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Absztrakt
A kromatografias mddszerek széleskorl elterjedésével, egyre kdnnyebbé

valt a betegségek azonositdasa és ezzel egyitt a megel6zése is. A
rheumatoid arthritisben szenvedd emberek vizelet, vagy vérmintait mar az
1950-es évektll vizsgaljak a kutatdk kulonféle dsszefiiggéseket keresve,
melyekkel sikeresen azonosithatéva valnak a kilonféle betegségek.[1]
Ebben a mérésben rheumatoid arthritisben szenved6 betegek szérum
mintadit, valamint egészséges emberek (kontroll) mintait is vizsgaltunk,
hogy Osszefliggéseket kereshessiink a mérés utan lathatova valt
cukormintakban. A cukormintdk elemzésével és az 0Osszefliggések
vizsgalataval ugyanis azonosithatéva valik a rheumatoid arthritis betegség.
A betegségek ily médon térténd megismerése értékes adatokkal tudja

tamogatni a tovabbi kutatasokat.

Minden betegségnek mas a cukormintdja, igy, ha mar egy mintat
megismertliink az megkoénnyiti a késObbi betegek azonositasat.[2] Ez
megkonnyiti és gyorsabba is teszi a betegek, vagy a potencialis betegek
beazonositasat. Bizonyos betegségek esetén a beteg sokadig tlinetmentes
lehet, azonban a vérben mar ekkor is megtaldlhatd a betegségre jellemzo
cukormintazat. A rheumatoid arthritis esetében a vérben mar a betegség
tineteinek megjelenése elGtti években is jelen lehet az autoantitest, példaul
az RF (rheumatoid faktor), vagy az anti-CCP (anticiklus citrullindlt peptid
antitest).[3]

Bevezetés

A WHO adatai szerint 2019-ben koérilbelil 18 milli6 ember szenvedett
vilagszerte rheumatoid arthritis betegségben, és az érintett emberek kozul
kortlbelil 70%-a volt n6.[4] A rheumatoid arthritis megbetegedések
eloforduldsa altaldaban az iparosodott orszagokban magasabb. Ezeken a
terileteken féként a kdrnyezeti tényezdk azok, melyek gyakoribba teszik a

rheumatoid arthritis megjelenését.



Sajnos napjainkban a reuma specifikus kimutatasokra egyelOre nincs
kidolgozva megfelel6 diagnosztikai modszer, igy egyre nagyobb és nagyobb
teret kaphatnak a biomarker kutatasok. A biomarkerek ugyanis specifikus
szervezetben megtalalhaté molekula, mely egy adott betegség hatasara
specifikusan megvaltozik. Ilyen valtozas példaul a fehérjék glikozilacids

mintazatanak valtozasa.[5]

1. Irodalmi hattér

1.1 Proteomika

A proteomika atfogdéan tanulmanyozza a fehérjék szerkezetét, vagy
funkcioit. De a fehérjék szélesebb kor(i vizsgalataval szamos bioldgiai
folyamatot is megismerhetlink, legyen az fehérjék kozotti kommunikacid,
vagy enzimm(koédés. Ez az ismeret hasznos a biomarker azonositas

tertiletén, vagy a fehérjemoddosulasok vizsgalatakor is.

A proteomikai vizsgalatokhoz gyakran hasznalt eszkdz a
tomegspektroszkép, mely azonositani képes a fehérjéket, illetve azok
mennyiségét is elemzi, illetve a két-dimenzids gélelektroforézis, mely

segitségével elvalaszthatbak a fehérjék a vizsgalt mintaban.

1.2 Proteinek
A proteinek, mas néven fehérjék, az él6 szervezetek alapvet6 épitbkovei,

melyek aminosavakbdl felépll6 makromolekuldk és nélkilézhetetlenek az
élethez. Szamos alakban kllonféle folyamatban vesznek részt. Példaul
enzimekként gyorsitjak a kémiai reakcidkat, hormonként szabalyozzak a
sejtmlkodést, szerkezeti elemeket alkotnak (példaul: kollagén), és

antitestek formajaban védelmet nyudjtanak.



1.2.1 Fehérjék csoportositasa
A fehérjék csoportositdsa szamos szempont szerint lehetséges, mivel

tobbféle alakban és tipusban lehetnek. Csoportositdsuk torténhet az

alabbiak szerint:

e Funkcio

O

Enzimek: katalizdljak a kémiai reakcidokat (példaul a nyalban
talalhatdé amildz enzim)

Strukturalis fehérjék: a sejtek és szbvetek szerkezetét adjak
(példaul kollagén)

Szallité fehérjék: molekulakat szallitanak (példaul oxigént
szallitd hemoglobin)

Jelatvivo fehérjék: hormonok és receptorok (példaul inzulin)
Védekezo fehérjék: Az immunrendszer részei (példaul:

antitestek)

e Szerkezet

o

o

Fibrillaris fehérjék: hosszl, szalas, mechanikai ellenallast
biztositd szerkezet (példaul. kollagén)

Globularis fehérjék: gomb alak (példaul albumin)

¢ Kémiai O0sszetétel

o Egyszerl fehérjék: csak aminosavak épitik fel

o Osszetett fehérjék: nem csak fehérje részeket, hanem

prosztetikus csoportokat is tartalmaznak (példaul

glikoproteinek)

e Oldhatosag

o Vizben oldodo fehérjék: plazmafehérjék (példaul albumin)

o Vizben nem oldodoé fehérjék: sejtvazfehériék (példaul

keratin)



e Forras
o Allati fehérjék (példaul kollagén, albumin)
o NoOvényi fehérjék (példaul gliadin, legumin)

o Mikrobialis fehérjék (példaul toxinok)

1.2.2 A fehérjék felépitése
Az aminosavak a fehérjék épitokovei, és 20 alapvetd aminosav létezik,

amelyek kilénb6z6 oldalldncokkal rendelkeznek. Az aminosavakat az
oldalldncuk tipusa és tulajdonsaga hatarozza meg. Példaul lehetnek
hidroféb (viztaszitd) vagy hidrofil (vizoldékony) oldallancok, savas vagy

bazikus oldallancok, aromas csoportok stb.

1.2.3 A fehérjék szerkezetének tulajdonsagai

A fehérjék szerkezete négy szintbdl all: els6dleges (aminosav-sorrend),
masodlagos (a-hélix vagy B-lemez), harmadlagos (3D szerkezet), és
negyedleges (tobb alegység kapcsolédasa). A szerkezetiik meghatarozza
funkcidéjukat, igy mar kisebb szerkezeti valtozasok is jelent6s hatassal

lehetnek a mlUkddésukre.

1.2.3.1 Elsodleges szerkezet

Amino Acids

1. abra Fehérjék elsbdleges szerkezete[6]

A fehérjéket felépit6 aminosavak sorrendje hatdrozza meg a felépitett
fehérjék els6dleges szerkezetét. Az els6dleges szerkezet meghatarozza a

fehérje haromdimenzids alakjat és funkcionalitdsat, a fehérje kémiai
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tulajdonsagait, illetve, hogy milyen masodlagos és harmadlagos
szerkezeteket vehet fel a fehérje. Aminosavak egymas utani sorrendje és
azok kozotti peptidkotések lehetové teszik a fehérje egyediilallé vonasainak
kialakuldsat. Az elsddleges szerkezet kddolja az informaciot a fehérje
szintéziséhez, mivel a DNS-ben talalhatd gének aminosavainak sorrendjét

hatarozzak meg.

1.2.3.2 Masodlagos szerkezet

Pleated Sheet ii Alpha Helix §

2. abra Fehérjék masodlagos szerkezete[6]

A masodlagos szerkezetek, példaul a hélixek és béta-hajlitdk, az
aminosavak kozotti hidrogénkotések révén alakulnak ki. A masodlagos
strukturak kozé tartoznak a B-hajlitok és a a-hélixek. A B-hajlitokat
peptidekdtések szakitjdk meg és az aminosavak melléklancainak
orientacidja hozza létre a hajlitasokat. Az a-hélixek egy spiral alaku
szerkezetet alkotnak, amelyet a peptidek kozotti hidrogénkotések tartanak

Ossze.



