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BEVEZETES
A glikozilacio a fehérjék egyik leggyakoribb poszttranszlacios
modositasa. Szerepe az ¢él6 szervezetben igen sokrétii. Fehérjékhez
kotédd glikanok részt vesznek kiilonb6z6 immunfolyamatokban,
befolyasoljak a fehérjék térszerkezetét, féléletidejét. Szerepiik
kulcsfontossagu a sejt-sejt kapcsolatokban is. A glikozilacio két {6
tipusa az N-, illetve O-glikozilacio. Az N-glikozilacidé esetében a
glikan a fehérjéhez egy Asn oldallancanak nitrogén atomjan, mig az
O-glikozilacio esetében egy Ser/Thr oldallancanak oxigén atomjan

keresztiil kapcsolodik.

Az O-glikanokat a fehérjéhez kozvetleniil kapcsolédd monoszacharid
alapjan csoportositjuk. Emberben a leggyakoribb O-glikan tipus az un.
mucin vagy GalNAc tipus, amelynél a fehérjéhez kozvetleniil
kapcsol6dd monoszacharid egy N-acetil-galaktozamin (GalNAc). A
mucin tipustt O-glikdnok szintézise a Golgi-apparatusban torténik,
amely soran a GalNAc-hoz tovabbi monoszacharid egységek
kapcsolodnak, kialakitva a mucin tipusa O-glikanok nyolc alapvazat.
Minden alapvaz tovabb hosszabbodhat kiilonféle struktarakkal (pl.:
N-acetil-laktozamin  egységekkel,  vércsoport  antigénekkel).
Leggyakrabban az 1-es (Galpl-3GalNAc-S/T) és 2-es (Galpl-
3(GlcNACcB1-6)GalNAc-S/T) alapvazak fordulnak eld.

A tdmegspektrometria kivaloan alkalmas komplex fehérje elegyek, pl.

testfolyadékok atfogo jellemzésére. Legyen sz6 fehérje azonositasrol



vagy poszttranszlaciés modositdsok analizisérdl, ezek jellemzése

fragmentacios adatok, azaz MS/MS spektrumok alapjan torténik.

Az O-glikopeptidek két, kémiailag eltér6 ¢és fragmentacio
szempontjabol is  kiilonbozé  vegyiilettipusbol  épiilnek  fel.
Jellemzésiikhoz egyszerre kell a peptidet és a modositd glikan(oka)t
azonositani. A poliszacharidok analizise eleve problémas, mert
izomer alkotérészeik tomegiik alapjan nem megkiilonboztethetdek.
Hasonloképpen nincs egyszerli tomegspektrometrias modszer a
glikozidos kotés pontos pozicidjanak ¢és  térszerkezetének
jellemzésére. Tehat szerencsés esetben a kovetkezd informaciok
nyerhetdk a glikopeptidekrdl:

(A) peptidszekvencia,

(B) a glikan monoszacharid 6sszetétele,

(C) a glikant alkotd monoszacharid egységek egymashoz

viszonyitott helyzete,

(D) a modositas helye.
A tdmegspektrometrias analizis soran tobb MS/MS kisérlet sziikséges
kiilonféle fragmentacios technikak alkalmazasaval, hogy a két eltérd
molekularészletrél a lehetd legtobb szerkezeti informaciot szerezziik

meg.

loncsapda CID esetében az egyszeres kotéshasadasok dominalnak.
Glikopeptidek ioncsapda CID aktivacioja a glikozidos kotések
egyszeres hasadasat okozza. Az ebbdl szarmazod fragmensionok a

legintenzivebbek a spektrumban. Segitségiikkel a peptidet modositd



glikanrol szerkezeti informacio szerezhetd. Az aktivaciokor keletkezd
deglikozilalt peptid ion (Yo) felfedi a modositatlan peptid tomegét,
illetve a prekurzor ion és az Yo ion kozti kiilonbség a modositd
glikan(ok) additiv tdomegét és monoszacharid Gsszetételét is megadja.
A bioszintetikus utvonalak figyelembevételével pedig a glikan(ok)
monoszacharid egységeinek tipusa és a glikdn pontos szerkezete is

kikovetkeztethetd.

