3.4 fejezet). Az ilyen lekeresések eredményeinek értékelése soran célszerli a korabban mar
megbizhatoan, nagy pontszadmmal, tobb mintaban is eléforduld glikopeptidek ) modositasait
megvizsgalni, kiilonds tekintettel az egyetlen helyen modosithatd szekvencidkra. Ezekben az
esetekben a legegyszeriibb ugyanis az 1j cukor-6sszetételeket felismerni a mikroheterogenités
alapjan. Az igy detektalt tomegkiilonbségek azt sugalltdk, hogy az eddig megengedett szialo-
szerkezetekre acetilcsoport(ok) és/vagy extra NeuAc kertilt, és ezt az MS/MS spektrumok

ellendrzése igazolta is.

8. tablazat Neu5,9Ac,-t és/vagy diszialsavat tartalmazo O-glikant hordozé glikopeptidek.*

Uniprot . - (4)° (5)° (6)°
Acc # Fehérje neve Peptid 11200T1l2]3 12
Q9GZM5 Protein YIPF3 2AVAVTLQSH? + |+ |+ |+ |+ + |+ +
po1344 | Insulin-like growth %DVSTPPTVLPDNFPRIY + |+
factor 11
SAQDGGPVGTELF!# +
SAQDGGPVGTELFRY¥ +
P78423 Fractalkine 21VWGQGQSPRPE>? +
247\WGQGQSPRPENSLER%? + |+
2BEEMGPVPAHTDAF? + |+
Small integral n 15
QOBZL3 | o e orotein 3 MDAVSQVPMEVVLPK + +
Basement membrane- BSLPEDIETVTASQMRY +
specific heparan sulfate
P98160 proteoglycan core BWTHSYL® +
protein
Q13508 ribosyltransferase 3 ILEPTQIPGMK *
Q9H2B2 Synaptotagmin-4 SEEFDEIPTVVGIF% +
Membrane protein 50 68
Q8TBP5S EAM174A PRTLPPLPPGPTPAQQPGR +
Pog6o3 | 'Macrophage colony- | s\, p\/RpTGODWNHTPOKS +
stimulating factor 1
P14209 CD99 antigen SDALPDNENKKPTAIPK* +
P60022 Beta-defensin 1 2GNFLTGLGHR® +

protein Prospectorral azonositva és manualisan validalva. A pirossal jel6lt Ser/Thr aminosavak a glikozilacio

helyét jelolik. 3A glikanban talalhaté monoszacharid egységek szamat jel6li, amelyek a szialsavakat is tartalmazzak.

A kovetkezd sorban szerepld szamok a glikdnban talalhaté Neu5,9Ac,-k szamat jelolik. A feltételezett strukturakat
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az 4. melléklet tartalmazza. *val6jaban egy NeuAcNeu5,9Ac,Neu4,5,9Acs kombindciot jeldl (Id. lentebb és a 22.

abrét).

Ismert, hogy poliszidlsav lancok ¢és diszialo-csoportok léteznek [Varki, 2015], de
tomegspektrometrids detektalasukat intakt glikopeptidek esetében (részben, mert a szidlsavat
tobbnyire eltavolitjak) [Halim, 2012; Steentoft, 2011] eddig nem kozolték. Az acetil-csoport egy
kozismert fehérje poszttranszlacios modositas, de az adatok elemzése soran bizonyitést nyert,
hogy a cukorszerkezet acetilalt, nem pedig a peptid: a HCD és EThcD spektrumokban az m/z
334,113 ¢és a vizvesztéssel keletkezett m/z 316,103 ionok Neu5,9Ac: jelenlétét jelzik. Ezekbol
az adatokbol természetesen nem lehet meghatarozni, hogy a NeuAc mely hidroxil-csoportja
acetilezddott, de a fent emlitett struktara a legvalosziniibb [Varki, 2015]. A Protein Prospector
MS-Filter programjaval, a két fragmens (m/z 316, 334) egyiittes jelenlétére szlirve, az EThcD
spektrumok nagyjabol 5%-a eredhet Neu5,9Ac,-tartalma glikoformabol.

Uj adatbézis keresést végeztiink egy olyan glikdn adatbézissal, amelyben mar diszidlsavat és
Neu5,9Ac:-t tartalmaz6 O-glikan struktarakat is felsoroltunk (3.3.4 fejezet, 4. melléklet). Az
azonositott spektrumokat manudlisan ellendriztilk. A diszialsavat, illetve a Neu5,9Acz-t

tartalmaz6 O-glikdnnal modositott peptidek listajat a 8. tablazat tartalmazza.

4.3.1 Glikan fragmentdcios szabdlyok alacsony iitkozési energiaval (NCE = 15%) felvett
EThcD spektrumokban

Amint azt a 4.2 fejezetben mar részletesen bemutattam, a HCD és EThcD spektrumok masfajta
oxonium ion eloszlast mutatnak. Ez utébbiakban az aktivalast nagyobb tomegii oxénium ionok
is tulélik. Sokszor a teljes cukorszerkezetnek megfeleld oxonium ion is detektdlhatd, még a
hexaszacharid (HexNAc2Hex2NeuAc,) esetében is. Az uUjonnan felfedezett glikoformak
adatainak gondos vizsgalataval arra a kovetkeztetésre jutottunk, hogy az altalunk hasznalt
EThcD koriilmények kozott, akarcsak az ioncsapda CID-ben, az egyszeres kotéshasadas
meghatarozasat. Ez a megfigyelés jol hasznalhato volt arra, hogy meghatarozzuk a diszidlsav és

a Neu5,9Ac: kapcsolddasi helyét a cukorszerkezeten beliil.

4.3.1.1 Diszialsavat tartalmazo glikanok

A Neu5,9Ac,-t tartalmazo O-glikdnnal moédositott glikopeptidek és a diszialsavat tartalmazé
core 1-es O-glikdnnal modositott glikopeptidek kozott atfedés észlelhetd (8. tablazat). A
diszidlsav terminalis egysége lehet “normal” NeuAc, Neu5,9Ac, vagy Neu4,59Acs.
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Diszialsavat tartalmazo O-glikanra utalnak az EThcD spektrumban megfigyelhetd m/z 583,197,
illetve m/z 625,210 ionok, amelyek a (NeuAc), illetve NeuAcNeu5,9Ac: struktaraknak felelnek
meg. Egy pentaszachariddal médositott peptid ETheD spektruma lathaté a 19. dbran. A peptidet
modosito glikan harom “normal” NeuAc-t hordoz. Ezt a (NeuAc). és a HexNeuAc lehasadasat
jelz6 Y ionok jelzik (m/z 1156,04 (2+), 1220,56 (2+)). Ezek az ionok arrdl is tajékoztatnak, hogy
a glikan eldgazo ¢és a diszialsav egység a GalNAc-hoz kotdédik. A két szidlsav egymashoz
kapcsolodasat a diszialsav oxonium ionja tamasztja ala (m/z 583,197). A teljes cukorszerkezetet

reprezentald oxoénium ion m/z 1239,41-nél megerdsiti, hogy a peptidet egyetlen O-glikan

modositja.
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19. abra m/z 965,092 (3+) perkurzorrdl késziilt ETheD spektrum, amely
DVSTPPT(HexNAcHexNeuAcs)VLPDNFPR glikopeptidként lett azonositva. A prekurzor iont és
toltésvesztett formajat ,,pr” jeloli. Az abra bal fels6é sarkaban bemutatott cukorszerkezeten illusztralom a
fragmentaciot, az intakt glikan oxonium ionjat az dbraban piros csillag jelzi. A fekete csillaggal jelolt
ion egy kétszeres toltésii koelualoddé molekula toltésvesztett formaja.

4.3.1.2 O-acetil-neuraminsavat tartalmazo glikanok

Az EThcD adatok alapjan a Neu5,9Ac:; mindig terminalis pozicidoban taldlhatd, amelyet
alatdmasztanak a toltésvesztett prekurzorokbol Neu5,9Ac, vesztéssel keletkezd Y ionok. Ez
tulajdonképpen varhat6 is volt, mert a modositds az amuigy lanczaré NeuAc maszkirozasara
szolgal [Varki, 2015]. Az egy Neu5,9Ac,-t tartalmazo core 1-es tetraszacharidok esetében a

diacetilalt neuraminsav a galakt6zhoz kapcsolodott, amelyet bizonyitott az EThcD spektrumban
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talalhato, HexNeu5,9Ac: jelenlétét jelzo B2 ion (m/z 496,166) és az ezzel komplementer Yiq i0N
(m/z 710,345 (2+)) (20. abra, 1. séma). Az intakt tetraszacharidot is detektaltuk (m/z 990,336).
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20. abra m/z 638,954 (3+) prekurzorrél késziilt ETheD spektrum, amely
AVAVT(HexNAcHexNeuAcNeuAcAc)LQSH glikopeptidként keriilt azonositasra. A Neu5,9Ac; a
galaktozt modositja (1. séma). A hidrogénmigracioval keletkezett z+1 peptidfragmensek az abran

csillaggal jeloltek.
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1. séma A 20. abran bemutatott, EThcD spektrumbol azonositott AVAVTLQSH peptidet
modositd glikan fragmentacidjat illusztralo séma.
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Az egy Neu5,9Ac»-t tartalmazo diszialo core 2-es hexaszacharid esetében a Neu5,9Ac; a glikan
mindkét karjat lezarhatja. Ezt az esetet szemlélteti a 21. abra. Az adatbaziskeresés soran a Protein
Prospector megegyez6 peptidszekvencidval és cukordsszetétellel azonositotta az m/z 760,664
(3+) prekurzorrol két kiilonbozo iddpontban felvett EThcD spektrumot: a Protein YIPF3
(Q9GZMS5) fehérje AVAVT(HexNAcoHexaNeuAcNeuAcAc)LQSH peptidjeként. Mindkét
spektrumban megtalalhaté a hexaszacharid oxonium ionja (m/z 1355,46, 8. melléklet). A
Neu5,9Ac; mindkét esetben galaktdozhoz kotott, amelyet az m/z 496,166 ion bizonyit (8.
melléklet). A két, eltérd idépontban felvett EThcD spektrumot jobban szemiigyre véve kideriil,
hogy az azonossag csak a peptid szekvencidjara, a modositas helyére és a glikan Gsszetételére
érvényes, viszont az oligoszacharidok szerkezete kiilonb6z6. A korabban elualédo, intenzivebb

glikoforma esetében a Neu5,9Ac2 a GIcNAcGal karon talalhatd (a 21. &bra alsé paneljén 3

karként jelolve).
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21. abra m/z 760,664 (3+) prekurzorrdl késziilt ETheD spektrum részlet 14,95 percnél (als6 panel),
illetve 18,29 percnél (fels6 panel). Mindkét spektrum a Protein YIPF3 fehérje
AVAVT(HexNAcHex;NeuAcNeuAcAc)LQSH peptidjeként lett azonositva. A spektrum manualis
ellenérzése izomer O-glikan szerkezetek jelenlétét tarta fel. Az izomer szerkezetek
megkiilonboztetésében diagnosztikus értékkel bird fragmensek és a mogottiik meghuzodo
kotéshasadasokat azonos szinnel jeldltem.

o1



Ez a kar egyszeres kotéshasadéssal eltavolithato a hexaszacharidrol, amit a spektrumban az m/z
699,245-nél (Bsp) detektalhaté HexNAcHexNeuAcAc oxonium ion jelez. Ennek az oxénium
ionnak a komplementer parja (Y1p) is lathatd a spektrumban (m/z 791,372 (2+)). Ezek az ionok
a késobb elualodo glikoformardl felvett ETheD spektrumban (21. ébra, felsé panel) hidnyoznak.
Ebben az esetben az O-acetil-szidlsav az o kart zarja le. igy amikor a GaINAc és a GlcNAc
kozotti kotés elhasad, egy intenziv Bap ion keletkezik m/z 657,234-nél. Az ennek a B ionnak
megfeleld komplementer Yip-t is detektaltuk (m/z 812,378 (2+)). A két spektrumban talalhato
tobbi Y fragmens glikdnkompozicidja megegyez0. Az Yio €és az Yzp fragmensek relativ
intenzitdsa a két glikoformardl késziilt EThcD spektrumban eltérd. Az adatok alapjan
feltételezhetd, hogy a GalNAc és a Gal kozotti kotés hasaddsa preferaltabb, mint a GIcNAc és a
Gal kozotti kotéseé.

