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1. Roviditések jegyzéke

AMPER - Ammoénium-peroxo-diszulfat

Asn - Aszparagin

CE - Kapillaris elektroforézis (Capillary electrophoresis)
ER - Endoplazmatikus retikulum

Fuc - Fukoz

IgG - Immunoglobulin G

Man - Mannéz

Gal - Galaktoz

MALDI MS/MS - Matrixasszisztalt 1ézeres deszorpcids/ionizécids tomegspektrometria

(Matrix-assisted laser desorption/ionization mass spectrometry )

HILIC - Hidrofil kolcsonhatason alapuld folyadékkromatografia (Hydrophilic Interaction
Liquid Chromatography)

TEMED - tetrametiletilén-diamin

SDS-PAGE - Natrium-dodecilszulfat poliakrilamid-gél elektroforézis (Sodium Dodecyl Sulfate
Polyacrylamide Gel Electrophoresis)

MNP - Méagneses nanorészecskék (Magnetic nanaoparticles)
Ser - Szerin

Thr - Treonin

TRIS - Tris-hidroximetil-aminometan

HPLC - Nagy teljesitményli folyadékkromatografia (High Performance Liquid
Chromatography)

GlcNAc - N-acetil-D-gliik6zamin



2. Bevezetés

Az Appendicitis a leggyakoribb hasi beavatkozast igényld miitét a vilagon. Evente 11 eset
jut 10000 fére, mig a 15-30 év kozottiek korében ez a szdm 23 eset évente [1]. A leggyakoribb
tiinetek koz¢ tartozik a hasi fajdalom, étvagytalansag, hanyinger, enyhe laz [2]. Az esetek
talnyomo tobbségében mutéti beavatkozas sziikséges. A diagnoézis felallitdsa szamos kihivassal
néz szembe, mivel tiinetek alapjdn nem lehet egyértelmiien megallapitani az appendicist. ezért
gyakori esetek a félrediagnosztizalasok, amelyek szovodményekkel jarhatnak [3]. A
glikoproteinek a glikokonjugatumok kozé tartozd modositott fehérjék. A glikoproteinek egy
poszttranszlacids modosulas révén jonnek létre, amit glikozildcidnak neveziink. A folyamat
soran egy cukor egységekbdl allo oligoszacharid lanc (glikan) kapcsolodik egy peptid lanc
meghatarozott aminosavjahoz. Annak fiiggvényében, hogy milyen aminosav szekvencidhoz
kapcsolodik a glikdn molekula, kétféle glikozilacid kiilonboztethetd meg. N-glikozilaciordl
beszéliink, ha a kapcsolddé aminosavak szekvencidja Asn-X-Ser/Thr, ahol a glikdan az
aszparagin (Asn) oldallancdhoz kapcsolodik. O-glikozilaciondl szerin, vagy treonin
oldallancahoz kapcsolddik, amely mellett barmilyen aminosavval kapcsolodhat. Az glikan
molekula fehérjéhez torténd kapcsolddasa az endoplazmatikus retikulum (ER) és Golgi-
késziilék sejtorganellumaiban jatszodik le. A folyamatot glikozildcionak, az eredményt pedig
glikoproteineknek nevezziik. A glikoproteinek olyan makromolekulak, amelyek részt vesznek
a sejt-sejt kolcsonhatdsokban, a fehérje hajtogatdsaban (folding), illetve azok végsd
térszerkezetének a kialakitdsdban [4]. A glikoproteinek antigén szerepe kiemelkedd az
immunvalaszok kivaltasaban, mivel a felsziniikon 1év0 specifikus szénhidratstruktarak lehetdvé
teszik, hogy az immunrendszer felismerje Oket. Példaul, a virusok, mint a HIV, gyakran
hasznaljak a glikoproteineiket antigénként, hogy elkeriiljék a gazda immunvalaszat [5]. Az
emberi szervezetben szdmos helyen el6fordulnak N-glikozilalt fehérjek, ilyen a keringési
rendszeriink is. A vérben legnagyobb koncentracidban jelen levd glikoproteinek, a
transzferrinek, vagy az immunoglobulinok. Az immunoglobulinok az elsddleges
immunvalaszra megjelend védekezd molekuldk a szervezetben, amit antitestnek neveziink. Az
immunoglobulinoknak tobbféle tipusait kiilonboztethetjiik meg: 1gG, IgM, IgA, IgD, IgE,
melyek koziil az IgG a legnagyobb koncentracioban el6éforduld antitest. Az IgG
glikozilacidjanak vizsgalata széleskoriien alkalmazott mddszer, mivel gyulladasos folyamatok
hatésara jelentds valtozasok kovetkeznek be annak glikozilacios mintazataban. Ezen valtozasok
befolydsoljak az IgG molekuldk antigén felismerd képességét, ¢és hozzajarulnak az

immunvalasz szabalyozasahoz. A glikozilacids profilok elemzése lehetdséget ad a kiilonbozo



gyulladésos betegségek diagnosztizaldsdra és prognosztizalasara, mivel a glikozilacios
valtozasok jelzd szerepet jatszhatnak a betegség allapotanak és kimenetelének elérejelzésében.
Az N-glikozilacié vizsgalatara a leggyakrabban hasznalt modszer az ultra nagy nyomasu
folyadékkromatografia (UPLC), és a kapillaris elektroforézis (CE). Ezek gyakran keriilnek
kombinalésra tomegspektrométerrel (MS). Az MS lehetévé teszi, hogy a HPLC-vel, vagy CE-
vel elvélasztott glikdnokrol mennyiségi és szerkezeti tulajdonsagokat tudjunk meg, ami altal
egy human szérum minta teljes glikdn-mintazata feltérképezhetd, ami altal 6sszehasonlito

vizsgalatokat lehet végezni egészséges ¢és beteg személyek kozott.



3. Irodalmi attekintés

3.1. Glikozilacio

A poszttranszlacios modosulasok soran a fehérjék kiilonb6zo funkcids csoportokkal
kapcsolodnak 0ssze, melynek eredménye, hogy fehérjék komplexitdsa ndvekszik. A
poszttranszlacidos modosulasok szama ma négyszazra tehetd amelyek koziil a leginkabb
kutatottak a nitracio, szumoilacid, oxidacio, ubiquitinalas, hidroxilacid, €s a glikozilacié [6]. A
glikozilaci6 minden eukariota sejtben eléforduld poszttranszlaciés modosulas, amely fontos
funkciot tolt be példaul a fehérje stabilitdsanak novelésében, a fehérje feltekeredésének
folyamataban, vagy a sejt-sejt kozotti kapcsolatok kialakitasaban, illetve a sejtadhézioban. A
glikozilacié soran egy oligoszacharid lanc (glikan) kovalens kotéssel kapcsolodik egy lipid
vagy fehérje molekuldhoz. Ennek eredményeként keletkeznek a glikolipidek vagy
glikoproteinek, melyeket glikokonjugatumoknak neveznek. A glikoproteinek esetében egy
fehérjelanc bizonyos aminosavjanak oldalcsoportjahoz kapcsoloédik az oligoszacharid. O-
glikozilacionak hivjuk mikor szerin vagy treonin oldallancahoz kapcsolddik az oligoszacharid.
Az N-glikozilacio komplexebb folyamatnak nevezhetd, mivel ebben az esetben egy aminosav
szekvencia a feltétele a modosulas bekovetkeztének. A kapcsolodo lanc egy Asn-X (barmelyik
aminosav a prolint kivéve)-Ser/Thr szekvencidju fehérjelanc Asn oldallancahoz kotédik. A
glikozilaci6 szintézise nem-templat vezérelt, vagyis nincsen egy megadott ,,sablon folyamat/
molekula amelyet kdvetni kell, mint példaul a DNS replikacid, vagy a transzkripcid esetében.
A szintézist enzimek katalizaljak, amelyek komplex 1épésekkel jarulnak hozza ahhoz, hogy a
szintézis soran a folyamatosan é€piild cukorlancok szerteagazd glikanokka alakuljanak a

folyamat végére.
3.1.1. N-glikozilacio

Az N-glikozilacio a glikozil-transzferdz és glikoziddz enzimcsoportok altal végrehajtott
reakciok sokasaganak eredményeként megy végbe. Az N-glikanok szintézise az ER
membranjaban kezdddik, ahol egy dolikol-foszfatra kezdenek hozzakapcsolddni a kiilonb6zo
monoszacharidok molekuldk (Man, GlcNAc, Glc). Ennek sordn egy oligoszacharid prekurzor
jon 1étre, amely két GlcNAc molekulabol, kilenc Man egységbdl és harom Glc cukoregységbdl
all. A szintetizalodott oligoszacharid molekula az ER membranjaban keriil ra a fehérje Asn
oldallancara. Az ER lumenjében folytatodik az oligoszacharid lanc alakitdsa, valamint
lejatszodik a fehérjék feltekeredése is. Amennyiben nem megfeleld a feltekeredés akkor az ER-

ben 1év06 két chaperon fehérje, a calnexin és calretikulum nem engedi tovabb 1épni a kialakult



glikokonjugatumot. Miutdn megtorténik a gliikoz molekuldk gliikkozidaz I,-II enzimek éaltali
eltavolitasa a lancrdl, a cukorlanccal ellatott fehérje a Golgi-apparatusba szallitodik, ahol
tovabbi monoszacharid egységek leszakadéasaval jon el0szor 1étre a N-glikdnok mag stuktaraja,
ami két molekula GIcNAc és harom Man molekulédbol épiil fel. Szdmos moédon mas cukrok
kapcsolddnak, aminek végeredményeként jonnek létre az N-glikozilalt fehérjék. A maghoz
kapcsolddd monomerek lehetnek tovabbi mannéz (Man), N-acetil-glik6ézamin (GIcNAc)
egyseégek, galaktdz (Gal), fukoz (Fuc) vagy szidlsav (NeuSAc) szacharidok. A glikozilacioban
szerepet jatszo glikdn molekulak szerkezetileg magas heterogenitassal jellemezhetéek, ugyanis
az Ottagh magszerkezethez sokféleképpen kapcsolodhatnak az egyes monoszacharid egységek,
igy strukturajukat tekintve harom kiilonb6z6 tipusti N-glikan hatdrozhat6 meg: magas manndz
tartalmu, komplex vagy hibrid szerkezetli N-glikdnokat [7]. Magas mannéz tartalmu glikanrol
besz¢liink, ha tovabbi 1-6 db manndz egységek kapcsolddnak a mag szerkezethez. Hibrid tipust
N-glikanok esetében a mann6z mellett sziadlsav, galaktoz és N-acetil-gliikozamin egységek is
kapcsolodnak. A komplex tipusu glikanok a magstuktiuran kiviil nem tartalmaznak mannodzt
csak a N-acetil-glilkdzamin, galakt6éz, szidlsav monomereket. A fukéz megjelenhet a
magstruktira elsé egységét jelentd N-acetil-glilkozamin molekuldn vagy a glikan lanc egyik
cukormolekulajahoz kapcsolodva. A N-glikanok jellemzésének fontos tagja az antennaritas. A
magstruktarara felépiild tovabbi monomerek eldgazdsokat vagy az ugynevezett antennakat
hoznak létre. Ezen antenndk szdma adja meg a glikan struktira antennaritasat. Az antennak (A)
szamatol fliggben megkiilonboztethetiink monoantennas (1 darab), biantennds (2 darab),

triantennas (3 darab), €s tetraantennds (4 darab) N-glikédnokat (1. &bra).



N-acetil-
glitkkozamin

. Mannoéz
O
A Fukéz

@ sziilsav
Magas mannéz Hibrid Komplex

Antennaritas (A) 3

> b—— Szializacio (S)

Galaktozilacié (G)—— O O O O

Mag struktira

—Asn— \ Mag fukozacio (F)

1. abra: N-glikanok szerkezeti tipusai és fobb jellemz6i. Bio Render szoftverrel készitve.
3.2. Glikoproteinek és azok szerepe a gyulladasos betegségekben
3.2.1. Glikoproteinek

A glikoproteinek egy fehérje gerincbdl, és a hozzd kapcsolodd oligoszacharid (glikén)
lancbdl allnak. A kapcsolodds az aminosav oldallancan keresztiil torténik. Két tipust
kiilonboztethetiink meg. Az Asn-en keresztiil kapcsolodd N-glikozidos, és a Ser/Thr
oldallancan kapcsolédd O-glikozidos kotést kialakitd glikoproteint. A glikoproteineken
elhelyezkedd glikan lancok sokféleségét jellemzi a makro-, és mikroheterogenitas. A
makroheterogenitas az ugyanazon a fehérjegerincen 1évo kiilonbozd glikozilacios helyeket adja
meg, mig a mikroheterogenitds az egy Kkitiintetett glikozilacidés helynél eléforduld glikan
struktarak diverzitasasat [8]. A glikozilacios helyek szamanak fiiggvényében a glikoproteinek
szénhidrat tartalma 5-85% kozotti lehet. A glikoproteinek a legtobb éldlényben megtalalhato.

