Nemenzimatikus glikacio vizsgalata U;
bioanalitikai modszerekkel

Doktori értekezés

Boddi Katalin

Gyogyszertudomanyi Doktori Iskola

Témavezet : Prof. Dr. Ohmacht Rébert

Tars-témavezet : Dr. Szabd Zoltan
Programvezet : Prof. Dr. Deli Jozsef

Doktori Iskola vezet : Prof. Dr. Barth6 Lérand

Pécsi Egyetem
Altalanos Orvostudomanyi Kar

Biokémiai és Orvosi Kémiai Intézet

Pécs
2011.



Roviditések

HSA human szérum albumin
AC Amadori termék MALDI matrix segitette lézer
ACN acetonitril deszorpcids ionizacio
AGE el rehaladott glikacios MALDI-TOF/MS matrix segitette lezer
végtermék deszorpcids ionizacio-
FL fruktozil lizin repulési id/
FL-18 fruktozil lizin 1 viz molekula tdmegspektrometria
vesztés utan MS toémegspektrometria
HbAlc hemoglobin Alc SPE szilard fazisu extrakcio
HPLC nagyhatékonysagi  folyadék  TFA trifluorecetsav
kromatografia TOF repulési id

Bevezetés

Nemenzimatikus glikacié

A nemenzimatikus glikacié a poszttranszlaciés matisok egyik tipusa, melyek a
fehérje szerkezetében az m-RN$tortén transzlaciéo utan mennek végbe. A folyamat soran
redukald cukrok (glukéz, fruktdz, rib6z stb.) kosas kotéssel kapcsolédnak a fehérjék
primer aminocsoportjaihoz, tdbbek k6zott a fehégj@ oldallancainak -aminocsoportjahoz.

A kezdeti termék egy Schiff bazis intermedier, mielymerizaciés folyamatok sordn Amadori
termékekké (AC) alakul. Az Amadori termékek tovabbkidacios és atrendedési
folyamatokban vehetnek részt, esetenként hidreliziskondenzacion, fragmentacion,
oxidacion és gyr vé zarodasi reakcion (ciklizacio), melyek eredméeyp egy biologiailag
jelent sen reaktivabb vegyiletek jonnek létre. Ezt a viagyisoportot elrehaladott glikacios
végtermékeknek nevezziik (AGE). A Schiff bazis Keleése relativ gyors és nagymértékben
reverzibilis folyamat. A Schiff bazisbdl keletkeZAmadori termékek keletkezése viszont
lassabb, de meglehsen gyorsabb, mint az AGE termékek bomlasa, entektkeztében a
glikacios termékek akkumulalédhatnak a fehérjéken.

A nemenzimatikus glikacio eredményeképp AGE terrkékmnek létre a megemelkedett

veércukorszint miatt hiperglikémia esetén diabétasilitus | és Il-ben szenvedetegekben.

Klinikumban alkalmazott médszerek a nemenzimagkk&cio meghatarozasara

Az 1970-es évek oOta a glikalt hemoglobin Alc (HbAIoeghatarozasat klinikai
diagnosztikai markerként rutinszen alkalmazzak a relative hosszutavu (4-6 hét) aglik

szint meghatérozéséara diabéteszben szenwetggeknél.



A szérum glikalt albumin szintjér Ugy gondoljak, hogy az elmualt 2-4 hét vércukor
allapotérol ad informaciot, mig a HbAlc az elmuksktleg 2 hdnapra enged kovetkeztetni. A
glikalt human szérum albumin (HSA) egy nagyon farik6zéptavu indikatora a diabétesznek,

mely sokkal érzékenyebb a vércukorszint valtozasanat a HbAlc.

Fehérjek és peptidek sbmentesitése szilard fazisxteakcioval (SPE)

A szilard fazisu extrakci6 kdnnyen Kkivitelezhemodszer, melyet leggyakrabban
sOmentesitésre, tisztitasra, minta koncentracikjaaelésére és komplex peptid keverékek
frakcionalasara alkalmaznak. A nagyobb fehérjék inattkus emésztésével nyert
peptidkeverekek analizise #i frakcionalas hatékonyan noéveli az elérhetehérje
szekvencialefedettséget. Az SPE mddszer tovabhye] hogy magas visszanyerés érledt
rovid id alatt kivitelezhet, nagy a dusitasi hatékonysag és alacsony a szad@szerigény.

Az egyik leggyakoribb SPE alkalmazasi terllet atioex €s a DNS oligonukleotidok
somentesitése. Az eljaras soran ezek a mintamalekulegkétdnek a szilardfazison, a

nemillékony sok viszont desztillalt vizzel eltatbitok.

Mikroextrakciés moédszerek:

Az elmult években az SPE eljaras fejlesztés a tinmalas irAnyaba mutat. A miniaturizalt
SPE pipettahegyek 0,1mg forditott fazisu toltetegyw mas szorbenst tartalmaznak, melyek
lehet vé teszik, hogy a kivant komponensek kistérfogatzgofazisban nyerhdt vissza a
szorbensrl. A miniatirizalt SPE-t a MALDI-TOF/MS analizis éti mintael készitéshez

fejlesztették ki.

Boronat affinitds kromatografia

Boronat affinitas oszlopokat 1970-ben Weith és natésai alkalmaztak edzor
cukrok, poliszacharidok és nukleinsav komponensékalasztasara. Majd Mallia és
munkacsoportja 1981-ben proteomikai alkalmazaspauldikalta, melyben glikohemoglobin
min ségi és mennyiségi meghatarozaséat végeztek.

A borsav és a boronsav polialkoholokkal és cisz-dgmportot tartalmazé szénhidratokkal
stabil észtert képeznek. Mostanra ezt a modszddlnahzzak a cisz-diolt tartalmazo
komponensek elvalasztasara, tobbek kozott szémbigranzimek, glikalt fehérjek, glikalt

peptidek.