1.2.3.3 Harmadlagos szerkezet

3. abra Fehérjék harmadlagos szerkezete[6]

A fehérjék harmadlagos szerkezetei az el6z6 szerkezetek tovabbi
rendez8désébdl alakulnak ki. A hidrogénkotések, a diszulfid hidak és az
elektrosztatikus kolcsdnhatasok aminosavak kozott hoznak létre olyan
hajtogatasokat, amelyek meghatarozzak a fehérje 3D alakjat és
stabilitdsat. Az a-hélixek és B-hajlitok egyeslilhetnek és 0Osszetett,

globularis formakat hozhatnak létre.

1.2.3.4 Negyedlegess szerkezet

A fehérjék negyedleges szerkezete tobb egyltt m(ikods, kialonalld
polipeptidlancbdl épil fel és kapcsolddhatnak hidrogénkotéssel, ionos
kotéssel, vagy Van der Waals-er6kkel. Az oxigén szallitasaért felelOs
hemoglobin is ilyen fehérje. Két alfa és két béta lanc segitségével tudja

feladatat ellatni.

4. abra Fehérjék negyedleges szerkezete[6]



1.2.4. Fehérjeszintézis
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5. abra A fehérjeszintézis folyamata[7]

A fehérjeszintézis soran allitjak el6 a sejtek a kilonféle fehérjéket a DNS-
ben talalhatd genetikai informacié alapjan. Ennek a folyamatnak két f6

szakasza a transzkripcio és transzlacio.

1.2.4.1 Transzkripcio
Transzkripcid vagy atiras alatt a sejtmagban a DNS-b6l szarmazd informacio

atirasa zajlik egy messenger RNS (mRNS) molekulara. Lépései az alabbiak:

1. A DNS kett6s spiral kinyilik, és az egyik szala lesz a minta a
masolashoz

2. Az RNS-polimerdz enzim leolvassa a DNS szekvenciat, és mRNS
molekulat hoz létre, mely utasitasokat tartalmaz a fehérje
el6allitasahoz

1.2.4.2 Transzlacio
Transzlacié vagy forditds alatt a riboszomak létrehozzak a fehérjét a

citoplazmaban.

1. Az mRNS kilép a sejtmagbdl, majd riboszémahoz kapcsolodik



2. A transzfer RNS (tRNS) molekuldak hozzdk az aminosavakat a
riboszomahoz. (Minden tRNS egy-egy specifikus aminosavat szallit,
amely megfelel az mRNS-en lév0 utasitasnak, a kodonnak, mely egy
harom nukleotid bazisbol allé kod.)

3. Ariboszoéma leolvassa az mRNS kodonjait, és hozzailleszti a megfelel6
aminosavat

4. Az aminosavak 0Osszekapcsoldodnak, és kialakul a polipeptidlanc,
amely végil a fehérje lesz

5. Az mRNS leolvasasa befejezddik, a polipeptidlanc levalik, és felveszi

harmadlagos szerkezetét, igy megalkotva a funkcionalis fehérjét
1.3 Oligoszacharidok és szerepiik a szervezetben

Az oligoszacharidok a sejtek felszinén talalhatéak. Glikoproteinekhez vagy
glikolipidekhez kapcsolddé 3-10 monoszacharid egységbdl allé rovid
szénhidratlancok, amelyek kulcsfontossagu szerepet jatszanak a szervezet
kilonféle bioldgiai folyamataiban. Az oligoszacharidok egyik legfontosabb
szerepe az, hogy elBsegitik a sejtek kodzotti kommunikaciét. Lehetdvé
teszik, hogy a sejtek felismerjék egymast, valamint hozzdjarulnak a
sejtfelszini receptorokon keresztil kozvetitett jelek tovabbitdsahoz is.
Ennek kiilondsen nagy jelentdsége van az immunvalaszokban és a sejtek
kozotti kolcsonhatasokban, példaul a fert6zések felismerésében és a
gyulladasos valasz szabalyozasaban. A sejtfelszini glikokonjugatumok,
amelyek oligoszacharidokat tartalmaznak, felismerhetik a kdrokozdkat és
fertdzések esetén aktivalhatjadk az immunsejteket. Emellett bizonyos
betegségek, példaul a rdk, kialakuldsaban is szerepet jatszanak, mivel a
sejtfelszini oligoszacharidok megvaltozott szerkezete befolyasolhatja a
sejtek novekedését és differencialédasat. Fontos szerepliik van tovabba a
mely soran a sejtek egymashoz, vagy az extracellularis matrixhoz

kapcsolédnak.[8]
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6. abra Emberi tej oligoszacharid ésszetétele[9]

A sejtfelszini oligoszacharidok szerkezetileg nagyban eltérhetnek
egymastol. Ez a szerkezeti valtozatossag lehetévé teszi szamukra, hogy
specifikus interakcidkat alakitsanak ki kilénboz6 fehérjékkel, virusokkal,
baktériumokkal, és mas sejtek felszinén talalhatd molekuldkkal. A
szerkezeti eltérések a monoszacharid egységek 0Osszekapcsolddasi

madjainak, valamint az ezekbdl kialakult szereteoizomerekbdl ered.

1.3.1 Természetes és szintetikus oligoszacharidok

Az oligoszacharidok természetes és szintetikus formajukban is fontosak a
kutatds szamara. A természetes oligoszacharidok-mivel kozvetlenl
bioldgiai rendszerekben taldlhatéak meg- idedlisak a valds kdrnyezetben
torténd vizsgalatokhoz, hiszen igy azok szerkezete és funkcidja teljes
egészében érvényesilni tud. Ilyen példaul a HMOs, azaz a human tej
oligoszacharidja, mely az anyatejben talalhatd meg és az immunrendszer

tdmogatasaban vesz részt.
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A szintetikusan el6allitott oligoszacharidok lehetévé teszik, a pontos

kisérleti modellek létrehozasat, kontrollalt korlilmények kozott zajld



kisérletekhez, példaul vakcindk fejlesztéséhez, melyben az adott

glikozilaciés mintazat immunvalaszt valthat ki.

1.4 Glikokonjugatumok

A glikokonjugatumok szénhidratokat tartalmazdé biomolekuldk, melyek
masik, nem cukor alapu molekuldahoz kapcsolédnak. Tipusai attél fliggnek,
hogy milyen molekuldval kapcsolddnak a szénhidrat részek. Fajtai kozé
sorolhaté a peptidoglikan, glikolipid, glikozid a lipopoliszacharid, valamint a

glikoprotein.

Egyik tipusa a poliszacharid lancokbdl allé, peptidkdtéssel kapcsolddo

peptidoglikan, mely a baktériumok sejtfalanak egy 0sszetevdéje.

e glikolipid: lipidhez, azaz zsirhoz kapcsolddnak

e glikozid: a cukormolekula masik vegyilettel kapcsolddik glikozidok
kotéssel

e lipopoliszacharid: lipid és poliszacharid részbdl allé molekulak

e glikoprotein: fehérjékhez kapcsolddd szénhidratlancok
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1.5 Glikoproteinek és szintetizaléodasuk

A glikoproteinek olyan fehérjék, melyekhez szénhidrat lancok, példaul
oligoszacharidok koétédnek kovalensen. A glikoproteinek részt vesznek a
sejtadhézioban, azaz a sejtek egymashoz tapadasaban, mely
nélkllozhetetlen a szdvetek kialakulasahoz és integritasahoz. A sejtfelszini
glikoproteinek pedig az immunrendszernek segitenek az idegen kérokozok
felismerésében. Szintézisik a sejten belll tobb |épésben zajlik, és a
fehérjeszintézis folyamataval szorosan 0sszefiigg. A szintézis f6 helyszinei
az endoplazmatikus retikulum (ER) és a Golgi-apparatus. A folyamat két f6

része az N-glikozilacié, valamint az O-glikozilacio.

1.5.1 N-glikozilacio

Az N-glikozilaci6 egy enzimatikus folyamat, mely az endoplazmatikus
retikulumban veszi kezdetét. Itt egy tobb monoszacharid egységbdl allo
oligoszacharid kotédik a fehérje N-terminalisan taldlhaté aszparagin
aminosav oldalldncahoz. Ezt a kapcsolddast a dolikol lipid segiti el6 oly
maodon, hogy az oligoszacharidok el6szor ehhez kapcsolédnak, majd a
dolikol foszfat segit atvinni az oligoszacharid lancot a fehérjére. Miutan a
fehérje elhagyja az endoplazmatikus retikulumot, a Golgi-apparatusban
folytatddik a szénhidrat-lancok modositasa, ahol a cukormolekulak tovabb

épullnek, vagy mddosulnak kiilonb6zd enzimek hatasara.

