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Témavezetdi ajanlas

Dojcsdk Dalma értekezése a mdagneses nanorészecskék N-glikozilacios
mintazatokban valo alkalmazasara 6sszpontosit kiilonb6z6 gyulladasos allapotok, példaul
sclerosis multiplex, COVID-19 és a gyermekkori vakbélgyulladds vizsgalatan keresztiil.
Dalma kutatasa kiemelkedd kreativitassal és precizitassal kozeliti meg a glikanok analizisét,
felfedezve azok diagnosztikai potencialjat €s biologiai jelentdségét. A dolgozatban
bemutatott mdodszerek innovativak, és a magneses nanorészecskék alkalmazéasa a glikanok
tisztitdsdban uj perspektivakat nyajt a molekularis biologiai kutatasok szamdara. Dalma
publikacids teljesitménye figyelemre mélto, hiszen szdmos rangos nemzetkdzi folydiratban
megjelent cikkel rendelkezik, amelyek szorosan kapcsolédnak az értekezés téméajahoz.
Kutatasi eredményei nemcsak a tudoméanyos kozosség szamdara fontosak, hanem
hozzajarulhatnak a klinikai diagnosztika fejlédéséhez is. Az értekezésében bemutatott 1]
tudomanyos eredmények megerdsitik Dalma kutatoi érettségét és elkotelezettségét a
tudomanyos munka irant. Kivaloan teljesitette a kutatasi feladatokat, és elkotelezettsége
példaértékii. Javaslom, hogy a jovOben is folytassa kutatdsait, mivel képes jelentds

hozzéjéarulast nydjtani a molekularis biologia és az orvostudomany teriiletén.

Dr. Varadi Csaba
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1. Bevezetés

A glikozilacié a fehérjékhez kapcsolodd kovalens kémiai mddosulas, amely soran
oligoszacharid (glikdn) egységek épiilnek be a polipeptid lanc meghatarozott funkcids
csoportjaihoz, kompozit makromolekuldkat, igynevezett glikoproteineket létrehozva. A
glikanok szerkezeti komplexitasa, eldgazottsdga és konformacids variabilitisa jelentds
mértékben befolyasolja a fehérjék fizikokémiai tulajdonsagait, mint toltéseloszlas, hidrofil
tulajdonsagok, térszerkezet €s feliileti kdlcsonhatasok [1, 2]. Ez a heterogenitas a fehérjék
mikro- és makroszintli szerkezeti sokféleségéhez vezet, amely meghatarozza kémiai
kolcsonhatésait, viselkedését mas molekuldkkal, tovabba megérzi a fehérjék oldatbeli
(szérum, plazma) ¢és feliileti stabilitasat [3]. A glikozilacido nem templatvezérelt, hanem egy
enzimatikusan katalizalt, kornyezetfiiggd kémiai folyamat, amit az adott rendszer (sejt)
lokalis Osszetétele, enzimaktivitdsa és metabolikus éllapota hatdroz meg [4]. Ennek
kovetkeztében a glikanstruktardk Osszetétele és mennyiségi megoszlasa érzékeny a sejtek
kémiai kornyezetének valtozdsaira, mint ami egy gyulladdsos folyamatban is
bekovetkezik [5]. A glikozilacios tipusok koziil a gyulladasos allapotok jellemzésére az N-
glikozilaci6 bizonyult a legalkalmasabbnak, mivel ez a poszttranszlacios moddositas
kémiailag jol definialt kotéstipuson, az aszparagin aminosav oldalldncén keresztiil valosul
meg [1]. Az egységes kapcsolddasi mod jelentdsen csokkenti a szerkezeti variabilitasbol
ered0 bizonytalansdgot, ami kiilondsen elényds az analitikai vizsgélatok soran, ahol a
reprodukélhatosag kiemelt jelentségii [6]. Ezen tulmenden az N-glikozilacio konzervalt
magstruktaraval rendelkezik, amely hozzajarul a glikanstruktarak megbizhat6 kvalitativ és
kvantitativ analitikai elemzéséhez [1].

Az N-glikozilacié analitikai vizsgalataban a lehasitott glikdnokat célz6 modszerek
kozott nagy felbontast és reprodukalhatdsagot biztositanak a szeparacids technikék, mint
kapillaris elektroforézis (CE) és folyadékkromatografia (LC) fluoreszcens detektorral (FLD)
kapcsolva [7-9]. A szelektivitas és érzékenység tovabb ndvelhetd tomegspektrométer (MS)
alkalmazaséaval, hogy strukturélisan is specifikus képet kapjunk a glikdnmintazatokrdl. A
glikoanalitikai elemzés hatékonysagat dontden a gyors és reprodukélhaté mintael6készités
hatarozza meg. A glikantisztitds a teriilet egyik fo szlik keresztmetszete, mivel nagy
szelektivitast igényel a komplex mintamatrix komponenseivel szemben. A tobblépéses
eljarasok miatt a mintaveszteség ¢és a feldolgozasi idé minimalizalasa kulcsfontossagu [7].
Napjainkban a szilard fazisu extrakcidés (SPE) modszerek kozott a méagneses szeparacios

technikak automatizalhat6 és gyors megoldast nyujtanak a glikanok tisztitasara [10, 11]. Ide
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tartozik a magneses nanorészecske (MNP) alapu modszer, ami nem igényel centrifugalast
vagy vakuum szlrést, tovabba pipettazhatosaganak  koszonhetéen  kdnnyen
automatizalhato [11, 12]. Az MNP nanoméretii tartomany1, aminek kdszénhetéen nagyobb
fajlagos feliilettel rendelkezik, mint a kereskedelmi forgalomban elérhetd, mikroméretii
magneses gyongyok. Az MNP-k felszine szabadon funkcionalizalhaté, ami noveli a
célmolekula specifikus tisztitasra valo alkalmassagukat [13]. A ferrit-alapt MNP modszer
N-glikan kotési tulajdonsagainak finomhangoldsa, a kiilonb6zé diszperzids kozegek és
elicios  pufferek  szisztematikus  Osszehasonlitdsa,  valamint az  eljardsok
automatizalhatosaganak vizsgéalata eddig nem kapott kell6 figyelmet.

Az N-glikdnok szerkezeti mintazatanak €s aranyainak valtozasai fontos informaciot
nygjtanak a sejtek allapotardl. A teljes szérum N-glikozilaciojanak vizsgalata atfogo,
rendszerszinti informdciot szolgaltat a fiziologiai és patoldgiai allapotokrol, nem
korlatozddva egyetlen fehérjére vagy sejttipusra [14-16]. Korabbi tanulmanyok igazoltak,
hogy autoimmun betegségekben, példaul sclerosis multiplexben (SM), valamint
virusfertézésekhez tarsuld gyulladasos allapotokban, mint a COVID-19, a szérum és plazma
N-glikozilaciés mintdzata megvaltozik [17-21]. Az akut gyulladdsos korképek koziil a
vakbélgyulladds N-glikozilaciés szempontbdl jelenleg feltaratlan teriilet, annak ellenére,
hogy a differencidldiagnosztika klinikai szempontbol jelentds kihivast jelent.

Kutatdsom sordn egyrészt egy 1j, MNP-alapt N-glikan tisztitasi protokoll fejlesztését
¢és optimalizalasat tliztem ki célul. Kiemelt figyelmet forditottam a ferrit-alapii magneses
nanorészecskék N-glikan-specifikus kotési €s elucios feltételeinek, valamint diszperzids
kozegeinek Osszehasonlitisara €s az eljards automatizalhatosdgara. A dolgozat masik

részében harom, gyulladéasos betegség — SM, COVID-19 és akut vakbélgyulladas — teljes

szérum N-glikozilacidés mintdzatanak vizsgélatat mutatom be. Eredményeim kiegészitik a
korabbi tanulményokat, j szempontok bevezetésével, mint az SM esetében a nem szerinti
mintacsoportositas, a COVID-19 esetében az mRNS-vakcinaltsag hatasanak vizsgalata,
valamint egy eddig feltérképezetlen N-glikozilaciés mintazat bemutatdsa az akut

vakbélgyulladasban.
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2. Irodalmi attekintés

2.1. A glikozilacio molekularis jelentésége

A fehérje glikozilacid egy olyan poszttranszlaciés modosulds, amelynek soran
oligoszacharid egységek (glikdnok) kovalens kémiai kotést kialakitva fehérjékhez
kapcsolodnak, kompozit makromolekulakat, gynevezett glikokonjugadtumokat 1étrehozva.
Ez a modositas széles korben elterjedt az €16 rendszerekben, és az eukariota sejtekben az
egyik leggyakoribb kémiai poszt-szintetikus modositasnak tekinthetd [22]. A glikozilalt
biomolekulak jellemzden a sejtfelszinen, extracellularis térben vagy szekretdlt formaban
fordulnak eld, ahol kozvetleniil részt vesznek a sejtfelszinen torténd kémiai és molekularis
kolcsonhatasokban [2].

A glikozilacié bioszintézise soran a cukorprekurzorok (pl.: nukleotid-cukrok)
koncentracioja, katalitikus enzimek (pl.: glikoziltranszferdzok) expresszioja és szelektivitasa
jelentésen befolyasolja a 1étrejové cukor molekulak szerkezeti variabilitasat. Igy a
glikozilaci6 nemcsak a fehérjék kozotti kiilonbségeket, azaz makroheterogenitast
eredményezi, hanem azonos fehérjén beliili mikroheterogenitast is létrehoz [1, 23]. A
glikanoldallancok jelentdsen befolyasoljak a fehérjék térszerkezetét, konformacids
stabilitasat és feliileti tulajdonsagait, mint példadul hidrataciot, sztérikus gatlast és
toltéseloszlast. Mindezek meghatarozzak a fehérjék oldatbeli viselkedését, aggregacios
hajlamat ¢és molekularis felismerési képességét, ami kiilonosen fontos komplex,
tobbkomponensii rendszerekben, mint a human vérszérum. Példaul a glikdnok szerepet
jatszanak a fehérjék €letciklusanak szabalyozasdban, azaz a rosszul hajtogatott fehérjéket
fehérjék degradacigjat iranyitjak [14, 15]. Tovabba a glikozilacids mintazatok kulcsszerepet
jatszanak a molekularis felismerési folyamatokban, mivel a glikdnok specifikus
kolesonhatasokat alakitanak ki a kotopartnerekkel, ami a petesejt €s a spermium kozotti
fajspecifikus felismerést is lehetdvé teszi: a petesejt glikdnjaihoz kotddd spermium lektinjei
inditjdk el a két ivarsejt kozotti fuzids reakciot [24]. A glikozilacid befolydsolja az
immunvalasz szabalyozasat, az immunrendszer felismerdképességét és meghatarozza, az
immunvalasz kialakuldsat testidegen anyagok ellen [25]. Ennek kovetkeztében a
glikanmintdzatok valtozéasai érzékenyen tiikrozik a rendszer allapotat, és allapotfiiggd

molekularis jelzéként értelmezhetdk.
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2.2. A glikozilacio tipusai, kiilonos tekintettel az N-glikozilaciora

A glikozilacid tipusait a glikan-fehérje kapcsolodasi modja alapjan harom f6
csoportba soroljuk: N-glikozilacio, O-glikozilacid ¢s C-mannozilacid. Ezek koziil az N-
glikozilaci6 a legjelentdsebb mddositas, amely a human glikoproteinek dontd tobbségében
jelen van [26]. Az N-glikozilaci6 soran egy N-acetil-gliikézamin (GlcNAc) egység
kapcsolodik az aszparagin (Asn) oldallanc, amid nitrogénatomjahoz, egy jol definialt Asn-
X-Ser/Thr szekvenciamotivumon keresztiil, ahol az X barmely aminosav lehet a prolin
kivételével. A human glikoproteinek megkozelitdleg 75%-a tartalmaz legaldbb egy ilyen
kotbhelyet, ami az N-glikozilaciot a legdominansabb glikozilacios tipussa teszi [1, 27].

Az N-glikanokat alapvetden 6t monoszacharid hatdrozza meg (1. 4bra A): B-N-acetil-
glikézamin (GIcNAc), o-D-mann6éz (Man), B-D-galaktéz (Gal), a-L-fukéz (Fuc), és
a- N- acetil-neuraminsav (Neu5Ac). A NeuSAc a leggyakoribb szidlsav, ezért a
szakirodalomban gyakran egyszerlien ,szialsavként” emlitik. Az N-glikanok egyik
legfontosabb sajatossaga, hogy konzervalt magstruktiraval rendelkeznek, amely minden
N- glikén esetében azonos felépitést mutat: (Man(al-6)-Man(al-3)-Man(B1-4)-GlcNAc(B1-
4)-GIcNAc(B)-Asn). Ez a stabil, egységes magstruktira szolgal alapul a tovabbi
monoszacharid egységek kapcsolodasdhoz, és lehetdvé teszi az N-glikdnok strukturalt, jol
Osszehasonlithatd osztalyozasat. A konzervalt magrégiora épiild valtozatos oldallanc-
mintazatok eredményeként az N-glikanok harom f& csoportba sorolhatok: magas
mannoztartalmu, hibrid és komplex glikdnok (1. abra B). Mivel a magstruktara alland6, az
egyes glikdnosztalyok kozotti kiilonbségek elsdsorban az elagazottsdg, a termindlis
cukoregységek jelenléte és aranya alapjan irhatok le (1. dbra C):

e A magas manndztartalmu glikanokban a maghoz kizarolag manndz egységek
kapcsolodnak (M4-t61 M9-tipusok, ahol az ,,M” betli a manndz jelenlétét, a mellette
szerepld szam pedig az adott szerkezetben talalhatdo mannéz egységek szamat jeloli).

e A hibrid glikanokban a mag-egység Man(al-6) elagazasan megmarad a magas
mannodz tartalmu szerkezet, mig a Man(al-3) 4gon komplex tipushoz hasonlo
tovabbi GIcNAc, a Gal, a Neu5Ac vagy Fuc egységek is kotddnek.

e A komplex glikdnok szerkezeti sokféleséget mutatnak, antennas €s biszektilalt

szerkezetek (mono-, di-, tri-, tetraantennds) formajaban.
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Irodalmi dattekintés

A
| OH ® HO O  CH,OH
H?‘iéﬁ, OH O 1 HOH "
i OH OH~~OH
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:<CH 3 OH OH
B-N-acetil-gliik6zamin a-D-mannéz B-D-galaktoz
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1. abra: A human N-glikanokra jellemzo monoszacharid-osszetétel (A) és glikan tipusok, a
magas mannoztartalmu, hibrid és komplex szerkezetek példaival (B), valamint a komplex
glikanok jellemzo modosulasainak (pl. fukozilacio, biszekcio, antennaritas, galaktozilacio,

szializdacio, szialsav,-és mannoz-kar specifikus kotések) szemléltetése (C).

2.2.1. Komplex N-glikanok

A komplex szerkezetli N-glikdn tipusok felelnek a sejt glikomjanak
makroheterogenitasaért. Ezek a nagy szerkezeti variabilitdst mutatd glikanok alapvetden
meghatarozzak a fehérjék biologiai funkcidjat, sejtfelszini elismerését €s az immunvalasz
finomhangolasat. Az 1. dbran bemutatott fobb glikozilacids tipusokat az aldbbiak szerint
ismertetem.

GIcNAc egységek kapcsolodnak, amelyek kialakitjak az tugynevezett antennas szerkezetet.
Ez lehet mono-, di-, tri- vagy tetraantennas eldgazas. Monoantennas glikanok esetében
kiilondsen fontos a magstruktirdban taldlhatdé al,6- és ol,3-kotésli manndz-karok

szerkezete, mivel ennek alapjan kétféle izomer kiilonithetd el. A biszektilacid egy tovabbi
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specifikus jellemzdje a komplex N-glikanoknak. Ebben a struktiraban egy tovabbi GlcNAc
egység B1,4-kotésen keresztiil kapesolddik a kozponti mannozhoz.

Termindlis dsszetétel: a komplexitds kiterjed az oligoszacharid lancvégi, azaz
termindlis szénhidrat Osszetételre is. Ha a nem-redukald (terminalis) végen galaktoz
talalhato, a glikant galaktozilaltnak, mig szialsav esetén szializaltnak nevezziik. A termindlis
galakt6z miatt ezek az oligoszacharidok fizioldgias pH-n nem hordoznak elektromos toltést,
ezért neutralis glikdnoknak nevezik. Ezzel szemben a termindlis szidlsav jelenléte negativ
toltést eredményez, mivel a szidlsav karboxil-csoportja savas jellegli és disszocialt
allapotban van. A szidlsav mennyisége és térallasa (a2,3,- vagy 02,6-specifikus kotés)
Onmagaban is tovabb noveli komplex N-glikanok variabilitasat [28].

Fukozilacio: a komplex N-glikanok esetében gyakran fordul el6 a fukozilacié is. Ez
azt jelenti, hogy egy fuko6z egység a magrégidé GleNAc komponenséhez kapcsolodik, ezeket
a struktirakat mag-fukozilalt glikdnoknak nevezziik. Ritkabb esetekben antenna-fukozilacio
is eléfordulhat, amely a nem-redukal6 végi elagazasokhoz kotddd fukoz jelenlétére utal.