Boronat affinitas kromatografiat hatékony elvalasztechnikai médszernek tartjak glikalt
hemoglobin meghatarozasara, hemoglobin glikaciGgdnatanak megallapitasara diabétesz
estén, arginin tartalmua peptidek tisztitdsara,aglibteinek és glikopeptidek elvalasztisara.

A diabétesz mellitusz igen elterjedt betegség, ld kossaganak 4%-at érinti. Emiatt
nagy erfeszitéseket tesznek, hogy a betegség akut pan&swdrolaljak (hipoglikémias
kdma, ketoaciddzis és femesek), illetve a betegség hosszutavu sdiényeit agy, mint
makroangiopétia, vaszkulopatia, immundeficienciafropétia, retinopatia and neuropétia,

melyek még mindig elterjedtek.

Ceélkit zés
Szilard fazisu extrakcié alkalmazasanak fejlesztése
. C30 és C60(30) fullerén-szilika kdkapacitasanak megallapitasa Leu-enkefalin

segitsegével

Il. Triptikus emésztmények szekvencialefedettségénegaitamitdsa C18, C30 szilika- és
C60(10), C60(30), C60(100) fullerén-szilika faziswk

[ll.  Human szérum albumin (HSA) és fibrinogén glikacidelyeinek meghatarozasa C30 és
C60(30)-fazisokon

Glikalt peptidek elvalasztasa boronat affinitas kranatografiaval:

V. Kuilénbdz elucios kdrilmények optimalizalasa boronat affiag pipetta hegyeken
V. Glikalt peptidek sétlanitasa kulonbdézszorbenseken
VI. Az Ujonnan fejlesztett modszer alkalmazéasa glikpdptidek meghatarozasara human

szérum albumin emésztményb melyet kettestipusu diabéteszben szenveetegek és

egeszséges Onkéntesek vétdy jtottink



Anyag és modszer

Human szérum albumin (HSA) és fibrinogénin-vitro glikacidja

Ot mg human szérum albumint (Sigma-Aldrich) foszfatferben (pH 7,4) oldott 0,167 M-0s
D-glikéz oldatba oldottuk fel. A fibrinogén (Sigrnddrich) nem oldédik vizben, igy 2 mg fehérjét
rétegeztiink 37°C-os 0.9% m/v-os séoldat tetejerdy 9,167 M-os volt glikoézra nézve. Mindkét
fehérjeoldatot 28 napig, 37 °C-on, steril korllmékykozott tartottuk. A tovabbi médositasok és
triptikus emésztés et a glikalt HSA-t és glikalt fibrinogént egy mendlor segitségével
centrifugélassal (Millipore, cut-off: 3000 Da) titnttuk.

C30 és C60(30)-szilika fazisok peptidmegkottése
Az aktivalas és ekvilibralas utan 3-3mg C30-szidsaaC60(30) fullerén-szilika fazist egy éjszakan at
inkubdltunk Leu-enkefalin valtozé koncentracioju0{810 pg/mL) oldatokban 20°C-on, allandd

razatas kdzben. Ezutén a részecskéket lecenttifikgés a felliliszokat vizsgaltuk.

Fehérjeemésztmeények szilard fazisu extrakcioja (SBE

Husz pmol glikalt HSA és 20 pmol fibrinogén tripszel tortén emésztése utan az
emeésztményt 200 pL 0.1% TFA vizes oldatban az #kaik szorbensekre toltéttik. Az SPE csoveket
3-szor 1 mL 0.1% TFA vizes oldattal mostuk, hogynemkot dott peptideket eltavolitsuk. A
szorbenseken kodott peptideket 5%-t6l 70%-ig 5%-0s emelkeatetonitrilt (0.1% TFA) tartalmazé
oldatsorozattal frakciondltuk. Minden ellciés 16p8s300 pl oldatot alkalmaztunk. A frakciokat
0sszegyjtottik, bepéroltuk, majd 5 pl bidesztilalt vizbeisszaoldottuk és MALDI-TOF

tomegspektrométerrel analizltuk.

Boronat affinitas kromatografidahoz alkalmazott kot puffer és az ellcios
korilmeények optimalizalasa amperometrias mérésekkel

A kisérlet els felében250mM koncentracioju ammonium klorid oldatokat Zééettiink, pH-
jukat ammonia oldattal allitottuk be 7,4; 7,8; 8%; 9,0 és 9,4-re. Minden oldat 50 mM magnézium
szulfatot tartalmazott. A rehidratélas utan a bétaffinitas pipetta hegyeket ekvilibraltuk a kdvah
emlitett kot pufferrel. 0,01 mol D-gliikézt oldottunk fel 10 mbkpufferben és az oldatot a gélen
keresztll szivattunk. Ezt kdvette egy mosasi |&iépufferrel a nem kotott glikdz eltavolitasara.

Végll a megkdtott D-glikozt 200 pl 2-es pH-ju haaggy oldattal nyertiik vissza.



A kisérlet masodik részébena pH-t alland6 értéken tartottuk és az ammoniuworidl
koncentraciojat 50 és 300 mM kozott valtoztattukajd! 0,01 mol D-glikozt oldottunk fel és
aspiraltuk a pipettahegy géldarabkain keresztimegkot dott glikdzt 200 pl 2-es pH-ju hangyasav
oldattal elualtuk.

A fenti kisérletek alapjan azt az dsszetétiebt puffert valasztottuk, mellyel a legnagyobb
glukoz-kot kapacitast értik el és az elaciot pH 2 és 5 koxitsgaltuk. Tovabbi kisérleteket
végeztink az elaciés korilmények optimalizalasdmgas koncentraciéju (0,1-1,6 M) szorbitol

oldattal D-gluikdz boronét affinitas pipettahegyiortén eltavolitdséra.

Kettestipusu diabéteszben szenvedbetegek és egészséges oOnkéntesek véréb
HSA izolalasa és tisztitdsa

Kettestipusu diabéteszben szenvebetegektl és egészséges Onkénteskkszérumot
gy jtottink, majd 2 ml szérumot Centricon Ultracel Y3@- tipusi membranse n (Millipore)
centrifugéltuk 5000xg fordulaton 20 percig (cut®0000Da). A membranon maradt proteineket 20-
szoroséara higitottuk és a HSA-t kovasil MS-C18 nembpus oszlopon (Zeochem AG, Uetikon)
nagyhatékonysagu folyadék kromatografids berendé#ksC) segitségével elvalasztottuk.