Az emberben is szdmos helyen eléfordulnak A human plazmaban 1évo fehérjék tobbsége



glikoprotein (az albumin kivételével), de megtalalhatdak még az extracellularis matrix-ban,

vagy sejtek felszinén is.
3.2.2. IgG glikozilacidoja

Az immunglobulin G az ellenanyagok csoportjaba tartoz6 fehérje molekula. Fontos szerepiik
van a humordlis immunvalaszban, amely soran megkotik, és semlegesitik a kiilonb6zo
koérokozokat [9]. Az IgG-k teszik ki a plazmafehérjék 10-20%-at [10]. Felépitésiiket tekintve Y
alaktiak, amelyet két nehézlanc és két konnytlanc alkot. Funkcigjat tekintve 2 részre oszthato,
a variabilis (Fab), és konstans (Fc), régiokra. Az Fab-régionak fontos szerepe van az antigének
felismerésében és megkotésében, mig az Fc a hozza kapcsolddo Fe-receptorokkal részt vesznek
tobbek kozott az antitest-dependens sejt-kozvetitett citotoxicitds (ADCC) folyamatban, amely
célsejtek (elsdsorban korokozok) elpusztitasat végzi [11]. Az IgG-k nehézlancai tartalmaznak
egy variabilis (Vn), régiot és harom ugynevezett domént (Cyl, Cy2, Cy3) a konstans régidban.
A Cyl és Cy2 kozotti térben talalhaté a Hinge-régid. A Cy2 doménben bedgyazva talalhat6 a
legfontosabb ¢s legismertebb N-glikolizacios hely, amely a 297-es aszparagin aminosavnal
talalhatd (N297). Az aminosavrol eldgazd N-glikdnok a két parhuzamos nehézlanc kozotti
térben helyezkednek el. A kapcsolodd6 monomerek szamatol, és az antennaritastol fliggéen
magas diverzitas alakul ki, amely soran 30-nal is tobb kombinaci6 alakulhat ki, amelyhez
hozzdjarul az is, hogy mindkét Cy2 régidhoz kapcsolodik egy-egy glikan struktira, amik
egymastol  kiillonbozd struktirdk lehetnek [12]. Az emberi IgG N297-en elhelyezkedd
glikanjainak tobb mint 90%-a fukozilalt, tovabba egybdl kilenc glikan biszektilalt, minden
masodik galaktozilalt, mig tizbdl egy szializalt [13]. Az IgG glikozilacidja szamos esetben
valtozast mutat. A kiilonb6z6 gyulladasos betegségek (lasd 3.3. pont) mellett megfigyeltek tobb
olyan tényezdt is amely sordn valtozas tortént a IgG N-glikozilacids mintazatdban. A kor
elérehaladtaval megfigyelhetd a galaktozilalt és szializalt glikan struktardk novekedése [14]. A
magas testtomeg-index (BMI) hatasara megnd az agalaktozilalt struktarak szintje, mig a két

galaktozt tartalmaz6 glikanstrukturdk szintje csokken [15].
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2. abra: Az IgG felépitése (A) és a N-glikozilacio 6 helye (B) [12]
3.3. N-glikozilacio szerepe a gyulladasos betegségekben

Szamos kutatds aldtdmasztja, hogy egyes betegségekben megvaltozik a fehérjék N-
glikozilacidja. Ezen betegségek nagy tobbsége gyulladidsos betegségek, amikor is az
immunredszer gyulladasos valasza tlzottd valik. A rdkos megbetegedések szdmos tipusadban
megfigyelték a N-glikozilacio valtozasat, mint példaul tiidorak [16], mellrak [17], vagy
hasnyalmirigyrak [18]. Vreeker és tarsai 86 hasnyalmirigyrakban szenvedd és 84 egészséges
személy bevonasaval vizsgaltak a teljes szérum N-glikozilaciojanak a valtozasat. A betegeknél
erdteljesen megndtt a tri-antennds glikdnok mennyisége, ezzel egyiitt a két-antennas glikdnok
mennyisége csokkent, az antenna fukozilacigja pedig nétt [18]. Egyes autoimmun
betegségekben is megfigyelhetd glikdn profilvaltozas kovetkezik be. Ilyenek a gyulladésos
betegségek, mint példaul Crohn-betegség, (CD) a colitis ulcerosan (UC), vagy a sclerosis
multiplex. Simurina és tarsai tobb ezer mintanak a vizsgalataval CD és UC betegségben
szenvedd, valamint egészséges emberek plazmajanak az IgG glikanprofiljat vizsgaltdk meg,
amelyben mindkét betegség esetén megfigyelhetd volt az agalaktozilalt glikdnok
mennyiségének novekedése. A CD betegeknél a mag fukozilacidja novekedett, amig az UC
betegek esetében csokkenést figyeltek meg az egészséges kontroll csoporthoz képest [19]. Az
anyagcsere rendszerben bekdvetkezd kronikus rendellenességnek koszonhetden alakul ki a 2-

es tipusu cukorbetegség. Lemmers €s tarsai megvizsgaltdk a 2-es tipust cukorbetegségben



szenvedd ¢és kontroll csoportok glikozilacids mintazatat, amely sordn az Osszes kétantennas
fukozilalt strukturak szializacdja csokkent, tovabba az egy galaktdzt tartalmazo szerkezetekben
is csokkenést figyeltek meg [20]. A visceral leishmaniasis (VL) vagy ,,fekete 1az” egy parazitak
altal okozott fert6zd betegség. Porcino és tarsai altal végzett kisérlet soran emelkedett

fukozilacié mellet a tetra-antennds szialsavak magasabb szintjét figyelték meg [21].
3.4. Analitikai vizsgalatok a glikomika teriiletén

A glikomikaban fontos teriilet a kiilonb6zd glikopeptidek, és glikoproteinek analitikai
vizsgélata, melyek segitenek feltarni a glikozilacios helyeket vagyis hova vannak kapcsolodva
a fehérjén vagy peptiden a kiilonb6z6 cukorlancok. Fontos informaciot kapunk a glikozilacios
mintazatbol és ennek valtozasabol, amely segithet egyes betegségek diagnosztizalasdban,
megeldzésében. Ezek vizsgalatara még nincsen egy egységes elemzési mddszer, mivel tobb
tényezd is szerepet jatszik a megfeleld analizis kivalasztasdban. Attol fiiggéen, hogy mit
vizsgalunk, és hogy abbdl milyen informéciot szeretnénk kapni més-mas analitikai modszer
hasznélata sziikséges. A glikoproteinek elemzésére ,,lectin array” modszert hasznalnak [22],
mig a glikoforma profilozasara MS-el kapcsolt folyadékkromatogéafia (LC-MS) hasznalata
bizonyult a leghasznosabbnak [23]. A proteolizis soran glikoproteinekbdl a fehérjelanc bomlasa
kovetkeztében keletkezd glikopeptidek glikozilacids helyeinek elemzésére elterjedt a MALDI
TOF-MS madszer [24]. A glikopeptidekrdl leemésztett glikanok analitik4jara tobbfajta elemzés
hasznalatos, mivel az egyes modszerekhez a detektalhatosag érdekében meg kell jeldlni a
cukorlancokat. A jeldletlen glikdnok részletes szerkezeti elemzésére a Nano-LC-MS/MS
hasznalatos. A glikdnok jelolése legtobb esetben valamilyen fluoreszcens jeloldvel torténik,
mint példaul a 2-AA, 2-AB, APTS [25], vagy prokainamid [26], amely lehetévé teszi azok
fluoreszcens detektalhatosagat. Ezeknek a jellemzésére hidrofil kolcsonhatdson alapuld
folyadékkromatografiat (HILIC) hasznalnak, amelyet a jelolt glikanok detektalasara FLR-vel
kotnek 6ssze. A HILIC hatékonyan elvalasztja a kiilonb6z6 glikan fragmentumokat, ami utan a
jelolé molekula a kibocsatott fluoreszcens fényét az FLR detektalja, igy kapva akar a teljes

glikan profilt.
3.4.1. Folyadékkromatografia

Napjainkban a legnagyobb mennyiségben hasznalt elvélasztdsi modszer a nagynyomasu
folyadékkromatografia (HPLC) [27]. Az elvalasztas alapja a mozgdfazis és az allofazis kozotti
kolcsonhatas. A mozgofazis (amely folyadék) egy toltettel rendelkezd oszlopon halad at. A

mozgodfazis komponensei kdlcsonhatasba 1épnek az allofazis szemceséivel, amik kiilonbozo
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kolcsonhatasok révén visszatartja a komponenseket. A normal-fazisu HPLC esetén a
mozgofazis apoldros, mig az allofazis valamilyen polaros (altaldban szilikagél) anyag. Az
elvalasztas soran eldszor a legkevésbé poléris anyag eludlodik az oszloprol, mivel ez a
komponens alkotja a legkisebb kdlcsonhatast az oszlopon 1€v6 erésen polaris fazissal. Forditott
fazisi HPLC esetén ennek az ellentétje torténik, ahol a mozgodfazis polaris és a allofazis
valamilyen apolaris toltet (C8, C18, fenil). Lehetdség van arra, hogy a mérés alatt az eluens
Osszetételét valtoztassuk. Ezt hivjak gradiens elicidnak. Az elucio altalaban viz és egy
valamilyen apolaris oldoszer. Az 0Osszetételt valtoztatva gyorsabban elualédnak a
komponensek, igy rovidebb futasi id6t érhetd el. Az elvalasztas soran az eluens tartalyokban
1évé mozgodfazisokat egy nagynyomasti pumpa 4aramoltatja, ami biztositja az allando
sebességen ¢€s nyomdson vald dramlast az oszlopon keresztiil. Egyes berendezések
rendelkeznek oldoszerkeverdvel, ami segiti a megfeleld aranyu eluens aranyt kikeverni. Szintén
eléforduld egység a gazmentesitd, ami az esetleges 1égbuborékokot tavolitja el a rendszerbdl.
A légbuborékok megzavarhatjak a mérést, mivel a pumpéaban nyomdasvaltozas ingadozasokat
okozhat, valamint az oszlopra jutva megzavarhatjdk az dramlést, tovdbbd a detektor
érzékenységét is befolydsolhatjak. Az injektor beadagolja a rendszerbe a mintat, ami a modern
késziilekeke esetében mar automatikusan torténik. Végbemegy ezutan az oszlopon vald
elvalasztas, majd a detektor méri a kijovo jeleket. Attol fiiggden, hogy a minta komponensének
milyen tulajdonsaga alapjan torténik a detektalas, tobbféle detektor kiillonboztethetd meg.
Leggyakoribb detektorok kozé tartozik a UV-VIS, aminek feltétele, hogy a mért komponens
rendelkezzen kromofor csoporttal, hogy a detektor érzékelhesse a hulliamhosszokat. A FLR
detektor a minta fluoreszcens tulajdonsagain alapulva méri a kibocsatott fényt. A detektor altal
mért intenzitdsok az adatfeldolgozd egységbe keriilnek, ahol a kapott kromatogramok

szoftverekkel valo kiértékelése torténik meg.

3.4.1.1. Ultranagy-nyomasu folyadékkromatografia (UPLC)

Az UPLC szintén vegyiiletek elvalasztasara, azonositasara, ¢s mennyiségi meghatarozasara
alkalmas modszer. A HPLC tovabbfejlesztett valtozata, amely az alapvetd felépitését tekintve
hasonl6. Az UPLC a HPLC-nél Iényegesen nagyobb, 1000 bar nyomason miikddik, igy csokken
az elvalasztas ideje, illetve a felhasznalt oldoszer mennyisége is, mivel kisebb 0szlopok
hasznalata elérhetd. Ez fontos mert igy lerdvidiilhetnek a mérési idok, igy tobb minta
elvalasztasa torténhet meg ugyanazon id6 alatt. A mérések idejének rovidiilése a leginkabb a
gyogyszeriparban fejtette ki a hatasasat, ahol sok a napi szinten elvégzendd rutin

hatdanyagvizsgalatok, és tisztasagvizsgalatok szama [28]. A magas nyomasnak kdszonhetéen
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az oszlopokban kisebb atmérdjii tolteteket haszndlhatdéak (<2um), ezaltal keskenyebb, és

magasabb csucsokat elérve. Emellett sokkal jobb érzékenységet nytijt mint a HPLC, ami az

crc

3.4.2. Tomegspektrometria (MS)

Az MS olyan analitikai modszer, amellyel meghatarozhato tobbek kozott vegyiiletek
mennyisége, a molekulatdmeg, molekulak szerkezete, és az izotoparany is. Felépitését tekintve
tartalmaz: lonizatort, analizatort, detektort, €s az adatgy(ijt0 rendszert. A bejuttattot mintat
eldszor gbz formaba hozzak, majd ionizaljak, vagyis toltéssel latjak el. Az igy keletkezd ionokat
az analizator tOltés/tdbmeg (m/z) szerint valasztja el egymastol. Ennek eredményeként
tomespektrumokat kaphatunk. Az MS hasznalata a glikdn analizisben mara mar szinte
elengedhetetlen, mivel pontos és érzékeny informaciot nyujt tobbek kozott a glikanok
szerkezetérol, és tomegérdl. A glikanok gyenge ionizacids hatékonysaggal rendelkeznek, ezért
sziikség van egy olyan jel616 molekulara, amivel javitjak az MS-ben torténd detektalhatosagot.
A leggyakrabban hasznalt modszerek kozé tartozik a permetilezés [29], vagy valamilyen
fluoreszcens csoporttal valo jelolés [30]. Az MS mérés egyik legfontosabb 1épése a mintak
ionizalasa. a MALDI és elektrospray ionizaci6 (ESI) a két {6 hasznalt modszer az ionizacidhoz
glikan analizishez. A MALDI repiilési id6 analizatort (TOF) hasznalva kivalo tobbek kdzott a
neutralis glikanok elemzésére [31]. Az ESI folyadékkromatografiaval kapcsolva szintén jo N-

glikan mintazat analizist tesz lehetévé [32].