Osszességében az N-glikanok kapcsolodasi modjai (a/p térallas, a glikozidos-kotés

példaul al,2, -B1,4-tipusai) rendkiviil sok izoformat hoznak kétre.

2.3. Az N-glikanok nomenklaturaja

Az 1970-es évekig a glikdnszerkezeteket a standard [UPAC (International Union of
Pure and Applied Chemistry) rendszer alapjan nevezték el. A ma alkalmazott
szimbolumrendszert az Essentials of Glycobiology konyv szerkesztdi egységesitették, majd
SNFG (Symbol Nomenclature for Glycans) néven szabvanyositottak [29-31]. Az SNFG
rendszer kiilonb6zé szinli és formdju geometriai alakzatokkal &brazolja az egyes
monoszacharidokat, ezzel tamogatva a glikanok gyors felismerését és Osszehasonlitasat.
Példéul a kék négyzet a GlcNAc, a zold kor a Man, a sarga kor a Gal, a lila rombusz vagy
csillag a NeuSAc, a piros hdromszdg a Fuc cukrokat jelenti. Ez a vizualis rendszer, méra
nemcsak a szakirodalomban, hanem adatbédzisokban (pl. GlyTouCan, UniCarbKB,
GlycoWorkBench) és szoftverekben is széles kdrben hasznalt [32-34].

A szimbolumrendszer mellett fontos az egységes szoveges nomenklatira is.
Napjainkban, a legszélesebb korben az oxfordi nomenklatarat alkalmazzak, amit Harvey és
munkatarsai vezettek be, amely mar szerkezeti jellemzoket is kifejez: elagazas (A), galaktoz
(G), szidlsav (S), mag-fukdz (F), biszektilalt GIcNAc (B), mann6z (M). Példaul az FA2G2
jelolés fukozilalt, diantennds és két terminalis galaktozt tartalmazo cukor az oxfordi jelolés

szerint [30]. Az aldbbiakban az Oxford-jeloléseket alkalmazom az N-glikanstruktarak
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bemutatdsara, melyek az antennaritds, galaktozilacio, szializacio, biszektilacid és

fukozilacio mértékét €s jellegét jelolik.

-Magstruktura:

A2 — két antennas, afukozilalt
FA2 — két antennas, fukozilalt
A2(6) — al,6-kotéstt mannoz-kar
A2(3) — al,3-kdtéstt manndz-kar

-Antennaritds:

A1-A4 — az antennak szamat jel6li: mono (Al)-, bi (A2)-, tri (A3)- és tetra
(A4)-antennas szerkezetek

-Galaktozilacio:

G1-G4 - a terminalisan elhelyezkedd galaktozok szamat jeloli
A1G1, A2G1 — monogalaktozilalt

A2QG2 — digalaktozilalt

A3G3 — trigalaktozilalt

A4G4 — tetragalaktozilalt forma

- Biszektilacio:

B — a biszektilalt strukturat jeloli, ahol a GIcNAc a mag B-mann6zdhoz
kapcsolodik B1,4-glikozidos kotésen keresztiil

A2B — magszerkezet biszektilacidja

A2BG1 — biszektilalt és monogalaktozilalt

A2BG?2 — biszektilalt és digalaktozilalt

-Szializdcio:

S — szialsavak szamat jeloli

A1GI1S1, A2G1S1, A2G2S1 — monoszializaltak
A2G2S2, A3G3S2, A4G4S2 — diszializaltak
A3G3S3, A4G4S3 — triszializaltak

A4G4S4 — tetraszializalt

-Fukozilacio:

F — a fukoz jelenlétét jeloli a struktarakban, példaul a fentebb bemutatott
strukturdk fukozilalt formdinak jelolései: FA2, FA1l, FA3, FA4, FA1GlI,
FA2G1, GA2G2, FA3G3, FA4G4, FA2B, FA2BGI1, FA2BG2, FA1GI1S1,
FA2G1S1, FA2G2S1, FA2G2S2, FA3G3S2, FA4G4S2, FA3G3S3,
FA4G4S3, FA4G4S4

2.4. Az N-glikozilacio szerepe egészséges és beteg allapotokban

Az N-glikédnok szerkezete és Osszetétele egészséges allapotban is jelentds egyéni,

valamint sejttipus-specifikus variabilitast mutat, amelyet szdmos bioldgiai tényezd

befolyasol, csakiigy mint az életkor, a nem és egyéb kornyezeti hatdsok [35-38]. Az
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alapmintazatok ismerete nélkiilozhetetlen a koéros koriilmények kozott - példaul kronikus
vagy akut gyulladasban, illetve virusfertézések soran - bekdvetkezd valtozasok
megértéséhez [26]. Az alabbi alpontok az egészséges allapotra jellemzd glikozilacios
mintazatokat, valamint a kiilonb6z6 gyulladasos és fertdzéses betegségekben megfigyelt

fobb N-glikozilacids mintdzatot mutatja be. Ezek 6sszefoglalasat az 1. tdblazat tartalmazza.

2.4.1. Egészséges, normal allapot

Az N-glikozilaciés valtozasok gyulladdsos betegségekben vagy mdas koros
allapotokban csak akkor érthet6k meg, ha eldszor az egészséges dallapot jellemzoit
térképezzilk fel. Az egészséges, azaz a sejt normdl allapotdban a human vér
glikoproteinjeinek mintazatdban gyakoriak a mag-fukoziladlt komplex N-glikanok,
kiilondsen az IgG, haptoglobin és mas m4j eredetli fehérjék esetében. Ennek oka, hogy a
bioszintézisben részt vevd enzimek sejtspecifikusak, igy a majsejtekben magas a mag-
fukozilacioért felelds FUTS8 enzim expresszids szintje, mig az immunsejtekben inkdbb az
antenna- fukozilacioért felelés FUT7 enzim dominal [39, 40]. A szérumban dominalo di- és
triantennds, galaktozilalt és szializalt komplex N-glikanok kialakulasat elsésorban az
elagazast létrehozd N-acetil-glikozamin-transzferazok (MGAT1, MGAT2, MGATS),
valamint a terminalis modositasokat végz0 galaktozil- €s szialiltranszferazok (B4GALTI,
ST6GAL1) expresszios mintazata €s aktivitdsa hatarozza meg [20, 41-43].

Mivel a glikdnmintazatokat szamos egyéni faktor is befolyasolja, mint az életkor
vagy a nem erésen befolyasolja, igy Gordan Lauc és munkatarsai részletesen feltérképezték
a human vér N-glikozilacids profiljat kiilonboz6 életkora csoportokban [44, 45].
Eredményeik szerint az agalaktozilalt glikanok ¢és a biszektilalt GlcNAc-t tartalmazé
glikoformdk mennyisége ndé az életkor eldrehaladtaval, mig a mag-fukozilalt glikdnok
aranya csOkken [41, 46]. Tovabba ndk esetében az 0sztrogén és mas hormonok szintjének
csokkenése (pl. menopauza idején) megvaltoztatja a glikoziltranszferazok aktivitasat, igy

modosul az agalaktozilalt (GO) és szializalt (S) strukturdk aranya [38].

2.4.2. Kronikus gyulladasos betegségek

A kronikus gyulladas hosszan fennallo, alacsony vagy koézepes intenzitdsu
immunvalasz, amely tartds szOvetkarosodassal ¢és az immunrendszer folyamatos
aktivacigjaval jar. Kronikus gyulladasos betegségekben - példaul a rheumatoid arthritis (RA)
[47, 48], gyulladdsos bélbetegségben (IBD) [19], vagy autoimmun hepatitisben

(AIH) [49] - a glikozilacios mintazat jelentésen megvaltozik. A teljes vér glikoprofiljaban
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altalanosan megfigyelhetd, hogy csokken a galaktozilacio €s szializacio, mikdzben nd a
biszektilalt GlcNAc tartalom. Gyakori tovabba a fukozildcidé mértékének valtozasa

is [41, 46].

Sclerosis multiplex (SM)

Az RA ¢és AIH mellett a sclerosis multiplex (SM) szintén autoimmun eredetii
betegség, amely neurodegenarativ folyamatokat okoz a mielinhiively elleni koros
immunvalasz révén [17]. A cerebrospindlis folyadékbol (CSF) szarmazé IgG
vizsgélataiban, Wuhrer és tarsai a biszektildlt GlcNAc emelkedését, valamint a
galaktozilacid ¢és fukozilacido csokkenését mutattdk ki a SM betegekben. Ezeket a
valtozasokat a CSF eredetli IgG pro-inflammatorikus jellemzdéjeként értékelték. Decker
cikke szintén kiemelte, hogy a galaktozilacid6 csokkenése Osszefligg a betegség
progresszidjaval [50, 51]. Ez a sajatos glikanmintazat, a CSF-re specifikus IgG
(oligoklonalis IgG) jelenlétével egyiitt egyedi immunvélaszt feltételez az SM betegségben
[52]. Ana Cvetko ¢és munkatarsai 2020-ban a plazmafehérjék és a plazma eredetii IgG
N- glikozilacidjat vizsgaltak folyadékkromatografidval és fluoreszcens detektaldssal. A
plazma glikoproteinek esetében hangstlyoztdk az antenndris fukozilacio, valamint a tri-és
tetraantennas galaktozilacio jelent0ségét. A vizsgalatot kiegészitették a plazmaeredetii IgG
csokkent mag-fukoz tartalmi glikoformainak azonositisaval. Osszességében a plazma
komplex glikoformainak ardnya nétt, mig az IgG afukozilacidja fokozddott az egészséges
kontrollhoz képest [53]. Egy masik kutatds a szérum- és a CSF eredetii IgG-t hasonlitotta
0ssze. Eredményeik szerint a szérumbol szarmazd IgG magasabb szializaltsaggal és

galaktozilaltsdggal rendelkezik, mint a CSF eredetli IgG [54].

2.4.3. Akut gyulladasos betegségek

Az akut gyulladas a szervezet gyors valaszreakcioja fertézésre, szovetkarosodasra
vagy mas karositd ingerekre, mely sordn poszttranszlacids és szerkezeti valtozasok mennek
végbe a vérplazma fehérjéiben. Akut gyulladas soran szamos szérum glikoprotein - példaul
az immunoglobulinok, a haptoglobin és az akut fazisfehérjék (pl. al-antitripszin)
- glikozilacidja is modosul [55-57]. A teljes szérum N-glikanmintdzatban akut gyulladas
esetén fokozddik a galaktozilacio és szializacid [55]. Az akut fazisfehérjék — amelyekre
foképp a tobb antennaval rendelkez6 glikanokjellemzdek - ilyenkor még komplexebb, tobb
elagazast tartalmazo szerkezeteket alakitanak ki [56]. Ezek a valtozdsok kozvetleniil
befolyéasoljak a fehérjék immunmodulaléd funkcidit. Az agalaktozilalt IgG glikanok

pro- inflammatorikus hatdsuak, azaz fokozzédk a gyulladdsos valaszt. Ezzel szemben a
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szidlsavban gazdag, teljesen galaktozilalt vagy biszektilalt struktarak gyakran
anti- inflammatorikus, gyulladascsokkentd jelleget mutatnak. Az elmult években szamos
vizsgalat foglalkozott az akut gyulladdsos folyamatok soran megfigyelhetd N-glikozilacios
valtozasokkal, tobbek kozott bakteridlis tiidogyulladas, virusos COVID-19 fertézés,

valamint hasi miitéteket kovetd szisztémas gyulladas esetén [21, 58, 59].

COVID-19

A virusos fertdzések sordn az immunrendszer gyors és Osszetett valaszreakciot indit
el, amely jelentds valtozast okozhat a szervezet glikozilacids mintazataiban. A 2019-ben
megjelent sulyos akut 1égzdszervi szindromat okozd koronavirus-2 (Sars-CoV-2 vagy
COVID-19) vilagjarvanya emberek millioit érintette és a legtobb orszadgban tobb fertézési
hulldmban zajlott le [60]. A COVID-19-et a stlyos akut 1éguti szindromat okoz6 koronavirus
2 (SARS-CoV-2) okozza, amely az angiotenzin-konvertalo enzim 2 (ACE2) receptoron
keresztiil jut be az emberi sejtekbe [61]. A jarvany megfékezésének egyik legfontosabb
stratégidja a SARS-CoV-2 virus elleni véddoltasok alkalmazasa volt. Ennek kdszonhetéen
csokkent a fertdzések idétartama, és a pozitiv esetek szdma is [62]. Az els6ként jovahagyott
immunizacids eljardsok az mRNS-alapt vakcindk voltak, amelyek a koronavirus
tiiskefehérjéje ellen termeltek antitesteket. Szamos tanulmany vizsgalta hogyan valtozott a
N-glikoziladci6 a COVID-19 hatasara [21, 63-65]. Elemezték a teljes szérum és plazma
glikdnmintdzatat [21, 66, 67], a szérum eredeti IgG-t [68, 69], valamint a
tiiskefehérje- specifikus IgG-t is [64, 65]. Bladergroen és munkatarsai kimutattak, hogy a
COVID-19 betegek teljes széruméaban nétt a tri- és tetraantennds, kiilondsen 02,6-kotésti
szializalt glikdnok ardnya. Ezzel parhuzamosan a biszektilalt, mag-fukozilalt szerkezetek és
az oligomannozok aranya csokkent, foként a stilyos esetekben [21]. Hasonl6 eredményekrol
szamoltak be mas tanulmanyok is: emelkedett di-szializacio, valamint oligomannoz-
tartalom mellett csokkent aszializaciot (A2G2 strukturdk) figyeltek meg a COVID-19
betegekben. Ezek a valtozasok az akut fazisu fehérjék €s a gyulladésos valasz glikozilacios
eltéréseihez kothetok [63].

Habér a COVID-19 kapcséan tobb N-glikozilacios valtozast leirtak, az oltasi statusz
0nallo, teljes szérumra gyakorolt hatdsa kevésbé feltart. Ennek vizsgalata kiilondsen fontos
lehet a napjainkban folyd immunologiai vizsgalatok szempontjabol. A széles korl
atoltottsag és a virusokkal valo tobbszori taldlkozas egyiittesen formalhatjdk az immunvalasz
glikozilacios mintazatait. Ezért ezeknek a tényezoknek a kiilonvalasztasa Gj megértést adhat

a betegség ¢és az oltas hatasairol.
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Egvéb akut gyulladasos folyamatok

Akut gyulladdsos allapotok sordn a szervezet gyors és szisztémds valaszt ad a
karosito ingerekre, amelynek egyik jellemzdje az akut fazisfehérjék fokozott termelddése.
Ezek a fehérjék - haptoglobin, az al-savanyu glikoprotein és az ol-antitripszin
- N- glikozilalt fehérjék, amelyek szerkezeti jellemz0i érzékenyen reagalnak a gyulladdsos
allapotra [56, 70]. Szamos vizsgalat igazolta, hogy akut gyulladds sordn ezen fehérjék
N- glikozilaciés mintdzata megvaltozik, €s ezek a véltozasok eltérnek a kronikus
gyulladasos allapotokban megfigyelheté mintazatoktol. Példaul az al-savanyu glikoprotein
esetében akut gyulladds hatasara megnd a diantennas N-glikanok aradnya, mig kronikus
betegségekben ez a jelenség nem jellemzdé [71]. Az al-antitripszin esetében az akut
gyulladés sulyossagaval parhuzamosan emelkedik a szializalt N-glikdnok ardnya [56]. Az
akut gyulladds N-glikozilacios hatdsait rendszerszinten is vizsgéaltak. Egy 2016-os
vizsgélatban a klinikai hasi mitéteket kovetden kialakulod szisztémas gyulladas soran
elemezték a teljes plazma N-glikdnmintazat id6beni valtozasait. A vizsgalat soran 12, 24 és
48 oraval a beavatkozast emelkedett a szializacio, kiilondsképpen a mag-fukozilalt tri-és
tetraszializalt glikdnok esetében, mig csokkent a mag-fukozilalt diantennds glikanok
mennyisége [59].

A jelenleg alkalmazott diagnosztikai modszerek gyakran nem elégségesek az alhasi
fajdalom pontos okanak elkiilonitésére. A vakbélgyulladds egy olyan akut, progressziv
gyulladdsos folyamat, amely perforaciohoz vezethet, ezért sebészi beavatkozast igényel.
Ugyanakkor szamos esetben - kiilondsen gyermekpopuldcioban - a nem specifikus klinikai
tiinetek és a diagnosztikai bizonytalansdg egyiittesen indokolatlan appendectomiahoz
(vakbél eltavolitasara iranyuld specifikus miitéti folyamat) vezetnek. Az N-glikozilacios
mintadzatokon alapuldé biomarker-kutatds ezért idoszeri és kiemelt jelentOsségili, mivel
hozzéjéarulhat a vakbélgyulladds megbizhatobb felismeréséhez €s a differencialdiagnosztika

javitasahoz.

Kerpely Antal Anyagtudomanyok és Technoldgidk Doktori Iskola -11 -



Dojcsik Dalma - PhD értekezés

Irodalmi dattekintés

1. tablazat: Az egészséges dallapotra jellemzo N-glikozilacios mintazatok, valamint a

kiilonbozo gyulladasos és fertozéses betegségekben megfigyelt és szakirodalomban leirt

modosulasok ismertetese.