A HPLC készllék egy Dionex P680-as tipusu gradipmspabdl, egy Reodyne 8125-8s
injektorbol és egy Dionex UVD 340U UV-Vis (UV-lattidény) detektorbdl allt. Az

adatrogzitést Chromeleon szoftver segitségévelztiige

Glikalt peptidek szelektiv dusitasa boronat affinis pipettahegyek segitségével

200 ul teljes térfogatu pipettahegyeket alkalmagztunelyek 5 pl-es agar6z géldarabkajan
immobilizalt m-aminofenil borsavat tartalmaztak y#ip 1000+ columns, PhyNexus)). Ezeket az
affinitas hegyeket hasznaltuk a glikalt peptidekelsktiv dusitasara. Rehidratalas utan a
pipettahegyeket kopufferrel ekvilibraltuk. Minden fehérjélb (glikalt HSA, glikalt fibrinogén) 100
pg-ot tripszinnel megemeésztettik, majd kitfferben feloldottuk és az igy nyert oldatot a
pipettahegyben lev affinitas gélen aspirdltuk. A géldarabkdkat 1 nit bufferrel mostuk a
nemspecifikusan kotdott peptidek eltavolitdsara. Ezt kdvette egy tbwahosasi 1épés (bidesztilalt
viz) a kot puffer sétartalmanak eltavolitasara, ha az eldwadigyasavval végeztik. A glikalt peptidek
gélr | valé eltavolitasat 4x 50 pl hangyasav oldattél£f) végeztik. A glikalt peptidek gélrtortén
eltavolitasat nagyobb koncentracioju szorbitol tildds elvégeztik. Szorbitollal tortérellcio esetén
MALDI tomegspektrometrias vizsgalat & a peptideket kilonbdz szorbenseken sbétlanitottuk
(ZipTip, C18-szilika és C60(30) fullerén-szilika).



Az affinitas hegyekr | szorbitollal elualt glikalt peptidek somentesités

A boronét affinitds pipettahegyekrelualt peptidek somentesitésére 3 kulonkgzlardfazisu
extrakciés szorbenst hasonlitottunk 6ssze. 5 migrérnel moédositott 30nm péruséatnijérszilikat
(C60(30) fullerén-szilika) és 5 mg C18 szilikatttdlink 1,5 ml-es SPE csdvekbe. Aktivalas és
ekvilibralas utdn a szorbenseken megkotott gligafitidek eltavolitasa 300 pl 80% acetonitril, 0,1%
TFA vizes oldattal tortént. Az eludtumot bepérolésks pl 0,1% TFA vizes oldatba oldottuk vissza.

A sotlanitast a kereskedelmi forgalomban is kapZapdip-pel (Millipore) is elvégeztiik, ebben az
esetben 1 ul 80% ACN és 0,1% TFA vizes oldattadlalnk kozvetlenil a MALDI mintatartéra.

MALDI-TOF tdmegspekrometrias vizsgalat

Autoflex Il MALDI MS (Bruker Daltonix) késziléketlkalmaztunk a tdmegspekrometrias
mérésekre. Minden tdmegspektrumot pozitiv mddbatzapu ionizacioval (k=337nm, nitrogén
Iézerrel, maximdlis frekvencia 50 Hz, maximalisdgatenzitas 20-30% peptidek mérésekor) vettink
fel. A tripszines emésztéssel nyert peptidek tomegflektron mddban 120 ns-os késleltetett
extrakciéval, monoizotdpos felbontassal mértik.

A fehérjék mérése linearis moédban 550 ns-os kégdtttextrakcioval tortént. A gyorsitofesziltséget
+19 V-ra, a reflektronfesziltséget +20 V-ra altitkt A peptidek és fehérjék témegspektruma 1000
lbvés 6sszegélb (ugyanazon mintapontbdl) kilkalibracidval készilt. Az eredmények kiértékelésér

Flex Analysis szoftvercsomagot (Bruker Daltonikay, in-silico emésztésekhez a Sequence Editor

szoftvert (Bruker Daltoniks) hasznaltuk.



Eredmények és megvitatasuk

A szilard fazisu extrakciés kisérletek eredményei

A szorbensek 6sszehasonlitasa

A C30 és C60(30) fazisok adszorpcios tulajdonséadameghatarozasara kulonboz
koncentracidju Leu-enkefalin oldatokkal egy éjszaké inkubaltuk, majd lecentrifugéaltuk és
a feltliszot vizsgaltuk. A fellliszé Leu-enkefakoncentracioja reprezentalja a megkotott
peptid mennyiségét, melyet spektrofotometrias nedidésd (232 nm) hataroztunk meg. Az
adszorpcios izoterma meghatarozhato: abrazolvhikiseok egyensulyi koncentracioit g
[ug x mL?']) az adszorbedlt mennyiség 4m [ug]) fluggvényében (1./A &bra). A gorbét
linearizalva Gqrt abrazoltuk a €q/mags fliggvényében. Ezen adatok a Langmuir elméleti
linearizalt adszorpciés modellhez jél illeszkedneknd C60(30) és C30 esetén a lineéris
regresszid 0,994 (1./B abra). A 1./B abran latreggenesek meredekségének reciprokabdl

kiszamithato a fazisok kdtapacitasa.
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a fazisok kotkapacitasa

C60(30) fullerén-szilika kokapacitasa 31,5 mg¥g melyet egy korabbi kézleményben
foszfopeptidekre mért 33,6 mgkdgs megersit. C30-szilika fazis esetén 153,9 mgxqely

0tszOr nagyobb kdkapacitast mutat.