Egy EThcD spektrum adatainak értelmezésekor a Protein Prospector a peptiden olyan
pentaszacharidot azonositott, amelyben harom O-acetil-szialsav talalhato. Habar a peptidet
modosito glikan additiv tomege megfelel a fenti 0sszetételnek, ez a meghatarozas mégis egészen
valosziniitlennek tlinik, mert ez azt jelentené, hogy a peptidet modosité O-glikdnban nemcsak a
terminalis szidlsavakat modositotta az acetil-transzferaz enzim. Az EThcD spektrum alapos
ellendrzése harom kiilonboz6 szidlsav jelenlétét timasztja ala (22. abra, 2. séma). A galaktozt
egy Neu5,9Ac: zarja, mig a GalNAc-hoz eldszor egy “normal” NeuAc kapcsolodik, amelyet egy
két ,,extra” acetil-csoporttal rendelkezd NeuAc zar. Ez a szerkezet nagy valosziniiséggel egy O-
4,9-diacetil-N-5-acetil-neuraminsav (Neu4,5,9Ac3) [Varki, 2015]. Jelenlétét a beldle képz6do
oxOnium ion jelzi m/z 376,124-nél illetve ennek vizvesztett parja (m/z 358,112) is
megfigyelhetd. A Neu4,5,9Acs termindlis pozicidjat €s azt, hogy normal NeuAc-hoz kotédik, az
egymas utani glikozidos kotéshasadasbol szarmazd Yop és Yip fragmensek igazoljak. A
HexNeu5,9Ac; termindlis struktura jelenlétére a Yio fragmens szolgal bizonyitékként (m/z

897,899 (2+)). Ez egyben egyértelmiivé teszi, hogy a diszialil egység a GalNAc-on foglal helyet.
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22. abra m/z 763,992 (3+) prekurzorrol késziilt ETheD spektrum, amelyet manualis adatkiértékeléssel
AVAVT(HexNAcHexNeuAcNeuAcAcNeuAcAcAc)LQSH glikopeptidként azonositottunk. A peptid a
Thr-346-o0s pozicioban core 1-es tipustt O-glikannal modositott, amelyben a Gal Neu5,9Ac,, mig a
GalNAc NeuAcNeu4,5,9Ac; kotott. A GalNAc modositasai a glikan B karjanak felelnek meg. A
csillaggal jelzett ion egy kétszeres toltésti koelualodd molekula toltésvesztett formaja.

2. séma A 22. abran bemutatott EThcD spektrumbol azonositott AVAVTLQSH peptidet modosito
glikan fragmentaciojat illusztraldé séma, amely harom kiilonb6z6 szidlsavat tartalmaz.

4.4 Tovabbi aj O-glikan struktirak azonositasa a HCD csucslistak sziirésével
A HCD adatoktol fiiggd EThcD adatgytijtési stratégia az eddigi legteljeskoriibb modszer a
glikopeptidek tandem tomegspektrometrias jellemzésére. Az ezidaig bemutatott eredmények az

EThcD spektrumban foglalt strukturalis informaciok bemutatasara fokuszaltak, amelyekbdl
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optimalis esetben meghatdrozhaté a peptid szekvenciaja és a moddositdas pontos helye,
koszonhetden az ETD aktivacionak. Az alacsony NCE értékkel (15 %) végzett kiegészité HCD
aktivalas foként olyan B és Y fragmensionok keletkezését eredményezi, amelyek egyszeres
kotéshasadas termékei, igy a glikanrdl strukturdlis informacidt szolgaltatnak. Csupan az
automatizalt adatkiértékelésre hagyatkozva azonban csak olyan O-glikopeptideket
azonosithatunk, amelyek a keresés soran egy elére meghatarozott glikan adatbazisban szerepld
struktirakkal modositottak. Tehat a cél a glikdnadatbazisnak a mintdhoz torténd
,finomhangolasa”. Ezt pedig ugy tehetjiik meg, hogy a HCD adatokat is bevessziik az
adatkiértékelés folyamatdba. A magasabb NCE értékkel (28 %) felvett HCD spektrumokban
nagyobb foku glikan- és emellett peptid fragmentacido is megfigyelhetd. Egy ilyen HCD
spektrumban csaknem mindig megjelenik a gazfazisban deglikozilalt peptid ion (Yo), amely
értékes informacioforrds. Ennek és a prekurzor ion m/z értékének és toltésének ismeretében
kiszdmithatd a ,,csupasz” peptidet modositd csoport(ok) additiv tomege. Az igy meghatarozott
tomegekbdl 1) cukordsszetételeket azonosithatunk, amelyek 0j glikdn strukturdkat vagy tobb
glikdn kombinacidjat képviselik. Ahhoz, hogy az additiv tomegeket meg tudjuk hatarozni,
ismerniink kell és meg kell talalnunk a HCD spektrumokban az Yo iont. Az 1j modositasok
felderitéséhez az alapot a leggyakoribb glikanokkal megbizhatéan azonositott glikopeptidek
szolgéaltatjak. Ezen peptidek listdjahoz a leggyakoribb glikan-szerkezetekkel végzett adatbazis
kereséssel juthatunk (3.3.5 fejezet). A tovabbi feladatok elvégzéséhez pedig szofvert
fejlesztettiink (GF-Hunter, 23. abra), amely a HCD adatokban Yo-Y1 parokat keres azonos
toltésallapotban, adott tdmegpontossdgon beliil és egy megadott intenzitaskiiszob felett. A két
fragmens egyiittes jelenlétét eldzetes tesztelési eredményeink emelték sziikségszerli
kovetelménnyé: ha csupan az Yo jelenlétéhez ragaszkodtunk, a modszer nem volt eléggeé
szelektiv. Hasonloképpen optimalizalni kellett a tobbi paramétert is, amelyet egy LC-MS kisérlet
adataival végeztiik, gondosan mérlegelve mit nyeriink, vagy veszitiink a valtoztatasok
kovetkezményeként. Az optimalizaciéo eredményeként a HCD adatokban az Yo-Y1 parnak 10
ppm tomegpontossaggal a 30 legintenzivebb cstics kozott kellett szerepelnie. A feltételeket
teljesitd spektrumokbdl a szoftver meghatdrozza a peptidet modosité csoport(ok) additiv
tomegét a prekurzor ion és a detektdlt Yo ion kiilonbségeként. Ha ez az érték 10 ppm
tomegpontossagon beliil egy adott glikan dsszetétel elméleti tomegével megegyezik, akkor ezt a
szoftver jelzi. Emellett listazza az 6sszes olyan HCD spektrumot is, amelyeknél nem sikeriilt
valamely eldre definialt glikan kompozicidohoz rendelni a meghatarozott additiv tomeget. Ezek
az ismeretlen tomegértékek 0 glikanstrukturdkat jelenthetnek. Az elsd glikanlistat korabbi
tapasztalataink alapjan a leggyakoribb mucin-tipust szerkezetekbdl allitottuk Ossze, ¢és

folyamatosan bdvitettiik jabb szerkezetek azonositdsa utan. Sajnos az additiv tomegek
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automatikus cukor-szerkezetté forditasa nem oldhaté meg egyszeriien, igy pillanatnyilag csak
iterativ modon ¢s manualisan bdvithetjik a figyelembe veendd O-glikanok és azok

kombindciodinak listjat.

Bemeneti fajlok

Peptidlista HCD csucslista Glikanlista
.txt formdatumban .mgf formatumban
S~

GF-Hunter

Yo és Y, (1+, 2+, 3+) kiszamitdsa a peptidlista szekvencidibdl

A szamolt m/z értékek keresése a HCD spektrumokban

Y,-Y, part tartalmazé HCD spektrum: prekurzor® - Y5* = additiv témeg
Additiv tdmegek keresése a glikanlistdban

Megtalalt additiv tdmegekre: glikankompozicié hozzarendelés

LA wNe

h 4

[ Kimeneti fajl (.txt) ]

23. abra A GF-Hunter egy peptidlista segiségével a HCD csucslistakban Yo-Y1 parokat keres. Az igy
elkiilonitett spektrumokra kiszamolja a prekurzor ion és a megtalalt Yo ion tomegének kiillonbségét
majd ezt a beépitett glikanlistaban szerepld elméleti tomegértékekhez hasonlitja. A glikanlista bévithetd
az eredményekbdl meghatarozott j glikan-osszetételekkel.

A szoftver teszteléséhez hasznalt adatok 10 férfi donor vizeletébdl dusitott glikopeptidelegyek
tomegspektrometrids analizisébdl szarmaztak. Az LC-MS/MS analizist a paciensenként gytijtott
WGA affinitas kromatografia ates6 csucs vége (FTENd), vall (Shoulder), illetve a GIcNAc elualt
frakciokkal végeztem, osszesen 60 LC-MS/MS adat sort analizaltam. Az elsddleges adatbazis
keresésben a human szérumban leggyakrabban eléfordulé 4 O-glikant vettiik csak figyelembe
(HexNAcHex, HexNAcHexNeuAc:-» és HexNAcoHexaNeuAc?). A megbizhatonak tekinthetd
eredményekbdl elkészitettiik a GF-Hunter input peptid listajat, amely tartalmazza az azonositott
peptideket cukorszerkezet(ek) nélkiil, de minden mas kovalens médositassal (Met oxidacio, C
karbamidometilzés, Peptid N-terminalis acetilacio, Peptid N-termindlis Gln piroglutaminsavva
alakulasa). A szoftver tesztelésének elsé fazisaban a glikan adatbazis a legismertebb
alapszerkezeteket, azok kettds-harmas kombinacioit és a 4.3 fejezetben ismertetett diszialo- és
Neu5,9Ac:-tartalmu glikanokat tartalmazta. Ez a lista azonban jelentdsen Kiboviilt a tesztelés

eredményeinek értelmezése utan.

A GF-Hunter minden mintat figyelembe véve Osszesen 13764 HCD spektrumban talalt a
bemeneti listan 1évé peptidhez tartozd Yo-Y:1 part (5. melléklet). Ebbdl Osszesen 4387
spektrumhoz sikeriilt glikandsszetételt is rendelni (Na addukt képzddést is figyelembe véve) a

szamolt additiv tomeghez. Korabbi eredményeinkkel 6sszhangban [Pap, 2018; Darula, 2019] a
55



leggyakoribb additiv tomegek a mar jol ismert mono- €s diszialo core 1-es €s a diszialo core 2-
es szerkezeteknek feleltethetok meg (24. abra). Ezen szerkezetek kombinacidinak megfeleld
additiv tomegek (1603, 1894, 1968, 2259) is gyakoriak, amelyek foként hosszu, tobb potencialis
modositasi helyet tartalmazo peptideken fordulnak eld. A 24. dbran a leggyakoribb, kozonséges
O-glikanoknak megfeleld additiv tomegek mellett megjelennek O-acetilalt szidlsavat (989,
1354, 1396, 1500, 1542), diszialsavat (1238) és a kettd kombinacidjat (1280) jelzé tomegek is.
Emellett az eredmények kiértékelése soran azonositottunk Fuc-tartalmi O-glikanokat, ezek

kozott leginkabb vércsoport antigént tartalmaz6 struktirakat is.
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24. abra Osszesité dbra a GF-Hunterrel detektalt modositasok additiv tomegének eloszlasarol. Az
abran a cstcsfeliratok az additiv tomeg felett az ahhoz rendelt glikan 6sszetételt jelenitik meg. N:
HexNAc, H: Hex, F: Fuc, A: NeuAc, Ac: acetil-csoport

A GF-Hunter eredmények ravilagitanak arra is, hogy a WGA lektin affinitas kromatografia soran
az ates6 csucs végi (FTEnd) frakcioban O-glikopeptidek kevesebb szamban talalhatok, habar a
leggyakoribb  O-glikan struktarakkal (HexNAciHexiNeuAc: ¢és HexNAciHexiNeuAc,)
egyszeresen modositott O-glikopeptidek mar itt is megjelennek (~25%). Azonban az ezeknek a
struktaraknak megfelel6 additiv tomeggel ,,azonositott” HCD spektrumok ~50%-a a Shoulder,
~25%-a pedig a GlcNAc frakcidban talalhato (9. tablazat). A HexNAcoHexoNeuAc, O-glikannal
modositott peptidek a Shoulder (56%) és GlcNAc (36%) frakciok kozott oszlanak meg, az
FTEnd frakcioban eléfordulasuk elenyészé (9. tablazat). A kombinacioknak megfeleld

struktarak szinte kizardlag a GlcNAc frakcioban talalhatéak meg.
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9. tablazat A leggyakoribb O-glikanoknak és azok kombinacidinak megfelel6 Gsszetételek

eléfordulasa a WGA lektin affinitas kromatografia soran gytijtott frakciokban.