Patologiai dllapot

Jellemzo glikdnmintdazat

Specifikussag

Egészséges (normal)

mag-fukozilalt komplex glikanok

maj eredetii fehérjék [41]

di- és triantennas komplex glikanok

galaktoz €s szialsav dominanciaval

szérum glikoproteinek

altalanos jellemzoje [16]

02,6-szialsavas kotésii izoformak

al-antitripszint jellemz6

glikoforma [20]

altalanosan

agalaktozilacio, aszializacid, biszektilalt

GlcNAc emelkedett szintje

szérum ¢s IgG glikoprofilban
egyarant [46]

agalaktozilacio, biszektilalt GIcNAc,

afukozilaci6 fokozodasa

CSF IgG [50, 51]

hasi mtét utan

fokozo6dasa és mag-fukozilalt di-

antennaritas csokkenése

Kronikus
antenna fukozilacio,
gyulladis : : : L .
sclerosis multiplex tri-és tetraantennas galaktozilacio- és plazma fehérjék [53]
szializacio fokozodasa
afukozilacid, szializacio és
o plazma IgG [53, 54]
monogalaktozilacié emelkedése
multiantennaritas akut fazisfehérjék [57]
A2F glikanokon fokozott szializacio és )
o szérum fehérjék [72]
altalanosan galaktozilacio
fokozott diantennaritas al-savanyu glikoprotein [71]
emelkedett szializacio al-antitripszin [56]
mag-fukozilalt tri-és tetraszializacid
Akut gyulladas

plazma fehérjék [59]

COVID-19

tri- és tetraantennas, 02,6-szializalt
glikanok emelkedése és
biszektilacio, aszializacid és

oligomannoézok csokkenése

plazma fehérjék [21, 63]

2.5. Az N-glikozilacié analitikai vizsgalatainak kihivasai

A glikomikai kutatdsok szorosan kapcsoldodnak az 1) generacids, automatizalt

mintaeldkészitési eljarasokhoz, valamint a nagy ateresztéképességii (high-throughput, HTP)

analitikai technoldgiak fejlédéséhez [73]. Az 2. abra dsszefoglalja a napjainkban alkalmazott

legfontosabb HTP glikoanalitikai

modszereket. Ezek koziil

a leggyakoribb a

folyadékkromatografia (LC), a todmegspektrometria (MS), a kapillaris elektroforézis (CE),

illetve ezek kiilonbozd kombinacidi. Eldnyiik, hogy gyorsak, robusztusak és nagy
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felbontast, akar szerkezet-specifikus informdaciét is nyujtanak a glikokonjugatumokrol.
Ezek a modszerek kombinalhatok szabvanyositott, automatizalt munkafolyamatokkal,
valamint integralt szoftverplatformokkal, amelyek statisztikai feldolgozast is lehetové
tesznek, figyelembe véve a biologiai variabilitast (pl. nem, életkor, gyulladdsos vagy egyéb
klinikai paraméterek) [28].

A legtobb technika kétdimenzios (2D) adatot general, ahol az intenzitas a retencios
1d6 vagy a tOmeg/toltés arany (m/z) fiiggvényében &brazolhatd. Ezek a 2D profilok
tamogatjak a glikdn-adatbazisok hasznalatat és a nagymintas statisztikai 6sszehasonlitast. A
természetes glikdnok azonban gyakran alacsony koncentracioban fordulnak eld, és kémiai
tulajdonsagaik (kis méret, nagy polaritas, toltéshidny) miatt nehezen detektalhatok
hagyomanyos analitikai eszkdzokkel. A gyenge jelintenzitas €s a nem kielégitd ionizacios
hatékonysag jelentdsen rontja a kvantifikdlhatosdgot €és az 0Osszehasonlithatosagot,
kiilondsen LC-MS és MS vizsgalatok esetén.

A megbizhatdésag novelése érdekében elokészitd 1épésekre van sziikség, példaul
derivatizalasra. A derivatizalas olyan kémiai modositas, amely soran a kiindulasi molekula
egy szarmazéka képzddik. Gyakran alkalmazott modszer a fluoreszcens vagy permetilezéses
derivatizalas [8, 74]. Ez a detektalhat6sag fokozasat, az ionizacios hatékonysag javitasat, a
jel/zaj arany novelését, valamint az izoformak elkiilonitését szolgalja. A fluoreszcens
szarmazékképzés sordn a glikanok redukilé végén fluoreszcens festék, példaul
2- aminobenzamid (2-AB) vagy prokainamid (ProA) kapcsolodik a glikan GIcNAc
egységén keresztiil, igynevezett reduktiv aminalési folyamaton keresztiil [75].

A glikozilacid vizsgalatara szamos stratégia all rendelkezésre, a valasztas mindig a
kutatési kérdéstdl fiigg. A f6bb mddszerek:

- Intakt glikoprotein analizis: a teljes fehérje és glikozilacid vizsgalata, amely
atfogd informaciot ad a glikoformdk és mas poszttranszlaciés modositdsok
kapcsolatarol, de nem kiiloniti el az O-és N-glikozilacidt, sem a glikozilacid
aminosav szekvenciajat [76, 77].

- Glikoprotein elemzés: tripszines enzimatikus hasitassal peptidek vizsgalata
lehetové teszi a glikozilacios helyek szerinti elemzést [78, 79].

- Felszabaditort N-glikanok analizise: PNGase F enzimmel felszabaditott
glikanok szerkezeti vizsgalata derivatizalast kovetéen. LC-MS esetén
fluoreszcens cimkézés sziikséges, MS/MALDI esetén mas derivatizalasi

modszerek is alkalmazhatok, példaul etil-észterifikacio [7, 8].
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2. abra: A glikan molekulak karakterizdaldasanak lehetséges utvonalai és modszerei Karin
Marino attekintése alapjan [7]. Roviditések a ,, Mellékletek - Roviditések jegyzékében” lettek

feltiintetve.

2.5.1. HILIC-alapu fluoreszcens glikananalizis attekintése

A hidrofil kdlcsonhatason alapuld folyadékkromatografia (HILIC) az elmult évek
soran az N-glikozilacidra iranyuld folyadékkromatografiai mérések egyik vezetd
szerepldjévé valt. A HILIC alapii modszer megfelelé a vizoldékony, polaros
oligoszacharidok, kiilonosen azok szerkezeti izomerjeinek elvéalasztasdra. A komplex
glikanok esetében a mannodzkarokon megjelend al,6- és al,3-glikozidos kotésti izomerek
elkiilonitése mas modszerekkel nehéz lenne. A HILIC modszerben a retencié a glikdnok
hidrofil tulajdonsagain alapul, amelyeket a méret, a toltés, az eldgazasok szama ¢és a
monoszacharid-0sszetétel hataroz meg. Az alacsony pKa-ji mozgé6fazis (jellemzden magas
acetonitril tartalmii olddszer) eldsegiti a finom glikanszerkezeti kiilonbségek szerinti
elvalasztast. A savas kozeg protonalt dllapotban tartja a savas funkcids csoportokat, ezaltal
csOkkenti az ionizaciobodl szarmazd masodlagos kolcsonhatasokat [80, 81]. A fluoreszcens
kromatogramokon a glikoformak hidrofilitds szerint eludlodnak az oszloprol: a kevésbé
poléaros (pl. neutrdlis - FA2, A2G2) glikanok révidebb retencios iddvel, mig a polarosabb
(pl. szidlsavat tartalmazo - A2G2S1, FA3G3S3) strukturdk hosszabb retencios iddvel
jellemezhetok.

Az 10 generaciés UPLC / UHPLC rendszerekben (Ultra Performance Liquid
Chromatography / Ultra High Performance Liquid Chromatography) a HILIC oszlopok
kialakitasa jelentésen noveli a kromatografids hatékonysagot. Példaul a 2 um alatti

részecsketoltettel rendelkezd alloéfazisok olyan finom eltérések elkiilonitését is lehetové
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teszik, mint a biszektilalt N-acetil-gliilkozamin és annak analdgja [82-84]. Ez kiilondsen
fontos klinikai szempontbol, mivel a biszektilalt GIcNAc egységgel rendelkezd
glikoproteinek kimutathatoan csokkentik a daganatos attétképzddést [80].

Ahogy az kordbban mar emlitésre keriilt, a szénhidratok ionizacidja természetes
formajukban gyenge, mivel nem tartalmaznak UV-elnyeld (kromofor) vagy fluoreszcens
(fluorofor) csoportokat. Ezért a fluoreszcens jelolés kulcsfontossagl a nagy érzékenységi
detektalashoz, kiilonésen HILIC-FLD-MS mérésekben. A klasszikusan alkalmazott
jeloldszer a 2-AB alkalmazésa, amely sztochiometrikusan 1:1 ardnyban kapcsolodik a
glikdnok redukald végével, lehetdvé téve a kvantitativ relativ mennyiségi analizist. Hatranya
azonban az alacsony ionizacids hatékonysag, amely korlatozza az eletrospray ionizéacids
(ESI-MS) érzékenységet [85]. Egy ujabb generacids jeldldanyag, példaul a ProA, bazikus
tercier amin oldallancokat tartalmaz, ami fokozza a cukrok a protonaffinitasat, ezaltal pedig
jelentdsen fokozza az ESI-MS modszer érzékenységét [7]. A ProA ugyanazon reduktiv
aminalasi mechanizmus mentén kapcsolodik a glikanokhoz, mint a 2-AB, viszont nagyobb
fluoreszcenciat és fokozott MS jelintenzitast biztosit. Az irodalmi adatok alapjan még a
HILIC-LC elvalasztasban is kiilonbséget mutat: mig a 2-AB jelolés esetén a FA2G2 és
A2BG?2 glikanok koeluciot mutattak, ProA alkalmazaséaval jol szétvalaszthatok [85].

A HILIC-alapi mintaeldkészitési modszerek az elmult években jelentds
fejlesztéseken mentek keresztiil. A mintaelokészités soran a tisztitas nélkiilozhetetlen, mivel
eltavolitja az N-glikan felszabaditasa és jelolése utan visszamaradt fehérjéket, sokat és
felesleges jelolomolekulakat, amelyek rontandk a mérés pontossigat, zavarhatndk a
detektalast, vagy csucseltolodast okoznanak a kromatogramon. A kordbban alkalmazott,
1d6igényes vakuum-centrifugalasi és HPLC-alapu tisztitasi 1épések helyett ma mar gyors,
nagy ateresztoképességli szilard fazisu extrakcid6 (SPE) alapi protokollok allnak
rendelkezésre [85-87]. A megfeleléen optimalizalt tisztitasi 1€pés biztositja a glikdnok
kvantitativ  visszanyerését, ¢és lehetdvé teszi a mintdk kozvetlen injektalasat
HILIC- UHPLC- FLD- MS rendszerekbe. Ennek kovetkeztében az utdbbi években egyre
nagyobb figyelem irdnyul az alternativ, glikdn-specifikus izolalasi technikdk fejlesztésére,
kiilondsen a szilard fazisu extrakcion alapulé modszerekre [87]. llyen megkozelitések kozé
tartozik példaul a hidrofil interakcion alapul6d szlirohegyek alkalmazéasa [88], a magneses
gyongy-alapu [11], valamint az NH2-funkcionalizalt vagyis, amin-csoporttal modositott

magneses nanorészecskével torténd tisztitas [89].
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2.6. A magneses nanoreészecskék jellemzése és funkcioi

A magneses nanorészecskék (MNP) olyan nanoszkopikus méretli részecskék
(4ltalaban 1-100 nm kozotti atmérdvel), amelyek ferri- vagy ferromagneses tulajdonsaggal
rendelkeznek, €s jellemzden vas-oxid alapu anyagokbol (magnetit vagy maghemit) allnak.
Amikor a nanorészecskét kiillsd magneses térbe helyezziik, nettd6 magneses momentum
indukalddik benne. Ilyenkor a nanorészecske atomjai mar nem véletlenszeriien
orientalodnak, igy az egyes atomok parhuzamosan rendezddnek a magneses térrel és egy
nem nulla ered6 momentumot eredményeznek. A magneses anyagokban az atomok
magneses momentuma kis térfogatokba, ugynevezett doménekbe rendezddik. Nagyobb
részecskék tobb domént tartalmaznak, amelyek egymas magneses hatasat részben kioltjak.
A részecskék méretének csokkenésével a tobbdoménes szerkezet egydoménessé valik, ami
energetikailag kedvezobb, mert megsziinik a doménfalak energidja. Tovabbi
méretcsokkenéssel a homozgds képes az egész részecske magneses momentumat
megforditani, igy kiilsé tér hidnyaban is a nett6 magneses momentum nulla marad. Ezt a
jelenséget szuperparamagneses tulajdonsagnak nevezziik [90, 91].

A nanorészecskék vizes kozegben karboxil- vagy mas ionizalodd csoportok révén,
negativ feliileti toltéssel rendelkeznek. Ez elektrosztatikusan taszitast eredményez a
részecskék kozott, megakadalyozva az aggregaciot, és eldsegitve a stabil, homogén
diszperzio6 kialakulasat. Hidrofil természetiik lehetdvé teszi, hogy hidrogénkotéseken vagy
dipol-dipdl kolcsonhatasokon keresztiil mas hidrofil molekuldkkal is kolcsonhatdsba
1épjenek, amelyek a feliileti adszorpcio jelenségeként értelmezhetdk. Az adszorpcio lehetdveé
teszi a molekulak MNP feliiletén vald visszatartasat, azaz oldatokbol valo célmolekula
izolalasanak lehetdségét [92, 93].

A nanorészecskék polaris jellege noveli a nedvesithetéséget — a vizmolekulak

konnyen szétteriilnek a nanorészecske felszinén — ami szintén hozzdjarul a jo vizbeli

diszpergalhatosdghoz [94]. A kiilonboz6 ferrit alapt nanorészecskéket gyakran vonjak be
biokompatibilis polimerekkel, példaul dextrannal, polivinil-alkohollal (PVA) vagy
polietilén-glikollal (PEG). Ezek a bevonatok ndvelik a részecskék kolloid stabilitasat,

csokkentik €s a biokompatibilitas novelése érdekében [95, 96].

2.6.1. Magneses nanorészecskék orvosi alkalmazasai

A MNP-k az 1980-as évektdl kezdve széles korben alkalmazast nyertek az

orvostudomany szamos teriiletén. A diagnosztikai képalkotasban példaul az FDA (Egyesiilt
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Allamok Elelmiszer- és Gyogyszeriigyi Hivatala) altal engedélyezett vas-oxid-alapt
nanorészecskéket haszndlnak MRI kontrasztanyagként, illetve a képmindség javitasara
szolgélo anyagként (MPI-magnetic-particle imaging) is [97, 98]. A magneses
nanorészecskék egyik legnagyobb eldnye a nagy fajlagos feliilet mellett az, hogy a felsziniik
szabadon ¢és sokoldallan modosithato. Kiilonbozé kémiai funkcidés csoportokkal,
(pl. hidroxil-, aldehid- vagy amin-csoport) kémiailag modositva alkalmassa tehetok
fehérjék, nukleinsavak, sejtek vagy cukrok szelektiv izolalasara komplex bioldgiai
mintakbol [99, 100]. Irodalmi példak kozott szerepel:

e genomi dezoxiribonukleinsav (DNS) izoldldsa novényi sejtekbol [101],

e DNS kinyerése human vérbdl vas-oxid alapt nanorészecskével [102],

e Dbakterialis plazmid DNS izolalas mangan-ferrit nanorészecskék segitségével [92],

o fehérje izolalasra [94],

e vérszérum eredetli glikdnok megkdtése magneses gyongy alapu technoldgiaval

[11, 89],

o glikopeptidek szelektiv elvalasztdsa a nem glikopeptidektél NH2-funkcionalizalt

magneses nanorészecskekkel [103].

Egy 2021-ben megjelent tanulmdny szerint az NH:-funkcionalizalt, ferrit-alapu
magneses nanorészecskék alkalmazdsa a glikoproteomikai mintdk el6készitésében
kiilonosen elonyos lehet [103]. Az ilyen tipusu részecskék nemcsak hidrofil kdlcsonhatasok
révén képesek a glikopeptidekhez vagy glikanokhoz kdtddni, hanem tovabbi elektrosztatikus
kolesonhatéast is kialakitanak a cukormolekuldk negativ toltésli csoportjaival. Ennek
koszonhetéen a  szidlsavat tartalmazd  glikopeptidek és  glikanok  erdsebben
adszorbealdodhatnak a részecskék felszinén, mivel a szidlsav karboxilcsoportja
kolcsdonhatasba 1ép az MNP feliiletén 1évé NHa-csoportokkal. Osszességében az
NH:- funkcionalizalt MNP-feliiletek nemcsak fokozott szelektivitast biztositanak, hanem
lehetéveé teszik a gyors magneses szeparalast €s a 96-lyuku lemezekkel valé kompatibilitast

is, ami igéretes lehet automatizalhatd glikan-tisztitasi eljarasok fejlesztéséhez.
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3. Célkituzések

A PhD disszertaiciomban bemutatott kutatds elsddleges célja, egy magneses

nanorészecske alapt, koltséghatékony ¢és automatizalhatdé glikan tisztitdsi protokoll

kidolgozasa, amely alkalmas szérumbdl szarmazé fehérjék N-glikozilacios mintdzatdnak

vizsgalatara. A kutatdsom tovabbi célja volt, hogy harom kiilonb6z6 patologiai koriilmény

alatt fennallo gyulladasos betegség teljes szérum eredetli N-glikozildcidos mintazatanak a

feltérképezése. Mindez az alabbi pontok célkitiizéseit jelentette:

1.