11



4. Anyagok
4.1. Vegyszerek

e PNGase F enzim kit: 10x denaturdl6 puffer, 10x Gliko puffer (New England Biolabs,
Ipswich, MA, US)

e Boran-2-metilpiridin komplex, prokainamid-hidroklorid, DMSO, Ecetsav, Hangyasav,
Acetonitril, 20 % Ammonium-oldat, Ammonium-acetat, 30%-os Akrilamid, 10%-os
AMPER, TEMED, 20x PBS, Metanol, Etanol, Glicin-HCI, 2-merkapto-etanol, glicerol,
SDS, TRIS (VWR International Kft., Radnor, PA, US)

e PNGase F enzim (Asparia Glycomics, San Sebastian, Spain)

e Coomassie Brilliant Blue G-250 festék (PanReac AppliChem, Barcelona,Spain)

e ProSieveTM QuadColor™ protein marker (Lonza, Basel, CH)

e PageRuler™ Plus Prestained Protein Ladder, 10 to 250 kDa (Thermo Fisher Scientifin,
Waltham, USA)

e Rituximab 100 mg/10 ml (Roche, Basel, CH)

4.2. Szérum mintak

38 db kontroll és 40 db vakbélgyulladassal diagnosztizalt gyermektdl vett szérumminta
gyljtésére keriilt sor a Borsod-Abautj-Zemplén Megyei Kozponti Korhaz és Egyetemi
Oktatokorhaz egytittmiikodésével. A kontroll csoport tagjainak atlagéletkora 10 év, mig a
vakbélgyulladéssal diagnosztizaltak gyerekeké 11 év. A kontroll csoport mintai kozott a nemek
aranya az alabbiak szerint oszlottak meg: 26 fi és 12 lany. A beteg csoport mintai kozott 31 fia

illetve 9 lany minta keriilt vizsgélatra.
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5. Modszerek

5.1. IgG Kkiszedése szérumbol Protein G oszloppal

A Protein G High Performance Spintrap (Cytiva, UK) oszlop egy affinitdson alapul6
centrifugélis oszlop, amelyet IgG antitestek tisztitdsara hasznalnak. Az oszlop egy agar6z
szilard hordozora kotott Protein G fehérjét tartalmaz. A Protein G egy olyan fehérje, amely
molekula a szérum tobbi fehérjéjétol. A centrifugélas soran a szilard hordozon 1évo Protein G-
hez kotott immunglobulinok a centrifugélis erd hatasara kiiloniilnek el, és az oszloprol
leoblitheték. Az igy nyert tiszta IgG koncentratum késébb tovabbi elemzésekhez,
alkalmazéasokhoz vagy klinikai felhaszndlasra is felhasznalhato.

Munkdm soran szérum mintabol izolaltam IgG fehérjét. Az oszlopra felvitt szérum minta
IgG fehérjéi reverzibilisen kotddnek az oszlopon, amit egy egyszeri mosas utan alacsony pH
értékli pufferrel lehet megsziintetni. Az igy kinyert IgG mintdhoz adtam semlegesités céljabol
egy magasabb pH tartalmu puffert, azért, hogy stabilizalja a fehérjét, és elkertiilje a denaturaciot.

Az 1gG izolalashoz az 1. tdblazatban feltiintetett 6sszetételli puffereket hasznaltam.

1. tablazat: 1gG izolalasdhoz hasznalt pufferek

Osszetétel Végkoncentracio
Puffer neve
[alkalmazott térfogat] [végtérfogat]
Ko6t6 puffer 1x PBS [300 pl] 0,75x PBS [400 pl]
Mos6 puffer 1x PBS [400 ul] 1x PBS [400 ul]
Elucios puffer |0,1 M Glicin-HCI (pH 2,7) [400 pl]| 0,09 M Glicin-HCI (pH 2,7) [430 pl]
Neutralizalo puffer 1 M TRIS (pH 8,5) [30 pl] 0,07 M TRIS (pH 8,5) [430 ul]

Az IgG izolalast, a gyartoi utasitasokat kdvetve, az alabbi 1€pések szerint végeztem el:

1. Protein G centrifuga oszlopot egy 2 ml-es Eppendorf csébe tettem, és 1000 g-n, 30 mp-
ig centrifugaltam. Az Eppendorf-csd aljan dsszegytilt atfolyora nem volt sziikségem
ezért eltavolitottam.

2. A gyantara mértem 400 pl 1x PBS puffert, amivel d&tmostam az oszlopot €s ezaltal
egyensulyba hoztam, még a szérum minta felvitele el6tt. Ismét 30 mp-ig 1000 g-n
centrifugéltam, az atfolyot eltdvolitottam.

3. Ezutan 300 pl 1x PBS puffert, valamint 100 pl szérum mintdt mértem a gyantara.

Ovatosan 6sszevortexeltem a csovet. Szobahdmérsékleten, 5 percig inkubaltam, majd
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1000 g-n 30mp-ig centrifugaltam. Az atfolyot eltettem és feliratoztam. Ez lesz a binding
frakcio.

Tovabbi 400 pl 1x PBS-t mértem a gyantara, majd 1000 g-n 30 mp-ig centrifugaltam.
Az atfolyo6t kiontottem.

Az oszlopot 1) Eppendorf-csébe helyeztem, majd 400 ul 0,1 M Glicin-HCI (pH 2,7)
oldatot mértem r4, illetve 30 pl 1M TRIS (pH 8,5) puffert pipettaztam az j Eppendorf-
csébe, még a centrifugalast megeldzden azért, hogy a savas kozegben 1évo IgG-t
semlegesitsem.

Vortexeltem a mintdkat, utdna 1000 g-n 30mp-ig centrifugaba tettem. Az atfolyot

feliratoztam, ez volt az elucios frakcio.

5.2. Protein G oszlop regeneralasa

Az IgG mintak kiszedéséhez egy Protein G oszlopot tobbszor hasznaltam fel. Az oszlopon

az elualast kovetden IgG ¢és mas fehérje maradvanyok maradhatnak vissza, ami befolyasolhatja

crer

oszlop regeneraldsa, amelyet a kovetkezd protokollal végeztem:

1.

A Protein G oszlopot 2 ml-es Eppendorf-csébe helyeztem. Ebben gyiijtéttem az
atfolyokat.

Az oszlopra mértem 400 pl Glicin-HCI-t majd 1000 g-n centrifugaltam 30 mp-ig. Ezt a
1épést még egyszer megismételtem.

Meértem az oszlopra 400 ul 1x PBS-t majd szintén 1000 g-n centrifugéltam 30 mp-ig.
Megismétlem ezt a 1épést is.

Az atfolyokat tartalmazd Eppendorf-csovet eltavolitottam. Majd az oszlop aljara
visszacsavartam az aljat.

Az oszlopra mértem 400 pl 20%-os etanolt, amely megvédi az oszlop feliiletét a

szennyezO0désektdl a kovetkezd hasznalatig.

A vakbélgyulladasra irdnyuld kisérletsorozat eldtt elvégeztem egy eldkisérletet, ahol a

gyartoi utasitas szerint megadott elucids pufferrel dolgoztam. Ennek soran 0,1 M Glicin-HCI-t

alkalmaztam. A kisérlet soran 2 szérummintdbol izolaltam IgG-t, majd lemértem azok

crer
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5.3. Glicin-HCl-ben 1év6 IgG minta puffercseréje

A TRIS:Glicin-HCI, 1:13 aranyu oldataba elualt IgG fehérjék puffercseréjét végeztem el,
mivel a fehérjék stabilitdsa neutradlisabb pufferben jelentdsen javul. Emellett a foszfat-sdkat
tartalmaz6 kdzeg elénye, hogy az enzimatikus emésztéshez (tovabbi felhasznalds) optimalis
kornyezetet biztosit, mivel a foszfatok megfelelé pH-t €s ionos kornyezetet teremtenek az
enzimek aktivitdsanak fenntartasahoz, ezaltal javitva a reakci6 hatékonysagat ¢és
megbizhatosagat. A puffer cseréjéhez 10 kDa-os Amicon Ultra (Merck, Bray, IRL) centrifuga
csovet alkalmaztam. A két részbol allo csé felsd részében taldlhatd egy olyan szlirdmembran,
amely porusain keresztiil a 10 kDa-nal kisebb molekulak atjutnak, mig a nagyobbak nem. Jelen
esetben a puffer molekulatomege alacsonyabb a sziirdmembran porusainal (0,11 kDa és 0,12
kDa), mig a 150 kDa molekulatomegii IgG fennmarad a membranon.

A puffercseré¢hez 1x PBS puffert készitettem. A puffercserét az alabbi lépéseket kovetve
végeztem el:

1. A 400 ul 0,1 M Glicin-HCI (pH 2,7) oldatba elualt IgG mintat 4&tmértem a 10 kDa-s
szlréfeliilettel ellatott centrifugacsébe, majd 12.000x g-n, 4°C-on 20 percig
centrifugaltam. Az atfolyot eltavolitottam.

2. A szlirds centrifugacsére mértem 400-400 pl 1x PBS-t, majd 12.000x g-n, 4°C-on 20
percig centrifugaltam. Az atfolyot eltavolitottam.

3. Ezt kovetden tovabbi 200-200 pl 1x PBS-t mértem a sziirés centrifugacsére, majd
12.000x g-n, 4°C-on addig centrifugaltam, amig a minta 50 pl térfogatra be nem
toményedett.

4. Eztkovetben a sziiréfeliiletrdl leszivtam az IgG-t tartalmazo6 1x PBS mintat és egy tiszta

Eppendorf-csébe mértem at.

5.4. Fehérje mintak koncentraciojanak meghatarozasa

crer

a pontos és robosztus vizsgalatok elvégzésében. Az UV abszorbancia mérés a legaltalanosabb
koncentraci6 meghatarozasara, amely az aromds aminosavak 280 nm-en elnyeld
meghatdrozasa kulcsfontossadgu lehet, mivel az Osszfehérje szintjének csdokkenése kiilonbozd
betegségekkel allhat Osszefiiggésben. Erre hasznalt modszer a Biuret-teszt, amely soran a

fehérjékben taladlhatdo peptid kotések a reagensben taldlhatdo réz (II)-ion lila komplexet
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képeznek, amely 540 nm-en mérhetdé spektrofotometriaval [33]. Szinreakcién alapulod

fehérjekoncentracié meghatarozas a Lowry,- és Bradford-fehérjeteszt.