A HCD aktivacio a tobbszoros litkdzések miatt a glikozidos kdtések
mellett a peptidkotés elhasadasat is  el6idézheti, igy a
peptidszekvencia meghatarozhato a keletkez6 b és y szekvenciaionok
segitségével. Ennél az aktivacios technikanal is megfigyelhet6 az Yo
ion képzddése, ami itt is lehetdvé teszi a peptidet modosito glikan
additiv  tomegének és  monoszacharid  Osszetételének a

meghatdrozasat.

loncsapda CID és HCD adatokbol nem hatarozhaté meg a modositas
helye. Mindkét aktivacios technika esetében a preferalt fragmentacios

esemény a gazfazisu deglikozilacio.

Az ETD aktivacié egy elektron-transzferrel képz6dott gyokion
bomlasan alapuld fragmentacids technika. A fragmentacid soran a
peptid kotés nitrogénje és az alfa szén kozotti kotés elhasadasaval c,
illetve z* szekvenciaionok keletkeznek. Miutan az aminosav
oldallancok épen maradnak, a megfeleld fragmensek hordozzak a

modosito glikant is, igy a modositas helye meghatarozhato. A glikan



szerkezetére vonatkozdlag azonban az ETD spektrum nem szolgal

informacioval.

Az EThceD aktivalas kombinalt fragmentacios technika, amely soran
eldszor az ETD, majd a teljes ionhalmazon HCD aktivacié torténik. A
kiegészit6 HCD lépés elsGsorban a mar aktivalt, de még el nem hasadt
prekurzor ionokat érinti. Az ETD lépésnek kdszonhetéen lehetdség
nyilik a modositott peptidszekvencia azonositasara, mig a HCD
aktivacio szerkezeti informdacidéval szolgdl a peptidet moddositd
glikanrél. Elénye, hogy egy spektrumbol szerezhetiink informaciot a

peptid szekvenciajarol, a modositas helyérdl és a glikan szerkezetérol.

CELKITUZES
A dolgozat alapjaul szolgaldé kutatdsok soran human vizeletb6l
dusitott mucin tipust O-glikopeptidek tandem tomegspektrometrias
adatainak kiértékelésére fokuszaltam. Ehhez az alapot a jelenleg
ismert legnagyobb, intakt, triptikus O-glikopeptidekrél késziilt
tomegspektrometrias adathalmaz szolgaltatta. Az
adatkiértékelésnél az volt a cél, hogy jellemezzem e molekulak
fragmentacidos sajatossagait egy ujfajta MS/MS aktivacios
technika, az EThcD esetében ¢és ezt Osszehasonlitsam mas

fragmentacios modszerekkel (ioncsapda CID, HCD, ETD).

Az O-glikopeptidek EThcD-ben mutatott fragmentacids
karakterisztikajanak tanulmanyozasaval egyidejilleg a human

vizeletben taldlhato fehérjék O-glikozilaciojanak megismerése is
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cél. Ezek a célok nem vélaszthatok el egymastol. A kutatas analitikai
részében megszerzett ismeretek az O-glikopeptidek tandem
tomegspektrometrids viselkedésérdl alapjaiban meghatarozzak a
felvett adatokbol kinyerhetd, biologiailag relevans informaciok

megbizhatosagat.

ALKALMAZOTT MODSZEREK

Mintael6készités

A vizeletmintak tripszinnel torténé emésztése egy cellulozmembran
szirbegységen  tortént. A sziirdegység alkalmazasaval a
mintaeldkészitéskor hasznalt reagensek eltavolitasa konnyen
elvégezhetd, illetve a tripszines emésztés utan a keletkezett peptidek
egyszerlien elvalaszthatok az emésztetlen fehérjéktol. A keletkezett
peptidelegybdl a glikopeptidek dusitasara kétkords buzacsira
agglutinin affinitds kromatografiat alkalmaztam. A glikopeptidek
dusitasa komplex elegyek esetében mindenképpen sziikséges a
tripszines emésztéskor keletkez6 nem glikozilalt peptidek nem

specifikus hatterének csokkentése érdekében.

