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1. Bevezetés

Az anyatej oligoszacharidok (HMOk) az anyatej harmadik legnagyobb
mennyiségben eléforduld szilard 6sszetevoia laktoz és a lipidek utan. A
HMOKk 6sszetett, konjugalatlan glikanok, melyek az utobbi évtizedekben
kiemelt figyelmet kaptak a csecsemoOk egészségében betdltott sokrétii
szerepiik miatt. Bar a human enzimek nem képesek megemészteni dket, a
HMOk prebiotikus hatasuk révén tamogatjak a jotékony bélflora
kialakulasat, erésitik a bélfalat, megakadalyozzak a korokozok megtapadasat,
szabalyozzak az immunvalaszt és hozzajarulnak az agyi fejlédéshez.

Az anyatej oligoszacharidok rendkiviil valtozatos szerkezetiiek: eddig kozel
200 kiilonbozé szerkezetet azonositottak, melyek ot alapvetd
monoszacharidbol épiilnek fel: glikoz (Glc), galaktoz (Gal), N-
acetilgliikdzamin (GlcNAc), fukédz (Fuc) és szidlsav N-acetilneuraminsav
(Neu5Ac) formajaban. Minden HMO molekula laktozt (Galp1-4Gle)
tartalmaz a redukalo végén, amely B1-3 vagy B1-6 kotéseken keresztiil lakto-
N-biozzal (Galp1-3GlcNAc) vagy N-acetil-laktézaminnal (Galp 1-4GIcNAc)
hosszabbithatd. A laktéz vagy a hosszabbitott lanc fukozilacion és/vagy
szialilacion mehet keresztiil, ami jelentds szerkezeti és funkcionalis

diverzitast eredményez.
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1. abra A HMOk monoszacharid épitdelemei, altalanos szerkezetiik és a

lanchosszabbitasi ill. szubsztiticios lehetdségeik.



A HMOKk szerkezeti és izomer sokfélesége komoly analitikai kihivast jelent,
ugyanakkor ezek pontos meghatarozasa elengedhetetlen funkcionalis
szerepiik megértéséhez. Mig a tomegspektrometria hatékonyan tarja fel a
szerkezeti elemeket, az NMR nélkiilzhetetlen a glikozidos kotések tipusa és
a sztereokémia pontos feltérképezéséhez.

A gliikbzaminoglikanok példajaramutatott,hogy a '’"’NNMR spektroszkopia,
kiilondsen annak 'H-detektalt technikai, alkalmasak lehetnek osszetett, N-
acetilalt szénhidratok részletes szerkezeti vizsgalatara. Hasonléan, a HMOk
esetében is igéretes lehetéségként meriil fel a N NMR alkalmazasa az

izomerek megkiilonboztetésére és finomszerkezeti jellemzésre.

2. Célkitiizés

Tekintve, hogy a legtobb HMO tartalmaz SN NMR-aktiv épitdelemeket az
az  N-acetilglikozamin és az  N-acetilneuraminsav — egységeknek
koszonhetben, lehetéség nyilik ezen részegységek N és 'H kémiai
eltolodasainak felhasznalasaraa HMOk részletes szerkezeti jellemzésében.
A munkank célja SN NMR-alapti médszerek, elsésorban 'H-SNHSQC és
kapcsolodd technikdk fejlesztése és alkalmazasa volt HMOk
karakterizalasara. A kidolgozott modszerekkel izomer tri-, tetra- és
pentaszacharid HMOk megkiilonbdzteté sét, valamint anyatejbol izolalt hexa-
, hepta- és oktaszacharid HMOk atfogd NMR vizsgalatat tiiztiik ki célul,
kiilonos tekintettel a Lewis X antigént tartalmazo épitéelemekre. Terveztilk
tovabba az Gsszes vizsgalt HMO teljes 'H, 13C és N NMR rezonancia
hozzarendelését is, a szerkezeti motivumok pontos azonositasa és az

izomerformak elkiilonitése érdekében.