Y&V 4

A NanoDrop berendezés (Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA) egy olyan

spektrofotométer, amely alacsony, 1-2 pl térfogati mintabdl képes meghatarozni fehérjék, és

crer

crer

a mintat, mivel az aromas aminosavak (pl: triptofan, tirozil) ezen a hullamhosszon nyelik el a
fényt. Mivel a mérés alapjaul a Lambert-Beer torvény szolgal ezért nincs sziikség kalibracios
egyenes felvételére, csak egy ,,Vak” oldat mérésére, ami a fehérjénket tartalmazo oldat lesz. A
késziilék a fehérje molaris extinkcids egyiitthatd ismeretében (€) hatdrozza meg a fehérje

koncentraciot a kdvetkezoképpen:
A
cC = ——
e-b

ahol, A= Minta mért abszorbancidja 280 nm-en [-]
&= Molaris extinkcios koefficiens [Lxmol ' xcm™]
b= Fényut hossza [cm]

A méréseimben vak oldatnak 1x PBS-t hasznaltam. A méréseket haromszor végeztem el,

majd ebbdl egy atlagolt koncentraciot €s szordst szamoltam.

e re s

A koncentracio méréshez CLARIOstar Plus (BMG LabTech, Germany) mikrolemez olvasé
késziileket hasznaltam. Ez a késziilék a fehérje minta abszorbancidjat 595 nm hulldmhosszon,
méri meg ugy, hogy egy 96 lyuka UV-Star (Greiner BioOne, AT) mikrolemezbe mértem a
sziikséges mennyiségli Bradford-reagenst ¢és fehérje mintat. Annak érdekében, hogy az
esetleges hattérszennyezOk jelenlétével korrigdljon a szoftver, mérést készit 465 nm
hulldamhosszon is. Ezek a nem fehérje eredetli szennyezdk szarmazhatnak az alkalmazott

pufferbdl vagy a mintdbdl is. A koncentracid meghatarozashoz kalibracids sort készitettem,

crer

crer

oldatnak szintén 1x PBS oldatot alkalmaztam.
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A reakcid Osszeallitasat a kdvetkezo 1épéseket kovetve végeztem el:
1. A microplate-be mértem egységesen 200-200 pl Bradford-reagenst (100 mg Coomassie
Brillian Blue G-250 + 50 ml 95% etanol + 100 ml 85% foszforsav + 850 ml dH,O)
2. Areagensekhez mértem a kalibracios sor tagjaibdl és a mintaimbol 10-10 pl-t
3. A pipettaval jol 6sszeszuszpendaltam, ligyelve arra, hogy homogén szineket kapjak
4. 10 perc szobahOmérsékleten torténd inkubalas utdn megmértem a mintak
abszorbanciajat.

Az 595 nm és 465 nm-en mért abszorbancidk kiilonbségébdl meghataroztam a tényleges
abszorbancia értékeket. Ezutan felvettem a higitasi sorhoz a kalibraciés egyenest, ami az IgG
alapul. Az eljards sordn a standard oldatok kiilonb6zd higitdsaib6l meghatirozzuk az
abszorbanciat 595 nm és 465 nm hulldmhosszon. Az abszorbancia-kiilonbség (595 nm - 465
nm) alkalmazasdnak célja az interferencia minimalizalasa, mivel a 340 nm-es méréssel
kompenzalhat6 a hattérzaj vagy a nem specifikus abszorbancia, amely fliggetlen a fehérjétol. A
mérési eredmények alapjan kalibracios gorbét készitiink, amely az abszorbancia értékeket (y
tengely) dbrézolja a standard oldatok ismert koncentracioival (x tengely) szemben. Az adatokra

linearis regressziot alkalmazva kalibracios egyenest kapunk, amely altalanos alakja:
y=mxx+b, ahol:

e vy az abszorbancia-kiilonbség,
e m az egyenes meredeksége, amely a koncentracio €s abszorbancia kapcsolatat fejezi ki
(az érzékenységet mutatja),
e x a standard koncentracio,
e b a tengelymetszet, amely az esetleges eltolodast jelzi (idedlis esetben nulla vagy a
hattérzaj hatasa).
A kapott egyenlet segitségével a mintdk abszorbancia értékeibdl visszaszdmolhatd a
egyenes igy lehetové teszi az ismeretlen mintak IgG tartalmanak pontos kvantifikalasat, feltéve,

hogy a minta koncentracioi a kalibracids gorbe linearis tartomanyaba esnek.

5.5. SDS-PAGE

Az SDS-PAGE (natrium-dodecil-szulfat—poliakrilamid gélelektroforézis) a fehérjék
elvéalasztasara, a fehérjék mennyiségi meghatarozasara, kvalitativ elemzésére alkalmazott

modszer. A fehérjék, a ho és az SDS hatasara denaturalodnak, egységes negativ toltést kapnak.
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Az SDS egy anionos detergens, amely a fehérjékhez kotddve felbontja a haromdimenzids
szerkezetét. Az SDS hidrofob része beépiil a fehérje hidroféb magjaba igy alakitva negativ
toltéstivé. A polimerizalddott pordzus hatast akrilamidban a fehérjék méretiik alapjan haladnak
(kisebb méretii fehérjék gyorsabban, nagyobb méretiieck lassabban), igy molekulatomeg szerinti
gél egyiittes alkalmazéasaval valosul meg. Ez azt jelenti, hogy a vertikalisan elhelyezkedd gél
két részbdl all: egy als6 vagy masnéven szeparald gélbdl €s egy felsd, gylijtd gélbdl. A gytijtd
nagyobb méretli fehérjék is konnyebben vandorolhatnak alacsony fesziiltség mellett. Ez a gél
arra szolgal, hogy az egységes toltéssel ellatott, de kiillonb6zé méretii fehérjék egy sorba
rendezddjenek és egyszerre lépjenek be az als6 gélbe, ahol megkezdddik a valos
molekulatdomeg szerinti szeparacid. Az altalam alkalmazott gyiijtd gél 5%-os gél volt, mig
szeparalo gélnek 8% gélt alkalmaztam. A gélontéshez és modszer kivitelezéséhez BioRad Mini-
PROTEAN gélontd és gélfuttatd rendszert alkalmaztam (Bio-Rad Laboratories, Inc., CA,
USA). Az alkalmazott SDS-PAGE moddszer harom 1épésbdl all, melyeket az alabbi pontok
tartalmaznak:

2. tablazat: SDS-PAGE modszerhez hasznalt pufferek osszetétele az adott reagens

crer

Oldat neve Osszetétel
Also gél pufter 1 M TRIS 0,4% SDS
Felso gél puffer 1,5 M TRIS 0,4% SDS
Mosoboldat (1 1) 12 % Etanol 7 % Ecetsav

0,25
s 200 ml
Festék (250 ml) | Coomassie Blue 50 ml Jegecet
50% Metanol
Brilliant
10x SDS puffer 250 mM
1,9 M Glicin 0,034 M SDS
(1000 ml) TRIS

5.5.1. Gélontés

8%-0s szeparald gél Gsszetétel:

o 2,66 ml 30%-os akrilamid oldat

o 4,7 ml desztillalt viz
o 2,65 ml also gél puffer (1,5 M TRIS; 0,4% SDS, pH 8.8)
o 100 ul AMPER
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o 10 ul TEMED

5%-o0s gylijté gél dsszetétel:

o 600 pl 30%-o0s akrilamid oldat

o 1800 pl desztillalt viz

o 800 pl felsé gél pufter (1M TRIS; 0,4% SDS; pH 6,8)
o 32 Wl AMPER

o 28 Wl TEMED

A gélontéshez eloszor Osszeallitottam a futashoz sziikséges mintatartot. A két liveglapot
egymassal szembe allitottam ugy, hogy a lapok kozott legyen egy hézag a gélek feltdltésére. Az
egymassal szembe forditott iiveglapokat egy specidlis milanyag kapuba tettem, amig
megontottem a gélt. Feltoltottem 8%-os szeparald géllel, majd vizzel lezartam a gél tetejét,
hogy oxigén mentes kdzeget biztositsak neki, igy gyorsabbé téve a polimerizacidt. 15 perc
elteltével leontottem a vizet, majd elkészitettem a gyiijtd gélt. Megdntottem a gélt, majd vartam
tovabbi 10 percet. Miutdn megdermedt, a futtaté kadba tettem a géleket. A futtatd kadat jelig
felontottem 10x SDS pufferbdl 1x-re higitott SDS-pufferrel.

5.5.2. Mintafelvitel

Mivel a gélre egységesen 10 pg fehérjét kell felvinni, ezért minden minta estében mas-mas
mennyiséget mértem be, amiket a mért koncentraciok alapjdn hatdroztam meg.Minta

Osszetétele az alabbiak szerint alakult:

o Ossztérfogat: 15 ul
e 2x Loading dye (0.125 M TRIS, 0.14 M SDS, 20% glicerin, 10% 2-merkaptoetanol)
e 10 pg fehérje

o desztillalt viz: kiegészitve 15 pl-re

Hasznaltam tovabba pozitiv kontrollnak rituximab standard fehérjét. Mérés elott a mintakat
denaturalas céljabol 65 °C-on inkubaltam 15 percig. Miutan a megontott géleket a futtatokadba
helyeztem, és felontottem a kadat a futtatd pufterrel, felvittem a mintékat. Az elsé zsebbe 4 ul
fehérje markert vittem fel (1-es marker: ProSieveTM QuadColor™ protein marker, 4.6 kDa —
300 kDa (Lonza, Basel, CH) 2-es marker: PageRuler™ Plus Prestained Protein Ladder, 10 to
250 kDa(Thermo Fisher Scientifin, Waltham, USA), majd a markert kdvette a rituximab, mint
pozitiv kontroll, ezt kovetden pedig a mintdk keriiltek felvitelre. A tapegységen eldszor
beallitottam a fesziiltséget 100 V-ra 10 percig, majd mikor a mintdk a gytijt6-és a szeparalo gél

hatarahoz értek felvettem a fesziiltséget 200 V-ra és nagyjabdl 1 6ran at futtatam.
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5.5.3. Gélfestés és gélmosas

Miutan a minta elérte az liveglap aljat, a géleket festékbe tettem, majd Multi Bio 3D (BioSan,
LV) tipusu billegtetdn 30 percig inkubaltam. Ezt kovetden gélfesték mosooldatot készitettem 1
liter végtérfogatban. Dobozba tettem a gélt, amire dntottem a mosooldatbol. Billegtetore tettem,
majd 20 perc elteltével kicseréltem a mosooldatot, ezt addig ismételtem, mig a gélbdl ki nem
mosoddott teljesen a festék. Az SDS a fehérjéhez irreverzibilisen kotddik, mig a festék
reverzibilisen mivel az etanol/ecetsav mosooldat hatasdra megsziinnek a kialakitott kotései.

Ezutan kiértékeltem a kapott sdvokat, a fehérje 1étrahoz hasonlitva.
5.6. N-glikan minta elokészités folyamata

Az N-glikan mintael6készités soran kiemelten fontos, hogy az elemzés soran kapott
eredmények megbizhatoak legyenek. Els6 1épésként a glikdnok enzimatikus felszabaditisa
torténik amelyet PNGase F enzimmel végeztem [34]. Az emésztés soran az enzim lehasitja az
N-glikanokat a glikoproteinek fehérjelancarol, igy kapjuk a meg a felszabaditott N-glikanokat.
A glikanok analizise FLR detektorral torténik, és mivel a glikdnok nem rendelkeznek fluorofor
csoporttal ezért szlikséges Oket fluoreszcens molekulaval megjeldlni. Az emésztett és jelolt N-
glikanokat tartalmazo oldatot meg kell tisztitani az olyan szennyezdktdl, mint példaul a PNGase
F enzim maradvanyai, és a hasznalt pufferek soi. A tisztitas elengedhetetlen mivel ez biztositja,
hogy az N-glikanok UPLC-vel torténd analizisét nem befolyasoljak az esetleges szennyezok.

Ehhez 0,5 mg/ml NiFe>O4-NH> MNP-oldatot hasznaltam.
5.6.1. Enzimatikus glikan felszabaditas

1. 9 ul szérum vagy 1gG mintahoz (szérum: MNP eldtesztek, 7.1. pontban részletezve; IgG:
klinikai mintaszettek elemzése 7.4. pontban részletezve) adtam 1 pl 10x denaturald puffert.

Vortexeltem, centrifugaltam par masodpercig, majd 65 °C-on inkubaltam 15 percig.
2. A 15 perc elteltével a mintakat visszahiitottem, par percre a hiitébe téve.

3. 10 pl mintahoz adtam 7 pl desztillalt vizet, 2 pl 10x Gliko puffert, és végiil 1 ul PNGaseF
enzimet. Megint vortexeltem, centrifugéltam a csoveket, majd egész ¢éjszakara 37 °C-ra

inkubatorba tettem a mintat.

5.6.2. Fluoreszcens jelolés

1. A fluoreszcens jelolot a kovetkezOképpen készitettem el egy 1,5 ml-es Eppendorf-csébe:
e Bemértem 10 mg prokainamid-hidroklorid és 10 mg boran-2-metilpiridint. Ezt
feloldottam 100 pl 70/30 ardanyua DMSO/ecetsavban.
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2. Ezutan 10-10 pl-t adtam a mintdkhoz, majd 65 °C-on inkubéltam 3,5 6ran keresztiil a jelolt
mintakat.
3. Az id6 elteltével kivettem a mintadkat (30 pl fluoreszcensen jelolt glikdn mintdk) az

inkubatorbol, majd 170 pl 100%-os acetonitrilt adtam a mintdkhoz, majd lecentrifugaltam.