LC-MS/MS analizis

A dusitott  glikopeptid-elegyeket  on-line, forditott  fazisu
folyadékkromatografiaval frakcionaltam. A tdmegspektrometrias
analizis soran HCD adatfiiggd EThcD adatgyijtést alkalmaztam.
HCD minden kivalasztott prekurzorrél, mig ETheD csak a potencialis
glikopeptidekrol késziilt. Az ETheD adatgyijtés csak akkor valosult

meg, ha a kivélasztott prekurzor HCD aktivaciojakor a spektrumban a
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legintenzivebb 20 fragmens kozott volt az N-acetil-hexdzamin
oxonium ionja (m/z 204.0867). Az EThcD mérés csak a glikopeptidek
jellemzésére nélkiilozhetetlen, viszont iddigényesebb, mint a HCD

analizis. Azaz ezzel a beallitdssal optimalizaltam az adatgytjtést.

Adatkiértékelés

A tomegspektrometrias adatokat tobbféle adatbazis keresd szoftverrel
(Byonic, Protein Prospector) és manualis adatkiértékeléssel is
értelmeztem. Tovabba  egyiittmiikodés  keretében  szoftvert

fejlesztettiink (GF-Hunter).

EREDMENYEK

1.) ETheD aktivacioval nagyobb szacharid oxémium ionok is
képzodhetnek

A kétkoros WGA affinitas kromatografiat el6szor harom egészséges
donor vizeletén alkalmaztam, majd a dusitassal eldallitott glikopeptid-
elegyek tomegspektrometrias analizisét végeztem el. Az EThcD
adatokon elészor egy altalanos adatbazis keresést végeztem. A
vizeletben talalhato fehérjék O-glikozilacioja kevésbé ismert, igy az
altalanos adatbazis keresés soran a human szérumban talalhaté harom
leggyakoribb ~ O-glikdn  szerkezetet definidltam. A  keresés
eredményeinek értékelése kozben felfigyeltem arra, hogy az EThcD
spektrumokban nagyobb szacharid oxénium ionok is képzédnek az
alacsony energiaju kiegészit6 HCD aktivalas miatt. Ezen ionok
értékes informaciot hordoznak arrdl, hogy a peptid tobb kisebb vagy
egy nagyobb O-glikannal moédositott-e. Statisztikai analizissel
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megvizsgaltam, hogy a leggyakoribb O-glikanoknak megfelel6 intakt
oxonium ionok milyen gyakran detektdlhatok az EThcD
spektrumokban. Azt talaltam, hogy a nagyobb oxénium ionok, mint
pl. a diszialilalt core 1 szerkezetre jellemz6 m/z 948, vagy a core 2
hexaszacharid jelenlétére utaldo m/z 1313 ionok az EThcD spektrumok
zomében csak gyenge jelet adnak, igy detektalasuk erdsen fiigg a
prekurzor ion intenzitdsatol, viszont jol hasznalhatok a glikan

azonositasok megerGsitésére vagy cafolatara.

2.) Glikan adatbazis bdévitése nem definialt mdédositasok
segitségével

Az altalanos adatbazis keresés azonositasi rataja a teljes betaplalt
EThcD spektrumszamhoz képest alacsony volt (~5%), amelynek két
6 oka lehetséges. Az els6 az EThcD aktivacid alacsony hatasfoka az
alacsony toltéssiirliségli prekurzorok miatt. A masodik pedig az, hogy
nagy valdsziniséggel az adatbazis kereséskor nem minden, a
vizeletben jelenlévé O-glikant definialtam. Annak érdekében, hogy
feltarjam, milyen mas O-glikanok modositjak a vizeletben el6forduld
glikopeptideket a szérumban leirt leggyakoribb szerkezeteken til, Gn.
nem specifikalt modositis adatbazis keresést végeztem az EThcD
spektrumokon, ahol egy bizonyos tomegtartomanyon beliili
modositast (0-3000 Da) engedélyeztem csakis glikozilalhato
aminosavakon. Az igy jelentett additiv tomegekbdl hisztogramot
készitettem, és a gyakoribb tomegek valoban kiilonbz6 szacharid-

Osszetételeknek feleltek meg. Az igy talalt uj modositasok pontosabb



jellemzését az EThcD spektrumok manualis kiértékelésével

végeztem.