1.5.2 O-glikozilacio

Az O-glikozilacié az N-glikozilacidé utan torténik és foleg a sejtfelszini, vagy
szekretalt glikoproteinekre jellemz6. A folyamat a Golgi-apparatusban megy
végbe, ahol a fehérjék szerin, vagy treonin aminosavaihoz szénhidratlancok
kotédnek.
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1.4 Glikolipid szintézis
Glikolipid szintézis a fehérjeszintézissel az endoplazmatikus retikulumban,

a citoplazmaban kezdddik riboszomak segitségével. Ezutan a polipeptidlanc
az endoplazmatikus retikulum lumenében keril, ahol az N-glikozilacio els6
lépése torténik, melyben az oligoszacharid prekurzor az aszparaginhoz

kapcsolédik.

Ezek utdn az ER-bdl szarmazo fehérjék a Golgi-apparatusba kertlnek, ahol
tovabbi modositason mennek keresztiil a szénhidratok. A fehérjékhez Gjabb
cukormolekulak kapcsoldédnak, igy meghatarozzak a glikoprotein végleges
szerkezetét. Ekkor torténik az O-glikozilacié is. A Golgi-apparatusban
elkészUllt glikoproteinek a sejtmemranba kerilhetnek beépitésre, vagy a
kulvildgba szekretalddhatnak, ahol tovabbi bioldgiai folyamatokban

vehetnek részt.

1.5 Glikozilacio és poszttranszlaciéos modifikacio

Poszttranszlaciés  modifikacio (PTM), mely az endoplazmatikus
retikulumban és a Golgi készilékben megy végbe. A folyamat soran
glikanok, szénhidratok kotdodnek a fehérjékhez, vagy lipidekhez. A
glikozilacié attél fiiggben, hogy melyik aminosavhoz kapcsolddik a

cukormolekula, lehet N-, vagy O-ko6tésd.

A fehérjék transzlacidja utan torténd kémiai valtozasok, melyek a fehérjék
muUkodését, stabilitdasat finomitjak. Ilyen példaul a glikozilacié, de a
metilacié és a foszforildcid is egy poszttranszlaciés folyamat. Ennek a
folyamatnak koszonhetéen a fehérjék képesek funkciojuk ellatasara,
képesek reagalni a kdrnyezeti ingerekre is, igy nagy szereplik van az élo

szervezetek pl eukariotak szabalyozasaban.

A glikozilacid jelent6ségének kdnnyebb megértésére megvizsgalhatjuk az
ABO vércsoport rendszert. A vércsoportok kozotti killonbég a vorosvérsejtek
felszinén lévd glikoproteinek glikanjai miatt van, ugyanis a kllénb6zo

vércsoportok (A, B, AB és 0) eltér6 cukormolekuldkkal rendelkeznek.
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Példaul a felszini antigénekhez az A vércsoportban N-acetil-galaktézamin,
mig a B vércsoportban galaktdéz kapcsoldédik. Ennek a glikozilacids
mintazatnak koszonhetéen a szervezet immunvalasz nélkil tud szamara

megfeleld vért elfogadni.
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1.6 N-glikozilacio szerepei a gyulladasos és autoimmun
betegségekben

Az N-glikozilacié a bioldgiai folyamatokban betdltétt fontos szerepei révén
az immunvalaszok szabalyozasaban elengedhetetlen. Azonban ebben a
szabalyozasban olykor hibak alakulhatnak ki, melyek felelések az
autoimmun betegségek kialakulasaban. A glikozilacié eltérései ugyanis
befolydsolhatjak az antitestek szerkezetét és mikodését, ami

autoimmunitas kialakulasat eredményezi.[12]

1.6.1 Gyakori autoimmunbetegségek jellemzése
A gyulladasos betegségek kozil manapsag jol ismert a Crohn-betegség a

sclerosis multiplex, a lupus, célidkia, illetve a rheumatoid arthritis. A Crohn

betegség kialakulasat az N-glikozildcids mintdzat megvaltozasa
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befolydsolhatja a genetikai hajlam és a kornyezeti hatasok mellett. A
citokinek és a kemokinek tulm(ikédnek, igy alakul ki a bélfal kronikus

gyulladasat okoz6 emésztérendszeri betegséget.

A sclerosis multiplex egy olyan autoimmun betegség, melyben az
immunrendszer megtamadja a kozponti idegrendszer mielinhlvelyét, igy
idegi karosodast okoz. A lupus erythematosus egy az autoantitestek
mukodését érinté immunbetegség. Az autoantitestek a sajat szoveteik

ellen tamadnak, igy gyulladast, szévetkarosodast okoznak.

A colidkia, vagy lisztérzékenység soran a glutén autoimmunvalaszt valt ki

az érintett receptorok glikozilacids mintazatanak megvaltozasa miatt.

A rheumatoid arthritis autoimmunbetegség soran az immunrendszer az
izlleteket tamadja meg, igy okozva izileti karosodast. Az N-glikozilacié
hibai az antitestek és az immunglobulinok (példaul IgG) glikdanmintazataban
okozhat eltérést, igy befolyasolja azok funkcidit, mivel az IgG molekulak
csokkent fukozilacidéja fokozza az immunsejtekhez torténé kotédéset az Fc
receptorokon keresztlil, ez pedig er6s gyulladasos valaszban nyilvanul
meg.[13]

1.6.2 Rheumatoid Arthritis betegség tulajdonsagai

A rheumatoid arthritis egy kronikus autoimmun betegség, mely az
izUleteket tamadja meg, azonban szisztémas gyulladast is képes okozni, igy
a test mas részeit, példaul a bért, vagy az ereket is képes megtamadni. Az
autoimmun betegségek esetében a szervezet immunrendszere tévesen
tamad, és a sajat szovetei ellen fordul. Rheumatoid arthritis esetében az
izUletek belsO bélése, azaz a synoviumot tdmadja az immunrendszer, igy

duzzadast és izileti karosodast okozva.[14], [15]
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1.6.2.1 Erintettség és hajlam

A rheumatoid arthritis egy viszonylag gyakori autoimmun betegség, mely a
felnott lakossag korilbelll 1%-at érinti vilagszerte, tehat napjainkban is
tobb milli6 embernek kell egyitt élnie ezzel a betegséggel. A betegség a
noket és a férfiakat egyarant érintheti, azonban a rheumatoid arthritis
megbetegedés jéval gyakoribb a ndék esetében.[16] A ndk ugyanis
haromszor nagyobb valdszinliséggel érintettek, mint a férfiak. Ez
elsdsorban a hormonalis és genetikai tényezok kilénbsége miatt
lehetséges. Ugyanis a nok szervezetében az 0Osztrogén hormon joval
nagyobb mennyiségben van jelen, illetve az androgén-melynek
immunelnyomd  tulajdonsagai vannak- szintén hozzajarulhat az
immunrendszer tulzott mikoédéséhez, igy novelve a betegségre vald
szintén novelhetik a genetikai hajlamot a rheumatoid arthritisre. Ez a
genetikai hajlam oOrokithetd6, igy a betegségre vald fogékonysag
tovabbadhaté a kovetkez6 generacioknak. A megosztott epitép egy

specifikus aminosav-szekvencia, amely a HLA-DRB1 gén egyes alléljaiban
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képezi és befolyasolja, hogy a HLA-molekuldk milyen antigéneket ismernek

fel és mutatnak be az immunrendszernek.[15]

1.6.2.2 Kialakulas és a tiinetei
A korabban mar emlitett genetikai jellemz6k mellett a betegség kialakulasat

segithetik az egyéb kornyezeti tényezok, mint példaul a dohanyzas.