5.6.3. Glikan tisztitas MNP-vel

1. Kikészitettem mintanként 2-2 1,5 ml Eppendorf-csovet. Egyik Eppendorf-csé az izolalashoz
lesz sziikséges (MNP-oldatot mérek bele), masik Eppendorf-csébe a megkotddés utani

,Binding” frakciot mértem.

crer

NiFe2O4-NH2 MNP-oldatot, amit 1 percig magneses allvanyra tettem, majd eltavolitottam rola

a vizet.

3. Az acetonitrilben oldott glikdn minta feliiliszojat az MNP-t tartalmazoé Eppendorf csébe
mértem és dsszeszuszpendaltam vele. 5 percig inkubaltam szobahdmérsékleten, majd magneses

allvanyra helyeztem 1 percig.

4. Leszivtam a feliiluszot, amit eltettem (ez lesz a Binding frakcid), majd a MNP-hez adtam
200 pl 95%-o0s (NHsz-formiatban oldott) acetonitrilt. Ismét allvanyra tettem 1 percig, majd

leszivtam a feliiliszot, amit kidobtam.

5. A MNP-hez adtam 100 pl 50 mM ammonium-formiatot (pH 4.4). 5 percig inkubaltam vele.
1 percre a magneses allvanyra tettem az Eppendorf-csoveket, majd leszivtam a feliiluszot, amit

HPLC mintatartoba mértem at, ez az elucids frakcio.

5.7. Glikan analizis UPLC-MS modszerrel

Az elualt glikan mintdk Waters I-class ultranagy-hatékonysagu folyadékkromatografiai
berendezéssel (UPLC) kertiltek elvalasztasra és fluoreszcens modon detektalasra, illetve Waters
Xevo-G2-XS QToF tomegspektrométerrel azonositasra (Waters, Milford, MA, USA). A
cukormolekulak HILIC modszerrel, Waters Glycan BEH Amide, 100 x 2.1 mm i.d., 1.7 pm
toltetli oszlopot (Waters, Milford, MA, USA) alkalmazva lettek lemérve. Az UPLC és MS
modszerek tovabbi paramétereit a 3.tablazat tartalmazza. A fluoreszcens kromatogramok
integralasa és a tomegspektrumokrodl torténd glikanok m/z érték alapjan torténd azonositasa

Unifi szoftverrel tortént.
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3. tablazat: UPLC méréshez tartozé paraméterek

UPLC paraméterek
Waters Glycan BEH Amide 5,

Oszlop tipus 4.6(100 x 2.1 mm belsd atméro

(i.d.), 1.7 pm részecskeméret)

50 mM, pH 4.4 ammoénium-

A puffer
formiat oldat

B puffer Acetonitril
Aramlési sebesség 0.4 mL/min

Gradiens 72-55%

Erds moso puffer / Gyenge
20% AcN / 80% AcN
mosoé puffer
Injektalasi mod PL

Injektalasi térfogat 5uL
Oszlop hémérséklet 60°C

Exitacios / emisszios
Aex =309 nm / Aem = 359 nm

hullamhossz
MS paraméterek
Ionizacios mod pozitiv
m/z tartomany 500-2000 m/z
Elektrospray fesziiltség 2.2kV

Deszolvatacios

hémérséklet 120°¢

Gézéaram 800 L/éra

5.8. Kiértékelo szoftverek, statisztikai tesztek
5.8.1. Mann-Whitney kétmintas U-proba

A Mann—Whitney kétmintas U-proba egy nemparaméteres statisztikai teszt, amely fliggetlen
mintdk medidnjanak 6sszehasonlitdsara szolgal. A proba célja annak meghatarozasa, hogy van-
e statisztikailag szignifikans eltérés a két minta medidnja kdzott, vagyis a megfigyelt kiillonbség
valdszintisithetden nem a véletlen hatdsanak tulajdonithatd. A proba elsd 1épésében a mintdk
elemeit egyesitett modon rangsoroljuk ndvekvd sorrendben, az egyes elemekhez 1-t6l az
Osszesitett elemszamig terjedd rangokat rendelve. Ezt kovetéen meghatarozzuk a két csoport
rangdsszegét, majd ezekbdl kiszamitjuk az U-értéket a megfeleld képlettel. A kapott két U-érték

koziil a kisebbet tekintjiik a tényleges U-értéknek. Az eredmény értékeléséhez a valasztott
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szignifikanciaszinthez és mintaszamokhoz tartozo kritikus értéket egy statisztikai tablazatbol
keressiik ki. Ha a szamitott U-érték kisebb, mint a kritikus érték (U; < Uksit), a nullhipotézist
elutasitjuk. Ez azt jelenti, hogy a mintadk kozott statisztikailag szignifikans kiillonbség van. Az
U-érték meghatarozasahoz hasznalt képlet az alabbi:

PTLIE)

ahol, R: A minta rangjainak az 6sszege

A: Minta elemszama

5.8.2. Heatmap analizis

A hétérkép alapu analizis 1ényege hogy, szignifikancidt keressiink két mintacsoport
tulajdonsagai kozott. Az egyes valtozoparokhoz meghatarozzuk a korrelacios egyiitthatot, tehat
hogy mennyire fiiggnek egymastol. Ezt elvégezziik mindkét csoport 6sszes valtozdparjaihoz,
majd az azonos valtozoparokhoz tartozd korrelacios egylitthatdit kivonjuk egymasbol igy
tudjuk azonositani, hogy vannak-e olyan valtozéparok amelyek az egyik vagy masik
mintacsoportban jobban Osszefiiggenek egymassal. A kapott eredményeket egy adatmatrixban
abrazoljuk ahol -1 és +1 kozotti korrelacios egyiitthatd értékek mutatjak a csoportok egyiitt

fliggésének a mértékét.
5.8.3. PCA analizis

A f6komponens analizis (PCA) egy statisztikai mdodszer, amely nagy adathalamazok tobb
valtozoinak szamat gy redukaljdk, hogy az adatok varianciajanak jelentds tobbségét
megodrizve csokkentett dimenzidban vizudlisan &brazoljuk. Az analizis soran az eredeti
valtozokat linearis kombinaciokkal fékomponensekre bontjak, amelyek az adathalmaz
legnagyobb variancidjat kovetik. Az elsé fékomponens lesz az irdny amerre a legnagyobb a
variancia (PCI1). Az erre merdleges fOkomponens a fennmarad6 variancianak a lehetséges
legnagyobb értéke (PC2). Az PCA elemzés elsé 1épéseként az dsszes valtozo atlagat kivonjuk
a hozzajuk tartozé adatpontokbdl, igy az adatok kozpontositva lesznek. Ezutan a kozpontositott
adatok alapjan kiszadmoljuk a kovariancia matrixot, amely az egyes jellemzdk kozotti
kapcsolatokat jellemzi. Kiszamitjuk a kovariancia matrix sajat vektorait és sajatértékei. Majd
végezetiil kivalasszuk a fOkomponenseket, ¢és az adatokat erre a kétdimenzids

koordinatarendszerre transzformaljuk.
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5.8.4. Boxplot abrazolas

A Boxplot, vagy dobozdiagram egy olyan statisztikai dbrazolasi mddszer, amely egy adott
adatsor eloszlasdnak a jellemzésére szolgdl. A dobozdiagrammal abréazoldssal gyorsan
megjelend kiugré értékekre is. A doboznak a 2 hatarat az als6 és felsd kvartilis adja. A dobozban
talalhat6 vonal a mediant, vagyis a kozépsé szamértéket adja meg. Sorba rendezett mintak
esetében az also kvartilis az a vonal, amely alatt az 6ssze minta 25%-a talalhat6. Felso kvartilis
esetében ez a felsd 25%-ot jelenti. Tehat a kvartilisek kozott talalhaté a mintahalmaz medianhoz

kozel esé 50%-ot adja meg.
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6. Célkituzések

A dolgozatom célja az IgG fehérjék glikozildcids mintazatanak a vizsgalata volt Appendicitis

¢s kontroll csoport kozott. Az ehhez kapesolodo kitlizott célok a kdvetkezdek voltak:

o Eldteszt elvégzése arra vonatkozoan, hogy van-e hatasa a vizben diszpergalt NiFe;Os-
NH> MNP koncentraciojanak, illetve az oldat elkészitési idopontjanak arra, hogy az
MNP milyen hatékonysaggal képes megkdtni az N-glikdnokat.

e Protein G oszloppal torténd IgG izolalds eldtesztelése, majd a modszer nagy
mintaszamu alkalmazasa. Az izoldlds soran megfelelé mennyiségli IgG kinyerése a
szérumbol.

e Az izolalt IgG-r8l leemésztett N-glikanok analizise UPLC-MS mddszerrel, amely
valaszt ad a N-glikdnok tovabbi alkalmazasanak az alkalmassagara.

e A kapott értékek alapjan az Appendicitis és kontroll csoport dsszehasonlitdsa, amely
soran cél az N-glikozilacidban fellépd valtozasok, korrelaciok keresése.

¢ A magas mintaszdmi N-glikdn elemzésének teljesen automatizalt kiértékelésének a

kivitelezése.
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7. Eredmények

7.1. NiFe2O4-NH; MNP-oldat elétesztelése izolalt IgG tisztitasahoz

Az 1zolalt IgG mintak tisztitasa elott elvégeztem egy tesztet, ahol 6sszehasonlitast végeztem
NiFe204-NH2 MNP-oldatok kozott. A teszt soran humanszérumbdl N-glikdnokat izolaltam,
amit az 5.6. pontban leirt 1épések alapjan végeztem. A teszt arra irdnyult, hogy megnézzem a
kozott van-e kiilonbség a glikdn megkdtési hatékonysagban. Ezen beliil mindkét esetben
megnéztem, hogy van-e kiilonbség a frissen készitett, és a mar kordbban diszpergalt
oldatokat 40 mg/ml torzsoldatbol kihigitva készitettem el. Minden tipushoz két parhuzamos
mintaeldkészitést végeztem, amelyet a kiértékelésnél atlagoltam. A mérést Waters Acquality
UPLC-vel végeztem, FLR detektorral vald azonositassal. A teszt soran 27 darab cstcs kertilt
kiintegralasra, amelybdl meghatdroztam a cstcsokhoz tartozd intenzitést, €s a teriilet%-okat.
Héromszori mérést végeztem, majd az eredményeket atlagoltam, melyek eredményét a 3.4bra
oszlopdiagramja mutat be. Meghataroztam még tovabba a szabadfestékekbdl kapott cstcs
intenzitasokat is. Ez a 5.6.2. pontban alkalmazott fluoreszcens jelolének felel meg, amit azért
vizsgéltam, hogy a MNP-rdl kapjak informaciot hogy mennyire hatékonyan tisztitja meg a
felesleges jelolotdl a mintat. A kapott eredményekrél elmondhatd, hogy a legtobb csucshoz
tartozo teriilet%-ok aranyossagot mutatnak mind a négy tipusu MNP kozott (3.4bra A). Az
intenzitasok tekintetében a nem frissen készitett 0,5 mg/ml-es és 4 mg/ml-es NiFe;Os-NH>
MNP-oldatok mutattak a legnagyobb intenzitast (3. dbra B; zold, vildgoskék) amelyek 2-
3szoros intenzitas jellemezte. A szabadfesték intenzitdsabol megéllapithatd, hogy a frissen
készitett 4 mg/ml-es MNP-oldat 4ltal végzett tisztitas soran jelentdsen tobb festék maradt, mint
a tobbi esetben (3. dbra C; narancs). Ebben a harom esetben (3. dbra C; zold, kék lila).

A kapott eredmények alapjan az egymassal nem Osszefiiggd teriilet%-ok intenzitasok miatt
én nem frissen vizben diszpergélt NiFe.O4-NH> MNP-oldat kozott. A teszt eredményétdl
fiiggetlentil a 0,5 mg/ml-es MNP-oldatot hasznaltam a munkém tovabbi részében, az IgG-rdl
szarmaz6 glikanok tisztitdsdhoz, mivel a kisebb MNP koncentracioval (0,5 mg/ml MNP) is
ugyanakkora glikan megkotési hatékonysagot tapasztaltam, mint a nagyobb MNP koncentracid
(4 mg/ml MNP) esetében. Mivel a mérési hatékonysdg egyenlének bizonyult, igy
koltséghatékonyabb kevesebb MNP-t felhasznalni egy adott minta tisztitasahoz.
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Kiilonb6z6 koncentraciéju NiFe,O,-NH, MNP-oldatok
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3. abra: A kiilonb6z6 koncentracioji vizben diszpergalt NiFe2Os-NH2 MNP-oldattal vald
glikan mintael6készités soran meghatarozott teriilet%-ok (A), €s intenzitasok (B), tovabba a

szabadfesték kapott intenzitasa (C)
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7.2. Protein G oszlop tesztelése szérum IgG izolalasara

A klinikai szérum mintdk Protein G oszloppal torténd IgG izolalasi folyamata elott
elvégeztem egy eldtesztet, ami a Protein G oszloprdl torténd eludldsra iranyult. A teszt soran
gyartoi protokoll szerint 2 humén szérum mintat 0,1 M Glicin-HCl-el elualtam amit utana 1 M
TRIS (pH 8,5) pufferrel semlegesitettem. Ezek a B1,B2 jelolést kaptak.