3. Modszerek

3.1. Anyagok



A tri-, tetra- és pentaszacharid HMOKkat (lakto-N-tetradz (LNT), lakto-N-
neotetradz (LNnT), szialillakto-N-tetradz a (LSTa), szialillakto-N-tetradz b
(LSTb), lakto-N-fukopentadz I (LNFP II), lakto-N-fukopentaoz III (LNFP
II), 3’-szialillaktoz (3°-SL) és 6’-szialillaktoz (6’-SL)) a DSM-tdl
(Hersholm, Dénia) szereztiik be. A hexa-, hepta- és oktaszacharid HMOk
(lakto-N-hexadz (LNH), lakto-N-neohexadz (LNnH), monofukozillakto-N-
neohexadz I (MFLNnH I), monofukozillakto-N-neohexadz Il (MFLNnH 1II),
monofukozillakto-N-hexadz IIl (MFLNH III) és difukozillakto-N-neohexadz
(DFLNnH)) anyatejbdl keriiltek izolalasra.
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2. abra A disszertacioban vizsgalt HMOk sematikus abrazolasa.

3.2. Miiszerek

Az NMR spektrumokat két Bruker Avance Il miiszerrel (Bruker Biospin
GmbH, Rheinstetten, Németorszag) vettiik fel: egy 800 SA 'H&!°F/13C/5N



TCI krio-fejjel felszerelt HDX miiszerrel (‘H: 799.68 MHz, 13C: 201.10
MHz, ’N: 81.04 MHz), valamint egy Prodigy krio-fejjel felszerelt HD
miiszerrel ("H: 600.05 MHz, '3C: 150.89 MHz, '’N: 60.81 MHz). Mindkét
rendszer szobahdmérsékleten miik6dott, és TopSpin 3.5 pl.7 szoftverrel
vezéreltik a Bruker szoftverkdnyvtarb6él szarmazo pulzusprogramok

hasznalataval.

3.3. Mintaelokészités

s re

készitettiink az NMR vizsgalatokhoz. A hexa-, hepta- és oktaszacharidok
esetében a teljes rendelkezésre allo mintat (kb. 1-2 mg) feloldva készitettiink
vizsgalati oldatot. A HMOkat minimalis térfogata 9:1 aranyd H>O:D>O
oldészerelegyben oldottuk, amely 5 mM natrium-dihidrogén-foszfatot
(NaH2POs) tartalmazott, €s a pH-t 0,1 M sdsavval 3,0-ra allitottuk be. NMR
kémiai eltolodas referenciaként DSS-t (0,5 mM) hasznaltuk mind az 'Hés a

13C atommagok esetében.
3.4. NMR mddszerek

Az anyatej oligoszacharidok teljes NMR asszignaciojat a kdvetkezd, Bruker
konyvtarbdl elérhetd pulzusszekvencidk hasznalataval felvett spektrumok
alapjan végeztik el: 'H (zgpr), 13C (zgpg30), DEPTQ (deptqgpsp), 'H-'H
COSY (cosygpmfqf), 'H-3C HSQC (hsqcedetgpsisp2.2), 'H-13C szelekitv
HSQC (shsqcetgpsisp2.2), 'H-'3C HMBC (hmbcgplpndqf), 'H-'H ROESY
(roesyphpr.2), '"H-'H TOCSY (mlevphpr.2), 'H-'N HSQC (hsqcetgpsi2),
'H-'N  HSQC-TOCSY (hsqcdietgpsi), szelektiv gradiens TOCSY
(seldigpzs), és szelektiv gradiens 'H-'H ROESY (selrogp).

Az NMR oldat magas H>O tartalma kritikus volt az NH rezonancidk
megfigyeléséhez, amelyek értékes szerkezeti informacioval szolgalnak. A

H20 rezonancia ¢s bizonyos anomer protonjelek kozotti atfedés azonban



sziikségessé tette a joO mindségli vizelnyomas alkalmazdsat a pontos
rezonancia hozzarendelések eléréséhez. Ehhez az eldtelitéses modszert
alkalmaztuk azzal a moddositassal, hogy egy kiilonallo D2 késleltetést
vezettiink be, amely az eldtelitést elkiiloniti a relaxacids késleltetéstdl (D1),
ezaltal hatékonyabb oldoszerelnyomast biztositva, ugyanakkor figyelembe

véve, hogy a telitéstranszfer ne befolyasolja a megfigyelni kivant NH jelet.