Az elsOdleges tlnetek az iziletekben jelentkeznek. A betegek izileti
fajdalmat és merevséget tapasztalnak el0szor a kisebb iziletekben, példaul
ujjak, csukld. Ezek a tinetek hosszabb inaktiv id0szakok utan fokozddnak,
és tobb o6raig is eltarthatnak. Tovabbi tlinetek még a duzzadtsag és a

melegség érzése, mely gyulladasra utal.

A betegség szisztémas jellege miatt az els6dleges tlineteket egyéb mas
tinetek is kisérhetik, példaul rossz kozérzet vagy faradtsag,
étvagytalansag. Illetve sulyosabb esetekben a betegség érintheti az ereket,
vagy a szivet is, igy egyéb szévédményeket, érrendszeri problémakat is
okozhat. Kiséré tlinetek lehetnek a bdr alatt jelentkezé kemény csomédszerl
lerakddasok is, illetve gyakori, hogy a betegség szimmetrikusan jelentkezik,

tehat mindkét testfélen azonos izlleteket tamad.

1.6.2.3 A betegség diagnosztizalasa

Ebben a szakdolgozatban a betegek vérébdl készilt szérum mintakbol
mutattuk ki a rheumatoid arthritis betegséget, azonban szadmos mas
diagnosztikai vizsgalat is eredményesen tudja detektdlni a betegség
jelenlétét, azonban fontos megjegyezni, hogy nincsenek minden esetben
jelenlévdé markerek vagy tlnetek, igy a diagnodzist tobb vizsgalat, klinikai
megfigyelés el6zi meg. A fizikai vizsgalat sordn az orvosok az izlletek
ellenOrzését végzi, duzzanatot és melegséget keres. A vér vizsgalataval a

gyulladasos markereket lehet kimutatni, ilyen a CRP (C-reaktiv protein) is,
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vagy az ESR (vorosvérsejt stllyedés), melyek gyulladast jeleznek a
szervezetben. Az antitestek vizsgalata soran a RF (reumatoid faktort)
keresik, illetve az anti CCP-t (anticiklus-citrullinat peptid, melyek gyakran
megtalalhatéak a rheumatoid arthritisben szenved6 betegek vérében, igy
ala tudjak tdmasztani a pozitiv diagnozist. Az iziletek réontgen, ultrahang,
vagy MRI vizsgalataval kimutathatoak az izlleti karosodasok, igy lehetbvé

teszik a diagnosztizalast.

1.7 Glikozilacidos mintazat megvaltozasa
autoimmunbetegségekben

Az autoimmun reakcidk fokozédasaban nagy szerepet jatszik a glikozilacids
mintazat megvaltozasa. Illetve a betegségek diagnosztizalasaban is nagy
szerepe van, hiszen biomarkerként szolgalhat. A Sclerosis Multiplex
betegség esetén a plazmafehérjék mellett az IgG antitestek N-glikozilacidja
is megvaltozik. Az immunvalaszt fokozza az IgG N-glikanok
galaktozilaciéjanak csdkkenése, valamint a fukozilacié megvaltozasa, mely
proinflammatorikus mintazatot eredményez. A Sclerosis Multiplexet
sulyosbithatjak a magas manndz tartalmu glikanok, melyek megtalalhatéak

a plazmafehérjékben.[15]

A Parkinson kor esetében az antitestek glikozilaciéja megvaltozik, foként a
fukozilacié és a szialilacid mintazta, melyek az agy immunvalaszainak

modulaldsaban, valamint a neurodegenerativ folyamatokban vesznek részt.

A rheumatoid arthritis betegségben a glikozilacids mintazat valtozasaban
megtalalhatdé az IgG antitestek galaktozilacios hibaja. Ez a
glikdnmintazatban |évl eltérés a galaktoziltranszferaz enzim hibajanak
készonhetd, mely a gyulladasos folyamatoknak fontos résztvevéje. Ez a
fajta elvaltozds nem csak a rheumatoid arthritisre jellemz6, hanem mas

reumatikus betegségeknél is fellelhetd.[17]
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1.8 A kromatografia bemutatasa

A kromatografia olyan elvadlasztastechnikai mddszer, amely alapvetéen a
minta komponenseinek allofazissal és mozgdfazissal valdo eltéro
kdlcsonhatasan alapszik. Az elvalasztas sordan a minta egy alléfazissal
érintkezik, amelyben a komponensek eltéré mdodon és ideig tartézkodnak a
mozgofazishoz viszonyitva. A kromatografids rendszerben a mozgofazis és
az alléfazis kozott kémiai potenciadlkilénbség all fenn, amely az
anyagatmenet hajtéerejét képezi. Ez a potencidlklilonbség biztositja, hogy

a komponensek egyik fazisbol a masikba atjussanak.

A kromatografia soran a minta minden egyes komponense mas-mas maddon
kolcsdnhat az allé- és mozgofazissal, attdl fliggben, hogy milyen a kémiai
affinitdsa ezekhez a fazisokhoz. Az allofazissal kialakitott kolcsonhatas
kialonféle komponensek esetén eltéré és bizonyos kompononsek emiatt
jobban vagy épp rosszabbul kétédnek az alléfazishoz, mas komponensek
pedig jobban, vagy épp rosszabbul kétédnek az &lléfazishoz. Igy a
komponensek az alléfazisban eltérd ideig tartézkodnak, és a rendszerbdl
kidlénb6z06 idopontokban tavoznak. Azt az idétartamot mely alatt egy adott
komponens athalad a kromatografids rendszeren és a detektorhoz érkezik
retencios idonek hivjuk. Egy tobb komponensbdl allé6 minta dsszetevéi azért
mutathatdk ki, mert a retenciés id6 minden komponensnél specifikus, és
figg az alléfazis és mozgofazis kozotti kolcsonhatastdl, illetve a fazisok

kémiai és fizikai tulajdonsagaitdl is.

1.8.1 Kromatografia tipusok
Attél flggben, hogy a mozgdfazis milyen halmazallapotban van,
megkllonboztethetlink gazkromatografiat, szuperkritikus fluid

kromatografiat, illetve folyadékkromatografiat.
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CSOPORTOSITAS | MOZGOFAZIS | ALLOFAZIS | ELVALASZTASI
TECHNIKA
GC-Gazkromatografia gaz 1: szilard 1: (GSC) gaz-
2: folyadék | szilard
(szilard kromatografia
fazison 2: (GLC) gaz-
megkotve) | folyadék
kromatografia
SFC-Szuperkritikus | szuperkritikus szilard (SFO)
fluid kromatografia fluidum szuperkritikus fluid
kromatografia
LC- folyadék 1: szilard 1: (LSC) folyadék-
Folyadékkromatografia 2: folyadék | szilard
(szilard kromatografia
fazison 2: (PC)
megkotve) | papirkromatografia
3: szilard (TLC) vékonyréteg
4: szilard kromatografia
5: folyadék | 3: (IC)
ionkromatografia
4: (SEC, GPC)

gélkromatografia
5: (LLC) folyadék-
folyadék
kromatografia

[18]
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9. abra Az Miskolci Egyetem UPLC gépe, melyet a kisérleteim soran
hasznaltam

1.8.2 Kromatografias modszerek csoportositasa
A mérés tipusa szerint lehet sik, vagy planaris eljaras, mint példaul a papir-

és vékonyréteg kromatografia, illetve oszlopkromatografias eljaras.

A hajtdéerd, mely a mozgofazis mozgasat hozza létre lehet: elektromos
feszlltség, kapillaris er6, vagy kényszeraramlasi mozgofazis dramoltatasa,
mely a nyomaskilonbség hatdsara jon létre. A kromatografidban az

elvalasztas torténhet frontalisan, kiszoritassal, illetve ellcios elvalasztassal.