GIcNAc | Shoulder| FTEnd | Osszesen
GF-Hunter 4ltal
,,azonositott” HCD 6812 4838 2114 13764
spektrumok Gsszesen

Leggyakoribb O-glikdnok

HexNAc(1)Hex(1)NeuAc(1) 73 139 74 286
HexNAc(1)Hex(1)NeuAc(2)| 178 324 158 660
HexNAc(2)Hex(2)NeuAc(2) | 236 54 663
Kombinacioik

HexNAc(2)Hex(2)NeuAc(3) | 135 98 3 236
HexNAc(2)Hex(2)NeuAc(4) | 263 84 348
HexNAc(3)Hex(3)NeuAc(3) | 334 19 353
HexNAc(3)Hex(3)NeuAc(4) | 187 4 191
HexNAc(3)Hex(3)NeuAc(5)| 31 31
HexNAc(3)Hex(3)NeuAc(6) | 10 10
HexNAc(4)Hex(4)NeuAc(1) 12 13
HexNAc(4)Hex(4)NeuAc(2) 9 11
HexNAc(4)Hex(4)NeuAc(3) 9 3 12
HexNAc(4)Hex(4)NeuAc(4) | 36 36

A szoftver segitségével felfedezett 0 O-glikdn szerkezeteket a Protein YIPF3 fehérje
AVAVTLQSH peptidjén mutatom be. Az adatok alapjan ez a peptid minden minta jelentds
komponense és csak egyetlen O-glikannal modositott (bar a peptidben két potencialis O-
glikozilacios hely is talalhatd), amely mindig a 346-0s Thr-hez kotédik. A tiz donor HCD
adataibol keletkezett GF-Hunter eredményeket 6sszesitve 0sszesen 1878 spektrumban talaltuk
meg az AVAVTLQSH peptid Yo-Y1 parjat. Ebbél 876 spektrumhoz rendelheté egyértelmii
glikan kompozici6 is a megallapitott additiv tomeg alapjan (5. melléklet). A legtobb esetben
ezek az additiv tomegek egyedi oligoszacharid struktirdkat képviselnek, de izomer struktirakat
i1s azonositottunk a glikdn-fragmentacié alapjan (1d. 4.3.1.2 fejezet 21. 4bra). El6zdleg (4.3
fejezet) beszamoltam olyan O-glikan szerkezetekrdl, amelyek vagy diszialsavat, vagy O-acetilalt
N-acetil-neuraminsavat tartalmaztak. Az uj, HCD adatokat is kiaknaz6 moédszerrel sikeriilt az
AVAVTLQSH peptid olyan glikoformajat azonositani, amely mindkét végcsoportot tartalmazza
egy core 2-es alapszerkezeten (25. abra).
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25. abra m/z 857,695 (3+) prekurzorrol késziilt EThceD spektrum. HCD adatokbol a GF-Hunter az
AVAVTLQSH peptid szekvenciat és a HexNAc.Hex:NeuAc:NeuAcAc cukor-osszetételt azonositotta.
A csillaggal jelolt ion egy koelualodo molekula toltésvesztett forméaja.

A peptidet modosité O-glikan GlcNAc karjan taldlhatdo a Neu5,9Ace-t tartalmazd diszidlsav,
amelyet a Bsg fragmens (m/z 990,355, 25. abra) bizonyit. Az O-acetilalt diszialsav terminalis
helyzetét a GIcNAc karon beliil az Y3 fragmens (m/z 973,940 (2+), 25. abra) bizonyitja, mig a
1119,495 (2+), 25. abra). A Neu5,9Ac: jelenlétét tovabba igazolja az m/z 334,114-es ox6nium
ion és vizvesztéssel keletkezett parja is (m/z 316,103). A moédositatlan z2-z4 ionok egyértelmiien
jelzik, hogy csak a Thr-346 glikozilalt; az elagazé cukor szerkezetet az Yio és Yip ionok
bizonyitjak. Az O-acetilalt diszialsav jelenlétére utalo m/z 625,209 iont (Id. 4.3.1.1 fejezet) és
az intakt glikant képvisel6 Bs fragmenst (m/z 1646,568) nem detektaltuk.

A vizeletmintakbol azonositott Fuc-tartalmu oligoszacharidok zome ABO vércsoport antigénnel
lezart struktardkat képviselt. A vércsoport antigének nem csak a vorosvértestek felszinén
talalhatoak, hanem a szekretdlt fehérjéken, illetve szabad glikanokként is el6fordulnak,
amennyiben az egyén pozitiv szekretor statusszal rendelkezik [Schneider, 2017]. A vércsoport
epitopok szintézise soran a kiindulasi laktoz-amin egységre egy fukoz keriil (H-antigén), amelyet
egy fukozil-transzferaz enzim végez. Ennek az enzimnek két allélja 1étezik. A FUT1 allél a

vordsvértestekben aktiv, mig a FUT2 all¢l az epitél sejtekben lehet aktiv. Ha az egyén aktiv
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FUT?2 alléllal rendelkezik, akkor a szekretalt fehérjékre is kertilhet vércsoport antigén (A, B, H),
illetve szabad glikdnokként is el6fordulhatnak ezen antigének a testfolyadékokban. Ilyen
oligoszacharid szerkezetek jelenlétét kutatocsoportunkon kiviil eddig még senki sem
demonstralta tomegspektrometrias adatokbdl intakt glikopeptideken. Core 2 alapszerkezeteken
az Osszes lehetséges ABO vércsoport antigént azonositottuk: HexNAcoHex2FucNeuAc (H
antigén), HexNAcsHex.FucNeuAc (A antigén, két izomer-szerkezetet jellemeztiink, a
vércsoport epitop kotddhet a GaINAchoz is, és a GlcNAchoz is), HexNAc2HexsFucNeuAc (B
antigén) (10. tablazat). Illusztracidként viszont egy A-antigént hordoz6, meghosszabbitott core

2 alapszerkezettel modositott glikopeptidet mutatok be (26. abra).
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26. abra m/z 887,718 (3+) prekurzorrdl késziilt ETheD spektrum. HCD adatokbol a GF-Hunter az
AVAVTLQSH peptidet és a HexNAcsHexsFucNeuAc glikant azonositotta. A csillaggal jelolt ion egy
koelualddé molekula toltésvesztett formaja.

Az A antigén a GalNAc-hoz kapcsolodik, a masik (B) kar szerkezetét egyértelmiien jelzik a Bsg,
B3 és Bip ionok. Az antigén jelenlétét tovabb erdsiti Yaq i0n (m/z 1229,518 (2+)), amely a

kétszeres toltésli toltésvesztett prekurzorbdl egy HexNAc vesztésre utal, azaz a HexNAc

crer

névleges tomeg: 2391 Da) egyik antenndja ugyancsak A-antigént hordoz (6. melléklet, 10.
tablazat).
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10. tablazat A GF-Hunter segitségével azonositott, vércsoport epitopokat tartalmazé O-

glikanok. N: HexNAc, H: Hex, F: Fuc, A: NeuAc

. Monoizotopos | Monoszacharid
Vércsoport additiv tomeg osszetétel Szerkez—et
¢ O
O 1167,4177 N2H2F1A1 \h)
1370,4971 NsH2F1A; 4 9 & O
1735,6293 NsH3F1A1
A
2391,8569 NsH4F1 A &?
B 1329,4705 N2H3F1A1

Végiil, de nem utolsésorban szulfatalt O-glikopeptidet is sikeriilt ezzel az 0j eljarassal

azonositani. A peptid egy szulfatalt, diszialo core 2-es O-glikannal modositott (27. abra, felsé

crcr

aktivalas soran SOs elimindcid tortént, amely nem hagy nyomot az elézéleg modositott cukron,

akarcsak az O-glikan eliminécié litkdzéses aktivalas hatasara. Ugyanennek a szulfatalt O-

glikopeptidnek azonban a Na-adduktjardl is késziilt ETheD spektrum (27. abra, also panel). A

27. abra fels6 paneljén az Yap €s B3p fragmenseket csak modositas nélkiil detektaltuk, mig az

also panelen ugyanezek az ionok a Na-addukt képzddés miatt részben megtartottdk a szulfo-

csoportot. Igy a szulfatélas helye egyértelmiien a glikan B karjaban 1év6 GlcNAc.
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27. abra m/z 773,315 (3+) (fels6 panel) és m/z 780.640 (3+) (als6 panel) prekurzorokrol késziilt
EThcD spektrumok. HCD adatok alapjan a glikopeptidek az AVAVTLQSH peptid kiilonb6z6
glikoformai, a fels6 panelen a glikan osszetétele HexNAcaHexaNeuAc,Sulfo, az alsé panelen

ugyanezen glikdn natrium adduktja. Az alsé panelen a csillaggal jeldlt ion egy koelualodé molekula
téltésvesztett forrnzij a. A kékkel j elt')lt ionokat a felso panelen annotéltam A pirossal jelt')lt ionok

srer

lehetséges annotacidkat ﬁlggoleges vonal valasztja el.

Az adatok elemzése sordn olyan glikoformékat is azonositottunk, amelyek valosziniileg in-
source fragmentacié termékei. A kiilonb6zd savassagt komponensek forditott fazist
kromatografids elvalasztds soran nem eludlodnak egyiitt, amennyiben az ionpar-képzo
hangyasav [Trinidad, 2013; Medzihradszky, 2015 (A)], tehat ha kiilonb6z6 szamu szialsavat
hordoz6 glikoformakat egyidejiileg detektalunk, akkor ez in-source fragmentaciora utal. A 494,
859, 901, 1021, 1063 Da nomindl tomegek rendre HexNAcNeuAc, HexNAc,HexNeuAc,
HexNAcHexNeuAcAc, HexNAc2HexaNeuAc, HexNAc,HexoNeuAcAc dsszetételt jeleznek €s
ezek a glikoformak a HexNAcHexNeuAcz> (947), HexNAcHexNeuAcNeuAcAc (989),
HexNAcz2HexaNeuAc, (1312), HexNAc2HexFucNeuAc: (1458),
HexNAczHexoNeuAcNeuAcAc (1354) szerkezeteket hordozo glikopeptidek mellett jelennek
meg, tehat feltehetéen ezen nagyobb molekuldkbol képzddtek az ionforrasban lezajlo titkozések
hatasara. Ezt az esetet szemlélteti a 28. dbra. A HexNAcNeuAc glikan szerkezetet hordozo
AVAVTLQSH peptidet két retencids ido kozelében (31,4 és 40,2 perc) is detektaltuk (28. abra
fels6 panel), melyek megegyeznek ugyanezen peptid kiilonbozd tetraszacharidokkal

(HexNAcHexNeuAcz, 28. abra kozépso panel és HexNAcHexNeuAcNeuAcAc, 28. abra also
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panel) modositott glikoformainak. A HexNAcNeuAc szerkezet mindkét tetraszacharidbol
képzédhet, a megfeleld glikoforma parok koelucidja pedig egyértelmlien in-source

fragmentaciora utal.
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28. abra Az in-source fragmentacioval keletkezett glikopeptidek egytitt elualodnak a fragmentalodo
glikoformaval.

Sikereink ellenére a GF-Hunter bemeneti listajan talalhato peptidekhez rendelt spektrumok
nagyjabol kétharmadanal (9377 spektrum) a szdmolt additiv tdmeget nem sikeriilt automatikusan
glikan Osszetételhez rendelni. A szoftver nagy szdmban azonositott olyan additiv tomegeket,
amelyek 2 Da-0s ablakban helyezkednek el a megbizhatéan azonositott O-glikan struktarak
additiv tomegei koriil. Miutan a glikopeptidek rendszerint nagy molekulatomegii vegyiiletek,
pontos tomegilik meghatarozdsa nem egyszerii feladat, hiszen a rendszerint nem tul intenziv,
tobbszorosen toltott prekurzor ion monoizotdpos csucsa gyakran beleolvad a hattérbe. A
csucslista-készitd szoftverek emiatt nem ritkan hibaznak a monoizotdpos csucs kivalasztasanal.
A hibds monoizotopos tOmeg meghatarozds a pontos glikoformak meghatarozasakor is
problémat okozhat: Példaul a 1313,4711 Da tomeg a HexNAc2HexzFucaNeuAc glikan
Osszetételnek felel meg, ez ~1 Da-nal nagyobb a 1312,4552 Da tomegnél, amely a
HexNAc2HexoNeuAc, Osszetételnek feleltethetd meg. Az adatok ellenérzése soran kideriilt,
hogy hibas monoizotopos csucs kivalasztas eredménye a 1313-as additiv todmeg, €s minden ilyen

esetben a core-2 hexaszacharid a helyes szerkezet.