Fazisok 0sszehasonlitasa a HSA és fibrinogén emdéseny Iépcszetes

frakcionalasan alapuld szekvencia lefedettség alaj

HSA és fibrinogén emésztményekegtkcionaltunk minden egyes SPE faziso@is,
C30, C60(10), C60(30), C60(100)20 pmol HSA emésztmény frakcionalasakor C18 &3 C
fazisokon jobb eredmény szlletett, mint a C60-faheszilikakon, azaz a HSA
aminosavainak 80,51%-4t azonositottuk a C18 fazidéaén peptid frakcionalas utan. Ez az
érték HSA aminosavainak 80,68% C30-szilikan C606(B0erén-szilika esetében 70,77%-a.
C18 és C60(100) szilikan veégzett frakcionalas hissmekvencia lefedettséget mutatott a
fibrinogén teljes szekvencigjat tekintve (41,5% 4354%), habar a Blancra C60(100)-
fazison kissé nagyobb szekvencia lefedettség uéhhet . Mig akar a C30 és C60(30)-
fazisokon az A- és B -lancra hasonl6 eredményt értink el, a c-lanco®%4yolt, mely

62,15%-ra emelte a teljes szekvencialefedettséggtC30-fazison 55,57% volt.

A HSA és fibrinogén lehetséges glikacios helyek mtemarozasa frakcionalas
utan, az SPE kisérletek eredményeinek 6sszehasoasia

A glikalt HSA a diabétesz egy kivalé markere és egy kozéptakacios indexe lehet a
koralbeltl 20 nap féléletidejével. A glikalt HSAesepe a diabétesz kulonbogtadiumainak
meghatarozasara mar igazolt, lehetséges glikaeilysitszéles kérben vizsgaltak.

A fibrinogén jelents szerepet jatszik a diabéteszben szenvdikttegek
kardiovaszkularis betegségeinek novekedésében, | nfiltmenogénszint emelkedett és a
fibrinogén nemenzimatikus glikacion mehet keresdiabéteszes betegekben nemkontrolalt
vércukorszint esetén.

Ebben a munkaban az Amadori termékek meghatargghsaz molekulak reakcidba
Iépnek a fehérje szabad aminocsoportjaival, melijigbzilamin egységek jonnek létre egy
reverzibilis folyamat kovetkeztében, kéb a glikozilamin Amadori atrendedésen megy
keresztll, mely egy stabil fruktozil amint hoz &tEz a fruktozil lizin volt vizsgalatunk

targya.

A HSA 0ssze lehetséges glikacids helyét, melyeket aL2Bi@a és C60(30)-fullerén-
szilikdn azonositottunk, a nemfrakcionalt emésztyhén talaltakkal hasonlitottuk 6ssze. 69
lehetséges glikaciés helyet hataroztunk meg, ezek®-et mar korabbi irodalmi adatok is

tartalmaznak. Az SPE frakcionalas lehgt tette a nemfrakcionalt emésztményben talaltakon



kivali glikacios helyek azonositasat. Tiz eddig esetlen glikacids helyet hataroztunk meg:
R81, K93, R98, K106, R114, R337, R348, R521, K¥Gt54.

A fibrinogén A -lancan 72 médositasi helyet talaltunk, de az etmészyben ebd csak 41
volt azonosithatd. C30-szilika alkalmazasaval 6&0(@B0)-fullerén-szilikaval pedig 63
glikacios hely volt meghatarozhato.

A B -lancon az 6sszes maodositasi hely®9) 25-6t sikertilt az emésztményben azonositani,
mig ez a szam a frakcionalassal C30-szilika ese®ra, C60(30) esetén 47-re névekedett.
Negyvenegy lehetséges glikacios helyet talaltunkfiainogén c-lancan Ebb | 24-t
azonositottunk az emeésztménilC30-szilika alkalmazasaval 33-t, C60(30)-szii&hpedig
hasonlé eredményt, 34-t kaptunk.

Boronéat affinitas kromatografiaval végzett kiséréit eredményei

Boronat affinitas gél kétési kortilményeinek meghaténzasa

Az amperometrias mérési mddszer hasznosnak bizomayguloptimaliskdt puffer
ioner sségének és pH-janakvalamint az ellciés korilmények optimalizalasahéz
eredmények jol demonstraljak, hogy az affinitasetighegyek a legnagyobb mennyiség
glukdézt pH 7,7 és 8,2 kozott kotik meg. A pH tovabidvelése a megkotott glukoz
mennyiségének cstkkenését eredményezi. A maxikidikapacitas a gorbén pH 7,8 és 8,2
kozotti tartomanyba esett, ezért a valasztott (fHedf.
Ha a pipettahegy kokapacitasat a kopuffer ioner sségének fliggvényében abrazoltuk, a
legjobb eredményt a 150 mM-o0s ammaoniumklorid/ amia@uffer nyujtotta.
Az eluens pH-janak hatasatvizsgalva az eludlt glik6z mennyiségének fliggvbagé az
0sszefluiggés exponencialis. Minél alacsonyabb aenslipH-ja, annal nagyobb az elualt
glik6z mennyisége. Bodrsavval modositott agardzbéhz ellcid kivitelezhet magas

koncentracioju szorbitol oldattal is. Abrazolvaedmalt glikoz mennyiségét a szorbitdtlat

V4

“ s

10



Boronat affinitas pipettahegyek alkalmazéasa glikaltpeptidek dusitasara glikalt
HSA triptikus emeésztmeényébl|

Optimalizélt koralményeket (beleértve a kptiffer ionersségét, pH-jat és a
kulonboz elaciés eljarasokat) alkalmaztunk 28 najpigvitro glikalt HSA emésztmény
dusitasara. Ekz6r az eltcid 1,2 M szorbitol oldattal tortent.ti@lizalt korilmenyek kdzott
a glikélt peptidek dasitasa ammonium-klorid/ammoésataurin pufferrel, mindkét esetben
azonos pH-val (8,2) és azonos koncentracio (150 malkBlmazéasaval tortént. A MALDI-
TOF analizis eltt glikalt HSA peptidek szorbitollal torténellcioja utan az eluatum
somentesitésérevolt szikség. A sotlanitast 3 kulonbdzszorbenssel végeztik: a
kereskedelmi forgalomban kaphaté ZipTip-pel, C6Q(3Qllerén-szilikaval és egy, a
laboratériumunkban készllt C18-szilika toltettel. lAsérleti korilmények (beleértve a
kot puffer 6sszetételét, a szorbitollal és hangyasatdrégén ellcio, és a 1,2 M-os szorbitol
oldattal tortén eldcié wutani kulonb6z szorbensekkel kivitelezett somentesités)
0sszehasonlitasa a 28 napig glikalt HSA egyszerggigalt peptidjeinek és glikacios
helyeinek szaman alapult. Az eredményeket Venrradilagk segitségével mutatjuk be.