Ujonnan szintetizalt NH-funkcionalizalt MNP-alapu glikin tisztitisi médszer
fejlesztése: Négyféle NHa-funkcionalizalt, kiilonbozd ferrit-alapti nanorészecske
N- glikanok feliileti adszorpcidjan alapuld megkotési hatékonysaganak tesztelése
UHPLC rendszerben, a legrobusztusabb MNP kivalasztasa céljabol.

MNP-platform optimalizalasa koltséghatékonysag és automatizalhatosag
szempontjabol: A leghatékonyabb NHa-funkcionalizalt ferrit-alapt MNP kivalasztasa,
majd annak glikdn megkotés szempontjabol torténd optimalizalasa. A diszperzids kozeg,
az MNP koncentraci6 ¢és az elucios pufferek tesztelése. Az optimalizalt MNP-protokoll
Osszevetése kereskedelmi forgalomban kaphato glikantisztitdsi modszerrel glikankotési
¢és koltséghatékonysagi szempontbdl. Végiil a modszer integralasa egy automatizalhato
platformra.

Harom gyulladasos betegség — sclerosis multiplex, COVID-19, gyermekkori akut
vakbélgyulladdas — N-glikozilacios mintazatanak vizsgalata: Teljes szérum alapu
glikanprofil meghatarozasa az adott betegségben. Glikdnmintazatok Gsszehasonlitasa a

betegséggel diagnosztizalt és veliik nemben és korban megegyezd egészséges kontroll

mintacsoportok kozott, statisztikai tesztek alatdmasztasaval.
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4. Anyagok és modszerek

4.1. Felhasznalt anyagok

4.1.1. NH-funkcionalizalt ferrit alapii magneses nanorészecskék eléallitasahoz

- nikkel(Il)-nitrat hexahidrat, natrium-acetat (Thermo Fisher Scientific, Kandel,
Németorszag)

- mangan(Il)-nitrat tetrahidrat (Carl Roth, Karlsruhe, Németorszag)

- kobalt(Il)-nitrat hexahidrat, vas(Il)-nitrat nonahidrat (VWR International, Leuven,
Belgium)

- magnézium(Il)-nitrat hexahidrat, etanolamin, etilén-glikol (Sigma-Aldrich , St.

Louis, MO, USA)

4.1.2. N-glikan mintael6készitéshez és LC-MS elemzéshez

- PNGase F enzim készlet (Asparia Glycomics, San Sebastian, Spanyolorszag)

- Boran-2-metilpiridin komplex ('kat. szdm: 654213), prokainamid-hidroklorid (kat.
szam: P9879) (Sigma Aldrich, St. Louis, MO, USA)

- DMSO (kat. szam: 85190) (Thermo Fisher Scientific, Kandel, Németorszag)

- Ecetsav >99%, LC-MS mindsitett (kat. szam: 84874.180), Formiat sav 99%, LC-MS
mindsitett  (kat. szam:  84865.180), Acetonitril  >99.9%, HiPerSolv
CHROMANORM® LC-MS minésitett (kat. szam: 83640.320), 2-propanol >99.9%,
HiPerSolv. CHROMANORM®, LC-MS mindsitett (kat. szam: 84881.29 (VWR
International, Leuven, Belgium)

- 25 (v/v)%-0s Ammonia oldat (kat. szdm: AM02580100), (Scharlab S.L., Barcelona,
Spanyolorszag)

- human szérum mintdk az alairt vagy tajékoztatott beleegyezési nyilatkozat megléte
mellett, a Helsinki Nyilatkozat eldirdsainak megfeleléen keriiltek gytijtésre. A
tanulmanyt a Regiondlis Kutatdsetikai Bizottsdg jovahagyta (Etikai engedély
szamok: sclerosis multiplex (RKEB/IKEB-G-102-102-2018), COVID-19 (BORS-
02-2021), gyermekkori akut vakbélgyulladds (BORS-02/2023) (Borsod-Abauj-
Zemplén Varmegyei Kozponti Korhaz és Egyetemi Oktatokorhdz, Neurologiai, -

Gyermeksebészeti-és Infektologiai Osztalyai, Miskolc, Magyarorszag)

1 kat. szam: katalogus szam
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4.2. NH:-funkcionalizalt ferrit alapu magneses nanorészecskék eldallitasa

A kisérleteimben négyféle NHa-funkcionalizalt ferrit alapt MNP-t allitottunk el6 a
Miskolci Egyetem Anyag-¢és Vegyészmérnoki Kar Kémia Intézetben Dr. Vanyorek Laszlo
témavezetése alatt Ilosvai Maria Agnes PhD tarsammal. Az eldallitasi modszer egy
koprecipitacios eljarason alapul, melynek 1épéseit az alabbiakban ismertetem :

1. 50 ml etilén-glikolban feloldottunk 8,08 g (2 mmol) vas(Ill)-nitrat nonahidratot és a
kivant fémkomponens (kobalt (Co), nikkel (Ni), mangan (Mn) vagy magnézium
(Mg)) kristalyvizes formajaval elegyitettiink.

2. 12,3 g natrium-acetatot oldottunk 100 ml etilén-glikolban, amely 150 mmol
mennyiségnek, azaz 1,5M koncentracionak felel meg. Az elkészitett oldatot
flitdkosarban, magneses kever6t alkalmazva allandé keverés mellett, 100 °C-on,
15 percig kevertettiik.

3. A feloldodott fémsok (Co,- Ni,- Mn,- Mg-fémsok) oldatat hozzaontottiik a glikol-
alapu natrium-acetat oldathoz és tovabbi 30 percig kevertettiik.

4. Az oldathoz 35 ml etanol-amint adtunk és 200 °C-ra flitve a rendszert 12 6ran
keresztiil refluxaltattuk a keveréket.

5. Lehiitottiik az oldatot, majd centrifugéalassal (4200 rpm, 10 perc) elvalasztottuk a
fémso-alapu szilard fazist.

6. A visszanyert szilard fazist kiilonboz6é moédon hasznéltuk fel a tovabbiakban annak
érdekében, hogy az MNP-re nézve eltérd kiindulasi allapott oldatokat hozzunk 1étre
(pl. szaritott forma visszadiszpergéalasa Milli-Q vizben, glikolos kozegben hagyva az
MNP oldatot, glikolos oldat kimosésa vizzel, majd annak higitasa):

6.1. A kinyert szilard fazist desztillalt vizzel néhanyszor atmostuk, amig a magneses
ferrit konnyen el nem valt egy magnes segitségével a vizes fazistol. Végiil a kinyert
magneses ferritet atoblitettiik abszolut etanollal és 70 °C-on, 12 6ran keresztiil szaritottuk.
A kisérleteim kezdetén tesztelt CoFe204-NH2, MgFe204-NH2, MnFe204-NHz és NiFe204-
NH2 MNP tipusok szaritassal késziiltek. Az igy kinyert NiFe2O4-NH2 MNP-t az erre irdnyuld
kisérletekben szaritott MNP-nek (Sz jelolés) neveztem el. A széritast kovetden
meghataroztam az MNP tomegét, majd ezeket az értékeket alapul véve vizben 5 mg/ml

koncentracioju torzsoldatokat készitettem.
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A tovabbi alpontokat csak a NiFe204-NH2 MNP esetében végeztem el, hogy optimalizaljam
az MNP-hez tartoz6 protokollt.?

6.2. Ebben a pontban leirt 1épéseket csak a NiFe204-NH2 MNP esetében végeztem
el. A 12 6ras refluxdltatast kdvetden a glikolos kozegbdl nem mostam ki az MNP-t, hanem
azt, ebben az oldatban hasznéltam a kisérletekben a tovabbi higitdsokhoz. A felhasznalas

tesztelésénél glikolos MNP-nek (G jelolés) neveztem ezeket a mintakat. A glikolos oldatban

crer

crer

100x- osnak tekintettem, és ebbdl kiillonb6z0 ardnyu higitasokat készitve vizsgaltam a
glikan-specifikus kotés hatékonysagat (4.1. Eredmények alpontban ismertetem részletesen).

6.3. Az alabbi Iépéseket szintén csak a NiFe204-NH2 MNP esetében végeztem el. A
kinyert szildrd fazist hasonloan az el6zé pontban leirtakhoz, desztillalt vizzel mostam at,
amig a szilard magneses ferrit konnyen el nem valt a vizes fazistol. Ezt kovetden az MNP-t
nem szaritottam ki, hanem az eredeti vizes kdzegben oldva alkalmaztam a kisérletekben,
amit vizes MNP-nek (V jelolés) neveztem el. A NiFe2O4-NH2 MNP (V) koncentraciojat ugy
hataroztam meg, hogy 3 mintat készitettem, 1-1 ml mintat 6raiivegre cseppentettem, majd
azt 12 oran keresztiil szaritoszekrényben hagytam. A szaritott NiFe.Os-NH> MNP (V)
mintdk tdmegét analitikai pontossdgi mérlegen mértem, majd a harom parhuzamos minta
eredményét atlagolva visszaszamoltam az ennek megfeleld oldattérfogatot. Ez alapjan a

cres

kisérletekben torzsoldatként hasznaltam, és ebbdl készitettem a sziikséges higitdsokat.

4.3. Az N-glikan-analizis mintael6készitési 1épései

A glikoproteinek folyadékkromatografiaval torténd analitikai vizsgélatanak
elékésziilete magadba foglalja a cukrok fehérjékrdl torténd levalasztasat, majd fluorofor
csoport hidnya miatti fluoreszcens modon vald jelolését és végiil a cukormolekulak
izolalasénak folyamatat (N-glikan tisztitas) a lizatumban visszamaradt soktol, fehérjéktol és
a felesleges festékmolekuldktol. A mintaeldkészités folyamatdnak lépéseit az alabbi

alpontokban ismertettem.

2 A 6.2. és 6.3. alpontokban leirtakat 6nalldan végeztem.
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4.3.1. Szérumfehérjék és IgG denaturalasa, glikanok enzimatikus felszabaditasa

A 9 pl szérum mintat 65 °C-on, 15 percig denaturaltam 10x higitasi koncentracioban
alkalmazva az Asparia PNGase F készlethez [104] tartozé denaturdl6 puffer hozzaadaséaval,
igy az emésztési kozeg végtérfogata 10 pl volt. A denaturacid sordn a szérumban talalhato
fehérjék masodlagos €s harmadlagos szerkezete felbomlik, ezaltal a glikan oldallancok
hozzaférhetdvé valnak a kovetkezd 1épésben alkalmazott enzim szamdara. Mivel ez a [épés
magas hdmérsékleten, 65 °C-on torténik, a reakcidt kovetden 10 percet vartam a minta
szobahOmérsékletre vald visszahtliléséhez. Ennek oka, hogy az ezt kdvted enzimatikus
reakcio a megfeleld hdmérsékleti tartomanyban mehessen végbe, €s a visszamardt héhatas
térfogatra noveltem az emésztési kdzeget 7 ul Milli-Q viz és 2 pul 10x PNGase F enzim
puffer, végezetiil pedig 1 ul PNGase F enzim hozzaadasaval. Az Osszeallitott elegyet

37 °C- on, egy ¢éjszakan keresztiil (O/N) hagytam inkubal6dni.

4.3.2. Felszabaditott glikanok fluoreszcens derivatizalasa 300 mM ProA-val

Kovetkez6 1épésként a cukrok jelolésére fluoreszcensen detektalhatd 2-ProA jelolot
készitettem, mely reduktiv amindlassal kapcsolodik a glikdnokhoz. A kutatécsoportunk
korabbi  tanulményaban Osszehasonlitasra keriil6  fluoreszcens jelolok — kozil
(2- aminobenzamid, 2-antranilsav és 2-ProA) a 2-ProA biztositotta a nagyobb retenciot és a
jobb szeparaciot a glikan analizise soran HILIC-LC-MS rendszerben [75]. A 300 mM ProA
jelold oldat készitéséhez 300 mM prokainamid-HCl és 300 mM pikolin-boran szilard
anyagot oldottam fel 70/30 (v/v)% DMSO/ecetsav kozegben, majd mintanként 10 pl jeldld
oldat hozz4adéasaval 3,5 oran keresztiil 65 °C-on inkubaltam fehérjékrdl lehasitott glikdnokat

tartalmaz6 mintakat, a megfeleld fluoreszcens derivatizacio elérése érdekében.

4.3.3. N-glikanok tisztitasi modszerei

Mivel a fluoreszcens festéket proporciondlisan feleslegben alkalmaztam a
derivatizalas soran igy a glikdn mintakat tisztitottam az analitikai mérések eldtt. A tisztitasi
1épés soran eltavolitasra keriilnek a szérummintdbdl visszamaradd fehérjekomponensek -
beleértve a PNGase F enzimet is - valamint a pufferekbdl szarmazoé sok, mivel ezek jelenléte
kedvezétleniil befolyasolhatja mind a kromatografids elvalasztds hatékonysagat, mind a
fluoreszcens jeloldoldattal torténd derivatizaciot kdvetden a reakeiot 170 ul 100 (v/v)%-os

ACN hozzaadasaval allitottam le, amivel a glikdn mintdk végsd térfogata 200 pl-re nott.
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Ezéltal a glikdn minta kornyezete az acetonitrilre nézve 85 (v/v)%-sa valt, amely idealis
polaritasi kozeget biztosit a tisztitds soran a glikan adszorpcids feliileten valdo megkdtés
Iépéséhez. A glikan tisztitdsi modszerekben alkalmazott pufferek és oldatok pontos
elkészitésének receptjét az 1. szamua melléklet 2. tablazata tartalmazza. A glikdnok tisztitasat

két kiilonb6z0, NHa-funkci6s csoporton alapuld mddszerrel végeztem el.

A. N-glikan tisztitds NH2-funkcionalizalt magneses nanorészecskékkel

A protokoll minden esetben azonos lépéseket végrehajtva keriilt alkalmazasra,
fiiggetleniil attol, hogy az adott MNP-oldat milyen tipusu ferrit-alapti magneses
nanorészecskét vagy diszpergald kozeget tartalmazott. A tisztitasi 1épések a kovetkezOk
voltak, amit grafikusan az 3. dbra mutat be.

1. Kondicionélés: 1,5 ml-es Eppendorf-csévekben egységesen 200 ul MNP-oldatot

pipettaztam, majd magneses allvanyra helyezve a csoveket, 1 perces inkubacids idot
kovetden eltavolitottam a feliiluszot.

2. Adszorpcid: A glikdn mintak MNP feliiletén vald megkotodéséhez, az emésztett
¢s fluoreszcensen derivatizalt mintak feliiliszgjat (180 pl 85 (v/v)% ACN-ben oldott glikan
minta) dsszeszuszpendaltam a 1,5 ml Eppendorf-csében 1évé magneses nanorészecskével és
5 perc inkubacids 1ddt kdvetden rahelyeztem a magneses allvanyra. A magneses allvanyon
tovabbi 1 perces inkubacios 1d6t tartottam, majd eltavolitottam a feliiliszot, vagyis a magnes
altal levalasztott MNP felett maradd folyadékfazist, és tiszta Eppendorf-csdvekbe
helyeztem. Fontos megemliteni, hogy a kisérletek soran véletlenszertien kivalasztottam
harom térolt ,,feliilusz6” frakciot, amelyeket HILIC-UHPLC rendszerben elemeztem annak
érdekében, hogy megfigyelhetd-e benniik glikanjel. A mérések alapjan azonban glikdnokra
utald jel nem volt kimutathatd, ami alatdmasztja, hogy a glikanok hatékonyan megkdtédtek

az MNP feliletén.

3. Mosds: A nanorészecskek feliiletére aspecifikusan k6tddé molekulak lemosasara
200 pl 95 (v/v)%-0s ACN oldatot pipettaztam a nanorészecskékre. Az Eppendorf csoveket
magneses allvanyra helyeztem, majd 1 perces inkubacids id6 leteltével eltavolitottam a

feliiluszot.

4. Elucio: A mosast kovetéen 80 ul elicios puffert pipettdztam a mintakra, majd
Osszeszuszpendaltam az MNP-vel és 5 percig hagytam inkubalddni szobahdmérsékleten. Az
elicios puffer Milli-Q viz vagy 150 mM ammonium-formiat puffer volt, amit az
Eredmények részben az optimalizalas soran részletesebben bemutatok. Az inkubacid alatt a

polaros ammonium-formiat puffer leszoritja a glikdnokat az MNP feliiletérdl, igy azok
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deszorbealddnak. Ezt kovetden a csoveket magneses allvanyra helyeztem és tovabbi 1 percet
kovetden atmértem a feliiluszot egy tiszta 1,5 ml Eppendorf-csébe, amit eluatumnak

neveztem el.