Annak érdekében, hogy igazoljam az IgG elvalasztds sikerességét, fehérje koncentracidt
mértem NanoDrop berendezés segitségével. A koncentraciéo meghatarozasa fontos még, mivel
a koncentracio ismeretében tudunk pontos és azonos mennyiségli IgG fehérjét felvinni majd az
SDS-PAGE-re. Mindkét minta esetében 1,9 pg/ul koriili koncentraciot kaptam, tehat az IgG

fehérje jelenléte kimutathaté a mintaban.

4. tablazat: NanoDrop késziilékkel mért 0,1 M Glicin-HCl-el elualt IgG koncentraciod

értékei az eldtesztekkel elvégzett kisérletekben

i Minta
Meérés 1 Meérés 2 Meérés 3 Atlag
Minta mennyisége
[ng/ul] [ng/ul] [ng/ul] [ng/ul]
[ud]
B1 1,957 1,867 1,891 1,905 400
B2 1,879 1,841 1,898 1,873 400

Koncentracio mérést kovetéen SDS-PAGE modszert alkalmaztam, hogy igazoljam az IgG
jelenlétét az eludtumokban. A kisérletek soran pozitiv kontrollként a Rituximab monoklonélis
antitestet hasznaltam, amely kivaloan alkalmas az SDS-PAGE mddszerben valo alkalmazasra.
A pozitiv kontrollbdl, és el6zdleg izolalt mintakbdl is egységesen 10 pg-ot vittem fel a gélre,
amelynek eredményeként a gélen megjelend fehérjesav mérete 6sszehasonlithatd az izolalt IgG
mintak savjaival. Tovabba az SDS-PAGE soran lefuttattam a szérummal végzett els6 mosasi
1épésbdl szarmazo, ugynevezett ,,.binding” frakcidt is, hogy a kotddési 1€pés soran megmaradt
fehérjéket vizsgaljam. A SDS gélre felvitt minték sorrendje:

e 1:5 pl 1-es protein marker, 4.6 kDa — 300 kDa

e 2:1 pl Rituximab (pozitiv kontroll)

o 3.4:5ul0,1 M Glicin-HCl-el elualt IgG

e 5,61 pul IgG-t nem tartalmazo binding frakcio
7: 5 ul 2-es protein marker, 10 kDa-200 kDa
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A 4. dbra A gél fotdjan jol lathatoéan a gyartoi altal megadott protokollal sikeriilt megkotni a
IgG-ket az oszlopon. Tovabba megfigyelhetd, hogy az IgG molekulatomeg savjaban (~180
kDa) egyaltalan nem, vagy nagyon kis mennyiségben detektalhatd fehérje (piros keret). Az 50-

55 kDa-ndl jelentkezd erds sav a szérumban legnagyobb aranyban talalhaté fehérje az albumin.

. «—— 250

4. abra: 0,1 M Glicin-HCl-el elualt IgG (A) és binding (B) fehérje SDS-PAGE elvalasztasa

7.3. Gyermekkori vakbélgyulladas és kontroll csoportok szérum mintaiban
1évo IgG izolalasa

A 38 vakbélgyulladassal diagnosztizalt betegektdl vett szérumintdbol és 40 mintat
tartalmazd kontroll csoport szérummintaibol Protein G oszloppal IgG fehérjét izolaltam,
melynek eredményességét fehérje koncentracid méréssel igazoltam. A fehérje koncentraciot
Bradford-reagens alkalmazasaval torténé modszerrel hataroztam meg, egy Microplate Olvaso
segitségével. A mérés folyamatat és a kiszamolt koncentraciokat a 5. dbra szemlélteti. A 96-
lyukt mikrolemezbe el6szor 200-200 pl Bradford-reagenst mértem, majd sorban bemértem az
Appendicitis mintacsoportbol (5. abra, A, piros pontok) és a kontroll mintacsoportbol izolalt
fehérje mintakbol (5. dbra, A, z6ld pontok) 10-10 pl-t. A tovabbi lyukakba a kalibracios sor (5.
antitestet tartalmaz6 kalibracios sor) keriiltek, szintén 10-10 pl térfogatban. A kalibréacios sor
koncentracié és mért abszorbancia értékeibdl kalibracios egyenest és az egyenesre illesztett

egyenletet hatdroztam meg (6. abra).
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5. abra: A Microplatere felvitt Appendicitis (Piros pontok, A és B), Kontroll (Z6ld pontok A
¢és B), és kalibracios sor (Kék pontok A és B) tagjai. Tovabba a meghatarozott koncentraciok

(B) pg/ul-ben megadva.

A 6. abran bemutatott kalibracios egyenesre illesztett kalibracios egyenletbe helyettesitettem
az Appendicitis és a kontroll mintacsoportok mintaihoz kapott abszorbancia értékeket, majd az
egyenlet segitségével kiszamoltam a mintak fehérje koncentraciojat, amit az 5. abra B részében

tintettem fel.

Kalibraciés egyenes

14 | ¥ =0,1607x+ 0,1364

Abszorbancia[-]

Koncentracié [pg/pl]

6. abra: A kalibracios sor abszorbanciaibdl meghatarozott kalibracios egyenes és az egyenes

egyenlete

30



A két mintacsoportra meghatdroztam az atlagos fehérje koncentracidt és a hozza kapott
szoras értékeket, amit az 5. tablazatban foglaltam Ossze. Az 4atlagos koncentracio értékek
megfelelnek a szakirodalomban el6irt kiindulasi IgG koncentracionak [35] , valamint a szoras
is 0,5 szoras érték alatt van, igy a mintak kdzel azonos koncentracidban tartalmaznak IgG

fehérjét, ami megfelelének mindsithetd.

5. tablazat: Bradford-reagenssel meghatarozott beteg ¢és kontroll csoport atlag IgG

koncentracioi
Csoport Kontroll Appendicitis
Atlag koncentracié [ug/ul] 5,51 5,51
Szoras 0,31 0,33

Az eredmények alapjan elmondhat6, hogy az IgG izolalas sikeres volt és a mintdk megfeleld
mennyiségben tartalmaznak IgG glikoproteint ahhoz, hogy elvégezzem az IgG glikan analizist,

amihez minimum 10 ug IgG fehérje sziikséges [37].

7.4. Izolalt IgG mintak glikozilacids analizise és statisztikai eredményei

Az 1gG glikan analizis mintaelOkészitési 1épéseit az 5.6. pont alapjan végeztem el, majd az
5.7. pontban leirt Waters Acquity I-class berendezéssel mértem és Waters Xevo G2-XS QTof
tomegspektrométerrel elemeztem. A kapott adatokat Unifi szoftverbe importaltam. Az Unifi
altal automatikusan elvégzett kiértékelés soran Osszesen 77 darab kromatogram kertlt
integralasra, amiken 9 kiilonbozo glikan struktura keriilt azonositasra a retencios 1d6 és m/z
értékiik alapjan, ahogy azt az 7. 4bra is mutatja. Az analizishez tartozo statisztikat csak 39
Appendicitis betegnél végeztem el, mivel az egyik mintdnak nem lett j6 a fluoreszcens

intenzitasa, ami a nem megfeleld mintael6készitésbol adodhatott.
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7. abra: Unifi szoftver altal integralt kromatogram

31



A szoftveres integralasbol megkaptam az azonositott glikan struktirdk csucs alatti tertilet%
eloszlasat, amit a 3.szamu melléklet tartalmaz. Ezeket az adatokat tovabbi statisztikai
tesztekhez hasznaltam fel, mint a Mann-Whitney kétmintds U-proba, a Spearman-

rangkorrelacids teszt és PCA analizis.

7.4.1. Mann-Whitney-kétmintas U-proba

A kromatogramok integralasa soran az UNIFI szoftverrel nyert teriilet szdzalékos adatokat
importaltam az SPSS szoftverbe beteg ¢és kontroll csoportok szerint, majd Mann-Whitney
kétmintas U-probaval szignifikans kiillonbségeket kerestem a mintacsoportok kozott a
kiilonbo6z6 glikan struktiradkra nézve. A probahoz 0,05-0s szignifikancia szintet (o) hasznaltam,
azaz 95%-0s megbizhatosagi intervallumot allitottam be. A teszt eredményeit a 8.abra
tartalmazza, ahol a szignifikans eredményeket is feltiintettem. A szignifikans eltérést mutatd
glikédn strukturak teriilet% adatait szemléltetés céljabol GraphPad szofver segitségével
pontdiagramon abrazoltam, amit a 8. dbra mutat be. A vastag vonalak jelzik a mintacsoportok
medianjat, mig a vékony vonalak (kvartilisek) kozotti része a mintak 25%-75% tartomanyat (a
mintak medidnhoz kozel esé 50%-at).

Az elemzés soran hat glikan struktiranal talaltam szignifikdns eltérést a mintacsoportok
kozott. Emelkedést mutatott Appendicitisben szenveddknél a FA2 glikdnok szintje (8. dbra, B).
Ot glikan struktira esetén elmondhatd, hogy szintjiik a vakbélgyulladassal diagnosztizlt
mintak esetében szignifikans csokkenést mutatott: FA2(6)G1 (8. abra, A), FA2(3)G1 (8. dbra,
C), FA2B(3)GI (8. abra, D), FA2G2 (8. abra, E), és a FA2BG2 (8. abra, F). A Mann-Whitney
teszt szignifikdns eredményeit a 6. tablazat tartalmazza. A tablazatban feltiintettem a
szignifikans kiilonbségeket mutato struktirak atlagos teriilet%-os értékeit a beteg és a kontroll

mintacsoportokra szedve.
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8. dbra: Szignifikans eltérést mutatd N-glikanok pontdiagramjai
6. tablazat: A szignifikans eltérést mutato strukturdk statisztikai eredményei
Atlag teriilet% Szoras Median Szignifikancia
Glikan struktura '
Mann-Whitney-teszt
neve Beteg | Kontroll | Beteg | Kontroll | Beteg | Kontroll
(*<0,05)
FA2 37,99 28,89 10,49 6,41 36,8 29,65 *0,001
FA2(3)G1 22,28 23,45 3,19 7,59 22,63 24,97 *0,001
FA2(6)G1 9,68 11,52 1,75 1,88 9,66 11,29 *0,001
FA2B(3)G1 3,77 4,97 1,11 1,13 3,93 5,02 *0,001
FA2G2 12,22 16,24 4,49 4,73 12,14 16,07 *0,001
FA2BG2 2,35 2,98 0,90 0,94 2,31 2,86 *0,004
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7.4.2. Heatmap analizis

A kapott teriilet% adatokat tovabbi elemzésre hasznaltam, ami soran megnéztem, hogy
vannak-e olyan N-glikan struktira parok, amelyek kozott korrelacid van az Appendicitis-
mintacsoportra jellemzden. Ehhez Spearman-féle rangkorrelacios tesztet hasznaltam, a Past 4.0
szoftverben, amit heatmap diagramon &brazoltam (9. abra). A kilenc azonositott glikdn
struktarat allitotta a szoftver parba, igy kapva meg az adatmatrixot, amiben 36 kiilonbdzd
variaciora kerestem a korrelaciot. A 9.abran lathatd heatmap diagramon a korrelacio erdsségét
a szinnel kitoltott karikdk mérete jelzi, mig a negativ korrelaciot a kék szin, a pozitiv korrelaciot
pedig piros szinnel jelolte a szoftver. 25 esetben figyelheté meg 0-t6l eltérd korrelacid, ezek
kozott 7 esetben mar erésnek mondhato korrelaciot figyeltem meg két glikan struktura kozott.

Megéllapithatd, hogy erdsen negativ korreldcido van az alabbi N-glikan struktarak kozott,
ami azt jelenti, ha az egyik struktura szintje emelkedik, akkor a masiké csokken a szérum IgG-
n a vakbélgyulladas hatasara:

- FA2-FA2QG2,
- FA2-FA2BG2
-  FA2-FA2G2SI.