1.8.3 A HPLC torténete, felhasznalasi teriiletei

A folyadékkromatografia fejlodésével és ezaltal a HPLC (High Performance
Liguid Chromatography) létrejottével lehetségessé valt olyan vegyulletek
komponensekre valo szétvalasztasara is, melyek példaul

szarmazékképzéssel sem alakithatdak at elég illékonnya és nem is eléggé
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illékonyak ahhoz, hogy gazkromatografokkal elemezhessiik azokat. A
nagyhatékonysagu folyadékkromatografia kifejlodése korilbellil az 1960-as
évektol vette kezdetét és napjainkban meglehetdsen széles tertleteken
alkalmazhatjuk. Legtobbszor az analitikai kémiaban hasznalhatjuk, mint
elengedhetetlen analitikai eszkéz. A droganalizisben, illetve a
gyogyszeranalitikai vizsgalatokban is igen nagy szerepe van, felhasznalhato
min0ségi-, illetve mennyiségi analizisre is, valamint bomlasi folyamatokat
is nyomon kovethetlink vele. Az élelmiszeriparban hasznat vehetjik
vegyszermaradvanyok  azonositasara is, vagy vitamintartalom

meghatdrozasara.[18]

1.8.4 A HPLC miikodése

A hagyomanyos HPLC-k altaldban 400 baron lizemelnek, a korszerlbbek
viszont mar 1200-1500 bar nyomasesés mellett is mikédnek. A HPLC
mukddési elve abbdl all, hogy a mintankat, azaz a mozgd fazist nagy
nyomassal kényszeritjik at a HPLC all6fazis részén. Az, hogy az elvalasztas
milyen mértékben lesz hatékony nagyban fligg a rendszer nyomasesésétal,

illetve az allo- és mozgdfazis minGségétol.

A HPLC moddszereket az all6- és mozgoéfazis anyagi mindsége szerint

csoportosithatjuk.

Kromatografias L Mozgodfazis
médszer Allofazis minosége minésége
Normal fazisu

kromatografia (NP- | polaris toltet apolaris
HPLC)

Forditott fazisu

kromatografia (RP- | apolaris toltet polaris
HPLC)
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Ionkromatografia (IC)
Ionpar kromatografia S o )
apolaris toltet polaris oldoszer +
(MPIC) "y N
. toltessel rendelkezo | ionparkepzo
Ioncseres )
o toltet puffer oldat
kromatografia (HPIC) _ o
o kationcserelo toltet puffer oldat
Ion kizarasos
kromatografia (HPICE)
Méretkizarasos nagy porusatmérdvel | viz ~ vagy szerves
kromatografia (SEC) rendelkezl toltet (gél) | oldészer
) sétartalmu oldat,
Hidrofob , . .
o i o , o elvalasztas soran
kélcsénhatason alapulo | hidrofob fellletu toltet ) . )
) csokkeno SO
kromatografia (HIC) o
koncentracio
Hidrofil kélcsénhatason
alapulé kromatografia | Hidrofil Forditott fazisu
(HILIC)
1.tablazat nagyhatékonysagu folyadékkromatografias maodszerek

csoportositasa allo-, és mozgoéfazis anyagi minéségei szerint[18]

Introduce standard solution
or real sample to the HPLC

To deliver the mobile

phase at constant flow (a)

column (c)

To remove
dissolved air from

To separate
contained in

each compound
the sample

==

. . | Injector [ | column |
- /l\ ,,‘ e

the mobile phase(b) Detector
' s ‘ F’ = Drain
Mobile L | M = < [ w
Phase Degassing = Sample Vial ColiiniiOuan
Unit Solvent . i
Delivery Pump A———j \ Workstation

To keep the tem

To store standard solution or constant (d)

sample solution

perature

analysis

Organic/aqueous solvents
are used depending on

from the column (e)

To detect the eluted compound(s)

The signal from the detector is processed
and the chromatogram is displayed (f)

1.8.5 HPLC szerkezeti egységei és azok feladatai
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1. Mozg6 fazis tartaly: Az eluensek, azaz mozgd fazisok tarolasara
szolgalnak az eluenstaroldk, melyek foként Uveg edények. Kilénb6zo
térfogatu folyadékok taroldasara szolgdlnak, organikus vagy vizes

olddszereket tartalmaz a minta szétvalasztasahoz.

2. Kigazosito egység: Eltavolitja az eluensben |év6 oldott gazokat. Ez a
lépés azért fontos, mert ha gaz marad az eluensben, akkor az nagy
valészinliséggel kerlilhet bele a szivattyuba, ezzel akadalyozva,

megnehezitve annak egyenletes mikddését.

3. Szivattyl (Solvent Delivery Pump): A mozgdfazist adllandé aramlasi
sebességgel, egyenletesen, pulzdlas nélkili széllitja a rendszerbe. A
pulzalas olyan mddon gatolt a mér6 rendszerben, hogy erre a feladatra egy

rugalmas szallitd csévet hasznalnak, mely sziikség esetén tagulni képes.

4. Mintaadagolé (Injector): gondoskodik a mintak megfeleld

adagolasardl az oszlopba.

5. Minta fiola (Sample Vial): A standard oldat vagy a valddi minta

tarolasara szolgal.

6. Oszlop (Column): Szétvalasztja a minta komponenseit az allé- és
mozgofazis kozotti koélcsénhatdsok alapjan. A HPLC oszlopok cserélhetd

részek a készulékben.

7. Oszlop melegit6é (Column Oven): Fenntartja az allandé homérsékletet
az oszlop koril. Abban az esetben, ha az analizis hdmérsékletét noveljik a
retencios idot csokkenteni tudjuk, és kis mértékben a szelektivitas is

javulhat.
8. Detektor: Eszleli az oszlopbdl eludlddott komponenseket.

9.Munkallomas (Workstation): A detektorbdl szarmazd jeleket

feldolgozza, illetve kromatogramot készit.

Az injektor 2 allasban lehet, load és inject allasban, vagyis vagy mintat sziv,
vagy mintat injektal. A felszivott mintat egy meghatarozott térfogatu
mintahurokba (loopba) télti. Ebbdl a mintahurokbdl a felesleg egy lefolyon
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keresztil tud tavozni. Manapsag elterjedt az autosampler, azaz automata
mintaadagold, melynek segitségével akar 50-100 mintat is lehet mar

elemezni.

A HPLC-ben alkalmazott detektor tipusa attdl fligg, hogy milyen a vizsgalt
vegylletek anyagi mindsége és abbdl milyen mennyiséget vizsgalunk.
Ezekben a detektorban tébbnyire 1-10 mikroliter (rtartalmu atfolyds

kivettakat hasznalhatunk.

1.8.6 A mérési eredmények kiértékelésének modja

A mérési eredménylinket kromatogram formajaban kapjuk meg, mely a
meérés kdzben rajzolodik ki. Az eredmények kiértékelésében a retencids ido,
a csucs magassag és a csucs terlilet van segitséglinkre. Ezeket a csucsokat
standard minta alapjan, vagy tdomegspektrométeres detektalassal is
azonosithatjuk. A kromatogram, - mely nem mas, mint egy detektorjel-idd
figgvény-, hordozza a retencids id6, a retencids térfogat és a relativ
retencids id6 informacidit. A retencids id6 azt mutatja meg, hogy milyen
térfogat daramlott at az all6fazison a mérés soran. A csucsmagassag, illetve
a csuUcsterllet az adott komponens koncentracidjardl, mennyiségi

informaciot hordoz. A cslucsok szama megmutatja a minimumkomponensek
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szamat, a retencids id6 pedig a minta mindségét jellemzi, minél tisztabb a

mintank, annal korabban detektalédik a csucs.

e Baseline (alapvonal): Vonal, ahol nincs jelérzékelés (alapjelet
mutat)

e Peak (cslcs): Adott komponens elvalasztott jele, a detektor érzékeli

IR |
2
@ Peak
2
- p Iz : Retention Time
@©
e 0
= fy, :DeadTime
% : Peak Area
D
o) : Peak Hight
o

JV B
Baseline
| Time

- Injection of the sample into the column — Start of analysisﬂ

10. abra Kromatogram felépitése

o tr (Retention Time, retenciods ido: 1d6, mely alatt a komponens
eléri a csics maximumat az injektalas pillanatatdl kezdve

e to (Dead Time, holtidd): 1d6, mely alatt egy inert marker vagy a
mobil fazis athalad az oszlopon. Ez az id6 a rendszer Uresjarati ideje

e A (Peak Area, csucs teriilete): A csucs alatti tertilet, mely ardnyos
a minta mennyiségével

e h (Peak Height, csics magassaga): A cslcs magassaga az

alapvonaltél mérve
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11. abra Mérés utan kapott kromatogram

1.9 Kiértékeléshez hasznalt teszt tipusok, modszerek

1.9.1 Nem parametrikus tesztek
A nem parametrikus tesztek olyan tipusu statisztikai tesztek, melyeket

akkor tudunk alkalmazni, ha a vizsgadlatok soran kapott adatok nem
teljesitik a feltételeit a paraméteres teszteknek. Ilyen lehet példaul a
varianciahomogenitas. Ekkor ugyanis az adatok nem koévetik a megszokott

normalis eloszlast, azaz nincsenek meghatarozott eloszlasi paramétereik.