A GF-Hunter bemeneti peptidlistajaban szerepld peptidek koziil 8 szekvencidjaban megtalalhato
az N-glikozilacios motivum (NXT]|S). Ezek a peptidek az adatbdziskeresés soran megbizhatoan

lettek azonositva valamilyen egyszerlibb mucin tipust O-glikan strukturaval. A GF-Hunter
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eredmények azonban ravilagitanak arra, hogy ezek a peptidek nem csak O-glikozilaltak lehetnek,
hanem egyszerre hordozhatnak O- és N-glikant is. A két fajta glikan egyiittes jelenléte egy
peptiden Gjabb példa az automatikusan nem megmagyarazhat6 additiv tomegre. Példaul 21 HCD
spektrumhoz a szoftver a VGPVRPTGQDWNHTPQK peptidet rendelte, a szamolt additiv
tomeg ~1353,5 Da. Ez a tomeg a HexNAcsHexNeuAc: glikandsszetételnek feleltethetd meg,
amely felbonthaté tobb glikanra is: egy mucin tipusu diszialo core 1 szerkezetre
(HexNAcHexNeuAc?) és két HexNAc-re, amelyek egyenként lehetnek tigy O-hez mint N-hez
kotott szerkezetek, illetve Osszekapcsolddva inkabb az N-glikdnok legbelsd két GIcNAc
monoszacharidjat képviselik. A HCD spektrumban (29. abra) a glikozidos kotések hasadasabol
keletkezett Y fragmensek dominalnak, de igy is sejthet6 a kétféle glikantipus egyiittes jelenléte.
Mig O-glikopeptidek esetében (iitkdzéses aktivalas esetén) az Yo ion az intenzivebb, addig N-
glikopeptidek esetében ez az Y1 ion. gy a HCD spektrumban (29. abra) megfigyelt intenziv Y1
ion (m/z 1061,033 (2+)) N-glikan jelenlétét valosziniisiti. Viszont a GF-Hunter altal
megallapitott glikandsszetételbdl nem alkothatd egyetlen ,,értelmes” N-glikdn szerkezet, tehat

az alternativa valoban az O-kapcsolt tetraszacharid a két potencialis O-glikozilacios hely (Thr-7

¢és Thr-14) egyikén.
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29. abra m/z 818,371 (4+) prekurzorrél késziilt HCD spektrum, amelyhez a GF-Hunter a
VGPVRPTGQDWNHTPQK peptidszekvenciat és a HexNAcsHexNeuAc; glikan 6sszetételt rendelte.
A séman az O-glikédnon 1év0 két NeuAc-t elhagytam a kdnnyebb attekinthetoség érdekében. A feketén

szedett ionok egy koelualddd masik glikopeptidbdl keletkeztek. Az also indexben talalhato N és O
jelolések az N-, illetve az O-glikanban bekovetkezett kotéshasadasokat jelentik.
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Az O-glikan tényleges jelenlétére az EThcD spektrum szolgaltat (30. abra) bizonyitékot. A
modositott ¢z ion egyértelmiien jelzi az O-glikan helyét, ami a Thr-7. A csonka N-glikan
jelenlétére (Asn-12) az EThcD spektrumban kozvetlen bizonyitékunk nincsen. A z7-es fragmens
jelzi, hogy az Asn-12 vagy a Thr-14 modositva lehet egy HexNAc: szerkezettel vagy esetleg
mindkét aminosav egy-egy HexNAc monoszachariddal. Azonban a peptidben jelenlévd N-
glikozilacidés motivum és a HCD spektrumban megfigyelt intenziv Y1 ion erdsen valoszinlsiti

az N-glikan jelenlétét.
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30. abra m/z 818,371 (4+) prekurzorrol késziilt EThceD spektrum, amelyet
VGPVRPT(HexNAcHexNeuAc,) GQDWN(HexNAc,)HTPQK glikopeptidként azonositottunk. Az
abran a peptidszekvencidban vastagon, dolttel szedett és alahtizott aminosavak a két glikozilacio helyét
jelolik. A toltésvesztett prekurzorokat ,,pr” jeloli, amelyekbdl az acetil vesztést —Ac, mig a —NeuAc az
N-acetil-neuraminsav vesztést jel6li. Fekete csillaggal egy koelualddo prekurzor toltésvesztett formajat
jeloltem.

A GF-Hunter altal generalt adatok ravilagitanak a komplex mintdk analizisébol fakado

adatértelmezési nehézségekre is. A szoftver alaptulajdonsaga, hogy a bemeneti listan szerepld
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peptideket az azoknak megfeleld Yo-Y1 par alapjan azonositja, ami nem mas, mint
molekulatomeg alapjan torténé azonositas. A minta komplexitasa miatt a GF-Hunter bemeneti
listdjan szerepld peptidek kdzott tobb olyan peptid par is van, melyek Yo és Y1 ionjainak elméleti
monoizotopos tomegei illenek 10 ppm tomegpontossagon beliil egy HCD spektrumban detektalt
Yo-Y1 parra. Osszesen ~750 olyan HCD spektrum szerepel az eredmények kozott, amelyekben
egy megtalalt Yo-Y1 parhoz tobb, az adatbaziskeresés soran azonositott peptidszekvenciat
rendelt a szoftver. Ezen spektrumok tobb mint fele (~460 db) két olyan peptidparhoz
(GSQVLESTPPPHVMR — PASAPPATSNPDPAVSR, AILPASAPPATSNPDPAVSR -
MGQGTRPSPTPVTPRPPR) tartozik, ahol a nagy tomegpontossdg sem segitett a pontos
szekvencia eldontéséhez. A két peptidpar MH™ értéke kozott a tomegkiilonbség 11 és 2 ppm.
Megfeleld peptidfragmentacid esetén természetesen eldonthetd, hogy a parok koziil mely
peptidszekvencia a helyes. Néhany HCD spektrum vizsgalatakor pedig kideriilt, hogy habar egy
input peptid Yo-Y1 parjanak megfelelé tomegli ionok valoban voltak a spektrumban, ezek

bizonyos ionklaszterek masodik izotdpcstcsainak feleltek meg.

A fenti példakbol jol latszik, hogy a glikopeptid azonositdshoz nem elegendé dnmagaban a
tomegmérés pontossdgara hagyatkozni, mindenképpen sziikséges a fragmentacids adatok
figyelembevétele is. Az eredményeken ugy lehetséges javitani, hogy a GF-Hunterrel
valoszinisitett 0j glikoformak HCD és EThcD spektrumait a peptid fragmensek alapjan is
értékelni kell. Bizonyos HCD spektrumokban tobb kiilonb6zé molekulatomegii peptidhez
tartozo Yo-Y1 parok is megtalalhatoak voltak, ami prekurzor ion interferenciat jelez. Komplex
elegyek esetében nem ritka az az eset, amikor egy MS/MS spektrum kettd, harom vagy akar tobb
prekurzorrol késziil. Az ilyen esetek azonositasara vannak megfeleld szoftverek [Chen, 2010;
Wang, 2011] és glikopeptidek esetében is végezhetd ilyen adatkiértékelés, habar ehhez meég
manualis munka sziikséges. A 31. abra egy olyan HCD és EThcD spektrumpart mutat be, ami
két glikopeptidrél késziilt. A HCD spektrumban az intenzivebb glikopeptidhez a GF-Hunter az
AQDGGPVGTELFR szekvenciat és a HexNAcoHexsFucNeuAc glikan dsszetételt, mig a masik
glikopeptidhez a DFTAAFPR szekvenciat rendelte. Ebben az esetben a GF-Hunter glikan
Osszetételt nem tudott hozzarendelni a szamitott additiv tomeghez (1751,6734), mivel az nem
volt elég pontos (+28 ppm) a legkodzelebbi Osszetételhez, ami a HexNAcsHexsNeuAc
(1751,6242). Az adatok manualis kiértékelése azonban alatimasztotta, hogy a DFTAAFPR
szekvencia valoban egy HexNAcsHexsNeuAc O-glikannal médositott. A HCD spektrumban az
intenzivebb glikopeptid (AQDGGPVGTELFR) szekvencia ionjai vannak jelen, a DFTAAFPR
szekvenciat csak az Yo ion jelenléte tamasztja ala (31. abra, HCD spektrum). Az EThcD
spektrum lehetdvé teszi mindkét glikopeptid strukturalis jellemzését. Az AQDGGPVGTELFR
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peptidet egy B antigént hordozo core 2 alapszerkezetli O-glikan modositja. A B antigén a glikan
B karjan taldlhat6, amelyet alatdmaszt az Y13-Bsg komplementer ionpar (31. dbra, EThcD

spektrum, 3. séma).

204.087

100 *¥:1330.620: Y, 55 175.120y; HCD
903 ¥4 1654.730: Y4, 55 322,189y,
80- **%:1945.798: Yy 722.4025 (26 ppm)
3 918.494y,
2 703 1032.547
e 3 274093 Yo
© 603 [ 366.141
5 = Yo
£ 503 1346 673
[1H] J
2
N 407 168 Yie,1p
3 127.539 Yie 1
203 893 448 ., gl Y 1545754
E 673.840 Yo | 1289504  Yie,3p Yoo
103 l 528193 TN gy | TEAA0 Y I 1492671 1711803
7 . dok
o34 |.|J L L ‘ - ..‘. T R l 1032.'5.4?J|| L. ' - | | 1857833 4y
f L L L L L L L L L L L L L O L T— 1 1 T T T T T ]
200 400 600 800 1000 1200 1400 1600 1800 2000
miz
100 1339.074 pr (2+) EThcD
] 306.1697,
903 332.157c; *:419.254:7,
03 389-179¢, pr (3+) **:642.327:¢;
3 543.256¢; 893 424 x: 1038.975 (2+): -HexNeuAc, -Fuc
g 703
C = Yen *. .
5 603 4032212, o 959@2 1 731.276(2+): Byg
S 3 474259, 998 (24) *¥*:973.424(2+4): Yap
2 509 : 4 : :
= >4 5452982, _NeuAc (2+) x: 1096.419: Bep
£ 40 1193 520
© o3 Yip (2+)
* 305 1001 958 Fuc
20 366.140 74 Bsp 844385 1265.56 Koel.
= 548.294 674 248 (2+] 1486313 1785777
103 292104 i \ \ vl 11580269 | 1oengss
O_l || ll |I T 1, ||l|"|| I)T| ™ T T T T |'|
200 "400 600 800 1000 1200 1400 1600 1800 2000
m/z

31. abra m/z 892,718 (3+) prekurzorrodl felvett HCD (fels panel) és ETheD (alsé panel) spektrumok.
A GF-Hunter a HCD spektrumhoz az AQDGGPVGTELFR szekvenciat és a HexNAcaHexsFucNeuAc
Osszetételt, illetve a DFTAAFPR szekvenciat és a 1751,6734 additiv tomeget rendelte. Az EThcD
spektrumban a ,,Koel.” felirat egy koelual6do prekurzor toltésvesztett formajat jeloli. A kis intenzitasu
peptid szekvencia ionokat és glikan fragmensionokat (B, Y) mindkét spektrumon szévegdobozokban
tiintettem fel. A kékkel jelolt fragmensionok (peptid és glikan) a DFT(HexNAcsHexsNeuAc)AAFPR,
mig a feketével jeloltek az AQDGGPVGT(HexNAcz2HexsFucNeuAc)ELFR glikopeptidhez tartoznak.