Ammodniumklorid/ammania puffer Taurin puffer

Egyszeresen glikalt peptidek széma@ Egyszeresen glikalt peptidek széma

C60(30) C60(30)
41 43
13 15
6 4
3 19 6 48
C18 szilik ZipTip C18 szilik 0 ZipTip
3SGZ| 1IKa 9 5 12 42 238Z| IKa 4 8 30

2. abra: Az egyes fazisok 6sszehasonlitasa, a szorbitdiaén ellicidé esetén (A) Venn
diagram a detektalt egyszeresen glikalt peptidékngt abrazolja (ammaoniumklorid/ammaonia
kot pufferrel optimalizalt korilmények kdzott) (B) Vewlimgram taurin kotpufferrel dasitott

egyszeresen glikalt peptidek szamat mutatja
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A 2. abrdn ammoniumklorid/ ammonia és taurin kdtferrel dusitott egyszeresen
glikalt peptidek szamat hasonlitottuk 6ssze. Mindésetben a megkotott peptideket 1,2 M
szorbitol oldattal eludltuk és a kordbban emlitéizisokkal s6mentesitettik. Ahogy a
megkotott és az egyes fazisokrol elualt glikalt tpkgk szaman is latszik az
ammoniumklorid/ammonia puffer hatékonyabbnak bizdipy mint a taurin puffer.
Ammoniumklorid/ammonia pufferrel 67 egyszereserkalti peptid, mig taurin pufferrel 55
egy cukor egységgel modositott peptid volt azohasit az O6sszes alkalmazott fazis
segitségével.

A sOémentesités utan a teljes egyszeresen glikalidk@szletbl 13 egyedi peptidet
kotottek meg a C60(30)-as részecskék (4)-az ammoniumklorid/amménia puffer esetén
(2./A abra). A 2/B abra egyedi egyszeresen gliké&ptideket mutatja, melyek a C60(30)
részecskéken katitek meg taurin puffer jelenlétében. Osszességéhrreludlt peptidek
kozill 43-t tudtunk azonositani a C60(30)-cal tort&isdzas utan. A 43 egyszeresen glikalt
peptidb | 15 csak a C60(30) fullerén-szilikaval volt azoitlato, a tébbi 28-t a masik két
fazis alkalmazasaval is. Fontos megjegyezni, hagy &5 egyedi glikalt peptid csak ebben az
0sszehasonlitasban (a 3 kuldnb&zorbens) tekinthetegyedinek. Ha az egyedi peptideket,
melyeket a C60(30) SPE fazis eluatumaban detehtgltunindkét korabban emlitett
kot pufferrel tortén dusitas utan hasonlitottuk dssze, azt a kovetiéstteonhatjuk le, hogy
az egyedi peptidek szama nagyon hasonldé egymagtromoéniumklorid/ammaénia puffer
esetén 13, taurin puffer esetén 15 peptidet aztmttsik. Csak 5 azonos szekvenciaju
egyszeresen glikalt peptidet és moddositasi helydtuhk meghatarozni a 2 k@ufferrel,
sémentesitve a C60(30) fazissal. Az egyedi peptiddloségét eltének talaltuk, annak
ellenére, hogy azonos szorbemglualtunk. Ez a megallapitds megmutatja, hoguléanb6z
kot pufferek modositjak a boronat fazis szelektivitasaivel a kidusitott peptidprofil és a
meghatarozott lehetséges glikaciés helyek nagpz@ibssagot mutatnak.

Ammoniumklorid/ammonia kopuffert alkalmazva a glikalt peptidek dusitasara,

ahogy korabban is emlitettiik 41 egyszeresen gligafitid kotdott. Tovabba 13 egyedi
peptidet fedeztink fel a peptidkészletben, ezekHhetséges glikacios helyet tartalmaznak,
nevezetesen K106, R114, R257, R348, K372, K436 9k43K466.
A fenti eredményeket vetettiik egybe azokkal, méigektaurin kotpuffer alkalmazasaval
jutottunk. Ezen peptidek kozoétt, melyeket az aféisi hegyekrd szorbitollal eludltunk és
C60(30) fazison sdmentesitettiink 15 egyszereseaddliglegyedi peptid és kilenc egyedi
glikécios hely volt: K190, K372, K413, K444, R446466, K536, K538 és K541.
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A ZipTip egy kereskedelmi forgalomban kaphaté termék, takn egyik
leggyakrabban és leghatékonyabban tomegspektrainetizsgalatok eltt proteinek és
peptidek soOmentesitésére alkalmazott eszkoz. 12szemgsen glikalt egyedi peptid
azonositasat tette lehge ammoniumklorid/ammonia kdwuffer és ZipTip alkalmazasa
somentesitésre a kovetkeagyedi glikacios helyekkel: K93, R98, K402 és K524 egyedi
glikaciés helyeket tekintve az egyedi glikalt pdpien, a ZipTip nem hik olyan
hatékonynak, mint a C60(30), habar meg kell jegyetd glikalt peptid volt azonosithat6 a
ZipTip-en és 58 lehetséges glikacios hely.