A nem parametrikus tesztek jellemzoi az alabbiak:

e Eloszlasfliggetlenség (nincs feltételezve, hogy az adatok adott
elosztasbdl valdak)

e Medidnalapu, vagy rangalapu elemzés (az adatok medianjat, vagy
rangsorolasat hasznaljak az elemzéshez)

e Kevesebb mintaszamnal is hasznalhaté (ebben az esetben a

parametrikus tesztek nem lennének megbizhatdak)

A nem parametrikus tesztek jol alkalmazhatéak amennyiben:

e az adatok nem normalis eloszlasuak
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e az adatok ko6zott vannak kiugrd értékek, melyek torzithatjak az
eredményeket parametrikus tesztek esetén
e az adatok rangsorolt skalan mértek (az adatokat sorrendbe tudjuk

allitani, de klilonbséglik mértéke nem ismert)

Gyakran hasznalt nem parametrikus tesztek:

e Mann-Whitney teszt: alkalmazhaté két fliggetlen minta
medianjanak 6sszehasonlitdsara

e Kruskal-Wallis teszt: alkalmazhatd tobb fliggetlen csoport
medianjanak dsszehasonlitdsara

e Friedman proba: alkalmazhatd toébb 0Osszetartozdé minta
0sszehasonlitasara

e Wilcoxon eldjeles rangproba: alkalmazhato két 6sszetartozéd minta

kozotti kilonbségek detektalasara

1.9.1.1 Mann-Whitney teszt
A Mann-Whitney teszt a nem parametrikus tipusu statisztikai prébaknak

egy gyakran hasznalt tipusa, amelyet két fliggetlen csoport medianjanak
0sszehasonlitdsara alkalmaznak. Jol alkalmazhaté nem normalis eloszlasu
mintaknal, vagy rangsorolt skalan mért adatok esetén. A teszt alapelve,
hogy a két csoport adatpontjait kozésen rangsorolva vizsgélja. Igy
lathatéva valik, ha a két minta k6zott szisztematikus klilonbség van az elért

rangok alapjan.

A Mann-Whitney teszt hasznalatakor el6szér mindkét csoport Osszes
adatpontjat novekvO sorrendbe kell rendezni, majd minden adatpontnak
egy rangértéket kell adni. Ezek utan a teszt megméri a két minta kozotti
rangkllonbséget. A két csoportban akkor lesz hasonlé a rangok eloszlasa,
ha a csoportok kozott nincs valddi kilénbség. Figyelembe kell venni a teszt
hasznalata soran, hogy a Mann-Whitney teszt feltételezi, hogy a két csoport

figgetlen egymastodl, és a vizsgalt eloszlas alakja hasonlé a két csoportban.
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1.9.1.2 Kruskal-Wallis teszt
A Kruskal-Wallis teszt a nem parametrikus tipusu statisztikai probaknak egy

gyakran hasznalt tipusa, amelyet harom vagy tobb fliggetlen csoport
medidanjanak dsszehasonlitasara alkalmaznak. A tesztet akkor hasznaljak,
ha a minta eloszlasa nem koéveti a normalis eloszlast, vagy ha a varianciak
kalonbdz6ek. A Kruskal-Wallis teszt alapelve, hogy rangsorra kell allitani a
kllonb6z6 csoportokhoz tartozé adatpontokat, majd meg kell megvizsgalni,
hogy a csoportok kozott van-e szignifikans klilonbség a rangok eloszlasa

alapjan.

A teszt hasznalata soran el6szér novekv6é sorrendbe kell rendezni az
adatpontokat, majd minden adat mellé egy rangértéket kell rendelni.
Ezutdn, ha minden csoportban 0Osszegezzilk a rangokat akkor
megallapithatjuk a csoportonkénti rangbdsszegeket. Az, hogy milyen
mértékben térnek el egymastdl a csoportok rangdsszegei a kdzos atlagtol,

megadja a statisztikai szamitas alapjat.

A Kruskal-Wallis teszt azonban korlatolt mddszer, ugyanis nem tudja
meghatarozni, hogy a szignifikans klilonbség mely csoportok koézott 1ép fel.
Ha a teszt eredménye szignifikdns, akkor lehetdségiink van paronkénti
0sszehasonlitassal tovabbi elemzéseket végezni. A teszt el6nye, hogy

figgetlen a normalis eloszlas és varianciahomogenitas feltételeitol.

1.9.1.3 ROC gorbe

A ROC (Receiver Operating Characteristic) gorbe egy statisztikai eszkéz,
amelyet a klasszifikacids modellek teljesitményének értékelésére
hasznalnak, kifejezetten akkor, amikor egy modell két kategdria kdzott tesz
kalénbséget. A ROC-gorbe segitségével atlathatjuk, hogy a vizsgalt modell
hogyan teljesit klilonb6z6 kliszobértékek mellett, valamint mennyire képes

megkllonbodztetni a pozitiv és negativ osztalyokat.
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1.9.1.3.1 A ROC gorbe Osszetétele

1. True Positive Rate (TPR) vagy Sensitivity (igaz pozitiv arany vagy

szenzitivitas):

Ez az érték mutatja, hogy hany szazalékat azonositotta helyesen a modell
pozitivnak a valds pozitiv esetek kozll. Ez az érték a ROC gorbe fligglleges
tengelyén talalhato.

TPR = ———
TP +FN

2. False Positive Rate (FPR) (hamis pozitiv arany):

Ez az arany azt mutatja, hogy hany szazalékat azonositotta a modell
helytelentl pozitivhak a modell a valds negativ esetek kozil. Ez az érték a

ROC gorbe vizszintes tengelyén talalhaté.

Az FPR kiszamitasa:

FP

FPR = ———
FP+TN

1.9.1.3.2 A ROC gorbe miikodése

A ROC-gOrbe készitésekor az egyes kliszobértékeket (treshold) a
klasszifikaciés modellhez allitjuk és kiszamitjuk minden kliszébnél a TPR és
FPR értékeket. A kiszobértékek meghataroznak egy-egy pontot, melyeket

utana 6sszekothetiink a ROC gorbén.

1.9.1.3.3 Tokéletes és random modellek

Tokéletes modell

e Akkor mondhatd tokéletesnek egy modell, ha nincs hamis pozitiv
eredmény és mindegyik pozitiv példat helyesen azonositotta. Ez az

érték a grafikon bal fels6 sarkaban talalhaté (0,1).
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Random modell

e Abban az esetben beszélink random modellrdl, ha az AUC (Area
Under Curve) értéke korllbelil 0,5. Tehat a modell pontossaga nem
jobb a véletlen taldlgatasnal, azaz a negativ és pozitiv csoportokat
ugyanolyan eséllyel taladlja el. Az értéke a gorbe kozepén lévo atldon
helyezkedik el, tehat TPR=FPR. Ez az eset nem tekinthetd hasznosnak

az adatelemzés céljabdl.

1.9.1.3.4 Az AUC (Area Under the Curve) jellemzése

Az AUC (Area Under the Curve), azaz a gorbe alatti tertlet, mely kifejezi,
hogy a modell mennyire jol képes klasszifikalni a két osztalyt. Ennek az
értéke 0,5-1 kozott valtozik, és ennek fliggvényében lehet tokéletes,

random vagy rossz.