A fukozilalt glikan struktira jelenlétét tovabb erdsiti a 2+ toltésvesztett prekurzorbol detektalt
fukozvesztés m/z 1265,56-nal (31. abra, EThcD spektrum, 3. séma). A modositas lokalizalasa
indirekt modon, az egyetlen lehetséges O-glikozilacids hely miatt lehetséges, mert az EThcD
spektrum nem tartalmaz diagnosztikus peptid szekvencia ionokat. A DFTAAFPR peptid egy

meghosszabbitott core 2-es alapszerkezetli O-glikant hordoz. A glikan 3 karja harom lakt6z-
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amin egységbdl all, amelyet az Yi1p-Bep komplementer ionpar bizonyit (31. dbra, EThcD
spektrum, 3. séma). A peptidben csak egy potencialis modositasi hely talalhaté (Thr-3).
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crer

Az GF-Hunterrel végiil 57 db O-glikan szerkezetet sikeriilt azonositani (7. melléklet). A 4.3.1.1
¢s 4.3.1.2 fejezetekben targyalt O-acetilalt N-acetil-neuraminsavat és diszialsavat tartalmazo
szerkezeteket is sikertilt a szoftverrel megtaladlni. Az 0 szerkezetek azonositasa azonban igy is
hosszadalmas munka eredménye. A szoftver jol hasznélhato6 arra, hogy a HCD adatok alapjan
kijelolje azokat a HCD-EThcD spektrum parokat, amelyek az adatbazis kereséssel azonositott
glikopeptidek potencialis, 0j glikoformai lehetnek. A szoftver nem helyettesiti az adatbazis
keresd szoftvereket, csupan kiegésziti azokat. Hasznalataval olyan spektrumokat is figyelembe
tudunk venni, amelyek adatbazis kereséssel nem azonosithatok a limitalt, egyes esetekben
hianyz6 peptid gerinc fragmentacié miatt. A megtalalt O-glikan szerkezetek nagy szdma jol
mutatja, hogy mennyire fontos a HCD adatok figyelembevétele az O-glikopeptidek
adatkiértékelésének folyamatdban. A legidealisabb adatkiértékelés az, amikor a HCD és az
EThcD spektrumokban talalhaté informaciokat egyiittesen vessziik figyelembe. Olyan esetek is
eléfordulhatnak (in-source fragmentacio, szerkezeti izomerek), ahol nem elég csak az MS/MS
adatokat hasznalni, hanem sziikséges az MS1 jelet €s a retencios 1d6t is figyelembe venni a minél

pontosabb adatinterpretacid érdekében.
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5. KONKLUZIO ES KITEKINTES
A humén vizeletben taldlhaté fehérjék O-glikozilacidjanak megismerését a gyiijtott
tomegspektrometrias adatok legegyszeribb elemzésével kezdtiik. Az altalanos, rutinszeriien
végrehajtott adatbaziskeresés soran az azonositott EThcD spektrumok aranya egészen
alacsonynak adodott (~5%). Ennek egyik oka az EThcD alacsony hatdsfoka, amely
glikopeptidek esetében még inkabb el6térbe keriil a modositatlan peptidekhez képest nagyobb
méretiik, €s emiatt alacsonyabb toltéssliriségiik miatt. Az azonositasi rata alacsony értékéhez
természetesen nem csak az EThcD alacsony hatasfoka jarulhat hozza, hanem az is, hogy az
adatok értelmezésekor nem minden, a mintaban jelenlévd O-glikan szerkezetet definialtunk az
adatbaziskereséshez. Ennek a problémanak az orvoslasa soran jutottunk el oda, hogy felismertiik

mindazokat a fragmentécids szabalyszeriiségeket, amelyeket az eredményekben bemutattam.

A rutinszeriien elvégzett adatbaziskeresésbol szarmazo eredmények kiértékelésekor figyeltiink
fel eldszor arra, hogy az alacsonyabb kiegészitd NCE-t alkalmaz6 EThcD aktivaciot a nagyobb
cukor oxonium ionok is tulélik. A nagyobb cukor oxdénium ionok figyelembevételével
eldonthetové valik az a kérdés (a spektrumok egy kisebb halmazan), hogy egy peptid tobb
kisebb, vagy esetleg egy nagyobb glikanstruktaraval modositott-e. Sajnos az adatbazis kereso
programok az EThcD spektrumokat ilyen szemszogbdl nem vizsgaljdk. A lekeresés sordn a
peptid szekvencia azonositasa a cél és ennek megfelelden az adatbazis keresé szoftverek az
EThcD spektrumokban peptid-fragmensionok utan kutatnak. A peptidet modositd
glikant/glikanokat csak additiv tomeg “szintjén” kezelik, a belélik képz6dott B és Y

fragmensionok informacid-tartalmat nem hasznositjak kelléképpen.

Hogy mennyire fontos a peptid fragmentacié mellett a glikan fragmentacio figyelembevétele is,
azt mi sem bizonyitja jobban, mint a 4.3 és 4.4 fejezetben bemutatott O-glikan struktarak
véltozatossaga. Az azonositott O-glikdnok strukturélis jellemzését az EThcD spektrumokban
talalhatd egyszeres kotéshasadasbol szdrmaz6 Y ¢és B  ionok tették lehetdve.
Figyelembevételiikel tobb esetben sikeriilt azonos cukordsszetételi és  azonos
peptidszekvenciaval rendelkez6 glikopeptidrdl kideriteni, hogy valojaban szerkezeti izomerek,
amelyet tovabb erdsitett a glikoformak eltérd retencios ideje is. Ugyancsak az egyszeres
kotéshasadasok miatt sikeriilt az O-acetilalt szialsavak €s vércsoport antigének glikanon beliili

pozicidit meghatarozni.

Az EThcD adatok mellett a HCD adatok figyelembevételével még tobb, Gjabb O-glikan
struktarat sikeriilt felfedezni, jellemezni. Az erre a célra fejlesztett GF-Hunter szoftver jol
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hasznalhat6 arra, hogy a kordbban mar adatbazis kereséssel azonositott O-glikopeptidek tjabb
glikoformait meglelhessiik. A szoftver segitségével egy szulfatalt és tovabbi tobb vércsoport
antigénnel lezart O-glikant is sikeriilt azonositani. Tovabba olyan EThcD spektrumokat is
figyelembe tudunk venni, amelyek egy normal adatbazis keresés soran nem lennének
azonosithatoak, a hidnyos peptidfragmentacio miatt. Ezek a spektrumok azonban nem
hasznalhatatlanok, hiszen egy HCD spektrummal kombinalva azonosithatova valhat a
peptidszekvencia, mig az EThcD spektrumbol a peptidet modositd glikan szerkezetérdl
szerezhetlink informaciot. Példaul az AVAVTLQSH peptid 1) glikoformainak vizsgélata soran
gyakran kellett hidnyos HCD és EThcD adatok egyiittes informacid-tartalméra timaszkodnunk,
amelyek egyiittesen megfeleld bizonyitékot nyujtottak a peptid szekvencidjara és az azt modositd

O-glikénra is.

A dolgozatban bemutatott eredmények alapjan elmondhato, hogy a sikeresebb, automatizalt O-
glikopeptid azonositashoz az EThcD spektrumokban a peptid fragmentacio mellett a glikan
fragmentacio értelmezése is sziikséges. Jelenleg az adatbazis keresé szoftverek az EThcD-ben
talalhato glikanfragmensek informacio-tartalmat nem hasznaljak ki a spektrum azonositasa
soran. Tovabba sziikséges az EThcD és HCD spektrumok informacio-tartalmanak egyiittes
figyelembevétele a sikeresebb és megbizhatobb azonositas érdekében. Jelenleg ezt csak egyetlen
szoftverbe épitették be [Lu, 2020]. A szoftver a HCD spektrumbdl azonositja a peptidet majd a
prekurzor €s a modositatlan peptidszekvencia alapjan megallapitja a peptiden taldlhatoé additiv
tomeget. Az additiv tomeghez a szoftver egy glikdn adatbazisbol rendel lehetséges cukor
Osszetételeket, majd az EThcD spektrum alapjan igyekszik ezt az Osszetételt lokalizalni a

peptiden beliil, akar ugy is, hogy tobbféle glikan kombinaciot vesz figyelembe.

Jol lathat6 tehat, hogy az O-glikopeptidek tomegspektrometrias elemzése nem egyszerti feladat.
A modositatlan peptidekhez képest sokszor nem elég egyetlen fragmentacios technikéaval felvett
MS/MS spektrum elemzése a sikeres €s megbizhat6 azonositdshoz. Ehelyett tobb fragmentacios
technika alkalmazasa sziikséges a glikan és a peptidrész minél pontosabb jellemzésé¢hez. A
rendelkezésre all6 adatbazis keresd szoftverek még nem optimalizaltak teljes mértékben az ilyen
feladatokhoz, ami miatt a manualis spektrum kiértékelés elkeriilhetetlen. A dolgozatban
bemutatott eredmények azonban vazoljak mindazokat a faktorokat, amelyeket a
szoftverfejlesztoknek figyelembe kellene venni a fejlesztés soran. Terveink kozott szerepel
adataink teljes 6sszehasonlito analizise a rendelkezéstinkre all6 szoftverekkel, és az eredmények

részletes és kritikus megosztasa a glikoproteomikaval foglalkozo6 kutatokozosséggel.
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6. OSSZEFOGLALO

A fehérjék glikozilacioja a leggyakoribb és legvaltozatosabb poszttranszlacios modositas. A
fehérjékhez kapcsolodd oligoszacharidok szerepe az €16 szervezetben igen sokréti. Részt
vesznek kiilonb6z6 immunfolyamatokban, befolyasoljak a fehérjék térszerkezetét, féléletidejét.
Szerepilik kulcsfontossagli a sejt-sejt kapcsolatokban is. A glikozilacid két leggyakrabban
eléfordulo tipusa koziil az N-glikozilaciorol all rendelkezésre nagyobb ismeretanyag, mig az O-
glikozilacid a kevésbé jellemzett PTM-ek koz¢é tartozik. Az analitikai, illetve az informatikai
eszk6zok ¢és modszerek fejlodésével egyre nagyobb mennyiségii adatot vagyunk képesek
eléallitani és feldolgozni. Ez kifejezetten igaz az N- ¢és O-glikozildci6 tandem
tomegspektrometrias analizisére is, ahol az adatfelhalmozas korszakat éljiikk kvalitativ és
kvantitativ szempontbol egyarant. Az O-glikozilacio tomegspektrometrids analizise tobb szinten
is kihivasokkal teli feladatnak szamit, amelyek koziil a dolgozat a tomegspektrometrids

adatkiértékelés kérdéskorét érinti.

A poszttranszlaciés modositdsok jellemzése fragmentacidos adatok alapjan, azaz MS/MS
spektrumok felvételével és kiértékelésével torténik. Ez az O-glikozilacié analizisénél sincs
masképpen, azonban az O-glikopeptidek fragmentaciés tulajdonsagai miatt tobbféle
fragmentacios technika alkalmazéasa sziikséges a molekula lehetd legteljesebb jellemzése
érdekében. Az O-glikopeptidek két, kémiailag eltérd és fragmentdcid szempontjabdl is
kiilonbo6zo6 vegytilettipusbol épiilnek fel. Jellemzésiikhoz egyszerre kell a peptidet és a modosito
glikdn(oka)t azonositani. A poliszacharidok analizise eleve problémds, mert izomer
alkotorészeik tomegiik alapjan nem megkiilonbdztethetéek. Hasonloképpen nincs egyszerii
jellemzésére. Tehat szerencsés esetben a kovetkezd informéciok nyerhetdk a glikopeptidekrdl:
(1) peptidszekvencia, (2) a glikan monoszacharid dsszetétele, (3) a glikant alkotd monoszacharid

egységek egymashoz viszonyitott helyzete és végiil (4) a modositas helye.

Utkozéses aktivalaskor, glikopeptidek esetében, a preferdlt fragmenticios 1épés a glikozidos
kotéshasadas. Ez ioncsapda CID soran uralkodé fragmentacios eseményként a glikdn szerkezeti
jellemzését teszi lehetdveé, azonban a peptid szekvencidja ismeretlen marad. A peptid tomegérol
szerezhetiink informéciot a glikdn gazfazisu eliminacidja sordn keletkezett deglikozilalt
peptidionnak (Yo) koszonhetOen, illetve a peptidet modositdo glikanok additiv tomege is
meghatarozhat6 ezen ion és a prekurzor ion segitségével, amibél a monoszacharid dsszetétel is
megallapithatd. HCD aktivaciokor a tobbszords iitkdzéseknek koszonhetden nem csak a
glikozidos kotések, de a peptidkotés is elhasadhat. Az igy keletkezett b és y szekvenciaionok
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segitéségével a peptid aminosav sorrendje Kiderithetd, azonban a t6bbszoros litkozések miatti
erdsebb glikanfragmentacio nem teszi lehetévé annak szerkezeti jellemzését. Az Yo ion, ahogyan
az ioncsapda CID-ban is, itt is tajékoztat minket a modositd glikan(ok) additiv tomegérol,
amelybdl a monoszacharid Osszetétel meghatarozhatd. Azonban ioncsapda CID és HCD
adatokbol sem allapithaté meg a mddositas helye, mivel mindkét aktivacids technika esetében a

preferalt fragmentacios esemény a gazfazisu deglikozilacio.