Er6s pozitiv korrelacio figyelheté meg az alabbi N-glikdn parok kozott, ami azt jelenti, hogy
a két glikan struktura egyiitt mozognak, vagyis ha az egyik struktara szintje emelkedik, akkor
a masik is novekedik vakbélgyulladés hatasasra a szérum IgG-n:

-  FA2G2-FA2BG2,

- FA2G2-FA2G2S1,

- FA2BG2-FA2G2Sl1,
- A2G2S1-A2G282.
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9. dbra: Heatmap analizis N-glikan struktirak kozott korrelacios 6sszehasonlitasra beteg

csoporton beliil

7.4.3. PCA analizis

A 10.4bran grafikusan abrazolt PCA analizisen két klaszter 1athat6. Piros halmazban az
Appendicitis, mig z6ld szinii halmazban a kontroll csoport minta tagjai. Az dbran jol lathatéan
nincsennek jol elkiiloniild klaszterek, és nagyrészt atfedésben vannak, de jelen vannak olyan
glikan struktardk (mint vektorok) amik nagy mértékben hozzajarulnak az elvalashoz. Az
Appendicitis csoport elvalasdhoz jarul hozzd az FA2 glikdn, ami alatdmasztja a heatmap
analizis eredményeit, ahol az FA2 8 masik glikan struktaraval volt valamilyen korrelacioban
(9. abra). A kontroll csoport elvaldsdhoz teljes mértékben jarul hozzd a FA2(3)Gl. Ez
alatamasztja az elvégzett Mann-Whitney-tesztet, ahol szignifikans kiilonbség volt Appendicitis
és kontroll k6zott (8. dbra, B). AFA2G2S1 szintén egy jelentds vektornak szamit, viszont irdnya

a két csoport metszetére iranyul.
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10. abra: Fékomponensanalizis (PCA) grafikus dbrazolasa

A PCA teszt eredményei 0sszhangban allnak a szakirodalomban leirtakkal, miszerint a
glikan strukturdk gyakran multifunkcionélis biomarkerekként szolgalnak, és a csoportok
elkiilonitésében vald szerepiik jelentdsen javithatja a biomarker-elemzések megbizhatosagat
[36]. Az &bran tapasztalhato atfedés azonban ravilagit arra, hogy a PCA elsOsorban az adatok

redukcidjaban hasznos, de nem mindig biztosit teljes diszkriminaciot a csoportok kozott.
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8. Osszefoglalas

A munkam soran 40 Appendicitisben szenvedd €s 38 kontroll személy IgG N-glikozilacios
mintazatat vizsgaltam. El6tesztet végeztem arra vonatkozoélag, hogy van-e kiilonbség N-
Ennek elsddleges célja a glikan mintaeldkészités €s UPLC mérési modszereknek a megismerése
volt, tovabba megismertem a MNP glikdan megkotési hatékonysagat. Ez a teszt azért is volt
fontos hogy a klinikai szérum mintak elokészitését mar kisebb tapasztalattal tudjak kivitelezni.
Az IgG-k szérum mintabdl torténd izolalasara Protein G oszlopot hasznaltam, amelyen el6szor
elétesztet végeztem mely sordn a gyartoi utasitas szerint 0,1 M Glicin-HCl-el elualtam, majd 1
M TRIS (pH8,5) pufferrel semlegesitettem az izolalt IgG mintakat. Az elvélasztas
eredményességét SDS-PAGE-el igazoltam. Az izolaldst kovetéen, Bradford-reagens
jelenlétében megmértem a mintdk abszorbanciajat mikrolemez olvaséval, majd a kalibracios
sor alapjan meghatdroztam a koncentraciokat. Ezt kdvette a N-glikanok fehérjelancrol torténd
lehasitasat végeztem PNGaseF enzim segitségével. Ezutan végeztem el a Procainamid-HCl-el
torténd fluoreszcens jelolést, amely a FLR-el valo detektalashoz sziikséges. A MNP-vel torténd
tisztitds soran a mar jelolt glikanokat tisztitottam meg az esetleges enzim, és puffer so
szennyezddésektdl, amely sziikséges ahhoz hogy pontos és hatékony eredményeket kapjunk az
elvalasztas sordn, amelyet Waters I-class ultranagy-hatékonysagi folyadékkromatografiai
berendezéssel (UPLC) kertiltek elvalasztasra és fluoreszcens modon detektalasra, illetve Waters
Xevo-G2-XS QToF tomegspektrométerrel azonositdsra. Ennek sordn kilenc kiilonb6zé N-
glikan struktura kromatogramjat és m/z ardnyat azonositottam. A kromatogramok Unifi
szoftverrel torténd integralasa soran kapott teriilet % adatokat kiilonboz6 statisztikai tesztek ala
vontam, amelyek soran a két csoport glikozilacidos mintazatai kozotti kiilonbséget kerestem.
Kétmintds Mann-Whitney U-proba soran 95%-os szignifikancia szint mellett hat glikan
struktira mutatott szignifikdns eltérést az Appendicitis és kontroll csoport kozott. Ezek voltak
a FA2, FA2(3)G1, FA2(6)G1, FA2B(3)G1, FA2G2, és FA2BG2 glikan struktarak. A kapott
eredmények alapjan elmondhat6, hogy az Appendicitis-ben szenved6knél a mag fukozilalt,
neutralis FA2 struktura szintje emelkedik. A betegség hatasara csokkentek a mag fukozilalt,
kétantennas, egyszeresen ¢és kétszeresen galaktozilalt (FA2(6)G1; FA2(3)G1), FA2G2), illetve
ezek biszektilaciot is tartalmazo FA2B(3)G1; FA2BG2) glikan strukturdk szintje. A Heatmap
analizis soran a meghatarozott glikan struktiradk kozotti fellépd pozitiv és negativ korrelacio
kerestem. Eredményként 6 valtozéparhoz tartozo erds korrelaciot figyeltem meg. Ez alapjan

elmondhat6, hogy erds pozitiv korrelacié van a FA2G2-FA2BG2, FA2G2-FA2GS1, FA2BG2-
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FA2GS1, ¢és a A2G2S1-A2G2S2 glikén struktardk kozott. Emellett negativ korrelacid
figyelheté meg a FA2-FA2G2, ¢és FA2 FA2BG2 struktiurdk kozott. Fokomponens analizist
(PCA) végezve megallapitottam, hogy a betegség elvalasahoz az FA2, mig a kontroll
csoport¢hoz az FA2(3)G1 glikdn struktira jarul hozzd. Az eredmények ismeretében
megallapithatd, hogy az IgG glikozilacidos mintazatanak valtozasa szignifikans kiilonbséget
mutat beteg ¢és kontroll csoport elvalasztdsdhoz, amely a jovoben segithet az Appendicitis

prognosztizaladsaban, és a diagnozis pontos felallitasaban.
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11. Mellékletek

1. szamu melléklet: Appendicitis (A) és Kontroll (C) mintdk koncentraciéi Bradford-reagens

hasznalataval
Koncentracio [pg/ul] Koncentracio [pg/ul]
Minta 1 2 3 Atlag | Minta 1 2 3 Atlag

Al 4,90 4,85 4,65 4,80 Cl 5,69 5,71 5,53 5,64

A2 4,82 4,72 4,56 4,70 C2 6,25 5,99 5,40 5,75

A3 5,17 5,06 4,96 5,06 C3 5,69 6,10 5,86 5,88

Ad 5,58 5,46 5,26 5,44 C4 5,42 5,54 5,35 5,44

A5 5,95 5,79 5,65 5,80 C5 5,63 5,31 5,14 5,36

A6 5,93 5,43 5,22 5,40 C6 6,00 5,51 5,33 5,61

A7 5,99 5,87 5,67 5,85 C7 5,93 5,98 5,74 5,89

A8 5,78 5,65 5,44 5,62 C8 5,91 5,67 5,47 5,68

A9 6,02 5,89 5,73 5,88 C9 5,70 5,78 5,60 5,69

A10 5,96 5,80 5,64 5,80 C10 5,68 5,45 5,27 5,47

All 5,67 5,56 5,37 5,53 Cl1 6,02 5,73 5,52 5,76

Al3 5,31 5,22 5,03 5,19 Ci12 5,82 5,87 5,67 5,79

Al4 5,61 5,49 5,29 5,46 C13 5,58 5,70 5,53 5,60

Al15 5,59 5,50 5,31 5,47 Cl4 5,82 5,48 5,28 5,52

Al6 5,30 5,20 5,00 5,17 C15 5,76 5,69 5,49 5,65

Al7 5,38 5,29 5,07 5,25 C16 5,62 5,52 5,35 5,50

Al8 5,13 5,01 4,85 5,00 C17 5,63 5,49 5,30 5,47

Al19 5,63 5,49 5,33 5,48 C18 5,46 5,33 5,17 5,32

A20 5,99 5,87 5,65 5,84 C19 5,78 5,66 5,46 5,64

A21 5,45 5,33 5,13 5,30 C20 5,21 5,10 4,93 5,08

A22 5,28 5,15 4,97 5,13 C21 5,33 5,23 5,07 5,21

A23 5,06 4,96 4,79 4,94 C22 5,20 5,06 4,88 5,05

A24 5,71 5,56 5,37 5,54 C23 5,33 5,16 4,97 5,15

A25 5,37 521 5,03 5,20 C24 5,36 5,25 5,08 5,23

A26 5,65 5,55 5,35 5,52 C25 5,63 5,95 5,36 5,52

A27 5,65 5,50 5,31 5,49 C26 5,38 5,29 5,12 5,26

A28 5,97 5,81 5,60 5,79 C27 5,69 5,62 5,39 5,57

A29 5,84 5,71 5,49 5,68 C28 4,69 4,61 4,46 4,59

A3l 5,92 6,04 5,83 5,93 C29 5,30 5,20 5,00 5,17

A32 5,90 5,87 5,67 5,81 C30 5,18 5,07 4,91 5,05

A33 5,44 5,74 5,54 5,57 C31 5,32 5,20 5,04 5,19

A34 6,07 5,27 5,06 5,47 C32 6,22 6,07 5,88 6,06

A35 6,36 5,94 5,73 6,01 C33 5,90 5,78 5,60 5,76

A36 5,86 6,23 6,03 6,04 C34 5,86 5,76 5,54 5,72

A37 6,06 5,72 5,51 5,76 C35 6,20 6,05 5,85 6,03

A38 5,76 6,00 5,75 5,84 C36 5,81 5,71 5,50 5,67
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A39 5,90 5,56 5,40 5,62 C37 6,06 5,92 5,71 5,90

A40 5,99 5,79 5,62 5,67 C38 5,57 5,46 5,31 5,45

A43 6,01 5,37 5,20 5,93

Ad4 5,91 5,93 5,76 5,87

2. szamu melléklet: Appendicitis (A) és Kontroll (C) csoport mintainak abszorbancia értékei

Abszorbancia [-] Abszorbancia [-]