ROC Curve

o =4 Q
B o o

True Positive Rate (Sensitivity)

o
[N}

0 0.2 0.4 0.6 0.8 1
False Positive Rate (1 - Specificity)

12. abra ,A” gbrbe-teljes mértékben pontos modell, ,B” gbrbe-
véletlenszeriien klasszifikald modell, ,,C” -véletlen talalgatasnal rosszabb
modell)[19]

e AUC=1 (teljes mértékben pontos modell, tokéletesen képes a
megkllonboztetésre)
e AUC = 0,5 (a modell véletlenszerlen klasszifikal)

e AUC <0,5 (a véletlen taladlgatasnal rosszabb modell)
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1.9.1.3.5 A gorbe alakjainak jellemzése
e A gbrbe minél magasabban helyezkedik el a grafikon bal fels6

sarkahoz kozel, a modell annal jobb, hiszen ez nagy szenzitivitas
mellett kevesebb hamis pozitiv aranyt jelent

e A gbrbe minél kdzelebb talalhaté az atléhoz, a 45°-os vonalhoz, a
modell annal kevésbé képes jol klilbnbséget tenni a pozitiv és negativ

ertékek kozott

1.9.1.3.6 ROC-gorbe felhasznalasi teriiletei
A ROC gorbével tehat a klasszifikaciés modellek kiilonféle kliszobértékeken

torténo teljesitését vizsgaljuk, mely fontos szerepet télt be a hamis pozitiv
és hamis negativ eredmények kisz(irésében. Ez kifejezetten hasznos a
diagnosztikai vizsgalatok soran, hiszen igy konnyebb kizarni a téves

kovetkeztetéseket, diagndzisokat.
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2. Kisérleti leiras
Az els6 nap a mintak O0sszevalogatasa tortént nem és kor szerint. Ezekbdl

15 db egészséges kontroll és 15 db rheumatoid arthritisben szenvedd

mintaja volt.

13. abra Beteg és kontroll mintak kivalasztasa a vizsgalat elkezdéséhez

Ezt a 30db mintat kellett emészteni. A folyamathoz 9 pl szérum minta
kellett, melyeket kimérés el6tt vortexelni kellett, hogy homogén legyen.
Majd hozzdadtam az 1 pl denaturalé puffert. Ezutdn 15 percen keresztll
tortént az emésztés 65°C-on. Végil 9 pl 4°C-os 1x PBS-sel oldatot adtunk
hozza, és 1 pl PNGase enzimet. Ezutan egy éjszakan at emésztésre

inkubatorba helyeztem 37 °C-fokra.

A masodik nap tortént 7:30 és 11:30 kozott a szérum mintak jel6lése,

ezutan 4 Oras emésztés kovetkezett 65°C-on.
A jeldl6 oldat az alabbiakbdl allt:

e 100 mg boran-2-metilpiridin komplex (funkcidja: redukalészer az
oligoszacharidok jel6léséhez reduktiv aminalassal)

e 100 mg prokainamid-hidroklorid (funkcidja: glikanok megfeleld
jeldlése UPLC felhasznalas céljabol)

e 700 pyl DMSO

e 300 pl ecetsav (arany: 70/30 = DMSO/ecetsav)
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14. abra Monospin amid oszlopon térténé tisztitas centrifuga segitségével
(jobbra)

Monospin Amid oszlop (balra)[20]
A mintak tisztitasa 11:30-kor vette kezdetét. 170ul 100%-0s acetonitrilt
(AcN) adtam a 30 pl fluoreszcensen jel6lt szérum mintakhoz. Ezutan

monospin amid oszlopon tortént a tisztitds. Az oszlop aktivalasanak és
elokészitésének |épései az alabbiakbdl alltak:

e o0szlop aktivalasa 200 pl eluald, majd 200 pl mosé pufferrel (cf: 1 min,
5000 g)

e 200 pl szérumminta rdmérése az oszlopra (cf: 1 min, 5000 g)

e 200 pl mosé puffer ramérése (cf: 1 min, 5000 g)

e 100ul ellciés puffer ramérése (cf: 1 min, 5000 g)

Ezutan az eluatumbdl 50 pl-t mértem at mintatartokba, majd hozzdadtam
minden mintahoz 150 pl acetonitrilt. Ezutan a mintakat hidrofil-interakcion
alapuldé UPLC-be helyeztem és elinditottam a futast.
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15. abra Mintak készitése az UPLC méréshez

Az UPLC felépitése az alabbiakbol allt:

o All6 fazis/oszlop

o

O

O

O

o

Glycan BEH Amide oszlop
1,7um-es részecskeméret

130 A pérusméret

Oszlop méretei: 2,1 mm x 150 mm

1K - 150K molekulatdmegl glikanokhoz alkalmas

Eluens: 75-25% gradiens ellciot alkalmaztam acetonitrillel (AcN) 50

perces idejli szeparaciokhoz

Mobilis vagy mozgo fazis: 50 mM ammonium-formiat (pH 4.4) puffer-

oldat

A futdsra a mintakbol 5-5 pl-t injektaltam be
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e Detektor: fluoreszcens detektor
o excitacios hullamhossz: 309 nm

o emisszids hullamhossz: 359 nm

2.1 Felhasznalt szoftverek
A kiértékeléshez az IBM SPSS STATISTIC (2023), az Empower (2002),

valamint a Microsoft Excel (2019) programok voltak segitségemre.

2.2 Elemzés és kiértékelés

A mintdk UPLC-n torténd lefuttatdasa utan a kapott értékeket és a
kromatogramot elemeztiik ki. Az adatok rendszerezése utan a
kromatogramokat integraltuk, igy meghatarozhatdéak lettek a vizsgalt
komponensek mennyiségei a mintdban. Az integralasok elvégzéséhez az
Empower (2002) szoftver volt segitségemre. Az integralt adatokat az IBM
SPSS STATISTIC (2023) szoftverben elemeztem tovabb tobb teszt

segitségével is.

16. abra Mérési kromatogram
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2.2.1 Mann-Whitney teszt

Hypothesis Test Summary

Null Hypothesis Test Sig. Decision
Independent- )
The distribution of 17 is the same S2mples 1 Retain the
17 . Mann- 885t null
across categories of Ph. Whitney U hypothesis.
Test
Independent- )
qg The distribution of 18 is the same E@?ﬁles ag7! Efﬁam the
across categaories of Pl Whitney 1 hypathesis
Test
Independent- )
The distribution of 19 is the same Sl 1 Retain the
19 across categories of Pk. mi?{:{ey U 3 E;gmhesis
Test
Independent- )
70 The distribution of 20 is the same Eﬂ%rr?rﬁj-les angt Eﬁﬁam the
across categories of Pk Whitney U hypothesis.
Test
Independent- )
gq The distribution of 21 is the same Eﬂ%rrr]w_les g7t Efﬁam the
across categories of Pk, Whitney 1 hypathesis
Test
Independent-
- : Samples Retain the
72 The distribution of 22 is the same Flanm- 7520 ull
across categories of Ph. Whitney U hypothesis.
Test
Independent- )
73 The distribution of 23 is the same Eﬂ%rm:u_les 26! Efﬁam the
across categories of Ph. Whitney U hypathesis
Test

Aswmptotic significances are displayed. The significance level is 05

1Exact significance is displayed far this test.

17. abra 17-23 szamu csucsok elemzése Mann-Whitney teszttel

A 4. abrabdl leolvashatdak az alabbi kovetkeztetések:

A szignifikancia szintje minden vizsgalt valtozé esetében jéval

meghaladja a 0,05-6s szintet.

A 17-23 csucsok esetében nincs szignifikans kalénbség a Pk

kategoriak kozotti eloszldsokban, tehat ezek a csucsok beteg és

egészséges embereknél is hasonldak.
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Hypothesis Test Summary

Null Hypothesis Test Sig. Decision
Independent- .
The distribution of 1 is the same Sarmples 4 Retain the
1 Mann- 1497 null
across categories of Pl Whitney U hypothesis.
Test
Independent- .
The distribution of 2 is the same Samples 1 Retain the
2 . hann- 2877 null
across categories of Pk, Whitney U hypothesis
Test
Independent-
The distribution of 3 is the same Sarnples 4 Reject the
3 across categories of Pk, \I}'d\fi?t?ey u AU E;gothesis
Test
Independent-
The distribution of 4 is the same Samples 1 Retain the
4 ! hdann- G186 null
across categories of Pk, WWhitney U hypothesis
Test
Independent- .
5 The distribution of 5 is the same hSﬂa;rr?r?_les 3051 Eﬁﬁam i
across categories of Pk Whitney U hypothesis
Test
Independeant-
The distribution of & is the same Sarmples 1 Retain the
6 . Mann- 0871 null
across categories of Pk ‘Whitney U hypothesis
Test
Independent- .
7 The distribution of 7 is the same hSﬂe:;rr?rﬁles oag? Eﬁﬁam i
across categaries of Pk Whitney U hypothesis
Test
Igdepsfndent- Retain th
P : amples etain the
o IR Y e gl
est
Independent- .
The distribution of 9 is the same Sarmples 1 Retain the
9 - hann- 3057 null
across categories of Pk, Whitney U hypothesis.
Test

Asymptotic significances are displayed. The significance level is .05,

1Exact significance is displayed for this test.