ﬂ
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MNP - U felszabaditott
- N-glikan
1. Kondicionalas 2. Adszorpcid 1. Elucio
200 pul MNP-oldat kimérése 180 ul 85 (v/v)% ACN-ben 200 pl 95 (v/v)% ACN 80 pul 150 mM ammoénium-formiat
oldott minta vagy Milli-Q viz

3. dbra: Magneses nanorészecskével tortéené glikan  tisztitas  folyamatabrdja.
1. Kondicionadlas: MNP-oldat kimérése, 2. Adszorpcio: szérumbol felszabaditott N-glikan
minta MNP feliiletén torténé megkotodése, 3. Mosas: 95 (v/v)%-os ACN oldattal torténo
aspecifikus molekuldk eltavolitasa, 4. Elucio. adott elicios pufferben glikanok deszorpcioja

az MNP feliiletérol.

B, N-glikan tisztitds NH> -és CHsCONHo.-funkcionalizalt MonoSpin oszlopos készletekkel
Az aminnal (NH2) vagy acetamiddal (CH3CONH:) funkcionalizdlt MonoSpin

oszlopos készletek (GL Sciences Inc., Tokid, Japan) kereskedelmi forgalomban kaphato
termékek [105]. Mindkét tipust készlet egyenletes eloszlast szilicium-dioxid monolitos
porussal ellatott, centrifugalis oszlop, amire aminopropil egységen keresztiili NH2-vagy
CHsCONHo:-funkcio6s csoportokat kapcsoltak. Ezt a kétfajta készletet alkalmaztam egyrészt
a sajat MNP-alapu glikan tisztitdsi protokoll Osszehasonlitdsdhoz. Tovabba az
NHa2- funkcionalizalt oszlopos készletet a COVID-19 és az akut vakbélgyulladés teljes
szérum N- glikozilacios vizsgalatok soran.

Az oszlop egy hidrofil-kdlcsonhatdson alapuld folyadékkromatografiai eljaras
(HILIC), mely alkalmas cukrok és mas hidrofil vegyiiletek koncentralasahoz. A funkcios-
csoporttal ellatott MonoSpin oszlopos készletre €piild tisztitasi folyamat négy fo 1épése
szintén a kondicionalas, adszorpcid, mosas és elucid. A MonoSpin oszlopot egy gyljtd
1,5 ml Eppendorf-cs6be helyeztem, majd ezt alkalmaztam minden 1épésnél, kivéve az

eluciot, amihez tiszta 1,5 ml Eppendorf csdvet készitettem eld. Az oszlopos glikan tisztitasi
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modszer gyartéi protokollt kdvetve, az alabbi lépéseket tartalmazza, amit a 4. abra

grafikusan is bemutat:

1. Kondicionélds: 200 pl mos6 puffert, ami 95 (v/v)%-0s ACN oldat, mértem az

CHsCONH:-vagy NHz-funkcionalizalt MonoSpin oszlopra, majd centrifugaltam (1 perc,
10000 rpm). Atfolyot kidobtam a gyiijté Eppendorf-csébél. A kondicionalds masodik
1épéseként 200 pl elucios pufferként alkalmazott 150 mM ammonium-formiat puffert
mértem az oszlopra, majd centrifugaltam (1 perc, 10000 rpm) és az atfolyot szintén

kidobtam.

2. Adszorpcid: A 180 pul 85 (v/v)%-0s ACN-ben oldott mintat az oszlopra mértem,
majd 5 percig hagytam inkubalddni szobahdmérsékleten, hogy a glikdnok megfeleléen
adszorbedljanak az oszlopra kotott funkcids csoportokkal. Ezt kovetden centrifugaltam
(1 perc, 10000 rpm), majd az atfolyd frakciot eltettem egy tiszta Eppendorf-csébe. Ez a
frakcid minden olyan komponenst tartalmazott, amely nem kotddott az oszlop feliiletéhez.
Hasonloan az 5.3.3. A alpontban leirtakhoz, itt is ellendriztem kisérletenként harom
mintanak az adszorpciot koveto atfolyo frakcioban van-e glikéan jelenlétére utalod fuoreszcens
jel. A mérések alapjan azonban nem volt detektalhat6 glikanbol szarmazé jel, ami arra utal,

hogy a glikanok teljes mértékben megkotddtek az oszlopon.

3. Mosés: 200 ul moso puffert (95 (v/v)%-0os ACN) mértem az oszlopra, majd
centrifugaltam (1 perc, 10000 rpm) ¢és eltavolitottam a feliiluszot. Ezt kovetden az oszlopot

tiszta 1,5 ml Eppendorf-csébe helyeztem.

4. Elucid: A glikan molekuldkat két 1épésben eludltam a funkcionalizalt MonoSpin
oszlopokrél. Eldszor 50 ul 1 (v/v)%-os hangyasav oldatot (elucios pufferl) mértem az
oszlopra, 3 percig inkubdltam, majd centrifugaltam. Mdésodik lépésben 50 pul 150 mM
ammonium-formiat puffert (elicios puffer2) alkalmaztam, szintén az oszlopra pipettaztam,
majd 3 percet hagytam inkubalddni, hogy a glikan molekulék teljesen deszorbealddjanak az
oszloprol. Ezt kovetden centrifugéltam (1 perc, 10000 rpm), majd az atfolyot eludtumként

eltettem a glikan HILIC-UHPLC-MS analizishez.
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1.200 pl 95 (v/v)% ACN 180 pl 85 (v/v)% 200 pl 95 (v/v)% ACN 1.50 pl 1 (v/v)% hangyasav
2,200 pl 150 mM ACN-ben oldott 2.50 ul 150 mM

ammoénium-formiat minta ammonium-formiat

4. dabra: NH>-vagy CH;CONH:-funkcionalizalt MonoSpin oszlopos készlettel torteno
tisztitas lépései: a kereskedo oldalan megtaldlhato folyamatabra kiegészitésével.
1. Kondiciondlas: MonoSpin oszlop aktivaldsa a tisztitas soran alkalmazott moso és elucios
pufferekkel, 2. Adszorpcio: glikan minta adszorpcioja az funkcios-csoporttal ellatott oszlop
feliiletéen NH>-vagy CH;CONH:-funkcios csoportokon keresztiil, 3. Mosas: 85 (v/v)%-os
ACN oldattal torténo aspecifikus molekuldk eltavolitasa, 4. Elucio: glikanok deszorpcioja
az oszloprol 1 (v/v)%-os hangyasav -és 150 mM ammonium-formiat pufferek

alkalmazasaval.

4.3.4. A glikan-tisztitasi protokoll automatizalasa

Az automatizalas platformja Hamilton Microlab Prep pipettazo robot volt (Hamilton
Bonaduz AG, Bonaduz, Svéjc). A platform elrendezését és az applikaciok elhelyezését az
5. abra szemlélteti. Az automatizalashoz eldkészitett oldatok és eszkdzok:

e  96-lyuktl Hamilton-specifikus PCR lemez (Hamilton Bonaduz AG, Bonaduz, Svijc),
e 4 db Greiner 15 ml centrifugacsd az oldatok szdmara:

e 100% ACN,

e MNP-oldat (0,5 mg/ml NiFe.0s-NH: (V)),

e Mosooldat (95 (v/v)%-o0s ACN),

e Elucios puffer (150 mM ammonium-formiat, pH 4,4).

A manudlisan kifejlesztett protokoll 1épéseit a Hamilton vezérldszoftverbe
importaltam, és kisebb modositassal illesztettem a robot kapacitdsahoz. A legfontosabb
valtoztatds a MNP-oldat térfogatanak 200 pl-rél 180 pl-re valod csdkkentése volt, mivel a
96- lyuku lemez maximalis végtérfogata 200 pl. Ez a valtoztatas biztositotta a megbizhatd

pipettazast és elkeriilte a tilcsordulasbol eredd hibakat.
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5. abra: Hamilton Microlab Prep pipettizo robotikus platform egységeinek ismertetése.

4.4. N-glikan analizis UHPLC-MS rendszerekben

4.4.1. Alkalmazott Waters UHPLC-MS késziilékek

Az N-glikdn mintdkat Waters Acquity UHPLC rendszerrel mértem le mind az MNP
alapu glikan-tisztitasi protokoll fejlesztésére iranyuld kisérletek soran, mind a sclerosis
multiplex é¢s COVID-19 betegségekhez kapcsolodo teljes szérum N-glikozilacios profiljanak
feltérképezésekor. A Waters Acquity UHPLC késziilék fluoreszcens detektorral és egy
Waters SQD tipusu tomegspektrométerrel van felszerelve (Waters Corporation, Milford,
Massachusetts, USA). A Waters SQD egy egyszektoros kvadrupdl tomegspektrométer,
amely lehetdvé teszi a kromatografidsan elvalasztott vegyiiletek gyors és érzékeny
tomegspektrum-alapt detektalasat, kiegészitve a fluoreszcens jel detektalasat szerkezeti
informdcioval. A rendszert az Empower 3 kromatografids szoftver vezérelte, amely egy
megbizhatd, modularis és felhasznaldbarat platform a Waters berendezések adatgytijtésére
¢s feldolgozéasara. A fluoreszcens kromatogramok kiértékelését az Empower 3 szoftver
integralasi algoritmuséaval végeztem, amelynek sordn a csticskeresési parmétereket, mint
minimum jelintenzitas, jel-zaj arany és cstcsszélességet, elore definidltam. Az integralas
eredményeként meghatarozasra keriiltek az egyes csucsok intenzitasértékei, a cstcs alatti
integralt teriiltek, valamint a viszonyitott relativ szazalékos teriiletaranyuk, amely a

komponensek relativ abundancidjat (RA%) reprezentalja. Az Empower 3 képes egyszerre
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tobb detektor (pl. UV, FLD, MS) szinkronizalt vezérlésére és adatainak Gsszehangolt
kiértékelésére, ami kiilondsen hasznos komplex glikanprofilok elemzésekor.

A gyermekkori akut vakbélgyulladds mintaszett, egy Waters Acquity H-class
UHPLC késziiléken kertilt elemzésre, amely szintén fluoreszcens detektorral van kapcsolva.
A 6. abra A részén bemutatott kromatogram a fluoreszcens detektorral rogzitett elvalasztasi
profilt szemlélteti. Tovabba a folyadékkromatografias rendszer Waters Xevo-G2-XS QToF
(Waters Corporation, Milford, Massachusetts, USA) tomegspektrométerrel van dsszekotve.
A QToF detektor nagyobb tomegpontossagot, felbontdst és szelektivitdst biztosit, igy
pontosabb molekulaazonositast tesz lehetdvé — kiilondsen fontos ez a komplex glikdn
keverékek esetén, ahol tobb izomer vagy azonos tomegi, de eltérd szerkezetli komponens
fordulhat el6. Tovabba a tomegspektrométer lehetdséget biztosit MS/MS, azaz a
fragmentéacios spektrumok rogzitésére, amelyek a glikanok részletes szerkezeti
meghatdrozasanak elengedhetetlen eszkozei (6. 4dbra B). A rendszert a MassLynx
4.2. verzidju kromatografias vezérloszoftver (Waters Corporation, Milford, Massachusetts,
USA) miukodteti, amely a Waters QToF ¢és ToF eszkozok nativ vezérldszoftvere. A
MassLynx lehetdvé teszi az LC és MS komponensek részletes beallitasat (pl. gradiens
program, detektorfesziiltségek, ionforras paraméterek), valds idejii adatgyljtést ¢€s
monitorozast, valamint az egyes MS-adatok nyers formatumban (RAW) térténé mentését,
melyeket késobb kiilonb6z6 adatfeldolgozd szoftverek képesek kezelni. A méréseket
kovetéen az adatok kiértékelését UNIFI szoftverrel (Waters Corporation, Milford,
Massachusetts, USA) végeztem, amely egy integralt adatelemzd platform, kifejezetten
biomolekuladk, példaul glikanok, peptidek és kis molekuldk automatizalt analizisére
fejlesztve. Az UNIFI lehetdséget nyujt a fluoreszcens kromatogramok automatikus
integralasara, azaz kiszdmitja a cslcsteriileteket ¢és retencids idoket, tovabbd a
tomegspektrumokat m/z értékek alapjan automatikusan osszeveti egy eldre definialt glikan
adatbazissal, és elvégzi a glikanstruktirdk azonositasat. Fontos kiemelni, hogy az LC és MS
jeleket egyiittesen értelmezi, igy egyértelmii kapcsolat hozhat6 1étre a fluoreszcens cstcs €s
a tomegspektrumban detektalt ionok kozott. Az UNIFI szoftverrel végzett adatfeldolgozas
soran a vakbélgyulladas mintaszett esetében automatizaltan tortént mind a fluoreszcens
kromatogramok integralasa, mind a glikanstruktirdk m/z alapt azonositasa. Ez jelentdsen

csokkentette a kézi adatfeldolgozasi id6t, és jobb reprodukéalhatosagot tett lehetdveé.
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6. dabra: Teljes szérumbol szarmazo N-glikanprofil fluoreszcens detektdlassal (A) és

tomegspektrometrias analizissel rogzitett eloszldst, valamint a pontos struktura azonositdst

alatamaszt MS/MS (fragmentdcios) spektrumot (B) mutatja be.

4.4.2. Kromatografias és tomegspektrometrias beallitasok és mérési koriillmények

A cukormintazat elemzéséhez Waters BEH Glycan Amid tipusu oszlopon végeztem,

18-45% gradiens eliciot alkalmazva, ami azt jelentette, hogy az A puffer 50 mM

ammonium-formiat (pH 4,4) aranyt idében ndveltem, igy az N-glikanok hidrofilitasuk

szerint valtak le az oszloprol. Az elvalasztashoz sziikséges paramétereket az oszlop gyartoi

ajanlasok ¢€s a vonatkozo szakirodalmi adatok alapjan hataroztam meg és optimalizaltam,

melyeket a 2. tabldzat, mig a pufferek eldallitasanak leirdsat az 1.szami melléklet
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2. tablazata tartalmazza [106]. A BEH Glycan Amid oszlop egy, a Waters altal fejlesztett
hidképzett etil-hibrid, azaz szilicium-szerves hibrid szerkezettel (BEH) kialakitott oszlop. A
BEH technoldgia a hagyomanyos szilicium-dioxid alapi HPLC oszlopok fejlesztett
valtozata. A szilika szemcsék szerkezetébe etil-csoportokat épitenek be, amelyek ,,hidakat”
képeznek, igy az oszlopban 1év0 részecskék poléaros, hidrofil vegytiletek elvalasztasara
kivaloan alkalmazhatdk. A gradiensmddszer célja, hogy megfelelden elkiilonitse az eltérd
polaritasu glikanszerkezeteket; a magas kezdd acetonitril-tartalom segiti a hidrofil
kolcsonhatason alapuld retenciot, mig a gradiens soran fokozatosan névekvd vizes fazis a
hidrofilebb glikanstruktirdk eludlasat teszi lehetévé, mivel csokkenti azok interakciojat az
allofazison taldlhat6, amid csoportokkal. A 0,4 ml/perc aramldsi sebesség az oszlop
méretéhez ¢és a tomegspektrométer ionizacids feltételeihez is jol illeszkedik, igy
optimalizdlva a csucsszélességet ¢és a detektdlasi érzékenységet. A mintakat
75/25 (v/v)%- 0s ACN ¢és Milli-Q viz oldataban oldottam fel, ami biztositja a glikdnok
hatékony retencidjat az oszlopon. Minden mérés soran 5 pl-t injektaltam, amely optimalis
térfogatnak bizonyult, elkeriilve a csucsok szélesedését és oszlop mintaval valé talterhelését.
A mintaadagolé homérsékletének az 4&ltalanosan hasznalt 15 °C-t, mig az oszlop
hémérsékletének 60 °C-t allitottam be minden elemzés sordn. A magasabb
oszlophdmérséklet csokkenti a mozgdfazis viszkozitasat, javitva az elvalasztas
hatékonysagat ¢s reprodukélhatosagat, mindamellett, hogy nem roncsolja a glikan
molekularis szerkezetét. A fluoreszcens detektor gerjesztési €s emisszids hulldmhosszai
309 nm és 359 nm voltak. A prokainamid fluoreszcens jelol6ként valo alkalmazasa soran a
molekula gerjesztési maximuma 309 nm-nél, mig emissziés maximuma 359 nm-nél
figyelhet6 meg. Ennek megfeleléen a prokainamiddal derivatizalt glikanok ezen a
hulldmhossz-paron nagy érzékenységgel és specifikusan detektdlhatok. Az MS-analizis
soran a kapilldrisra 2,2 kV elektrospray fesziiltséget alkalmaztam, mivel ez az érték elegendd
a stabil és hatékony ionizdcidohoz anélkiil, hogy talzott fragmentaciot vagy ionelnyomast
okozna. Ez a fesziiltségtartomany tovabba alkalmas volt a pozitiv ionizaciés modban térténd
analizalashoz, amit 500-2000 m/z tartomanyban végeztem, adatfiiggetlen akvizicids
modban. A deszolvatacios homérséklet 120 °C-ra volt beallitva, mig a deszolvaticios
gazaramlasi sebessége 800 1/6ra volt. Ezeket a paramétereket alapbeallitasként alkalmaztam
a glikan molekuldk tomegspektrometrias méréséhez, mivel a viszonylag alacsonyabb
hémérséklet hozzajarul az érzékeny, hore labilis glikdnok integritadsanak megdrzéséhez, mig
a nagy gazaramlas eldsegiti a cseppek gyors parologtatisat, javitva az ionképzodés

hatékonysagat és a tomegspektrometrias jel tisztasagat.