Minta 1. 2. 3 Atlag | Minta 1. 2. 3 Atlag

Al 1,034 | 1,025 | 1,028 1,029 C1 1,194 | 1,223 | 1,228 | 1,215

A2 1,005 | 1,008 | 1,008 1,007 C2 1,316 | 1,196 | 1,199 | 1,237

A3 1,08 | 1,082 1,1 1,087 C3 1,194 | 1,308 | 1,305 | 1,269

A4 1,169 | 1,171 | 1,168 1,169 C4 1,136 | 1,186 | 1,188 | 1,170

A5 1,241 | 1,251 | 1,256 1,249 C5 1,181 | 1,136 | 1,141 | 1,153

A6 1,162 | 1,161 | 1,159 1,161 C6 1,262 1,18 1,183 | 1,208

A7 1,259 | 1,26 1,261 1,260 C7 1,247 | 1,282 | 1,278 | 1,269

A8 1,209 | 1,214 | 1,208 1,210 C8 1,242 | 1,214 | 1,216 | 1,224

A9 1,262 | 1,266 | 1,274 1,267 C9 1,197 | 1,238 | 1,245 | 1,227

A10 1,242 | 1,252 | 1,253 1,249 C10 1,192 | 1,166 1,17 1,176

All 1,189 | 1,191 | 1,192 1,191 Cl1 1,265 | 1,227 | 1,227 | 1,240

Al3 1,116 | 1,114 | 1,114 1,115 C12 1,223 | 1,259 | 1,261 | 1,248

Al4 1,174 | 1,178 | 1,174 1,175 C13 1,172 1,22 1,228 | 1,207

Al5 1,177 | 1,174 | 1,178 1,176 C14 1,222 | 1,172 | 1,171 | 1,188

Al6 L,11 | 1,112 | 1,109 1,110 C15 1,211 | 1,219 1,22 1,217

Al7 1,13 | 1,129 | 1,124 1,128 C16 1,18 1,181 | 1,189 | 1,183

Al8 1,07 | 1,075 | 1,073 1,073 C17 1,183 | 1,174 | 1,177 | 1,178

A19 1,175 | 1,181 | 1,183 1,180 C18 1,145 | 1,139 | 1,146 | 1,143

A20 1,258 | 1,259 | 1,257 1,258 C19 1,215 | 1,213 | 1,214 | 1,214

A2l 1,139 | 1,143 | 1,139 1,140 C20 1,092 1,09 1,092 | 1,091

A22 1,099 | 1,107 1,102 1,103 c21 1,117 1,117 1,125 | 1,120

A23 1,059 | 1,06 1,061 1,060 C22 1,09 1,081 1,082 | 1,084

A24 1,189 | 1,199 | 1,192 1,193 C23 1,118 | 1,102 | 1,102 | 1,107

A25 1,114 | 1,125 | 1,114 1,118 C24 1,124 | 1,123 | 1,126 | 1,124

A26 1,188 | 1,187 | 1,187 1,187 C25 1,183 | 1,188 | 1,191 | 1,187

A27 1,176 | 1,187 1,18 1,181 C26 1,128 1,13 1,135 | 1,131

A28 1,245 | 1,255 | 1,244 1,248 C27 1,195 | 1,204 | 1,198 | 1,199

A29 1,222 | 1,227 | 1,221 1,223 C28 0,98 0,982 | 0,986 | 0,983

A3l 1,295 | 1,244 | 1,298 1,279 C29 1,111 1,11 1,109 | 1,110

A32 1,259 | 1,24 1,261 1,253 C30 1,085 | 1,083 | 1,087 | 1,085

A33 1,229 | 1,141 | 1,231 1,200 C31 1,115 | 1,111 1,117 | 1,114
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A34 1,126 | 1,277 | 1,123 1,175 | C32 1,309 | 1,303 | 1,309 | 1,307
A35 1,274 | 1,339 | 1,274 1,296 | C33 1,241 | 1,239 | 1,244 | 1,241
A36 1,337 | 1,231 | 1,342 1,303 | C34 1,231 | 1,234 | 1,232 | 1,232
A37 1,225 | 1,274 | 1,224 1,241 C35 1,304 | 1,297 | 1,301 | 1,301
A38 1,287 | 1,21 1,28 1,259 | C36 1,22 1,222 | 1,223 | 1,222
A39 1,19 | 1,24 1,199 1,210 | C37 1,274 | 1,27 | 1,269 | 1,271
A40 1,241 | 1,174 | 1,249 1,221 C38 1,168 | 1,169 1,18 | 1,172
A43 1,149 | 1,263 | 1,153 1,188
Ad4 1,272 | 1,243 | 1,281 1,265

3. szamu melléklet: Az egyes csucsokhoz kapott teriilet %-ok

O 1 o | | e |2 o | o [P

A2 25,63 5,19 | 25,18 | 12,21 572 | 21,16 | 491
A3 50,24 6,95 | 20,32 | 8,33 2,85 8,93 1,37 1
A4 41,35 6,21 19,96 | 8,41 3,02 11,5 2,13 6 1,42
A5 37,6 6,23 20,1 9,64 3,82 12,14 | 2,81 6,47 1,18
A6 38,9 6,44 | 20,02 | 8,37 4,47 11,33 | 2,82 5,75 1,89
A7 38,01 4,64 | 20,73 | 12,45 | 2,41 13,01 2,11 6,14 0,51
A8 34,63 4,78 | 23,28 | 9,96 3,13 14,47 | 2,31 6,36 1,08
A9 51,94 6,24 18,41 8,46 1,9 6,87 1,77 3,6 0,81
A10 | 20,69 433 | 22,44 | 10,89 | 4,17 | 21,72 | 3,49 10,64 1,64
All 45,93 6,56 16,99 | 10,09 | 2,82 9,71 2,4 4,44 1,05
Al13 | 3991 7,79 | 20,88 | 7,19 4,14 10,32 | 2,55 6,12 1,1
Al4 | 26,22 4,55 | 24,37 | 10,64 | 4,03 16,66 | 3,31 8,52 1,69
Al5 25 428 | 2294 | 10,37 | 4,21 17,75 | 3,77 10,52 1,16
Al16 | 50,98 7,95 23,9 8,06 2,8 5,57 0,74
Al17 | 55,05 5,48 18,6 9,15 2,17 6,04 1,23 2,02 0,26
Al18 | 48,56 8,92 19,65 | 7,42 3,92 7,76 1,13 2,2 0,44
A19 | 53,11 7,21 17,61 7,27 2,77 6,47 1,54 3,35 0,67
A20 | 4331 8,03 | 20,47 | 8,66 4,42 8,47 2,09 3,99 0,56
A21 54,41 9,46 16,62 | 6,16 2,45 6,61 1,27 2,67 0,36
A22 443 4,56 23,22 9,66 2,82 10,86 1,29 3,28
A23 | 61,27 9,92 14,89 | 6,69 2,35 3,39 0,55 0,93
A24 | 4227 6,02 | 24,01 8,97 3,96 10,05 1,58 2,9 0,24
A25 | 48,59 6,9 20,28 | 8,91 3,23 7,34 1,43 2,79 0,53
A26 | 36,16 4,62 | 21,65 | 8,05 2,63 15,09 2,3 8,24 1,26
A27 | 43,67 596 | 21,32 | 8,45 2,65 10,64 1,82 4,99 0,51
A28 | 32,41 6,08 | 22,63 | 9,52 3,98 14,33 | 2,75 7,49 0,8
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A29 34 5,32 | 23,65 9,23 4 12,18 | 2,95 7,44 1,22
A3l 22,1 3,6 24,64 10,2 4,08 19,62 3,38 10,83 1,55
A32 | 20,53 504 | 21,74 | 13,59 6,39 19,97 4,3 7,72 0,72
A33 36,8 7,12 | 23,01 | 10,72 5,56 10,67 | 2,35 3,15 0,61
A34 | 27,07 5,85 27,16 | 13,12 5,39 14,62 | 2,88 3,67 0,23
A35 32,03 6,53 25,19 | 9,73 4,69 13,91 2,36 5,09 0,47
A36 | 28,56 5,72 | 26,88 11,4 3,31 17,51 1,97 4,48 0,16
A37 | 32,04 7,88 25,09 | 12,24 5,11 12,82 1,95 2,72 0,15
A38 36,47 6,37 | 26,19 | 11,27 4,31 9,63 2,27 3,03 0,46
A39 | 29,96 5,74 | 28,28 9,77 3,93 15,68 1,78 4,55 0,32
A40 | 26,56 542 | 27,61 | 10,85 6 15,38 | 2,77 4,98 0,42
A43 34,69 5,11 23,57 | 10,56 3,5 12,53 2,61 6,33 1,12
A44 30,96 4,59 | 25,44 | 11,05 3,98 13,85 2,85 6,5 0,77
C1l 36,24 8,9 23,61 | 9,63 5,65 10,6 2,03 2,71 0,64
C2 32,78 5,96 24,97 10,6 5,36 12,61 | 2,53 4,46 0,72
C3 30,1 8,06 23,15 | 9,71 5,03 14,44 | 2,74 5,91 0,87
C4 34,29 9,14 | 26,35 | 9,82 5,45 10,2 1,99 2,41 0,35
C5 35,26 8,25 25,57 | 10,28 5,63 10,17 1,98 2,6 0,27
C6 35,28 6,26 21,92 | 13,67 3,21 11,84 | 2,47 4,68 0,67
C7 15,43 4,31 21,78 10,2 4,7 24,5 4,23 12,86 2
C8 33,77 6,38 23,01 | 13,68 | 4,49 11,84 2,6 3,82 0,38
C9 20,35 4,01 25,09 | 10,67 3,45 18,76 | 3,61 11,53 2,53
C10 22,7 6,64 6,64 11,8 7,54 15,66 | 2,56 3,4 0,19
C11 15,41 3,3 3,3 10,67 5,38 23,65 4,4 13,11 1,44
C12 28,9 5,98 5,98 11,77 5,21 12,69 3,7 6,88 0,84
C13 29,38 5,36 5,36 11,85 3,38 17,03 | 2,67 7,41 1,06
Cl4 | 36,43 6,05 11,05 | 10,53 | 4,38 9,83 1,98 3,19 0,55
C15 27,53 | 11,05 | 39,73 17,4 6,81 16,11 | 3,06 4,95 0,88
C16 23,04 29,36 | 12,88 7,02 19,56 | 3,64

C17 36,01 26,61 | 11,53 | 4,36 29,73 | 4,73

C18 29,63 27,21 | 10,29 6,61 16,92 | 2,97

C19 | 42,19 31 11,81 5,44 18,15 | 3,97

C20 21,49 33,99 5,74 16,09 1,98

C21 31,48 26,55 | 14,34 | 5,52 27,25 | 4,86

C22 25,81 7,25 24,3 9,97 5 13,89 | 2,29 4,28 0,44
C23 26,37 7,13 24,37 | 11,63 6,45 16,45 | 3,07 4 0,53
C24 18,68 5,3 22,31 | 6,96 394 | 22,11 | 3,09 15,93 1,68
C25 31,04 6,07 25,65 | 9,57 6,85 14,42 | 2,66 3,42 0,32
C26 19,33 4,08 23,18 11,7 5,29 17,38 | 5,14 11,69 2,21
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c27 38,23 6,83 24,97 | 10,41 3,71 11,24 1,8 2,65 0,16
C28 35,39 5,26 27,19 | 13,77 3,46 10,91 1,75 2,24 0,02
C29 28,19 5,42 26,1 10,38 | 4,66 18,14 | 2,34 4,76

C30 29,67 6,15 | 31,55 | 12,03 3,49 14,07 1,16 1,9

C31 32,69 594 | 26,09 | 1215 | 4,15 12,93 1,92 3,71 0,42
C32 22,47 3,45 27,12 | 10,68 3,5 18,96 | 2,98 9,66 1,17
C33 29,41 6,94 | 23,95 | 10,76 | 481 14,46 | 2,68 5,97 1,02
C34 | 3042 4,73 23,23 | 11,29 3,5 13,36 | 3,55 8,14 1,77
C35 22,43 5,08 22,4 10,87 | 4,37 21,6 3,49 9,68 0,09
C36 28,08 5,52 25,66 | 13,33 511 17,33 | 3,85 1,12
C37 31,7 4,76 23,9 15,36 | 4,87 16,04 | 3,33 0,05
C38 30,08 5,09 27,05 | 12,35 5,18 16,17 | 3,34 0,74

5. szami melléklet: Kiértékelt N-glikdn struktirak MS mérési paraméterei, és a felépitései

N-glikan struktara Struktura felépitése N-glikan struktara Struktura felépitése
FA2 FA2G2
[Retencios id§: ‘ . [Retencios id6: 4
O Jos= =
12,37 perc] g 16,19 perc] ~
[ Teoretikus m/z ‘ [Teoretikus m/z 4
arany: 841,87] arany: 1003,92]
FA2B
O FA2BG2
[Retencios ido: m. o
[Retencids 1do:]
13,33 perc] mm.

[Teoretikus m/z

arany: 943,39]

[Teoretikus m/z

arany: 1105,42]

FA2(3)Gl1
[Retencids 1d6:
14,49 perc]
[Teoretikus m/z

arany: 922,88]

FA2G2S1
[Retencids 1d6:
18,25 perc]
[Teoretikus m/z

arany: 1149,45]
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FA2(6)Gl1
[Retencios 1d6:
14,94 perc]

[ Teoretikus m/z

arany: 922,88

A2G28S2
[Retencios 1d6:
19,58 perc]
[Teoretikus m/z
arany: 1221,99]

* —*—I—I
N

FA2B(3)G1
[Retencids 1d6:]
[ Teoretikus m/z

arany:1024,43]

— F\H
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6. szamu melléklet: Az IgG izolalastol N-glikanok kiértékelésig tartd folyamatok illusztracidja

BioRender szoftverrel készitve (https://BioRender.com)
100 pl szérum 1. IgG izolalasa szérum 2. Glicin-HCl-ben lévé minta
+ 300 ul PBS mintibol R puffer cseréje 1x PBS-re

= 3x (1000 g 30 mp)
l | 1.Mosis: PBS
' 1L Elualds: Glicin-HCI
I11. Semlegesités: TRIS-HCI
L. 200 pl 1x PBS, 12000 g, 15 perc
1L 200 ul 1x PBS, 12000 g, 35 perc

v

3. Enzimatikus
glikan felszabaditas

D 9 ul IgG + 1 ul 10x AN )
S denaturalé puffer BT | (&

|

+7 ul dHO + 2 pl 10x
=
[l

65 °C, 15 perc i i
l Lk glikopuffer + 1ul PNGaseF -ﬁ:!\\( 37°C. 166
L i , 16 éra

| [ ‘ E

- V7

E = j | 65°C, 3,5 ora f
d h.’ |

5. Tisztitas NiFe,O,-NH; MNP-vel

5 =
A

+ NiFe;0,-NH. )

e

N _—
i -'.U

W

[+
i

1. Megkotodés: + 170 pl 95% ACN

I1. Mosis: + 200 pl 95% ACN
II1. Eludlas: + 100 pl 50 mM NH;-formit

6. UPLC-MS analizis

7. Unifi kromatogram kiértckelés

sztikai tesztek

p=0.05
*
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