Taurin kot pufferre vonatkozoan az egyszeresen glikalt pefpsideekintve a ZipTip
rosszabb eredményt mutatott a C60(30)-hoz képsak 80 peptid kodott, ezekbl 8 volt
egyedi. A ZipTip-en megkotott peptidek glikacids helyeit 6sszeszamolva Sdkltunk,
C60(30) fazissal alig tobbet, 61-t. EbI6 egyedi glikacios hely volt meghatarozhat6: K402
K432, K313, K317, K500 és R485.

Végul a glikélt peptidek sdmentesitését nagybdsiégtl C18-szilika fazissal is
kiprébaltuk. Ammoniumklorid/ammaonia puffer alkaln#eséval 36 egyszeresen glikalt peptid
kot détt, ebbl 9 volt egyedi, a kévetkezglikacios helyekkel K199, K317, K276, K564 és
K573. Ennek a fazisnak a gyenge teljesitményétdaofii glikalt peptideket illeten jol
kifejezi az egyedi peptidek szama: 6, 4 egyeditkdges glikacios hellyel: R98, K413, K414
és R428. Taurin pufferrel dusitva, C18 fazissal exdtesitve még gyengébb eredményt
kaptunk. Osszességében 28 egyszeresen glikalt dpdpti4 egyedi peptid volt
meghatarozhat6, melyek egyetlen egyedi glikacidgehsem tartalmaztak.

A boronat affinitds fazisokrél a megkdtdtt komponensekellcidjara gyakran
alkalmaznak savas kornyezetet. A 2-es pH-jiangyasav oldat bizonyult a
leghatékonyabbnak D-glikdéz mennyiségét iket, az amperometrias mérések alapjan. Ezzel
az oldattal végzett eluciot 6sszehasonlitottuk @lstollal tértén ellcioval (sdmentesités
C60(30) fazissal) tekintetbe véve az egyszeresidligpeptidek és a lehetséges glikacios
helyek szamét. Dusitas hatékonysdganak megalla@t@8 napig glikalt HSA nemdusitott
emeésztmeényét osszehasonlitottuk az elacié fenttetinlkét modjaval. Meglegn azt
tapasztaltuk, hogy az elaci6 hangyasavval szolg#lta legrosszabb eredményt, a

meghatarozott glikalt peptidek és a lehetségeaglils helyek szamat tekintve.
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Ve

0sszehasonlitdsa (az azonositott glikalt peptidgkmanak feltntetésével) (A) A Venn
diagram az ammoniumklorid/ammonia kpufferrel dusitott egyszeresen glikalt peptidek
szamat mutatja (B) Taurin kgiufferrel dusitott egyszeresen glikalt peptidek Vedimgramja

A 3. dbran lathato, hogy 100 pmol talglikalt HSAsttas nélkili emésztményb29
egyszeresen glikalt peptidet azonositottunk, eBbvolt egyedi, 5 egyedi glikacios hellyel.
Ammoniumklorid/ammonia kopufferrel és hangyasavas ellciéval 27 egyszeretikaltg
peptidet nyertlink vissza, eldb7 volt egyedi 4 lehetséges glikacios hellyel. ghdkoradbban
is emlitettik a szorbitol oldat alkalmazasa 41 eggssen glikalt peptidet szolgaltatott annak
ellenére, hogy az eluatumot C60(30) részecskekeiAADI-TOF tomegspektrometrias
vizsgalat eltt sdbmentesitésnek vetettik ala. Viszont ebbensazefasonlitasban 15 egyedi
peptid és 12 egyedi glikacios hely volt meghatadabahA 3. dbrardl az is leolvashatd, hogy a
hangyasavas elucio 11 peptid meghatarozasat tettet\ué. A szorbitolos ellcidé és
sdmentesités ismét a legjobb eredményt mutattapefstid azonositottunk, ebb 14-t
egyedinek talaltunk, melyeken 16 egyedi glikaciéky volt.

A 3./B abra azt az esetet mutatja, amikor a glikgptidek dusitasérsaurin
kot puffer alkalmaztunk. Roviden, az emésztményl29 egyszeresen glikalt peptidet
detektaltunk ebld 6 volt egyedi, mindegyik 3 egyedi glikacios hellyA hangyasavval elualt
31 egyszeresen glikalt peptidb8 volt egyedi 4 lehetséges glikaciés hellyel. Biollal
tortén ellcioval 43 egyszeresen glikalt peptidet tudtomdghatarozni, eblb 15 volt egyedi
eés 8 egyedi glikaciés helyet foglalt magaba. Ahdgyabban is bemutattuk a megkoétott
glikalt peptidek eluciéja hangyasavval, hasonléderényt mutatott, mint a maodositott

peptidek dusitas nélkuli vizsgalata, annak ellenbogy a legnagyobb glik6z mennyiséget
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pH 2 mellett lehetett mérni. Ezen eredmények atapg savval tortén ellciot
munkacsoportunk nem javasolja.

A leghatékonyabb maod, hogy informéciét nyerjinkebédrjek glikacioval modositott
helyeir | MALDI-TOF tomegspektrométerrel példaul: a dusigtamaoniumklorid/ammonia
kot pufferrel torténjen optimalizalt korulmények kozotezutan a szelektiven kotott
Tovabba az analizis @t a nemkivanatos cukor eltavolithatd egy hatéksrgrbenssel, amint
lathatd volt C60(30) és ZipTip egyforman hatékorkyazonyult, szignifikans kulonbség

nem volt észlelhet

Boronat affinitas pipettahegy alkalmazasa Amadori érmékek szelektiv
dusitasara kettestipusu diabéteszben szenvetietegek és egészséges onkéntesek

vérszerumabdl gy jtott HSA emésztményb |

Négy egészséges Onkéntes és 4 kettestipusu didieesszenved beteget
valasztottunk ki arra, hogy ellenizzik a fent leirt mdédszert HSA glikaciés szingé&n
feltérképezéseére. A betegeket HbAlc és eéhgyomdukérszintjik alapjan valasztottuk ki.
Egészséges oOnkéntesnek néhany mas klinikai panamétellett, az éhgyomri
vércukorszintjuk sohasem volt tdbb mint 6,1 mmotxlEzek viszont az 1l-es és 2-es
betegeknél messze a legmagasabbak voltak (12,113,862 mmolx[!). A 3-as és 4-es
betegeknél kissé alacsonyabb volt a mért érték3(857,5 mmolxLt). Mind a 4 vizsgalt
beteg HbAlc értéke meglehsen magas volt (10,30; 11,50; 11,82; és 11,30%tegblk
sorrendjében 1-4). Ez a 2 adatsor szolgalt a bletegkkémias paramétereinek
meghatarozaséra. A HSA sokkal hamarabb reagalcaka@nszint valtozasara, mint a HbAlc,
tovabba figyelembe véve a rovid biologiai féléleji&t (17 nap) a HSA glikacios szintje
relevansabb a vércukor allapotara, a vizsgalatgemze 2 hétre.