4. Eredmények és megbeszélés

Az 'H-'N NMR mérések kisérleti koriilményeinek optimalizalasat a
konnyen beszerezhetd N-acetilglitkozamin modellvegyiileten végeztiik, mely
egyik épitdegysége a HMOknak. Az eredmények alapjan olyan mérési
koriilményeket allitottunk be, amelyek biztositjak az amid -NH rezonancidk
megbizhat6 detektalasat az 6sszes tovabbi HMO mintaban.

Bar a tri-, tetra- és pentaszacharidok viszonylag gyakrabban vizsgalt
vegyiiletek, ezekteljes 'H, 13C és ’'Nrezonancia-hozzarendelései hidnyoznak
az irodalombol. A korabbi vizsgalatok elsdsorban egyes szerkezeti vagy
funkcionalis aspektusokra fokuszaltak, nem pedig a teljes spektralis
karakterizalasra.

A hexa-, hepta- és oktaszacharidok ennél is komplexebbek, NMR
szerkezetjellemzésilk még nagyobb kihivast jelent. Bar bizonyos 'H
rezonanciakat mar az 1980-as években azonositottak példaul az LNH ¢és
annak fukozilalt szarmazékai esetén, részletes karakterizalasuk eddig nem
tortént meg. Kiilonosen hianyzott a pontos szerkezeti meghatarozas a
MFLNnH I és II esetében, ahol a fukéz kapcsolodasi helye nem volt
egyértelmiien ismert. Munkank soran ezeknek az oligoszacharidoknak az
els6 teljes NMR rezonancia-hozzarendelését valdsitottuk meg, majd az NMR
spektroszkopias paraméterck Osszehasonlitasat az asszignacids tablazat

eredményei alapjan végeztiik el.



4.1. Tri-, tetra- és pentaszacharid HMO izomerek 6sszehasonlité 'H-SN
HSQC vizsgalata

A szerkezeti izomerek kozotti kiilonbségek feltérképezésétaz 'H-1SN HSQC
spektrumok segitségével végeztiikk. Az alabbi négy izomerpar vizsgalata
soran a GIcNAc és Neu5Ac egységek N-acetil NH csoportjai megbizhatoan
kiilonboztették meg a szerkezeteket:

e LNT-LNnT: A Gal-GlcNAc eltér6 kapcsolddasa (B1-3 vagy f1-4)
jelentds 'H és PN eltolodaskiilonbséget eredményezett.

e LNFP II — LNFP III: A GlcNAc egységhezkozvetleniil, de eltérd
pozicioban kapcsolodo Fuc és Gal egységek hatasa jol tiikrozodott
a GlcNAc 'H-"N korrelacidiban.

e [STa — LSTb: A linearis és az elagazd lancu szerkezeteknek
koszonhetéen mindkét riporteregység (GlcNAc és NeuSAc) jol
elkiilonithetd spektralis ujjlenyomatot adott.

e 3’SL - 6’SL: A szializacids pozicid kiilonbsége a NeuSAc egység

mérsékelten eltérd 'H és '*N rezonanciaiban mutatkozott meg.
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3. abra A vizsgalt izomer parok 'H-’'N HSQC spektrumainak
Osszehasonlitasa, kiemelve a GIcNAc és/vagy Neu5Ac egységek kiilonallo

korrelacioit.

4.2. Az 'H-1>N HSQC-TOCSY technika bevezetése és alkalmazasa

Az "H-'N HSQC-TOCSY spektrumok lehet6vé tették a GlcNAc (illetve
Neu5Ac) teljes spinrendszerének feltérképezését egy adott N eltolodas
mentén, érzékeny eszkozt biztositva az izomer HMOk minimalis szerkezeti
kiilonbségeinek azonositasara. Ennek kdszonhetéen az izomerparok
megkiilonboztetése még zsufolt spektralis régidkban is egyértelmivé valt.
Az LNT ¢és LNnT spektrumanak Osszehasonlitisa esetén a GlcNAc
spinrendszerében jol elkiilonitheté mintazat figyelheté meg, amely