A labilis poszttranszlacios modositasok helye a peptiden beliil titk6zéses aktivalassal tehat nem
hatarozhat6 meg. Ennek a problémanak az athidalasara az ETD aktivacié jelent megoldast,
amely egy elektron-transzferrel képz6dott gyokion bomlasan alapuld fragmentacios technika. A
fragmentacio soran a peptid kotés nitrogénje és az alfa szén kozotti kotés elhasadasaval c, illetve
z+ szekvenciaionok keletkeznek. A technika eldnye, hogy a fragmentacid sordn az aminosav
oldalldncok épen maradnak, ezért a megfeleld fragmensek hordozzdk a modosito glikant is, igy
a modositds helye meghatdrozhat6. Azonban a glikdn szerkezetére vonatkozolag az ETD
spektrum nem szolgal informécioval. Tovabba a fragmentécio hatasfoka is rosszabb az litkozéses
aktivalasnal tapasztalthoz képest, mivel az ETD aktivalas erdsen toltésstiriség fliggd. Minél
nagyobb a prekurzorion toltésslirlisége, annal hatékonyabb a fragmentacid. A glikopeptidek
jellemzden alacsony toltésslirliségli molekuldk a modositatlan peptidekhez képest, mivel a
modositd glikdn tgy noveli a molekula tomegét, hogy kozben tobb toltést nem ad hozza a

molekulahoz.

Az ETheD aktivacio egy kombinalt fragmentacios technika. amely sordn eldszor az ETD, majd
a teljes ionhalmazon HCD aktivacio torténik. A kiegészitd HCD lépés els6sorban a mar aktivalt,
de még el nem hasadt prekurzor ionokat érinti. Az ETD lépésnek kdszonhetden lehetdség nyilik
a modositott peptidszekvencia azonositdsara, mig a HCD aktivacio szerkezeti informécioval

szolgal a peptidet modositd glikanrdl. Eldnye, hogy egy spektrumbol szerezhetiink informaciot

crer

Dolgozatom a human vizeletbdl dusitott O-glikopeptidek EThcD aktivacioval felvett tandem
tomegspektrometrids adatainak kiértékelésével foglalkozik. A fragmentaciés adatok
értelmezésének kettds célja van. Az elsd technikai jellegli, és az O-glikopeptidek EThcD-ben
mutatott fragmentacios sajatossagainak megismerése all a kozéppontban. Azonban emellett a
vizeletben taldlhato fehérjék O-glikozildcidjanak megismerése is cél. Ezek a célok nem
véalaszthatok el egymastdl. A kutatds analitikai részében megszerzett ismeretek az O-

glikopeptidek tandem tomegspektrometrids viselkedésérdl alapjaiban meghatarozzak a felvett
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adatokbdl kinyerhetd, biologiailag relevans informaciok megbizhatdsagat. A kutatasok soran

elért eredményeket pontokba szedve alabb ismertetem.

1.) EThcD aktivaciéval nagyobb szacharid oxénium ionok is képzédhetnek

Az adatértelmezést harom egészséges donor vizeletmintaibol dusitott glikopeptid-elegyek
EThcD adataival kezdtem. A vizeletben taldlhatd glikoproteinek O-glikozilacidja kevéssé
ismert, igy a rutin adatbazis keresés soran valtoz6 modositdsként a human szérumban eléfordulo
leggyakoribb O-glikanokat definiadltam. Az eredmények értékelése kdzben figyeltem fel arra,
hogy az azonositott EThcD spektrumokban nagyobb szacharid ox6nium ionok is képzddtek az
alacsony energiaju kiegészit6 HCD aktivalads hatdsara. Ezek az ionok értékes informéaciot
hordoznak arrdl, hogy a peptid tobb kisebb vagy egy nagyobb O-glikannal moddositott-e.
Megvizsgaltam, hogy a leggyakoribb O-glikdnoknak megfeleld intakt oxénium ionok milyen
gyakran detektalhatok az EThceD spektrumokban. Azt taldltam, hogy a nagyobb oxdnium ionok,
mint pl. a diszialilalt core 1 szerkezetre jellemz6 m/z 948, vagy a core 2 hexaszacharid
jelenlétére utald m/z 1313 ionok az EThceD spektrumok tobbségében csak gyenge jelet adnak,
igy detektalasuk erdsen fligg a prekurzor ion intenzitasatol, viszont jol hasznalhatok a glikan

azonositasok megerdsitésére vagy cafolatara.

2.) A vizeletben talalhato fehérjék O-glikozilaciojanak felfedezése nem definialt modositas
kereséssel

Az éltalanos adatbazis keresés azonositdsi ratdja a teljes betaplalt EThcD spektrumszamhoz
képest alacsony volt (~5%), amelynek két {6 oka lehetséges. Az elsé az EThcD aktivacio
alacsony hatasfoka az alacsony toltéssiiriségli prekurzorok miatt. A masodik pedig az, hogy
nagy valoszinliséggel az adatbazis kereséskor nem minden, a vizeletben jelenlévdé O-glikant
definidltam. Annak érdekében, hogy feltarjam, milyen mas O-glikdnok mddositjak a vizeletben
eléforduld glikopeptideket a szérumban leirt leggyakoribb szerkezeteken til, in. nem definialt
modositas adatbazis keresést végeztem az EThcD spektrumokon, ahol egy bizonyos
tomegtartomanyon (0-3000 Da) beliilli modositast engedélyeztem csakis glikozilalhato
aminosavakon. Az igy jelentett additiv tomegekbdl hisztogram készithetd, és a gyakoribb
tomegek valdban kiilonb6z6 szacharid-Osszetételeknek felelnek meg. Az igy talalt modositasok

pontosabb jellemzése az EThceD spektrumok manualis kiértékelésével érhetd el.
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3.) Az EThcD technika segitségével meghatarozhato a peptidet modosito glikan
monoszacharid egységeinek relativ pozicidja

A manudlis adatkiértékelés soran a nem definialt modositds keresésbdl azonositott additiv
tomegek egy része mono- ¢és di-O-acetil-szialsavat, illetve diszialsavat tartalmazo O-
glikanoknak felelt meg. A nagyobb szacharid oxonium ionok detektalasa mar jelezte azt, hogy
az alacsony energiaju kiegészité HCD aktivalas glikopeptidek esetében az egyszeres glikozidos
meghatarozasat az egyszeres glikozidos kotéshasadasok tették lehetdvé. Tehat kijelenthetd, hogy
az alacsony energiaju kiegészité HCD aktivalassal felvett ETheD technika alkalmas a modositott
peptid szekvencia mellett a peptidet modositdé O-glikén szerkezeti jellemzésére. Ennek tovabbi
pozitiv hozadéka az, hogy ugyanazon glikopeptid szerkezeti izomerei is megkiilonboztethetdek,
ha az on-line forditott fazisu kromatografia soran elvalnak egymastol. Ezt a dolgozatban be is
mutatom egy izomer paron, ahol az egyetlen kiilonbség a glikdnon taldlhaté acetil-csoport
pozicidjaban van. A nem definialt modositas kereséssel és az EThcD spektrumok manualis
elemzésével 12 1) O-glikdn struktirat sikeriilt azonositani a vizeletben taldlhato
glikoproteineken. Ezek kozott, a mar korabban emlitett szerkezeteken kiviil, azonositottam

szialil-Lewis™* epitopot tartalmazo O-glikanokat is.

4.) Az EThcD és HCD adatok egyiittes elemzése sziikséges

Az EThcD adatok mellett a HCD adatok bevonésaval sikeriilt ujabb O-glikan szerkezetekkel
modositott glikopeptidek azonositdsa. HCD aktivacié soran a magasabb normalizalt titkdzési
energia miatt a peptidet modositd glikan(ok) gdzfazis eliminacidja a preferalt fragmentaciods
esemény. Ez a HCD spektrumban a deglikozilalt peptidion megjelenését (Yo) eredményezi.
Segitségével nem csak a mddositatlan peptid molekulatomegét, de az azt modositd glikan(ok)
additiv tomegét is meghatarozhatjuk. Az additiv tdmeg ismeretében pedig a monoszacharid
Osszetétel meghatarozhatd. A HCD adatokbdl tehat eldrejelezhetok EThcD adatokbol mar
azonositott glikopeptidek 0y glikoformai. Ezt a hipotézist a mintakbol leggyakrabban azonositott
peptiddel (C*?AVAVTLQSH*® Protein YIPF3) és néhany minta adataival manualisan
teszteltem. Az eredmények meggy6zdek voltak, az adathalmaz nagysaga viszont nyilvanvalova

tette, hogy automatizalasra van sziikség.

5.) Szoftverfejlesztés 0j glikoformak azonositasara HCD adatokbdl
A HCD spektrumok informacio-tartalmanak kiaknazasdra és a potencidlis glikoformak
elorejelzésének gyorsitadsara szoftvert fejlesztettiink (GF-Hunter), amely mar a korabban

megbizhatoan (pl. ETheD spektrumokbol) azonositott O-glikopeptidek Yo-Y1 ionparjait keresi
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a HCD spektrumokban. A minta komplexitasa miatt a sziirés soran egyetlen ion jelenlétére (Yo)
tamaszkodni nem elegendé. Mindenképpen sziikséges az Yo ion mellett annak Y
(peptid+HexNAc) parjat is keresni a HCD spektrumokban. Az ionpar jelenlétének
megkdvetelése azonos toltésallapotban csokkenti a fals pozitiv talalatok aranyat. A szoftver, az
elfogadasi paramétereknek megfelelé HCD spektrumhoz hozzarendeli a megtalalt Yo-Y1
ionparhoz tartozd peptidszekvenciat, valamint a prekurzor ion és az Yo ion tomegének
felhaszndlasaval kiszdmitja a mddositas additiv tomegét. Ha a modositas tomege illik az eldre
megadott glikdn adatbazis valamely tagjara, akkor az additiv tomeget glikdnként azonositja a
szoftver, melyet sziikséges az adott HCD spektrum EThcD parjanak manualis ellendrzésével
validalni. A szoftverbe épitett glikan adatbazis iterativ modon bdvithetd, igy a koradbban

felfedezett O-glikanokat a szoftver a kdvetkez6 szlirés alkalmaval mar képes azonositani.

6.) Uj glikan szerkezetek felfedezése a GF-Hunter segitségével

A szoftverrel a tesztelést kovetden 10 donor vizeletébdl dusitott glikopeptid-elegyek
tomegspektrometrias adatait elemeztem. A HCD adatok automatizalt sziirésével uj
oligoszacharid-kompozicioknak megfeleld additiv tomegeket azonositottam. A szoftver
segitségével tovabbi 17 1) O-glikan struktira jellemzésére keriilt sor a HCD és ETheD adatok
egyiittes felhasznalasaval. Ezek kozott olyan 0j O-glikdnok szerepelnek a mar korabban
azonositott O-acetil szidlsavat és diszialsavat tartalmazd szerkezetek mellett, amelyek ABO

vércsoport antigént, poli-N-acetil-laktozamin egységet és szulfatalast tartalmaznak.

A dolgozatban bemutatott eredmények egy hatalmas és reprezentativ tomegspektrometrias
adathalmaz szisztematikus elemzésével keletkeztek. Ez az adathalmaz olyan intakt human
mucin-tipusi  O-glikopeptidek  analizisével késziilt, amelyeket nem laboratoriumi
sejtvonalakbol, hanem 10 humén donor vizeletébdl izoldltam. Az adatok kiértékelése azt
mutatja, hogy a vizeletben talalhato fehérjék igen valtozatos glikankészlettel modositottak. A
dolgozatban bemutatott adatkiértékelési modszerek még mindig erésen tamaszkodnak a
manualis adatelemzésre és az adatbazis keres@ szoftverek O-glikopeptid azonositasainak
feliilvizsgalatara. Mindezek ellenére a vizeletben talalhato fehérjéken 6sszesen 57 kiilonbdzd O-
glikant sikeriilt azonositani O-glikopeptidek tandem tomegspektrometrias analizisével.
Kutatocsoportunk volt az elsd, amely ezeket a szerkezeteket konkrét fehérjéken,

helyspecifikusan azonositotta, pl. vércsoport antigének jelentétét bizonyos szekretalt fehérjéken.
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6. SUMMARY

Glycosylation is among the most common post-translational modifications of proteins. Its roles
in living organisms are very diverse. Glycans linked to proteins participate in various immune
processes, influence the 3D structure and half-life of proteins. They play a key role in cell-cell
adhesion. Of the two most common types of glycosylation, more is known about N-
glycosylation, while O-glycosylation is the less characterized PTM. With the development of
analytical methods and bioinformatic tools we are able to acquire and process huge datasets, and
significant amount of qualitative and quantitative information has been compiled on both types
of glycosylation. At the same time O-glycosylation remains a rather challenging task. My
dissertation is addressing mass spectrometric data interpretation, i.e., one of the aspects that
makes this PTM difficult to tackle.