18. dbra 1-9 szamu csucsok elemzése Mann-Whitney teszttel

Az 5. abrabdl leolvashatdak az alabbi kdvetkeztetések:

A legtobb valtozot nézve (1, 2, 4, 5, 6, 7, 8 és 9) a szignifikanciaszint

magasabb, mint 0,05, igy ezeknél a nullhipotézist megtartottuk.

A1l,2,4,5,6,7,8és9 csucsok esetében nincs szignifikans kilénbség
a Pk kategoriak kozotti eloszlasokban, tehat ezek a cslcsok beteg és

egészséges embereknél is hasonldak.

Az egyetlen kivétel a 3-as valtozé. Itt a szignifikanciaszint 0,035, ami
kisebb, mint 0,05. Ennél a valtozonal elutasitjuk a nullhipotézist,
tehat a 3-as valtozd eloszldsa szignifikans kilonbséget mutat a Pk
kategdridk kozott és ez a csucs eltér6 beteg és egészséges

embereknél.
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A vizsgalat lefuttatasa soran
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2.2.2 Kruskal-Wallis teszt

Hypothesis Test Summary

Null Hypothesis Test Sig. Decision
Independent- .
1 The distribution of 1 is the same ~ Samples 142 ?&atam the
across categories of Pk Kruskal- : P
Wallis Test ypothesis.
Independent- .
2  The distribution of 2 is the same  Samples 282 Efltlam the
across categories of Pk, Kruskal- hynathesi
Walliz Test ypothesis.
Independent-
3 The distribution of 3 is the same  Samples 036 EL?HIEC‘ the
across categories of Pk. Kruskal- hypathesi
Wallis Test ypothesis.
Independent-
4 The distribution of 4 is the same  Samples s93 Eﬁﬁa'” the
across categories of Pk, Kruskal- . hynathesi
Wallis Test ypothesis.
Independent-
5 The distribution of 5 is the same  Samples 200 Eﬁta'” the
across categories of Pk, Kruskal- . honoth
YWallis Test L{BCLTESIS
Independent- .
g The distribution of 6 is the same  Samples ues Ejltlam the
across categories of Pk, Kruskal- . honothesis
Wallis Test ¥P
Independent- .
7 The distribution of 7 is the same  Samples e ﬁftam the
across categories of Pk Kruskal- . honothesis
Wallis Test ¥p
Independent- .
g The distribution of 8 is the same  Samples 435 ﬁftam the
across categories of Pk Kruskal- . hopothesis
Wallis Test ¥R -
Independent- .
g The distribution of 9 is the same ~ Samples 251 El?tam the
across categories of Pk Kruskal- . honothesis
Wallis Test ¥R o
Independent-
1 The distribution of 10 is the same  Samples 283 Eﬁltlam the
across categories of Pk, Kruskal- hepothesis
Wallis Test ¥R -

Asymptotic significances are displayed. The significance level is .05

19. abra 1-10 csucsok elemzése Kruskal-Wallis teszttel

A 6. abrabdl leolvashatdak az alabbi kovetkeztetések:

A legtobb valtozét nézve (1, 2, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10) a
szignifikanciaszint magasabb, mint 0,05, igy ezeknél a nullhipotézist

megtartottuk.

A1l 2, 4,5 6,7, 8, 9, 10 csucsok esetében nincs szignifikans
kilonbség a Pk kategdriak kozotti eloszlasokban, tehat ezek a csucsok

beteg és egészséges embereknél is hasonldak.

Az egyetlen kivétel a 3-as valtozé. Itt a szignifikanciaszint 0,036, ami
kisebb, mint 0,05. Ennél a valtozonal elutasitjuk a nullhipotézist,
tehat a 3-as valtozd eloszlasa szignifikans kilonbséget mutat a Pk
kategoriak kozott és ez a csucs eltérd beteg és egészséges

embereknél.
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A vizsgalat lefuttatdsa soran az aldbbi csicsok mutattak eltérést:
3,16,25,29

Tehat a Kruskal-Wallis, illetve a Mann-Whitney tesztek is hasonld

eredménnyel zarultak, igazoltdk egymast.
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20. abra Csucsok azonositasa

A csucsok azonositasa utan megvizsgaltam a szerkezetek dsszetételét is,

melyek az alabbiak voltak:

e FA2B: fukdzt galaktdzt és szialinsavat is tartalmaz
e FA2BG2S1: két galaktdzt és egy szialinsavat tartalmaz
e A3G3S2: harom galaktéz molekulat és harom szialinsavat tartalmaz

e A3G3S3: harom szialinsavat és 3 galaktozt tartalmaz
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2.2.3 Fokomponens analizis

Component 2

Peak29

22.

=2:0

Component 1

21. dbra Fbkomponens analizis

ROC Curve
10 [
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Curve
| — Peak3
] | T — Peakf
08
| / —— Peak?
~ Reference Line
2 05
= r‘
=
= - !
| =
s ||
o4 ]
02—
0,0
0,0 02 04 06 08 10
1 - Specificity

Diagonal segments are produced by ties.

abra ROC-gérbe a 3-as, 6-0s és 7-es csucs vizsgalataval
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Area Under the Curve

Test Result Variable(s) Area

Peak3 ,736
Peak6 ,729
Peak?7 ,707

A csucs alatti terliletek értéke 0,5 és 1 kozé esik, igy ez méréskelten jo
osztalyozd teljesitménynek felel meg. Ez azt jelenti, hogy a kapott
eredmények inkabb jellemzbéek az RA csoportra, de az osztalyok kozott

el6fordulnak atfedések, igy az osztalyozas nem a legpontosabb eredményt
nyujtja.

ROC Curve
1,0
Source of the
Curve
Peak2s
08 — : — Peak29
= Peak34
Reference Line
> s
=
=
w
|
[ ]
@D o
02|
00
00 02 04 0 08 10
1 - Specificity

Diagonal segments are produced by ties.

23. abra ROC-gérbe a 25, 29 és 34-es csucsok vizsgalataval
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Area Under the Curve

Test Result Variable(s) Area

Peak25 ,734
Peak29 ,766
Peak34 ,752

Ebben az esetben is elmondhatd, hogy a csucs alatti tertletek értéke 0,5 és
1 kozé esik, tehat ez egy méréskelten jé osztalyozd teljesitménynek. A
kapott eredmények inkabb jellemzdek a kontroll csoportra, de nem nyuijt
pontos eredményt, mert atfedések lehetnek az osztalyok kdzott.

2.3 Osszegzés

A dolgozat készitése soran alkalmazott mddszerek és elemzések
hasznalataval szamos kovetkeztetés levonhatd. Az UPLC segitségével
meghatarozhatd lett a mintdk Osszetétele, majd a kromatogram

llllll

valt.

A statisztikai tesztek kozll a Mann-Whitney és Kruskal-Wallis tesztek
szignifikans kllonbségeket mutattak bizonyos csicsok kozott, amelyek a
beteg és egészséges mintak kilénbségeire vilagitottak ra. Kiemelkedo volt

a 3-as csucs, mely szignifikans eltéréseket mutatott a két csoport kdzott.

A ROC-gorbék elemzése mérsékelten jo osztalyozé teljesitményt mutatott,
tehat az eredmények els6sorban az RA csoport jellemzdit tikrozték, am az
osztalyozas nem nyujt tokéletes pontossagot. Az elemzések eredményei
alapjan tehat elmondhatd, hogy a hasznalt mddszerek alkalmasak a vizsgalt
mintdk osztalyozdsara, bar tovabbi finomitdsok és kiegészitd vizsgalatok

szikségesek lehetnek a pontossag novelése érdekében.
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