-30 - Miskolci Egyetem



Dojcsik Dalma - PhD értekezés

Anyagok és modszerek

2. tablazat: Waters Acquity UHPLC és MS eszkozok beallitott paraméterei a mérések soran

Waters Acquity UHPLC
Waters Glycan BEH Amid (100/150 x 2,1 mm bels6
Oszlop tipus .
atmér6 (i.d.), 1,7 pm részecskeméret)
A puffer 50 mM ammoénium-formiat oldat (pH 4,4)
B puffer 100 (v/v)% ACN
Aramlasi sebesség 0,4 ml/perc

Gradiens

18-45 (v/v)% az A pufferre nézve

Erds moso puffer / Gyenge mosé puffer

20 (v/v)% ACN /80 (v/v)% ACN

Injektalasi mod

PLNO (részhurkos injektalas tii talontéssel)

Injektalasi térfogat

Sul

Oszlop hémérséklet

60 °C

Exitacios / emisszids hullamhossz

Aex=309 nm / Aem=359 nm

Waters SQD és Xevo-G2-XS QToF tomegspektrométerek

Tonizéacidés mod pozitiv
m/z tartomany 500-2000 m/z
Elektrospray fesziiltség 2,2kV
Deszolvatacios hdmérséklet 120 °C
Gazaram 800 l/6ra

4.5. Kiértékeléshez alkalmazott szoftverek és statisztikai tesztek

A mintacsoportok kozotti eltérd N-glikozilaciés mintazatok feltérképezésére
kiilonbozd statisztikai teszteket alkalmaztam, mint Shapiro-Wilk normalitasvizsgalat,
Kruskal-Wallis teszt, Karakterisztikus Gorbe Analizist (ROC analizis), Linearis
Diszkrimindns Analizis (LDA). A vizualizaciot IBM SPSS Statistics 25, GraphPad Prism
10.1.2. szoftver és Python 3.10.0 szoftverekben végeztem.

4.5.1. IBM SPSS Statistics 25

Az IBM® SPSS® (IBM Corporation, Armonk, New York, USA) egy olyan
szoftverplatform, amely szdmos lehetséget kindl statisztikai elemzések elvégzéséhez, a
gépi tanulasi algoritmusok, nyilt forraskodu bovithetdség és nagy adatok integracidjanak

terén egyarant.

Normalitdsvizsgalat

Az IBM SPSS szoftverben Shapiro-Wilk normalitasvizsgélatokat alkalmaztam,
mivel a mintacsoportokon beliili mintaszam minden kisérletben kevesebb volt, mint 6tven

minta. A Shapiro-Wilk teszt nullhipotézise, hogy a mintak kdvetik a normal eloszlast, igy az
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alacsony p<0,05 értékek a nem-normalis eloszlast jelentik. A teszt jellemzdje még az adatok

szimmetridjara €s csucsossagara valo érzékenység.

Szignifikans kiilonbségek keresése

Mivel az adataim nem kovették a normal eloszlast, igy a mintacsoportok kozotti
szignifikans eltérések azonositasdra nemparaméteres teszteket alkalmaztam, mint
Mann- Whitney U-tesztet (2 mintacsoport dsszehasonlitasa esetén) vagy Kruskal-Wallis
tesztet (2- nél tobb mintacsoport Osszehasonlitdsa esetén). A nemparaméteres tesztek
alkalmazésanal elészor 0,05 majd 0,01 szignifikancia szintek (p-értékek) beallitasaval is
elvégeztem az analizist, ezzel szigoritva a tobbszords tesztelés hibalehetdségeit. A teszt
elvégzésével a mintacsoportok kozotti kiilonbségeket statisztikailag szignifikdnsnak
tekintettem, ha a p<0,05. A szignifikancia erdssége szerint az eredményeket *(p<0,05),

*#(p<0,01) vagy *** (p<0,001) jelltem.

ROC gorbe

A Karakterisztikus Gorbe Analizis vagy roviden ROC (Receiver Operating
Characteristic) analizist dontéshozo rendszerként alkalmaztam. Ez esetemben azt jelenti,
hogy a teszt az N-glikan strukturdkat a RA% értékeinek eloszldsa alapjan hatarolja be egy
adott mintacsoporthoz, példaul beteg vagy kontroll, amely a dontés kimenetelét jelenti. A
teszt megmutatja a hibazas mértékét is, mivel a ROC gorbén az y tengelyen bemutatott
szenzitivitas reflektalja a valodi pozitiv értékek aranyat (TPR), azaz a helyesen azonositott
pozitiv értékeket. Minél magasabb a TPR aranya, annal megbizhatobban jellemzi az adott
valtoz6 a mintacsoportot. Az x tengely mutatja a hamis pozitiv értékek aranyat (FPR) vagy
1-specificitas értékeket, ami minél alacsonyabb annal kisebb a hibazas mértéke. A dontés
kimenetele azt jelenti, hogy a teszt kiilonb6zd kiiszobértékeihez milyen szenzitivitas €s
1- specifitas értékek tartoznak. A szenzitivitas és

1-specificitas értékek pontonként abrazolhatok, amelyek kirajzoljak a ROC-gorbét [107]. A
ROC gorbe alatti teriiletet a szoftver integralja és meghatarozza az AUC értékét, amely
annak a valoszinliségét fejezi ki, hogy egy pozitiv minta nagyobb RA%-t ad, mint egy
negativ minta. Minél magasabb az AUC értéke annal megbizhatobb a teszt, példaul
glikomikai-szakirodalomban a 0,85-6s AUC magas diagnosztikai teljesitményt jelez [21]. A
tesztben adott aszimptotikus szignifikancia megerdsiti, hogy az adott marker valoban képes
megkiilonboztetni a pozitiv €s negativ eseteket, tehat ha szignifikans az eredmény, akkor

nem véletlentil jott 1étre. Valamint az elemzés eredményeként az aszimptotikus also-¢s felsd

-32- Miskolci Egyetem



Dojcsik Dalma - PhD értekezés Anyagok és modszerek

hatar kozotti tartomany figyelembevételével lehet kdvetkeztetni a becslés pontossagara és
bizonytalansagara. Ez az intervallum megadja, hogy ha sokszor megismételnénk a
vizsgalatot hasonl6 koriilmények kozott, akkor mekkora tartoményban helyezkedhetne el az

AUC érték.Ha az als6 hatar meghaladja a 0,5 értéket, akkor a teszt pontossaga elfogadhato.

4.5.2. Past 4.02

A Past (,,Paleontological Statistics Software” csomag) 4.02-es verzidjat (Oslo
Egyetem, Norvégia) alkalmaztam Lineéris Diszkriminans Analizis (LDA) elvégzésére és
abrazolasara. Az LDA egy olyan statisztikai mdodszer, amely meghatarozza a valtozok - jelen
esetben az N-glikanok RA%-os értékei - linearis kombindciodjat. Eszerint a tesztben elore
definialt mintacsoportok elkiiloniilése a lehetd legnagyobb mértékii lesz. A modszer soran
meghatdrozott diszkriminancia fiiggvények mindegyikéhez tartozik egy sajatérték
(eigenvektor), amely megmutatja, hogy az adott linearis kombindcié mekkora ardnyban jarul
hozza az adathalmaz teljes szorasdhoz. A sajatértékek aranyabol szamithato az igynevezett
Osszvariancia megoszlasa, amelyet szazalékos formaban ¢értelmeziink. Példaul egy
84,80%- os hozzajarulas azt jelzi, hogy a vizsgalt elvalds dontd tobbsége mar az elsd
kombinacio alapjan megtorténik. A diszkriminancia fliggvények mentén dbrazolt mintak és
valtozok két- vagy haromdimenzios térben vald szemléltetésére szolgal a biplot, amely egy
kombinalt pont- és vektorabra. A mintak (pl. betegek, kontrollok) pontként, mig a valtozok
(pl. egyes glikanstruktardk) vektorként jelennek meg a tengelyek altal meghatarozott
koordinatarendszerben. A vektorok iranya €és hossza informaciét ad arr6l, hogy az adott

valtoz6 milyen mértékben és milyen iranyba jarul hozza a mintak elvalasztasdhoz.

4.5.3. GraphPad Prism 10.1.2

A GraphPad Prism szoftver (Insightful Science, San Diego, Kalifornia, USA) szamos
tudomdany teriileten alkalmazhato szoftver statisztikai tesztek elvégzéséhez és informativ,
attekinthetd abradk készitéséhez. A szoftverben abrazoltam az MNP-k glikanmegkdtési
hatékonysaganak optimalizalasi eredményeit; lehetdség volt egyrészt az egyes mintakhoz
tartozd adatpontok kiilon jeldlésére, masrészt tobb glikanhoz tartozo értékek Osszesitett

diagramjainak megjelenitésére is.

4.5.4. Python 3.10.0

A gyermekkori akut vakbélgyulladas vizsgalatara irdnyuld kisérlet eredményeinek

kiértékeléséhez és bemutatdsdhoz Python (Python Software Foundation (PSF), Delaware,
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USA) programozasi nyelvet alkalmaztam. amiben Dr. Garami Attila nyujtott segitséget. A
szoftverben folytonos valtozok normalitdsdnak vizsgalatara Shapiro-Wilk tesztet (95%-os
konfidenciaszinten) hasznaltunk. Tovabba Spearman- és Point-Biserial korrelacidanalizist
végeztiink, melynek eredményét hotérképen abrazoltuk, ahol az egyes glikan csticsok
vakbélgyulladas betegségre gyakorolt hatasat pontozasi rendszerben mutatjuk be: példaul
7- nél nagyobb korrelacids egylitthatd értéket erds korrelacionak tekintettiik [108]. A
paraméterparok korrelacios egyiitthatoinak értelmezése 107'-es skalan tortént. Spearman-
vizsgélatara, mivel ez a teszt alkalmazhato folytonos valtozok esetében. Point-Biserial
korrelacidanalizis pedig alkalmas olyan korrelacidk elemzésére, amelyben folytonos
valtozokat hasonlitunk dichotém, azaz kategorialis valtozokhoz. A Python szoftvert vizualis
abrazolasra is hasznaltuk, mivel a Kruskal-Wallis-probaval szignifikans eltérést mutato
N- glikan cstucsokat a szoftverben létrehozott pontdiagramok segitségével szemléltettiik,
ahol a betegség jelenléte vagy hidnya fiiggd valtozoként keriilt beéllitdsra az esetleges

mintazatok szemléltetése céljabol.

4.5.5. GlycoWorkBench 2.1

A glikdnok tomegspektrometrias (MS) analizise soran a szerkezetek azonositasa
gyakran manualis, iddigényes lépésekbdl 4all. Ennek tdmogatasara jott létre a
GlycoWorkbench nevii szoftver, amely dsszeveti az elméleti tomegeket a spektrumbol nyert
csucsokkal, és vizudlisan segiti a legvalosziniibb szerkezeti megfelelések kivalasztasat
(7. abra). A szoftver ingyenesen elérhetd eszkoz, ami segitségével glikanszerkezeteket az
azonositott tomegiik alapjan, a kotések és monoszacharid egységek szerint tudjuk grafikusan

abrazolni [34].

kH k= ) *[untitled] - GlycoWorkbench &
et View  Stuctwe T

chure ook Residue input
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7. dbra: GlycoWorkbench szoftver  grafikus feliilete  (ingyenesen  elérheto:
https.//glycoworkbench.software.informer.com/2. 1/ feliiletrol).
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4.6. SARS-CoV-2 ELISA immunoassay vizsgalat

A szérummintdk SARS-CoV-2 ellen termel6dott I1gG szintjét ELISA (Enzyme
Linked Immunosorbent Assay, azaz enzimhez kapcsolt immunszorbens vizsgalat)
modszerrel ellendriztem. A kisérletben alkalmazott mikrolemez alapa SARS-CoV-2 IgG
ELISA készlet, szérum vagy plazma eredetli SARS-CoV-2 IgG antitestek in vitro kvalitativ
detektalasara alkalmas (Autobio Diagnostics CO., LTD., Kina), a felszinre kotott
SARS- CoV-2 IgG-re specifikus antigénen keresztiil [109]. A modszertipust tekintve ez a
készlet kemilumineszcens modon kimutathatd két-lépéses indirekt elven miikodik. Elso
Iépésben a szérummintéat, ELISA minta oldattal kevertem 0ssze, ami biztositja a megfeleld
ionerdsséget és pH-t a reakcid soran. Majd maésodik 1épésként, enzimmel Osszekapcsolt
antigént tartalmazé oldatot (HRP-konjugatum) adtam a zsebekbe, ami a mintdban talalhato
SARS- CoV-2 IgG antitesttel komplexet alkot egy immunologiai reakcion keresztiil és
katalizadlja a kemilumineszcens szubsztrat reakciot. Ennek eredményeként a kozegben
abszorbanciat tudunk mérni, ami ardnyos lesz a mintaban 1évé SARS-CoV-2 IgG
mennyiségével. A reakcio Osszeallitasat a protokollban leirtak alapjan végeztem el a gyartoi
utasitasok szerint [109]. A kemilumineszcens detektaldst 450 nm-en végeztem egy
lemezolvasé berendezés hasznélataval a gyartoi utasitasok alapjan (ClarioStar lemez olvasé
berendezés; BMG LabTech, Ortenberg, Németorszag). A készlethez tartozd pozitiv standard
kontroll minta ODaso értéken mért abszorbancia [Aa4so] értéke alapjan hatdroztam meg a
reakcid kiiszobértékét. Ez a pozitiv kontroll atlagos abszorbanciajanak a 15%-a volt. gy a
tesztben a reaktiv vagy pozitiv eredmény azt jelenti, hogy a minta abszorbancidja eléri vagy
meghaladja a 0,1-et (A450>0,1). Ezzel szemben a nem-reaktiv vagy negativ eredmény azt

jelenti, hogy a minta abszorbancidja 0,1 alatti. (A450<0,1).
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5. Eredmények

Az eredményeket két {6 részre bontottam, mivel a kutatas soran az MNP-alapt glikan
tisztitasi protokoll optimalizaldsa és a teljes szérum N-glikozilacids vizsgélatok iddben
parhuzamosan zajlottak. Emiatt az optimalizdlt MNP-moédszer nagy mintaszamu
alkalmazasara csak a sclerosis multiplexhez kapcsolodo glikozilacios elemzések soran keriilt
sor. A 5.1. részben az NHz-funkcionalizalt magneses nanorészecske alapt glikan tisztitasi
protokoll fejlesztésének eredményeirdl, az optimalizalasi 1épések szerint alpontokra bontva
szamolok be. Tovabba az 5.2. alrészben a teljes szérum N-glikozilacio feltérképezésének
eredményeit ismertetem az altalam tanulméanyozott haromféle gyulladasos betegségben.

A kisérletekben konzisztensen az N-glikozilaciés vizsgalatok sordn a
mintaeldkészitést az N-glikdnok felszabaditasaval kezdtem, amelyet az N-glikan specifikus
PNGase F enzimatikus emésztése révén valositottam meg (4.3.1. alpontban leirtak szerint).
Ezt kovetden a felszabaditott glikdnokat 2-ProA alapt fluoreszcens jeldléssel derivatizaltam
(4.3.2. alpontban leirtak szerint). Az analitikai mérés el6tt, a glikanokat kiilonb6z6, hidrofil
interakcion alapulo tisztitdsi modszerekkel tisztitottam, ideértve a kordbban bemutatott,
CH3CONHz-vagy NH»-funkcionalizalt centrifugalis oszlopokat (4.3.3. B alpontban leirtak
szerint), valamint az Gjonnan kidolgozott, NH2-funkcionalizalt magneses nanorészecske
alapt protokollt (4.3.3. A alpontban leirtak szerint). Az N-glikdn analizist
HILIC- UHPLC- MS rendszeren végeztem el, a 4.4. alpontban részletesen bemutatott

modszertan alapjan.

5.1. NH,-funkcionalizalt MNP-k: dsszehasonlitas, optimalas, automatizalas N-

glikanok megkotéséhez

Az NHa-funkcionalizalt MNP protokoll fejlesztése az alabbi 1épéseket kovetve
valosult meg:

e kiilonbozd ferrit-prekurzorok hatdsa az MNP-k N-glikanmegkotd képességére
(5.1.1),

e diszperzids kozeg és az MNP-koncentracid hatdsa a részecskék stabilitdsara és a
megkotés hatékonysagara (5.1.2.),

o clucios puffer Osszetételének szerepe a glikdnok kotddési mechanizmusédban,
valamint MNP-alapu protokoll 6sszevethetdsége kereskedelmi forgalomban elérhetd
NHoz-funkcionalizalt centrifugélis oszlopokkal (5.1.3.),

e MNP-alapu protokoll automatizalasa szérum N-glikdnok megkotésére (5.1.4.).
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Az 5.1. alpontban leirt optimalizalasi Osszehasonlitdshoz a kromatogramok Empower 3
kromatografias szoftverben tortént integralasbol szarmazd paramétereket vettem
figyelembe:

1. Egyrészt a glikdn csticsok fluoreszcens intenzitasat vizsgaltam: minél magasabb volt
az integralassal meghatarozott emisszios érték (EU), annal nagyobb mennyiségii
fluoreszcensen jelolt glikdn keriilt visszanyerésre a tisztitas soran, igy annal
hatékonyabbnak mindsiilt az adott MNP-tipusu médszer.