Post-translational modifications are characterized by fragmentation data, i.e., by recording and
evaluating MS/MS spectra. For the analysis of O-glycosylation, however, due to the
fragmentation properties of O-glycopeptides, data acquired using multiple activation techniques
are required. O-glycopeptides are composed of two types of compounds that are chemically
different and exhibit different fragmentation characteristics. During data analysis not just the
peptide but also the modifying glycan(s) have to be identified. The analysis of polysaccharides
is inherently problematic because their isomeric constituents cannot be distinguished by their
mass. Similarly, there is no simple mass spectrometric method to characterize the exact position
and stereochemistry of a glycosidic bond. Thus, under optimal conditions the following
information can be obtained about glycopeptides: (1) peptide sequence, (2) monosaccharide
composition of the glycan(s), (3) the relative position of the glycan-forming monosaccharide

units and (4) the site of modification.

The preferred fragmentation step during the collisional activation of glycopeptides is the
cleavage of the glycosidic bond. In ion trap CID this allows the structural characterization of the
glycan. However, the peptid sequence remains unknown. The mass of the nonglycosylated
peptide can be determined from the detected deglycosylated peptide ion (Yo) formed during the
gas phase elimination of the glycan. Furthermore, the additive mass of the glycan(s) can be
calculated as the difference between the precursor ion and the Yo ion. From the additive mass
the monosaccharide composition can also be determined. Upon HCD activation, not only
glycosidic bonds but also peptide bonds can be cleaved due to multiple collisions. From the
resulting b and y sequence ions, the amino acid sequence of the peptide can be elucidated.
However, the stronger glycan fragmentation due to the multiple collisions does not permit the
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structural characterization of the glycan(s). The Yo ion, like in the ion trap CID, informs us again
about the additive mass of the modifying glycan(s) from which the monosaccharide composition
can be determined. However, modification site assignment is not possible from these data as the
preferred fragmentation event for both activation techniques is the gas phase deglycosylation.

The site of labile post-translational modifications within the peptide cannot be determined by
collisional activation. To overcome this problem, ETD activation offers a solution which is a
fragmentation technique based on the decomposition of a radical ion formed via electron
transfer. During fragmentation, the cleavage between the nitrogen atom of the peptide bond and
the alpha carbon results in ¢ and z* sequence ions. Since the amino acid side chains remain intact
during fragmentation, the corresponding sequence ions carry the modifying glycan, hence the
site of modification can be determined. However, the ETD spectrum does not provide
information on the structure of the glycan. Furthermore, the efficiency of fragmentation is worse
than what is observed for collisional activation. This is due to the fact that ETD activation is
strongly dependent on charge density. The higher is the charge density of the precursor ion, the
more efficient is the fragmentation. Glycopeptides typically have low charge density compared
to unmodified peptides because the modifying glycan increases the weight of the molecule

without adding more charges to it.

EThcD activation is a combined fragmentation technique in which ETD is performed first and
then HCD on the entire ion set. The additional HCD step primarily affects the already activated
but still intact precursor ions. The ETD step enables the identification of the modified peptide
sequence and modification site assignment, while HCD activation provides structural
information about the modifying glycan. The advantage of this combined activation technique

is that all the above information can be obtained from a single spectrum.

During my thesis work | studied EThcD data acquired from glycopeptides enriched from human
urine. My research presented in this dissertation had two specific aims. The first was technical
and focused on the fragmentation characteristics of O-glycopeptides in EThcD. The goal was to
characterize the O-glycosylation of urinary proteins. These goals are intertwined. The knowledge
gained in the analytical part of the research fundamentally determines the reliability of
biologically relevant information extracted from the recorded data. My achievements are

presented below.
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1.) During EThcD activation, larger saccharide oxonium ions may also survive

Firstly, the two-round WGA lectin affinity chromatography was used to enrich glycopeptides
from the urine of three healthy donors and then the mass spectrometric analysis of the enriched
glycopeptide mixtures was carried out. As a first step in data evaluation, a general database
search was performed with the EThcD data. The O-glycosylation of urinary proteins is less well
known, so the three most common O-glycan structures found in human serum were defined.
During the evaluation of the search results the presence of larger saccharide oxonium ions in the
EThcD spectra were noticed. This phenomenon is due to the low-energy supplemental HCD
activation. These ions provide valuable information on whether the peptide is modified with
multiple smaller or one larger O-glycan. A statistical analysis was conducted to answer the
question: How often intact oxonium ions corresponding to the most common O-glycans can be
detected in the EThcD spectra? It was found that larger oxonium ions such as m/z 948
corresponding to the disialylated core 1 structure or m/z 1313 indicating the presence of the core
2 hexasaccharide gave only a weak signal in most EThcD spectra. Thus, their detection strongly
depends on the precursor ion’s intensity, but they can be used to confirm or refute glycan

assignments.

2.) Expansion of the glycan database using undefined modification database search

The identification rate of the general database search was low relative to the total number of
EThcD spectra submitted (~5%). This low identification rate has two possible reasons. The first
is the low efficiency of EThcD activation due to low charge density precursors. The second is
that not all O-glycans present in the urine were defined in the search. In order to explore what
other O-glycans can modify the urinary proteins in addition to the most common structures
described in serum, a so-called unspecified modification database search was performed with
the EThcD spectra, where modifications within a certain mass range (0-3000 Da) was allowed
only on Ser and Thr residues. A histogram was constructed from the additive masses reported
by this search, and the most common additive masses indeed corresponded to different
oligosaccharide compositions. A more accurate characterization of the modifications can be

achieved by the manual evaluation of the EThcD spectra.

3.) The EThcD technique can be used to determine the relative position of the
monosaccharide units of the modifying glycan

During the manual data evaluation, some of the additive masses identified from the undefined
modification search corresponded to O-glycans containing mono- and di-O-acetylsialic acid and

disialic acid. The presence of larger saccharide oxonium ions has already indicated that low-
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energy supplemental HCD activation favors single glycosidic bond cleavages. This observation
i.e., the preferred single bond cleavages, permitted the determination of the position of O-
acetylated sialic acids and disialic acids within the O-glycan structure. Thus, it can be concluded
that the EThcD technique with low-energy supplemental HCD activation facilitates the structural
characterization of the modifying O-glycan. A further benefit of this is that the structural isomers
of the same glycopeptide can also be distinguished if these are separated by on-line reversed-
phase chromatography, as it was demonstrated in the dissertation with the assignment of an
isomeric pair. A total of 12 new O-glycan structures were identified on urinary glycoproteins
applying the unspecified modification search and manual data interpretation. Among these, O-
glycans containing sialyl-Lewis®* epitope were also identified, in addition to the previously

characterized structures.

4.) The combined analysis of EThcD and HCD data is required

In addition to EThcD data, additional O-glycan structures were identified by considering HCD
data. During HCD activation, gas phase elimination of the modifying glycan(s) is the preferred
fragmentation event resulting in the detection of the deglycosylated peptide ion (Yo). This can
be used to determine not only the molecular weight of the unmodified peptide, but also the
additive mass of the glycan(s). Knowing the additive mass, the monosaccharide composition can
also be calculated. Thus, new glycoforms of glycopeptides previously assigned from EThcD data
can be predicted from the HCD spectra. This hypothesis was tested and confirmed with the most
commonly identified peptide (3*?AVAVTLQSH3?, Protein YIPF3) on a few datafiles, but it also
became evident that automatization of the process is required because of the sheer amount of
data.

5.) Software development for the identification of new glycoforms from HCD data

In order to exploit the information content of the HCD spectra and to accelerate the prediction
of potentially new glycoforms, we have developed a software (GF-Hunter) in cooperation that
searches for Yo-Y1 ion pairs of previously and reliably identified (e.g., from EThcD spectra) O-
glycopeptides in HCD spectra. Due to the complexity of the samples, it is not sufficient to rely
on the presence of a single ion (Yo) during the filtering process. In addition to the Yo ion, it is
absolutely necessary to look for its Y1 (peptide + HexNACc) pair in the HCD spectra. Requiring
the presence of the ion pair in the same charge state reduces the rate of false positive hits. When
the software identifies a spectrum fulfilling the acceptance criteria, it assigns the peptide
sequence of the detected ion pair to that HCD spectrum and calculates the additive mass of the

modification using the mass of the precursor ion and the Yo ion. If the calculated additive mass
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matches to an entry in the predefined glycan database, the additive mass is assigned as a glycan,
which needs to be validated by manually checking the EThcD pair of the corresponding HCD
spectrum. The glycan database built into the software can be iteratively expanded so that
previously discovered O-glycans can be identified by the software at subsequent screening.

6.) Finding new structures with GF-Hunter

After testing, the mass spectrometric data of glycopeptide mixtures enriched from the urine of
10 patients was analyzed. Several missed glycoforms of previously identified glycopeptides
were indicated by the automated screening of the patients” HCD data. The presence of 17 novel
glycan structures was confirmed by manual inspection of the corresponding EThcD data. These

novel O-glycans feature blood group antigens, poly-N-acetyl-lactosamine units, and sulfate.

A large and representative mass spectrometric dataset was generated by the analysis of intact
human mucin-type O-glycopeptides enriched, not from laboratory cell lines, but from the urine
of 10 individuals. Deciphering the data revealed that the glycan repertoire of the urinary
glycoproteins is highly diverse. The data interpretation methods presented in the dissertation still
rely heavily on manual data evaluation and the inspection of O-glycopeptide identifications
delivered by the database search engines. Nevertheless, a total of 57 different O-glycans on
urinary proteins were identified from the tandem mass spectrometric data of O-glycopeptides.
Our research group was the first who identified these structures on specific proteins and

positions, for example, blood group antigens site-specifically on specific secreted proteins.
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9. ROVIDITESEK JEGYZEKE

Gyakori monoszacharidok neveinek roviditései.

Monoszacharid neve | Réviditése | Egyezményes jele*

Gliikéz Gle
Galaktoz Gal
Mann6z Man

Fukoéz Fuc

N-acetil-gliikozamin | GICNACc

N-acetil-galaktozamin | GalNAc

N-acetil-neuraminsav | NeuAc
* SNFG szimbolumrendszer: https://www.ncbi.nlm.nih.gov/glycans/snfg.html

N> ®O®

ABC — ammoénium-bikarbonét

AGC — automatic gain control

Cl — chemical ionization (kémiai ionizacid)

CID — collision-induced dissociation (iitkdzéses aktivalas)

DDA — data dependent acquisition (adatfiiggd mérés)

DIA — data independent acquisition (adatfiiggetlen mérés)

DTT — ditiotreitol (1,4-bisz-(szulfanil)-butan-2,3-diol)

El — elektron ionizacio

ER — endoplazmatikus retikulum

ESI — electrospray ionization (elektroporlasztisos ionizacio)

ETD - elektron transzfer disszociacio

EThcD — electron transfer/higher-energy C-trap dissociation

FASP — filter-aided sample preparation

HCD (beam-type CID) — higher-energy C-trap dissociation

HILIC — hydrophilic interaction liquid chromatography (hidrofil interakcids
folyadékkromatografia)

HPLC — high-performance liquid chromatography (nagy teljesit6képességii
folyadékkromatografia)

IAM — jod-acetamid

LC-MS — folyadékkromatografiaval kapcsolt tomegspektrometria
LC-MS/MS — folyadékkromatografiaval kapcsolt tandem tomegspektrometria
MALDI-TOF - matrix-assisted laser desorption/ionization — time of flight
MS/MS — tandem tomegspektrometria

NCE — normalized collision energy (normalizalt iitk6zési energia)

PTM — poszttranszlacidos modositas
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SNFG — symbol nomenclature for glycans (glikan szimbdolum-nevezéktan)

WGA — wheat germ agglutinin (btizacsira agglutinin)
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10. MELLEKLETEK