Korulbelll 300 pg HSA emésztményt, melyet mind hetegt! és a 4 dnkéntest
gy jtéttink, optimalizalt kérilmények k6zott borondfiritas pipettahegyekkel dasitottuk. A
megko6tott peptideket 1,2 M szorbitol oldattal ny&rvissza. Az eluatumot C60(30) fazison
somentesitettiik és bekoncentraltuk. A mintiee$zités utan maradt peptidek tomegét
MALDI-TOF témegspektrométerrel hataroztuk meg.

Az els dleges glikacios helyek (K12, K233 és K525) melleiely minden beteg és kontrol
egyén esetében megtalalhatd volt, sok mas koralgnglikalt lizint (K) és arginint (R)

meghataroztunk. A glikalt peptidek és a lehetségigacios helyek szamat tekintetbe véve, a
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4-es beteget kivéve (akinek az éhgyomri vércukotgzialacsonyabb volt) a klinikai
paraméterek dsszeilleszthieta tomegspektrometriai mérésekkel nyert glikaondstazattal.

Vizsgaltuk a peptidek 144,042 Da-os tomegnovekedgésami a FL 1 vizvesztés utan
vagy arginin oldallanchoz kapcsolodo tetrahidraopidin. Az eredmények azt mutatjak, hogy
az 1077.519 és 1783,938 m/z értéknéel megjeleeptidek figyelemre méltok. Az utdbbi
glikalt peptid minden vizsgalt beteg HSA emésztnédman jelen volt, de az egészséges
onkéntesekébd hianyzott. A 144,042 m/z mobdositds jelenlétét egspektrometriai
meérésekkel igazoltuk, mely azt mutatta, hogy a msédsi hely K414 vagy R428 pozicidban
lehet. Az elbbihez hasonléan az 1077,519 m/z peptid 3 diabetedmetegnél volt
megtaldlhaté, mely mobdositas R81 pozicioban argiridallanchoz kapcsol6do
tetrahidropirimidin.

Tovabbi beteg és kontrol egyének vizsgalata szidsséannak eldontésére, hogy ez a 2
peptid a lehetséges modositasokkal a diabéteszitusell potencidlis biomarkereként
szolgalhat. A kidolgozott modszeriink egy hatékosgkéznek bizonyult a nemenzimatikus
glikacié vizsgalataban.

A disszertaciéban szerepl Uj eredmények

. C30 és C60(30) fullerén-szilika kdkapacitasanak megallapitasa Leu-

enkefalin segitségével

Az aktivalas és ekvilibralas utan C30-szilika é0@0) fullerén-szilika szemcséket
kulonboz koncentraciéju Leu-enkefalin oldatokkal egy éjsmakt inkubaltunk. A feltliszok
koncentraciéi reprezentéljdk az egyensulyi, adszdtblLeu-enkefalin mennyiségét. Az
adszorpcios izoterma megadhat6 a felliliszok egiygrigincentraciojat (G, abrazolva az
adszorbedlt mennyiségek fliggvényében. Abrazolvagyensulyi koncentraciokat {g) a
CeqlMags fliggvenyében, az adatok a Langmuir elméleti agezas modellhez kivalo linearis
regresszidval illeszkednek. £60(30) kot kapacitasa 31,5 mgx{, amit alatamaszt egy
kordbban publikalt eredmény i€30-szilika esetében ez az eredmény 153,9 rig>ami
Otszoros kotkapacitast mutat.
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[I. Triptikus emésztmények szekvencialefedettségémegallapitdsa C18, C30
szilika és C60(10), C60(30), C60(100) fullerén-kzilfazisokon

Hlsz pmol HSA emésztményt frakciondltunk minden esgyazison (C18, C30,
C60(10), C60(30), C60(100)). C18 és C30-szilikayaddp szekvencialefedettséget (kb 80%)
adott, mint a C60 fullerén-szilikak.

Husz pmol fibrinogén frakcionalasa eseté@3d és C60(30%zorbensek kozel azonos
eredmeényt mutattak a fibrinogén Aés B -lancain, de nagy névekedés volt megfigyelhet
c-lancnal C60(30) fazison, ami 62,15%-0s legjobéksencialefedettséget eredményezett (az
egész fibrinogén molekulara nézve). A peptidek dfiily tulajdonsaga és hossza fontos
szerepet jatszik, mivel ezeknek a peptideknek nialgyohozzaférése a hosszu alkillancokhoz,
igy a kialakult kdlcsonhatasok eebbek, mint a gomb alaki C60 molekula esetéber. A
lanc legmagasabb aromas aminosav tartalmanak Kistzén a peptidek és a fullerén kozott

a - kolcsonhatés fontosabb szerepet jatszik, mint azé& B -lancokon.

[lIl. Human szérum albumin (HSA) és fibrinogén glikéds helyeinek

meghatarozasa C30 és C60(30)- fazisokon

28 napig glikalt HSA-t frakcionaltunk C60(30) és@silard fazisokon, az igy kapott
eredményt osszehasonlitottuk nemfrakcionalt glikdBA emésztménnyel. Osszesen 69
lehetséges glikacids helyet azonositottunk, ezekilkiD-t még nem irt le az irodalom Ezt
az Uj informaciot az SPE frakcionalas szolgaltatiszont a nem frakcionalt emésztménlyb
nem voltak meghatarozhatéak.