0sszhangban van a glikozidos kotés kiilonbségével.
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4. abra Az INT és LNnT 'H-N HSQC-TOCSY spektrumanak

s

A moédszer kiilondsen hasznosnak bizonyult olyan szerkezeteknél, amelyek
két riporteregységet is tartalmaznak. Az LSTa ¢és LSTb spektruméanak
Osszehasonlitasa soran a spektrumok kétkiilonallo régiot mutatnak, amelyek
megfelelnek a GIcNAc és Neu5Ac részeknek, és még kisebb kiilonbségek is

crer

meghatarozasat.
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5. abra Az LSTa és LSTb 'H-'SN HSQC-TOCSY spektrumanak
Osszehasonlitasa a GlcNAc és Neu5Ac molekulaegységek 'H NMR

V4

4.3. Hexa-, hepta- és oktaszacharid HMOK 6sszehasonlité "H-'SN HSQC
vizsgalata

Korabbi eredményeinkre épitve, ahol megallapitottuk a GlcNAc egység
szerepét NMR-aktiv riporter molekularészként az 'H->N HSQC
spektrumban, ezt a megkdzelitést kiterjesztettik a hexa-, hepta- és
oktaszacharid HMOkra (LNH, LNnH, és ezek al-3 mono- és difukozilalt

szarmazékaira).



Ezen vizsgalt HMOk mindegyike két GIcNAc molekulaegységet tartalmaz.
Annak ellenére, hogy az 'H dimenzidban el6fordultrezonancia atfedés, ezt a
problémat feloldotta a 2D spektrum !N dimenzidja, lehetdvé téve az

egyértelmi hozzarendelést.
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6. abra Az MFLNH III 'H-SN HSQC spektruma eredményesen felbontja az

NH rezonancia atfedést az 'H dimenzidban.

A hat vizsgalt HMO o&sszesen tizenkét 'H-N HSQC korrelaciojat
Osszehasonlitva jelentds keresztcsucs-atfedéseket tapasztaltunk: ezeket 6t
kiilonalld 'H-'N ujjlenyomat-régioba soroltuk (A—E), amely a GlcNAc

alstrukturak szerinti osztalyozasat tette lehetové.

10
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7. abra A vizsgalt HMOk 'H-'N HSQC spektrumainak 6sszehasonlitasa 6t
kiillonbozé GIcNAc egységet (A, B, C, D, E) tar fel az atfedo kémiai

eltolodasokon keresztiil.

Az atfedé NH-keresztcsucsokat a hozzajuk rendelt GIcNAc részegységekkel
Osszehasonlitva harom kritikus szerkezeti informacio nyerhetd a riporter
GlcNAc egységrol:
e hordoz-e al-3 kotéssel kapcsolddo Fuc szubsztituenst
e kapcsolataalanckozi Galegységhez aredukalo végen (B1-
3 vagy B1-6 kotés)
e kapcsolata a lanvcégi Gal egyséhez (1-es vagy 2-es tipusi
lanc része).
A spektrumokata munkank els6 felében vizsgalt szerkezetileg rokon, 3-Gal6
elagazast nem tartalmazo tri-, tetra- és pentaszacharidok spektrumaival
0sszehasonlitva megallapithat6, hogy a B-Gal6 elagazas megléte vagy hianya

jelentdsen befolyasolja a GIcNAc N-acetil-csoport 'H és N kémiai

11



eltolodasait. Az elagazas hidnya kovetkezetesen magasabb eltolodasokat

eredményez, igy ez a jellemz0 is megbizhatoan detektalhato.
4.4. A médszer alkalmazasa HMO-keverék vizsgalatiara

A mobdszer hatékonysaganak felmérésére egy szerkezetileg valtozatos,
semleges oligoszacharidokat tartalmazd, laktozmentesitett izolalt HMO-
keverék frakcidt vizsgaltunk. A keverék 'H-’N HSQC spektrumaban
megfigyelt korrelaciok j6 egyezést mutattak az egyes, kiillon-kiilon vizsgalt
HMO mintdk GlcNAc egységeinek korrelacidival. Ez lehetdvé tette a

jellemz6 szubstruktirak gyors azonositasat a keveréken beliil.