1. melléklet 3.3.2 fejezetben vazolt N

-glikopeptid keresés soran alkalmazott N-glikan

adatbazis.
HexNAc(1) HexNAc(4)Hex(5)
HexNACc(2) HexNAc(4)Hex(5)NeuAc(1)
HexNAc(1)Fuc(1) HexNAc(4)Hex(5)NeuAc(2)
HexNAc(2)Fuc(1) HexNAc(4)Hex(5)NeuAc(1)Na(1)
HexNAc(2)Hex(1) HexNAc(4)Hex(5)NeuAc(2)Na(1)
HexNAc(2)Hex(2) HexNAc(4)Hex(5)NeuAc(2)Na(2)
HexNAc(2)Hex(3) HexNAc(4)Hex(5)Fuc(1)
HexNAc(2)Hex(3)Fuc(1) HexNAc(4)Hex(5)Fuc(1)NeuAc(1)
HexNAc(2)Hex(4) HexNAc(4)Hex(5)Fuc(1)NeuAc(2)
HexNAc(2)Hex(5) HexNAc(4)Hex(5)Fuc(1)NeuAc(1)Na(1)
HexNAc(2)Hex(5)Fuc(1) HexNAc(4)Hex(5)Fuc(1)NeuAc(2)Na(1)
HexNAc(2)Hex(6) HexNAc(4)Hex(5)Fuc(1)NeuAc(2)Na(2)
HexNAc(2)Hex(7) HexNAc(4)Hex(6)NeuAc(1)
HexNAc(2)Hex(8) HexNAc(4)Hex(6)Fuc(1)NeuAc(1)
HexNAc(2)Hex(9) HexNAc(4)Hex(6)Fuc(1)NeuAc(1)Na(1)
HexNAc(3)Hex(4) HexNAc(5)Hex(3)
HexNAc(3)Hex(4)NeuAc(1) HexNAc(5)Hex(4)
HexNAc(3)Hex(5) HexNAc(5)Hex(5)
HexNAc(3)Hex(5)NeuAc(1) HexNAc(5)Hex(5)Fuc(1)
HexNAc(3)Hex(6) HexNAc(5)Hex(5)NeuAc(1)

HexNAc(3)Hex(6)NeuAc(1)

HexNAc(5)Hex(6)NeuAc(1)

HexNAc(3)Hex(6)Fuc(1)NeuAc(1)

HexNAc(5)Hex(6)NeuAc(2)

HexNAc(4)Hex(3) HexNAc(6)Hex(3)
HexNAc(4)Hex(3)Fuc(1) HexNAc(6)Hex(3)Fuc(1)
HexNAc(4)Hex(4) HexNAc(6)Hex(3)Fuc(1)NeuAc(1)

HexNAc(4)Hex(4)Fuc(1)

HexNAc(6)Hex(3)Fuc(1)NeuAc(2)

HexNAc(4)Hex(4)NeuAc(1)

HexNAc(6)Hex(4)NeuAc(1)

HexNAc(4)Hex(4)NeuAc(1)Na(1)

HexNAc(6)Hex(4)NeuAc(2)
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4. melléklet 3.3.4 fejezetben vazolt acetilalt NeuAc-t tartalmazo O-glikdnokkal médositott O-
glikopeptidek azonositasdhoz hasznalt glikanadatbdzis. Az abran szerepld szerkezeteket az

EThcD spektrumok manualis kiértékelésével igazoltuk.

Osszetétel Monoizotépos additivtomeg Szerkezet
HexNAcHex 365.132
HexNAcHexNeuAc 656.228 é
HexNAcHexNeuAcAc 698.238
HexNAcHexNeuAc, 947.323 E 5
Ac
HexNAcHexNeuAcNeuAcAc 989.334 é
Ac
HexNAcHex(NeuAcAc), 1031.344 g
Ac
HexNAcHexNeuAc; 1238.418 :[ i
HexNAcHexNeuAc,NeuAcAc 1280.429
Ac
¢
Ac
HexNAcHexNeuAc(NeuAcAc), 1322.440
C
Ac
HexNAcHex(NeuAcAc); 1364.450
C
Ac
HexNAcHexNeuAc, 1529.514
HexNAcHexNeuAcsNeuAcAc 1571.524
HexNAcHexNeuAc,(NeuAcAc), 1613.535
HexNAcHexNeuAc(NeuAcAc); 1655.546
HexNAcHex(NeuAcAc), 1697.556
HexNAc,Hex,NeuAcAc 1063.370
HexNAc,Hex,NeuAc, 1312.455 &:}
Ac
C
HexNAc,Hex,NeuAcNeuAcAc 1354.466
Ac
C
HexNAc,Hex,NeuAcAc, 1396.476
HexNAc,Hex,;NeuAc; 1603.551
HexNAc,Hex,NeuAc,NeuAcAc 1645.561
HexNAc,Hex,NeuAc(NeuAcAc), 1687.572
HexNAc,Hex,(NeuAcAc); 1729.582
HexNAc,Hex,NeuAc, 1894.646
HexNAc,Hex,NeuAcs;NeuAcAc 1936.657
HexNAc,Hex,NeuAc,(NeuAcAc), 1978.667
HexNAc,Hex,NeuAc(NeuAcAc); 2020.678
HexNAc,Hex,NeuAcAc, 2062.688
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6. melléklet A 4.4 fejezetben targyalt, legnagyobb A vércsoport antigént tartalmazo O-glikannal modositott AVAVTLQSH peptid HCD és ETheD

spektruma.

1106.4675 (3+) > AVAVT(2391.8569)LQSH3*

180417_13 #10026 RT: 28.53 AV: 1 NL: 1.24E6
T: FTMS + ¢ NSl d Full ms2 1107 4537 @hcd28 .00 [100.0000-2000.0000]

100 204.087
90
80 Yo+HexNAcHex
g 70 274 093
c
©
60 186.077
g 366 141 Y0+HeXNAC2HEX
2 =0
2
£ 40
< 138.055 YO+HEXNACHEXNEUAC
® 30
202 104 Yo
20 025513
B3Y B - 1 \ 4
10 407.168 495182 569.221  g57 235 35 1008142 1062.156 4455505 1200 651 1493.701
| | 11 350147 i | L584356 | 715280 807380 g5g 752 954459 | \ I . 1410666 1494726 1581.730
L s e B L e T B R L e e o T o Bt o B oA B o A L T — —
100 200 300 400 500 600 700 800 900 1000 1100 1200 1300 1400 1500 1600 1700 1800 1900 2000
miz
180417_13 #10029 RT. 2853 AV 1 NL. 1868E5
T- FTMS + ¢ NSI d sa Full ms2 1107 4537 @etd70.13 1107 4537@hcd 15.00 [150.0000-2000.0000] pr(2+)1559-177(2+)
100 * 1660186 By,
:698.268 -> HexNAc,NeuAc oxonium ion (NeuAc migracid)
90 .
. :1557.673(2+4) -> Y35 -Ac(2+)
1639186
g 10
C
2 60 pr(3+) Y2ot|Y3y
é . 1106 476 Yly 1513.645(2+)
1514 641
2 B. |B B 1331.081(2+)
% * 1o Iy B F 3y 1377.915(34)
¥ 3g 38° UC 57237 Y16 i
20 204 087 366.142 Bga 1302 053(2+) 1474.947(34)
292 104 409320 Z Y : 1378263 1475630 | 1579.207(2+) v
10 4 619376 715284 1B 1058.438 1302559 1460947 1579 704 18
‘ 301566 468|236 569‘226 | *| \ 791.377 961940 1010744| 1230 563 i | 1887.769
e o N MY VM| S| e
200 300 400 500 600 700 800 900 1000 1100 1200 1300 1400 1500 1600 1700 1800 1900 2000
miz
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7. melléklet Osszesités a GF-Hunterrel azonositott O-glikan szerkezetekrol.

Ssz. | Osszetétel ;’?j(:;ieitgiv Ssz. | Osszetétel gi?eigv

1 HexNAcHex 365,1322 | 30 HexNAcsHex,FucNeuAc 1370,497
2 HexNAcNeuAc 494,1478 | 31 HexNAc;Hex,NeuAcNeuAcAcNa 1376,448
3 HexNAcHexNeuAc 656,2276 | 32 HexNAcsHexsNeuAc 1386,492
4 HexNAcHexNeuAcNa 678,2096 | 33 HexNAc,Hex;NeuAc,Sulpho 1392,415
5 HexNAc;NeuAc 697,2542 | 34 HexNAc;Hex,(NeuAcAc), 1396,476
6 HexNAcHexNeuAcAc 698,2382 | 35 HexNAc,Hex;NeuAc,SulphNa 1414,394
7 HexNAcHexNeuAcAcNa 720,2202 | 36 HexNAc,Hex,(NeuAcAc),Na 1418,458
8 HexNAc;HexNeuAc 859,307 37 HexNAc;Hex,FucNeuAc, 1458,513
9 HexNAc;HexNeuAcAc 901,3176 | 38 HexNAc;Hex,FucNeuAc,Na 1480,495
10 HexNAcHexNeuAc, 947,323 39 HexNAc;Hex,FucNeuAcNeuAcAc 1500,524
11 HexNAcHexNeuAc;Na 979,305 40 HexNAcsHex;NeuAc, 1515,535
12 HexNAcHexNeuAcNeuAcAc 989,3336 | 41 HexNAc;Hex,FucNeuAcNeuAcAcNa | 1522,506
13 HexNAcHexNeuAcNeuAcAcNa 1011,316 | 42 HexNAc;Hex,Fuc(NeuAcAc), 1542,534
14 HexNAc;Hex,NeuAc 1021,36 43 HexNAc;Hex,NeuAc,NeuAcAc 1645,561
15 HexNAcHex(NeuAcAc), 1031,344 | 44 HexNAc;HexsNeuAc, 1677,587
16 HexNAcsHexNeuAc 1062,386 | 45 HexNAc;Hex;NeuAc(NeuAcAc), 1687,574
17 HexNAc;Hex,NeuAcAc 1063,37 46 HexNAcsHexsNeuAc,Na 1699,569
18 HexNAc;Hex,FucNeuAc 1167,418 | 47 HexNAc;HexsFucNeuAc 1735,629
19 HexNAc;Hex;NeuAc 1224,439 | 48 HexNAc HexsNeuAc 1751,624
20 HexNAcHexNeuAcs 1238,418 | 49 HexNAcsHexsFucNeuAc, 1823,645
21 HexNAcHexNeuAc,NeuAcAC 1280,429 | 50 HexNAcs;HexsFucNeuAc,Na 1845,627
22 HexNAcHexNeuAc,NeuAcAcNa 1302,411 | 51 HexNAcsHexsFuc,NeuAc, 1969,703
23 HexNAc;Hex,NeuAc, 1312,455 | 52 HexNAcsHexsFuc,NeuAc,Na 1991,685
24 HexNAcHexNeuAc(NeuAcAc), 1322,44 53 HexNAc,Hex;NeuAc, 2042,72
25 HexNAc;HexsFucNeuAc 1329,471 | 54 HexNAcsHexsNeuAc 2116,756
26 HexNAc;Hex,NeuAc,Na 1334,437 | 55 HexNAc,HexsNeuAcs 2333,815
27 HexNAcHexNeuAc(NeuAcAc),Na 1344,422 | 56 HexNAcsHexsFucNeuAc, 2391,857
28 HexNAc,Hex,NeuAcNeuAcAC 1354,466 | 57 HexNAcsHex5SNeuAc, 2407,852
29 HexNAcHexNeuAcNeuAcAcNeuAcAcAc | 1364,45
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8. melléklet A 21. abra kiterjesztett m/z skalaja ETheD spektrumai, amelyeken lathatéak az m/z 496,166, illetve az m/z 1355,46 ionok.

170919 08 #4177 RT: 14.95 AV:1 NL * "~~~
T: FTMS + ¢ NSl d sa Full ms2 760.9996@ 300-2000.0000]
1140.9969

100 =2
%

80

760.3812
70 z=?

60 994.9429
2

20 = =
z=2 8929117 965.4365 10714717 | z? 1290.6389
1011.9166 2=2 | 1208.4983 =1 1355.4551 1390.6229
2=2 l i L z=1 | z=? =1
- b1 hpdn i M, I I e

Tttt L

T
1000 1050 1100 1150

747.3659 -
103 496.1653 564.7963 g0g9.9459 0972314 72 82{;32922 =2 =2
2=? z=? 2= z=1 = = l | 1
i ' - I ST ll W I, by Wy e
950

i i

L

=
50
40
30 913.9158
699.2449
=1 791.3716 =2 109;';589 1152.3939
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0 h n
L B e e e e M T T Tt T Tl - T L e e e e ML e s s e s T
500 550 600 650 700 750 800 850 900 1200 1250 1300 1350 1400

m/z
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760.4208
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100 s
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80
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70 z=2
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z=2
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=1 =2 z=2 10710604 ]
109 496.1661 645.8312 699.2522 4221611 g0p 857 826.3907 883.9086[ 9659815 1039.4513 3y ‘
=2 =2 - = - z= - =2 =2
03 I’Z’ it z=? Ih z=? i L =2 N l I | i s Z’*ﬁ L | T Y I .
e R e e it AR B e | 1

T
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