A glikélt fibrinogén emésztmény frakciondlasanagdenényét nem tudtuk irodalmi adatokkal
0sszehasonlitani, mivel nem volt feljegyzés réla.M -lanc szekvencidjaban 72 médositasi
helyet talaltunk, 67-t C30-szilikan, 63-t C60(3@zison az SPE frakcionalas soran.- B
lancon az 6sszes modositasi helyio-t, C30-szilikan frakcionalassal csaknem ugyeauyé,
53-t és C60(30)-cal 47-t talaltunk. 41 lehetsédi®gjos helyet mutattunk ki a fibrinogén c-
lancan, C30 szilikat alkalmazva 33-at és C60(383-et, nagyon hasonlé eredmény sziletett.
A c-lanc glikaciéja az R8, R35, R123, R246 és R4&bk a C60(30) fazison volt

megtalalhato. A fibrinogén lehetséges glikaciéydieimunkacsoportunk irta le elzér.
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A glikalt peptidek kutatasaban C30-szilika a C60{Bak versenytarsa lehet a glikalt peptidek
és a glikaciés helyek szamat illeh. A fazisok szelektivitasa kilonbgzmig a C30-szilika a
hosszabb peptideket, addig a C60(30) kivalé kapacitassal rendelkezik a hidrofil,

argininben gazdag peptideket tekintve.

V. Kilénb6z eltcios korilmények optimalizalasa boronat affiag
pipettahegyeken

A miniatirizalt boronat affinitas kromatografia opalis mobdszer a
nemenzimatikusan glikalt peptidek szelektiv dusiiés A megfelel kotési feltételek
ismertek (50 mM ammoéniumklorid/ammoénia puffer, pH=8,2), de az ellciés
korilményeket még senki sem optimalizalta. Az elgélikoz mennyiségél az optimalis
eliciés eljarast elektrokémiai mérések segitségasasztottuk ki. Az ellcidét savas
koérilmények kozott, vagy magas koncentracioju smaribldattal is elvégezhet 1,2 M-os
szorbitol oldattal végzett eltciéo hatékonyabbnak bizonyult, mint as2pH-ju hangyasav
oldat, annak ellenére, hogy minél savasabb olddkaimazunk, annal hatékonyabb a savas
elicié. Hangyasavval 27 egyszeresen glikalt peptigeig szorbitollal 41-t tudtunk

azonositani (ammoniumklorid/ammaonia kgufferrel dasitva).

V. Glikalt peptidek soétlanitasa kulénbdzszorbenseken

A szorbitollal elualt glikalt peptideket MALDI-TOR6megspektrometrias analizis
el tt minden esetben sdmentesiteni szikséges. Ezt I8nddr tipusu fazissal: a
kereskedelmi forgalomban kaphato ZipTip-pel, C6Qf80erén-szilikaval és a hazi készités
C18-szilikaval végeztik. Az 1,2 M-os szorbitol didatértén ellcié utan a kiértékelés a 28
napig glikalt HSA egyszeresen glikalt peptidjeireska lehetséges glikacios helyeinek szdma
alapjan tortént.
Az ammoniumklorid/ammonia puffer bizonyult a leghatékonyabbnak a boronat affinitas
kromatografiaban, a glikalt peptidek szelektiv tAsira. Ahogy a Venn diagramok is

mutatjak 41 egyszeresen glikalt peptid kiiitt meg a C60(30) fazison, ethli3 volt egyedi 8
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lehetséges glikacios hellyel. Mig ZipTip-et alkalma 42 glikalt peptidet talaltunk, edkl2
volt egyedi, 4 egyedi glikacids hellyel.

A C18 fazis nem volt megfeletn alkalmazhat6, tekintve a megkotott glikalt pegpki
szamat. Az egyszeresen glikalt peptidek és a lépgessglikacios helyek szamat figyelembe
véve C60(30) fullerén-szilika hasznos szorbensneékonyult, tovabba hatékonysaga

versenyképes volt a kereskedelmi forgalomban ka&phia(Tip-ével.

VI. Az Ujonnan fejlesztett modszer alkalmazasa §lik peptidek
meghatarozasara human szérum albumin emésztméhyimelyet kettestipusu

diabéteszben szenveletegek és egészseges dnkéntesek vigggbjtottiink

Az Uj mobdszer alkalmazashatosagat az egéeszségedntéskk és kettestipusu
diabéteszes betegek HSA emésztményeének vizsgataifattuk be. Habar mind a kontrol,
mind a diabéteszes betegcsoport csaksdvblt, tdbb glikalt peptidet és ebbl kévetkez en
tobb glikaciés helyetismertlink fel a kettestipusu diabéteszben szenbetbgcsoportnal. A
diabéteszben szenvedbetegek nem megfelan beallitott vércukorszinttel rendelkeztek az
Amadori termékek vizsgalatakor.

Az els dleges glikacios helyek (K12, K233 és K525) mindegyes szérum mintaban
el fordultak. Az eredmények azt mutatjak, hogy az 19¥9 m/z-nél és 1783,938 m/z-nél
megjelen peptidek figyelemre méltdak, habar az 1077,519jmfzeptid csak 3 diabéteszben
lokalizalodik.

A fruktozil-lizin egy vizvesztés utan (FL-18) vizdgtakorl783,9 m/z-némegjelen peptid
minden diabéteszben szenvdiketegnél megfigyelhetvolt, de a kontrol mintakbdl hianyzott.
Ez a peptid a HSA [414-428]-as régidjara lokalidé#dés a K414 illetve R428 glikacios
helyeket foglalja magaba. Ez a peptid és a glikkadiélyei adiabétesz egy lehetséges
biomarkereiként szolgalhatnak, habar tovabbi kutatasok szikségeseknegfigyelés

meger sitésére.
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