3.) Az EThcD technika segitségével meghatarozhaté a peptidet
modosito glikan monoszacharid egységeinek relativ pozicioja

A manualis adatkiértékelés soran a nem specifikalt modositas
keresésbdl azonositott additiv tomegek egy része mono- és di-O-
acetil-szialsavat, illetve diszialsavat tartalmazo O-glikanoknak felelt
meg. A nagyobb szacharid oxénium ionok korabban felismert
jelenléte mar jelezte azt, hogy az alacsony energiaju kiegészité HCD
aktivalas glikopeptidek vizsgalatakor az egyszeres glikozidos
kotéshasadasoknak kedvez. Az O-acetilalt szialsavak és diszialsavak
O-glikanon beliili pozicidinak meghatarozasat ez a megfigyelés, azaz
az egyszeres glikozidos kotéshasadasok tették lehetdvé. Tehat
kijelenthetd, hogy az alacsony energiaju kiegészitd HCD aktivalassal
felvett EThcD technika alkalmas a modositott peptidszekvencia
mellett a peptidet modositd O-glikan szerkezeti jellemzésére. Ennek
tovabbi pozitiv hozadéka az, hogy ugyanazon glikopeptid szerkezeti
izomerei is megkiilonboztethetéek, ha az on-line forditott fazisu
kromatografia soran elvalnak egymastol, mint azt egy izomer par
azonositasaval be is mutattam a dolgozatban. A nem definialt
modositas kereséssel és az ETheD spektrumok manudlis elemzésével
12 4j O-glikan struktirat sikeriilt azonositani a vizeletben
talalhato glikoproteineken. Ezek k6zott, a mar korabban emlitett
szerkezeteken  kiviil, azonositottam  szialil-LewisAX  epitopot

tartalmazo O-glikanokat is.



4.) Az EThcD és HCD adatok egyiittes elemzése sziikséges

Az EThcD adatok mellett a HCD adatok bevonasaval sikertilt tjabb
O-glikéan szerkezetekkel modositott glikopeptidek azonositdsa. HCD
aktivacio soran a peptidet modositod glikan(ok) gazfazisu eliminacidja
a preferalt fragmentaciés esemény. Ez a HCD spektrumban a
deglikozilalt peptidion (Yo) megjelenését eredményezi. Segitségével
nem csak a mddositatlan peptid molekulatomegét, de az azt mddositd
glikan(ok) additiv tomegét is meghatarozhatjuk. Az additiv tomeg
ismeretében pedig a monoszacharid dsszetétel is meghatarozhat6. A
HCD adatokbdl tehat elérejelezheték EThcD adatokbol mar
azonositott glikopeptidek uj glikoformai. Ezt a hipotézist a mintakbol
leggyakrabban azonositott peptiddel (3*?AVAVTLQSH?®?, Protein
YIPF3) és néhany minta adataival manualisan teszteltem. Az
eredmények meggy6zoek voltak, az adathalmaz nagysaga viszont

nyilvanvalova tette, hogy automatizalasra van sziikség.

5.) Szoftverfejlesztés wj glikoformak azonositaisara HCD
adatokbél

A HCD spektrumok informaciotartalmanak kiakndzasara és a
potencialis glikoformak el6rejelzésének  gyorsitiasara szoftvert
fejlesztettiink (GF-Hunter), amely mar a korabban megbizhatéan (pl.
EThcD spektrumokbdl) azonositott O-glikopeptidek Yo-Y1 ionparjait
keresi a HCD spektrumokban. A minta komplexitisa miatt a sziirés
soran egyetlen ion jelenlétére (Yo) tamaszkodni nem elegendd.
Mindenképpen sziikséges az Yo ion mellett annak Y

(peptid+HexNAc) parjat is keresni a HCD spektrumokban. Az ionpar
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jelenlétének megkdvetelése azonos toltésallapotban csdkkenti a fals

pozitiv talalatok aranyat.