2. A masik szempontom sordn a kiilonboz6 MNP-alapt glikantisztitasi protokollok
Osszehasonlitdsdt a modszerek UHPLC-analizisre gyakorolt reprodukélhatdsagi
hatdsa alapjan is elvégeztem. A reprodukalhatosagot a kromatogramokon azonositott
glikdn cstcsok csucs alatti teriileteinek szazalékos eloszlasaval, azaz az RA%
értékeivel jellemeztem. A RA% értékek konzisztencidja arra utalt, hogy a mintdk
glikozilacios Osszetétele homogén maradt a kiilonb6z6é parhuzamos mérésekben,
ezaltal az alkalmazott tisztitasi protokoll megbizhatonak tekinthetd az analitikai

kovetkeztetések szempontjabdl is.

5.1.1. A kiilonbo6zo ferrit prekurzorok hatasa az N-glikanok megkotési hatékonysagara

A kisérletek soran Co-, Mg-, Mn- ¢€s Ni-prekurzor alapu MNP-ket alkalmaztam. Az
MNP-ket kiilonb6z6é karakterizacios modszerekkel jellemeztiik, melyek eredményét az
1. szamu melléklet abrai és tablazatai tartalmazzédk. Az NHz-funkcionalizalt, ferrit alap
MNP-ket N-glikdn megkotési hatékonysdg és szabad festék (SZFF) eltavolitas
szempontjabol hasonlitottam 6ssze. Az SZFF a kromatogram elején megjelend, jellemzden
nagy intenzitasu csucs, €s a visszamaradt szabad fluoreszcens festék jelenlétére utal. Az
alacsony SZFF-csucsintenzitas a szennyez6 komponensek hatékony eltavolitasat jelenti, igy
a magas glikan csucs és alacsony SZFF-csucs intenzits egyiittesen jellemezték a kiilonb6zo
tipust MNP-k glikdn-specifikus kotés teljesitményét.

A négyféle ferrit alapu részecskét - CoFe204-NH2, MgFe204-NH2, MnFe204-NHz és
NiFe204-NHz - elnevezéssel jeloltem. A szintézist kovetden a kiilonb6zé MNP-k kiszaritasra
250 mg szaritott MNP-t diszpergaltattam 50 ml Milli-Q vizben. A glikan megkdtés
hatékonysaganak vizsgalatara egészséges human szérumként gyiijtott mintat alkalmaztam,
ami minden MNP-protokoll fejlesztési kisérlethez egységesen keriilt alkalmazasra. A glikan
tisztitasi eljaras optimalizalasat harom-harom parhuzamos mintan végeztem. Minden egyes

minta  esetében  hdromszori UHPLC injektalast alkalmaztam a  modszer
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reprodukalhatdsdganak alatamasztasa érdekében. Ennek megfeleléen mind a négy protokoll
esetében 9-9 kromatogram keriilt rogzitésre, amelyek mindegyikén 26 kiilonb6z6
glikoformot és egy SZFF cstcsot hataroztam meg.

A négyféle MNP-protokollhoz tartozé 0sszesitett glikan fluoreszcens intenzitas atlag
és szoras értékek a 8. abra A aldbran keriiltek bemutatdsra, mig az SZFF fluoreszcens
intenzitasat a B diagram szemlélteti. Mivel a kromatogramokon 26 kiilénb6z0, eltéré méretti
¢s intenzitdsu glikan csucs keriilt meghatarozasra, az ezekbdl szamitott egylittes
atlagintenzitdsokhoz tartozé szorasértékek magasnak bizonyultak. A nagy szérasértékek
hatasanak kikiiszobolésére relativ szorast, azaz a variacios koefficienst (CV) szamoltam,
amit a diagramok alatti tdblazatban tiintettem fel. A CV értékek értelmezése szempontjabol
fontos kiemelni, hogy minél alacsonyabb a CV, annal kisebb a mérési szoras az atlaghoz
képest, azaz anndl jobb a mérési pontossag és reprodukalhatosag. A kapott eredmények
alapjan (8. abra) a NiFe:O+-NH: tipusi MNP esetében az 0Osszesitett glikoformak
intenzitdsanak CV értéke volt a legalacsonyabb (13,33%). Ez az érték a szakirodalom szerint
homogén mintaeloszlas és megfeleld reprodukalhatosag esetén elfogadhatonak szamit [110].
Mivel jelen esetben az alacsony SZFF intenzités elérése volt a cél, egyidejlileg nemcsak az
alacsony atlagérték, hanem a hozza tartozé alacsony CV is fontos szempont. A NiFe:04s-NH2
tipusu. MNP esetében a legalacsonyabb atlagos SZFF-intenzitds értéket kaptam
(~5x107 EU), amihez 13,43% CV érték tarsult.
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8. dabra: A NH:>-funkcionalizalt magneses nanorészecskék (MNP) négy kiilonbozo tipusanak
glikanok tisztitasara valo alkalmassaganak értékelése az dsszesitett glikan csucs- és SZFF
intenzitds értékei alapjan. (A) Osszesitett glikan intenzitds [EU] MNP tipusok szerint,
median alapjan; (B) SZFF intenzitas [EU] MNP tipusok szerint. A glikoformak és SZFF
parhuzamos mintakra vonatkozo CV-értékek a diagramok alatti tablazatban keriiltek

jelolésre.

A kiilonb6zo tipusu magneses nanorészecskék glikanmegkdtési hatékonysaganak
vizsgalata alapjan a NiFe:0s-NH: tipust MNP biztositotta a legmagasabb Osszesitett glikan
intenzitast és a legalacsonyabb SZFF intenzitast, a tobbi ferrit prekurzorhoz képest. Emiatt

a tovabbi optimalizalashoz ezt az MNP-t alkalmaztam.

5.1.2. Szaritott, glikolos és vizes diszperzios kozegek optimalizalasa kiilonb6z6
koncentraciok fiiggvényében

A NiFe:04+-NH2 MNP protokoll optimalizalasanal azt vizsgaltam, hogy a kiilonb6zd
diszperzios kozegek (szaritott — Sz, glikolos — G, vizes — V) és az MNP koncentraciok
hogyan befolyésoljdk a glikdinmegkotés, azaz az adszorpcid hatékonysdgat. Mindharom
kozeg esetében koncentracid sorokat allitottam be, majd UHPLC-FLD analizissel a 10
legabundansabb  glikoforma intenzitdsat (glikdnkotési  hatékonysag) ¢és RA%
(ismételhetdség) értékeit hasonlitottam Ossze. Ezek a glikoformak a teljes glikdnkészlet
mennyiségének mintegy 80%-at lefedik, ezért megfeleléen reprezentiljdk a mintakat,

mikdzben a kisebb cstcsok nem torzitjak az eredményeket.
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Ebben az alpontban a korabban leghatékonyabbnak értékelt NiFe204-NH2 (Sz) MNP
tipusnak a 16, 8, 4, 2, 1 és 0,5 mg/ml koncentracidit vizsgaltam. Az oszlopdiagramon
feltiintetett szinek a kiilonbozd glikoformakat jelentik; ezek atlagos relativ abundanciéjat a
diagram melleti jelmagyardzatban, zardjelben adtam meg. A 9. dbra A oszlopdiagramjan
megfigyelhetd, hogy az Osszesitett intenzitas a 4 mg/ml MNP koncentracié esetében volt a
legmagasabb. Az ennél magasabb koncentraciok esetében a kromatogramokon detektalt
cukormolekulak intenzitdsa az MNP koncentraciondvelés esetében mar nem eredményezett
tovabbi tisztitdsi hatékonysagnovekedést. Ennek alapjan megallapithatd, hogy a
NiFe204-NH2 (Sz) MNP kapacitdsanak felel meg. Mivel az egyes glikoformak RA% értékei
a kiilonb6z6 protokollok kozott konzisztensek bizonyultak, az adatok 6sszehasonlithatonak
tekinthetdk (9. dbra B).

A B

Ni FEzoq'NHZ(SZ)
5x1075 100

NiFe,0,-NH,(Sz) s e
B Gr21 (27,50%)
B GFi14 (10,04%)
80 [ GF32 (4,74%)
B GF10 (5,32%)
B GF16 (4,11%)
0] GF13 (4,10%)
B GF4 (4,23%)
0 GF36 (2,82%)
GF24 (2,67%)
GF1(2,97%)

4x1074

3x1074

RA[%]

2x1074

Intenzitas [EU]

1x107 [EE=

e 7.

NiFe:04+NH: (Sz) tipusu MNP alkalmazasaval (16, 8, 4, 2, 1 és 0,5 mg/ml) a tiz
legabundansabb glikoformara vonatkozoan (GF: glikoformak). (4) a 10 legabundansabb
glikoformahoz tartozo fluoreszcens intenzitas [EU]; (B) a 10 legabundansabb glikoforma
RA% értékei. Az x tengelyeken az alkalmazott MNP-koncentraciok szerepelnek. Az osztott
oszlopdiagram szinei az egyes glikoformakat reprezentaljak, amelyekhez tartozo szinkodok

— zarojelben az dtlagos RA% értékkel — a diagram melletti jelmagyarazatban talalhatok.

MNP felhasznalhatosagat és a protokoll reprodukalhatosagat teszteltem egy nagy

mintaszamu kisérletben: 38 sclerosis multiplex betegséggel diagnosztizalt és 38 korban és
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nemben megegyezd egészséges kontroll szérum mintdnak a teljes szérum N-glikozilacios
analizisének mintaelOkészitésében teszteltem (eredmények részletei a 5.2.1. alpontban)
[111]. A kisérlet soran a protokoll alapvetden jol miikodott, azonban a NiFe.O4+-NH: (Sz)
MNP gyors iilepedése és aggregacidja miatt tovabbi optimalizalasra volt sziikség, hogy a
pipettazasi nehézségeket kikiiszoboljem. A problémat a szintézist kovetd kiindulasi
diszperzié minSségében lattam. gy a szintézist kovetéen eldallitott NiFe204-NH2 MNP-t a
glikolos kozegben hagytam, ami a NiFe2O4-NHz (G) elnevezést kapta (Anyagok és
modszerek 4.2. alpont 6.3. 1épése alapjan eldkészitve). Tovabba teszteltem a NiFe204-NHz
MNP-t ugy is, hogy részecskéket nem szaritottam ki, hanem a vizes mosasokat kovetden
vizes kozegben hagytam, amit NiFe2Os-NH2 (V) MNP-nek neveztem (Anyagok és
modszerek 4.2. alpont 6.2. [épésében ismertettem). A tovabbi alpontokban a glikolos és a
vizes MNP alapi moddszerekhez, a 4 mg/ml NiFe.O+-NH: (Sz) MNPt standardként

alkalmaztam.

Glikolos NiFe2O4-NH2 MNP diszperzid koncentraciok optimalizalasa fluoreszcensen jelolt

glikanstrukturak tisztitasara:

A NiFe204-NH2 MNP részecskék etilén-amin és glikol keverékében hagyva,
stabilabb kozeget alkottak, a szedimentacio szinte elhanyagolhat6 volt. A NiFe2O4-NH2 (G)
kozegben 30x, 20x, 15x és 10x higitdsokat alkalmaztam a kiindulasi oldatbol. A 10. dbra
eredményei alapjan megallapitottam, hogy a legmagasabb intenzitasértékeket (10. abra A) a
20x tdoménységli NiFe204-NH2 (G) MNP-vel tisztitott glikdnok esetében kaptam, a csticsok

aranyos eloszlasa mellett (10. abra B).

Vizes NiFe2Os-NH2 MNP diszperzid koncentracidok optimalizdlasa fluoreszcensen jeldlt

olikanstrukturak tisztitasara:

A NiFe204-NH2 (V) MNP kiilonb6z6 koncentracidinak (16, 8, 4, 2, 1 és 0,5 mg/ml)
hatékonysagat vizsgaltam, amelyet a glikdn csucsok fluoreszcens intenzitasértékei
(10. abra C) és RA% értékei (10. abra D) alapjan értékeltem. Az eredmények alapjan a
2- 0,5 mg/ml k6zotti MNP koncentraciok esetében figyeltem meg a legnagyobb glikan cstics
intenzitasokat. Mivel az optimalizalasnak a célja az is, hogy minél gazdasagosabb protokoll
fejlesztésére keriiljon sor, és az konnyen automatizalhatd legyen, igy a 0,5 mg/ml-s MNP
koncentraciot kivalasztva végeztem el a tovabbi teszteket. Ezzel az alacsony koncentracioval

crer

NiFe204-NH2 (Sz) MNP esetében (K betli az oszlopdiagramon). Tovabba az RA% értékek
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variabilitdsa minimalis maradt, ami lehetévé teszi az egyes modszerek kozotti kozvetlen

Osszehasonlithatosagot (10. abra D).
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10. dbra: Egészséges humdn szérum mintabol szarmazo glikan tisztitas kiilonbozo
koncentracioju NiFe:O4+NH> MNP-k alkalmazasaval glikolos (G; 30%, 20%, 15x%, 10%) és
vizes (V; 16, 8, 4, 2, 1 és 0,5 mg/ml) protokollokban. (A, C) a 10 legabundansabb
glikoformahoz tartozo fluoreszcens intenzitas [EUJ,; (B, D) a 10 legabundansabb glikoforma
RA% értékei. A kontrollt (K) a 4 mg/ml NiFe:O4NH: (Sz) MNP-vel torténo tisztitds
Jjelentette. Az x tengelyeken az alkalmazott MNP higitdsok- és koncentrdciok szerepelnek. Az
osztott oszlopdiagram szinei az egyes glikoformakat reprezentaljak, amelyekhez tartozo
szinkodok — zarojelben az datlagos RA% értékkel — a diagram melletti jelmagyardzatban
talalhatok. A glikolos és vizes kizeg eredményei az elso négy legabundansabb glikoformat

(azonos szinnel jelolve) leszamitva eltéro glikanprofilokat tartalmaztak.

A kisérleti eredmények alapjan a 0,5 mg/ml koncentracidju, vizes kozegben
alkalmazott NiFe.O+-NH> MNP teljesitménye meghaladta a glikolos kozegben mért

legmagasabb intenzitast biztositdé 20x higitas eredményeit is. A tovabbiakban 0,5 mg/ml
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NiFe20s-NH:2 (V) MNP-protokollt teszteltem elicidos puffer szempontjabdl, valamint

Osszehasonlitottam két kereskedelmi forgalomban kaphato centrifugélis oszlopos készlettel.

5.1.3. NiFe:0O+NH: MNP alapu elucios korilmények optimalizalasa centrifugalis
oszlopos referencia mellett

A diszperzios kozeg optimalizalasat kovetden kétféle elucios puffert hasonlitottam

0ssze:

e El: ultratiszta Milli-Q viz (szakirodalomban leggyakrabban alkalmazott)

e E2: 150 mM ammoénium-formiat oldat (pH 4,4), amelyet a kereskedelmi

forgalomban elérhetd, NH2-oszloposkészletekhez ajanlanak.

Tovéabba az 6sszehasonlités kiértékelésébe belevettem a kereskedelmi forgalomban kaphato
¢s CHsCONH:-vagy NH: -funkcionalizalt MonoSpin centrifugdlis oszlopokat. Az
Osszehasonlitas érdekében a kromatogramokon tisztitasi protokolltdl fiiggetleniil ugyanazt
a 44 csucsot integraltam. Az értékelés soran a glikan cstcsok intenzitasat [EU] és RA%
értékeit vettem figyelembe, melyeket a 11. dbran a 10 legabundansabb glikoformara
vonatkoztatva dbrazoltam.

Az 11. abra oszlopdiagramjai alatamasztjak a 0,5 mg/ml NiFe.Os-NH: (V) MNP
glikan tisztitasi hatékonysagat, még a kereskedelmi forgalomba elérhetd centrifugalis
oszlopos készletekkel Osszevetve is. Mindkét elucios puffer alkalmazasa mellett magas
glikan csucs intenzitas (11. abra A), valamint egyenld RA% (11. abra B) eloszlas volt
megfigyelhetd. Mivel glikan csucsok intenzitdsa kozott nem mutatkozott jelentds eltérés, igy
a kiértékelés részeként a SZFF csucs intenzitast is megvizsgaltam, amit a 11. 4bra
C diagramja mutat logaritmikus skalan. Az SZFF intenzitasbol is lathaté az MNP protokoll
lényegesen alacsonyabb intenzitdst eredményezett, szemben a centrifugdlis oszlopos

modszerek magas SZFF intenzitasaval, ami hatékonyabb glikdn megkotésre utal.
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11. abra: Elucios pufferek hatékonysdaganak vizsgalata: MNP-alapu, valamint kereskedelmi
forgalomban kaphatéo NH:-vagy CH;CONH:-funkcionalizalt oszlopok glikan tisztitasi
teljesitményenek osszehasonlitdsa a tiz legabundansabb glikoformdara jellemzo glikan csucs
intenzitasok, RA% és SZFF intenzitas alapjan. (A) a 10 legabundansabb glikoformahoz
tartozo fluoreszcens intenzitas [EU];(B) a 10 legabundansabb glikoforma RA% értékei;
(C) SZFF intenzitas [EU] logaritmikus skdlan. El: ultratiszta Milli-Q viz, E2: 150 mM
ammonium-formiat oldat (pH 4,4), MNP (V): 0,5 mg/ml NiFe:O+NH: (V) MNP,

(0): centrifugalis oszlopos készlet. Az x tengelyeken a protokoll elnevezése szerepel.