ppm
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F121.4
HMO-dp7 -121.8
LNH
LNnH ‘ F121.8
MFLNH I 1220
MFLNnH | 1222
MFLNnH II 1204
DFLNnH
F122.6
i., i r122.8
-123.0
=
F123.2
T T T T T T
8.40 8.35 8.30 8.25 8.20 8,15 ppm

8. abra A HMO-dp7 keverék és az egyes HMOk 'H-1SN HSQC spektrumai

atfed6 korrelaciokat mutatnak.
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A nem atfedd spektralis régiokban tovabbi HMOk jelenlétére is
kovetkeztethetiink, amelyek alternativ fukozilaciés mintazatokat vagy
elagazasi kiilonbségeket hordoznak. Ez a megfigyelés kiemeli a modszer
azon képességét, hogy nemcsak az ismert struktirak azonositasat teszi
lehetdvé, hanem a keverékekben jelenlévo szerkezeti heterogenitast is képes

feltarni.

5. Osszefoglalas

A disszertacioban anyatej oligoszacharidok atfogod szerkezeti €s izomer
jellemzését végeztiik el 'H-"N NMR spektroszkopia alkalmazasaval. Az 'H-
1SN HSQC ¢és HSQC-TOCSY technikak integralasaval els6ként igazoltuk
ezen modszerek alkalmassagat HMO izomerek megkiilonboztetésére.
Els6ként alkalmaztunk 2D heteronuklearis SN NMR technikakat HMO
izomerek karakterizalasara, kiilonds figyelmet forditva az N-
acetilgliikozamin és az N-acetilneuraminsav egységek 'H és PN kémiai
eltolodasainak vizsgalatara. Az 'H-'SN korrelaciok megfigyelésével 1j
megkozelitést vezettiink be a tri-, tetra- €s pentaszacharid szerkezeti izomer
HMOk (3°SL, 6’SL, LNT, LNnT, LNFP I, LNFP I, LSTa, LSTb)
megkiilonboztetésére. Eredményeink azt mutatjak, hogy a GlcNAc és
Neu5Ac molekularészek érzékeny riporteregységként szolgalnak, tiikrozve a
kiilonb6z6 anyatej oligoszacharidokon beliili kémiai kdrnyezetet.

Az 'H->N HSQC moédszer alkalmazasat kiterjesztettik komplexebb,
anyatejbdlizolalt hexa-, hepta- és oktaszacharidokra (LNH, LNnH, MFLNH
I, MFLNnH [, MFLNnHII, DFLNnH) is. Ezaltal betekintést nyertiink olyan
finomszerkezeti jellemzokre, mint a fukozilacids mintazatok, a glikozidos
kotések tipusa, valamint az elagazas jelenléte a redukalo lancvégen talalhato
galaktoz egység 6-o0s pozicidjaban. Nagy hangsulyt fektettiink a Lewis X
(LeX) motivum vizsgalatira, melyen keresztiil bemutattuk, hogy a GlcNAc

13



egységek 'H-SN kémiai eltolodasai informacioval szolgalnak az elagazasi és
fukozilaciés mintazatok szerkezeti sajatsagairol. Az 'H-SN HSQC
spektrumokban megfigyelhetd karakterisztikus mintazatok lehetové tették a
GlcNAc-alapu alegységek osztalyozasat is, eldsegitve a HMOk gyors és
pontos azonositasat.

Tovabba demonstraltuk, hogy az 'H-'>N HSQC technika alkalmazhato
HMO-keverék szerkezetvizsgalatarais, ami 0j lehetdséget nyujt a komplex
oligoszacharid mintak gyors és megbizhato elemzésére.

Eredményeink hozzajarulnak a glikokémiai kutatasokhoz azaltal, hogy uj,
roncsolasmentes és nagy felbontasu analitikai megkozelitést kindlnak a
bioaktiv  oligoszacharidok szerkezetvizsgalatahoz és izomerjeinek

megkiilonboztetéséhez.
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