A szoftver az elfogadasi paramétereknek megfelelé HCD
spektrumhoz hozzarendeli a megtalalt Yo-Y: ionparhoz tartozo
peptidszekvenciat, valamint a prekurzor ion €s az Yo ion tomegének
felhasznalasaval kiszamitja a modositas additiv tomegét. Ha a
modositas tomege illik az elére megadott glikan adatbazis valamely
tagjara, akkor az additiv tomeget glikanként azonositja a szoftver,
melyet sziikséges az adott HCD spektrum EThcD parjanak manualis
ellenérzésével validalni. A szoftverbe épitett glikan adatbazis iterativ
moddon bovithetd, igy a korabban felfedezett O-glikanokat a szoftver

a kovetkez0 sziirés alkalmaval mar képes azonositani.

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

A szoftverrel a tesztelést kovetéen 10 donor vizeletébdl dusitott
glikopeptid-elegyek tomegspektrometrias adatait elemeztem. A HCD
adatok automatizalt sziirésével 0j oligoszacharid-kompozicioknak
megfeleld additiv tomegeket azonositottam. A szoftver segitségével
tovabbi 17 4j O-glikan strukturat jellemeztem a HCD és ETheD
adatok egyiittes felhasznalasaval. Ezek kozott olyan 01j O-glikanok
szerepelnek a mar korabban azonositott O-acetil szialsavat és
diszialsavat tartalmaz6 szerkezetek mellett, amelyek ABO vércsoport
antigént, poli-N-acetil-laktéozamin egységet vagy szulfatalast

tartalmaznak.
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OSSZEFOGLALAS
Létrehoztam egy hatalmas és reprezentativ tomegspektrometrias
adathalmazt, amely olyan intakt human mucin-tipusti O-glikopeptidek
analizisével késziilt, amelyeket nem laboratériumi sejtvonalakbol,
hanem 10 human donor vizeletébdl izolaltam. Az adatok kiértékelése
azt mutatja, hogy a vizeletben talalhaté fehérjék igen valtozatos
glikankészlettel — modositottak. A dolgozatban ~ bemutatott
adatkiértékelési modszerek még mindig erésen tamaszkodnak a
spektrumok manudlis értelmezésére és az adatbaziskeresé szoftverek
O-glikopeptid azonositasainak feliilvizsgalatara. Mindezek ellenére a
vizeletben talalhatd fehérjéken Gsszesen 57 Kkiilonbozé O-glikant
sikeriilt jellemezni O-glikopeptidek tandem tomegspektrometrias
analizisével. Kutatécsoportunk volt az elsé, amely ezeket a
szerkezeteket konkrét fehérjéken, helyspecifikusan azonositotta,
pl. vércsoport antigének jelentétét bizonyos szekretalt fehérjéken.
A kutatasok felfedték, hogy apré kiilonbségek az izomer glikan-
szerkezetekben jelentésen befolyasolhatjak a  megfeleld

glikoformak kromatografias viselkedését.
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Dr. Darula Zsuzsanna Dr. Medzihradszky F.

Katalin
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Alulirottak kijelentjiik, hogy a kézleményben (Pap, A. et al. (2020).
Novel O-linked sialoglycan structures in human urinary
glycoproteins. MOLECULAR OMICS, 16(2), 156-164.
http://doi.org/10.1039/c9mo00160c) megjelent eredmények
elérésében a jeldlt, Pap Adam, jelentés szerepet vallalt. Kijelentem
tovabba azt is, hogy mas jeloltnek nem adok ki hasonl6 tartalmu
nyilatkozatot azokrol az eredményekrél, melyeket a jeldlt

fokozatszerzésében felhasznalt.

Dr. Darula Zsuzsanna Dr. Medzihradszky F.
Katalin

Kelt: Szeged, 2021. majus 28.
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