Az optimalizdlt MNP-alapt protokoll koltséghatékonysaganak szemléltetése
érdekében Osszehasonlitottam a kereskedelmi forgalomban elérhetd, NH:- ¢&s
CHsCONH2>- funkcionalizdlt MonoSpin oszlopos, valamint magneses gyongy alapu
(AB Sciex LLC) készletek beszerzési arait, az altalunk szintetizalt NiFe2Os-NHz (V) MNP

eloallitasi  koltségével. Az 0Osszehasonlitds eredményei egyértelmien igazoljadk az
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optimalizalt MNP-alapu protokoll jelentds koltséghatékonysagat, amelyet a 3. tdblazat mutat

be.

3. tablazat: Az optimalizalt NiFe:O+NH: (V) MNP protokoll és kereskedelmi forgalomban

kaphato készletek (NH:- és CH3;CONH:-funkcionalizalt MonoSpin oszlopos, mdgneses

gyongy alapu glikan mintaelokészitési készlet) koltségeinek osszehasonlitasa a gyartotol

kapott arajanlatok alapjan.

Felhasznalt Egységar Anyagkoltség ~ Anyagkoltség
Tétel Gyarté / Forras
mennyiség [g] [USD /g vagy ml] [USD] [HUF]
Vas(Ill)-nitrat-nonahidrat |VWR International
) 8,08 ¢g 0,141 USD/g 1,14 USD 383 HUF
(Fe(NO:s)s-9H-0) (Leuven, Belgium)
Thermo Fisher
Nikkel(II)-nitrat-hexahidrat Scientific
291¢g 0,232 USD/g 0,67 USD 225 HUF
(Ni(NOs)26H:0) (Kandel,
Németorszag)
Thermo Fisher
Scientific
Natrium-acetat 123¢g 0,099 USD/g 1,21 USD 406 HUF
(Kandel,
Németorszag)
Sigma-Aldrich
) ] ) 0,075 USD/ml
Etilén-glikol (St. Louis, MO, 150 ml 11,25 USD 3780 HUF
(atlagos piaci ar)
USA)
Sigma-Aldrich
Etanol-amin (St. Louis, MO, 35 ml 0,0735 USD/ml 2,57 USD 863 HUF
USA)
Sigma-Aldrich /
Abszolut etanol (mosdshoz) 100 ml 0,185 USD/ml 18,50 USD 6216 HUF
Thermo
. 22 1-0,5 mg/ml 35,3-36,0 USD ~11.870 —12.100
Osszesen — —
MNP (336 HUF/USD) HUF
Készlet Felhasznalt
Termék megnevezése Gyarto Teljes ar [HUF] Koltség/minta
mennyisége  mennyiség/minta
0,5 mg/ml NiFe204-NH: (V) . . .
Miskolci Egyetem 221 200 pl/minta ~12.100 HUF 0,11 HUF/minta
MNP
NH:z- és CH:CONHa2-
GL Sciences Inc. 1710 HUF/minta
funkcionalizalt MonoSpin 100 db 1 db/minta ~171.000 HUF
(Tokio, Japan) [105]
oszlopos készlet
Magneses Gyongy alapt AB Sciex LLC
iy yoney &ap 4000 HUF/minta
glikan mintael6készitési (Marlborough, 100 db 1 db/minta ~400.000 HUF 12|
készlet USA)
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A mintegy 12.000 HUF értékii kiindulési alapanyagok-felhasznalasaval 300 ml,

crer

crer

alkalmazott tisztitasi protokollban egyetlen mintdhoz minddsszesen 200 pl MNP- diszperzio
sziikséges, az eldallitott mennyiség elméleti kapacitasa akar 22 milli6 minta feldolgozasat is
lehetové teszi. Ez a hozam nagysagrendekkel meghaladja a kereskedelmi forgalomban
elérhetd glikan tisztitasra alkalmas készletek kapacitasat, igy az eldallitott NiFe204-NHz (V)
MNP gazdasagos ¢és nagy ateresztOképességli alternativat jelent a glikan-tisztitasi

eljarasokban.

5.1.4. MNP-alapu modszer automatizalhatéosaga

A legjobb teljesitményt nytjté 0,5 mg/ml NiFe.04-NH: (V) protokollt integraltam a
Hamilton Microlab Prep folyadékkezel¢ robotra, ammonium-formiat elucids puffer
alkalmazasa mellett. A manudlis és a robotikus elékészités (mindketté 96-lyuka lemez
formatumban) Gsszevetése azt mutatta, hogy:

e az intenzitds értékek nem kiilonboztek szignifikansan (12. dbra A),
e a RA% eloszlas megegyezett a manudlis és automatizalt mintaelOkészités

kivitelezése esetében, igy megbizhatdéan alkalmazhaté az MNP-alapu tisztitds a

robotikus platformon is (12. abra B).

A B

2.5x1077 100

2x1071 W GF13 (38,5%)

B GF9 (10,3%)
[0 GF14 (6,5%)
GF19 (6,3%)
B GF17 (6,1%)
[ GF10 (5%)

Ml GF12 (3,33%)
B GF11 (3,12%)
[ GF16 (2,32%)
[] GF15 (2,55%)

1.5x107

RA[%]

1x107

Intenzitas [EU]

5x10°

12. abra: Automatizalt MNP-protokoll osszehasonlitasa manudlisan elvégzett tisztitassal.
(4) a 10 legabundansabb glikoformahoz tartozo fluoreszcens intenzitas [EUJ; (B) a
10 legabundansabb glikoforma RA% értékei. ns: statisztikailag nem szignifikans, Mann-
Whitney U-teszt alapjan.
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5.2. Teljes szérum N-glikozilacios vizsgalat a gyulladasos betegségekben

A kovetkezd alpontokban alrészekre bontva mutatom be harom gyulladasos betegség
— sclerosis multiplex, COVID- 19 ¢s gyermekkori akut vakbélgyulladas — teljes szérum N-
glikozilacios valtozasiank az eredményeit. Ismertetetem a kohortok legfontosabb jellemzdit
(mintaszam, mintdk k6zotti nemszerinti megoszlas), majd egy kiilon részben targyalom a

statisztikai tesztek alapjan tett megallapitdsokat. A szérum N-glikozilacids kisérletek

1épéseit a 13. dbra foglalja dssze.

Fehérje
denaturicio és

A / Deglikozilicié 5
‘\ . =B a
\ E I—Ifi“l
i A :: / it .I+ l \

Szérum minta FLR ProA ]eloles

HILIC-UHPLC-MS
analizis

=

Korreldcio keresése
az adott betegséggel

Intenzitds [EU]

S _-" ?‘mr-"
i

Statisztikai tesztek Adatkinyerés

13. abra: Kisérleti munkafolyamat a human szérum N-glikozilacios mintazatok elemzésére

rom

Fontos megjegyezni, hogy a kiilonboz6 kohortokat eltérd idoben vizsgéltam, igy az
N-glikdn komponensek szepardldsa és azonositdsa nem eredményezte mind a hirom
kohortban ugyanazoknak a glikoformaknak ugyanazzal a retencios idével torténd
azonositasat. Ennek ellenére mindharom betegségcsoporthoz tartozd analizis soran
minimum 40 kiilonallo glikoformat sikeriilt detektalni, eltérd retencids idok mellett, a kohort
Osszes mintajaban. Az tomegspektrométerben azonosittott glikoformdk jellemzdit a
2. szamu melléklet tablazatai foglaljak 0ssze. Feltlintettem az elméleti m/z értéket, a cstcs
sorszamat, a retencids idot (RT), az integralt csucsok RA% értékeit mintacsoportonként,
valamint az elvégzett statisztikai tesztek eredményét (sclerosis multiplex: 1. tibléazat;
COVID-19: 2. tablazat; vakbélgyulladas: 3. tablazat).

A kromatogramok integraldsaval kapott RA% értékeket hasznaltam fel adatként

kiilonboz6 statisztikai elemzések elvégzéséhez, mivel ez a megkozelités lehetové teszi a
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glikanprofilok relativ mennyiségi 6sszehasonlitasat fiiggetleniil az abszolut koncentraciotol.
A szazalékos eloszlas tovabba normalizalja az adatokat, igy kikiiszboli a
mintael6készitésbol vagy injektalt mennyiségbdl fakado technikai variabilitast.

A statisztikai teszteket egyrészt az adatok normalitdsdnak vizsgalatara, masrészt a
beteg és egészséges mintacsoportok kozotti szignifikans kiilonbségek feltarasara, valamint
az adatok kozotti korrelacids Osszefiiggések elemzésére végeztem el. Minden kisérletet az
adathalmaz normalitasvizsgalataval, azaz Shapiro-Wilk teszttel kedztem. Mivel az adatok
nagy része nem kovette a normadleloszlast, igy Mann-Whitney vagy Kruskal-Wallis
nemparametrikus teszteket alkalmaztam a mintacsoportok (egészséges és beteg) kozotti

szignifikans kiilonbségek keresésére.

5.2.1. Sclerosis multiplex

A kisérletben Osszesen 76 darab human szérummintat vizsgaltam, melyek kozott
38 darab sclerosis multiplex betegséggel diagnosztizalt (SM) ¢és 38 darab egészséges
(kontroll) embertdl szarmazd szérum minta tartozott, melyeket nem szerint alcsoportokra
osztottam:
e Kontroll Férfi (10 darab minta),
e SM Férfi (10 darab minta),
e Kontroll N6 (28 darab minta),

e SM NGO (28 darab minta) csoportok lettek megkiilonboztetve.

A beteg ¢és egészséges csoportok szérummintdibol szarmazdé — N-glikanok
mintael6készitésében az 5.1.1. pontban meghatarozott 4 mg/ml NiFe204-NH:2 (Sz) MNP
protokollt alkalmaztam. Az HILIC-UHPLC-MS analizis soran 43 darab jol definialt cstucsot

azonositottam az SM beteg és egészséges kontroll mintdk esetében egyarant.

A kiértékeléshez alkalmazott statisztikai tesztek eredménvei

Az integralassal nyert RA% adatokon végzett statisztikai tesztek eredményei alapjan
Osszesen 15 olyan N-glikan szerkezetet azonositottam, melyek szignifikans eltérést mutattak
a Kontroll N6 és SM_N6 mintacsoportok kézott. A boxplot diagrammon val6 abrazolashoz
(14. abra) kivélasztottam a legalabb 3,0 RA% értékkel jellemezheté és a mintacsoportok
kozotti 6sszehasonlitasban legaldbb p<0,05 szignifikancia szintet mutaté N-glikoformakat.
A kivalasztott N-glikanok koziil a fukozilalt és neutralis FA2#1 (A), valamint a fukozilalt és
monoszializalt FA2G2S1#16 (B) struktira szignifikdns csokkenést mutatott az SM N6

mintacsoportban a Kontroll N6 csoporthoz képest. Ezzel szemben az afukozilalt

-48 - Miskolci Egyetem



Dojcsik Dalma - PhD értekezés Eredmények

A2G2S1#13 parja (C) és a biszektilalt FA2BG2S1#19 parja (D) esetében szignifikans

novekedést figyeltem meg.
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14. abra: Szignifikans eltéréseket mutato N-glikan szerkezetek a nem szerint csoportositott
kontroll és SM mintacsoportok kézott. A: FA2#1 (RT: 16,07 perc; [842,11]° ; p=0,04),
B: FA2G2S1#16 (RT: 25,89 perc, [1149,74]*; p=0,05), C: A2G2S1#13 (RT: 24,57 perc;
[1076,77]%%; p=0,01), D: FA2BG2S1#19 (RT: 26,90 perc; [1251,62]**, p=0,01). *: p<0,05;
**: p<0,01.

A 15. dbran bemutatott LDA koordinata rendszerben a vizsgalt mintacsoportok jol
elkiiloniilnek az els6 két tengely mentén. Az x tengely menti szeparacid a kontroll és SM
csoportok, mig az y tengely menti eltérés a nem szerinti kiilonbségeket tiikrozi. Az elsd
diszkriminancia fliggvényhez (x tengely) a szoftver altal kalkulalt sajatérték 24,50 volt,
amely az Osszvariancia 84,80%-4at magyarazta, mig a masodik, y tengely, sajatértéke
3,50 volt, azaz az 6sszvariancia 12,05%-a. A biplot vizualizacioban megfigyelhetd, hogy
tobb glikanstruktira is jelentds szerepet mutatott a csoportok megkiilonboztetésében. A
14. dbran bemutatott négy, szignifikansan valtozott strukturak koziil (piros szinnel jelolve)
az A2G2S1#13 és a FA2BG2S1#19 jelents vektorként figyelhetok meg az SM néi

mintacsoportok elvalasaban.
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15. dbra: Linearis diszkriminans analizis az SM és Kontroll mintacsoportok elvalasanak
vizsgadlatara. Piros szinnel jelolve a Kruskal-Wallis tesztben szignifikansan valtozott glikan
strukturakat. Fekete félkover stilussal kiemelt glikoformok az LDA analizisben az elsé két
tengely mentén kiemelkedo hozzdjarulast mutattak: A2G2S2#18 (RT: 26,78 perc;
[1222,06]%F), A2G2S2#21 (RT: 28,23 perc, [1222,06]°7), FA2G2S2#24 (RT: 29,24 perc;
[1295,09]%%), A3G3S3#32 (RT: 32,91 perc, [1550,17]%%), FA3G3S3#36 (RT: 34,21 perc;
[1623,20]%").

5.2.2. COVID-19

A COVID-19 virusos fertdzés szérum fehérjék N-glikozildcigjara gyakorolt
hat4sanak vizsgalatara iranyulo kisérletben négy csoport keriilt elkiilonitésre attol fiiggéen,
hogy a személy, akitdl a szérum minta szdrmazott atesett-e a COVID-19 fert6zésen, illetve
kapott-e Pfizer-BioNTech COVID-19 mRNS alapt vakcinat:

- Covid-Oltas- csoport: nem esett at COVID-19 fert6zésen €s nem kapott
Pfizer-BioNTech COVID-19 mRNS alapu vakcinat

- Covid-Oltas+ csoport: nem esett at COVID-19 fertézésen, de kapott
Pfizer- BioNTech Covid-19 mRNS alapu vakcinat

- Covid+Oltas- csoport: atesett COVID-19 fertdzésen és nem kapott
Pfizer- BioNTech COVID-19 mRNS alapu vakcinat

- Covid+Oltas+ csoport: atesett COVID-19 fertézésen ¢és  kapott
Pfizer- BioNTech COVID-19 mRNS alapt vakcinat
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Az N-glikozilacié elemzés elétt ELISA készlet felhasznalasaval ellendriztem a
szérummintdk SARS-CoV-2 ellen specifikusan termelddott IgG antitest szintjét. Az
N- glikozilacids mintael6készitést NHz-funkcionalizalt centrifugélis oszlop alkalmazéasaval
végeztem, majd HILIC-UHPLC-MS analizissel 41 darab jol elvalt N-glikdn csucsot

azonositottam a kromatogramokon.

ELISA Immunoassay teszt eredményei

Az ELISA teszt elvégzése utdn a Covid-Oltds- csoporton beliil néhany mintaban
megfigyelhetd volt a pozitiv kontroll mintdhoz tartozo kiiszobértéktdl ([4450]>0,1) magasabb
abszorbancia, ami azt jelentette, hogy a szérum mintaban jelen volt COVID-19 ellen
termel0dott specifikus-antitest. A pozitiv eredményt mutatdé mintak kizarasra keriiltek az
analizisbdl, mivel azok valoszintileg technikai artefaktumként vagy nem specifikus kotédés
kovetkeztében adtak hamis pozitiv reakcidt. Az ELISA teszt eredményeit az 4. tablazat
foglalja 6ssze, ahol a legmagasabb abszorbanciat a Covid+Oltas+ mintacsoportban mértem
(A450=1,04), ezt kdvette a Covid-Oltas+ (4450=0,69), ami a tesztben alkalmazott gyari pozitiv
kontroll abszorbancidjaval (4+450=0,71) kozel azonos volt. Majd a Covid+Oltas- csoport
abszorbancidja volt a legalacsonyabb (A4450=0,4) pozitiv értékli. A glikozilacios kisérletek
soran kontrollként a Covid-Oltas- csoportot alkalmaztam, mivel ennek a csoportnak az
abszorbancidja - a pozitiv hamis mintdk kizarasaval - atlagosan 4450=0,06 értékii volt, ami
negativnak tekinthetd, azaz nem tartalmazott kimutathatd mennyiségli, COVID-19

virusfertdzés ellen termel6dott antitestet.

4. tablazat: ELISA teszt eredményének osszefoglaldasa: a spektrofotometrias abszorbancia
és a tesztben alkalmazott kiiszobérték alapjan meghatarozott pozitivitas eredményeket
tartalmazva. Abszorbancia kiiszébérték: [A450]pozitiv kontron % 0,15=0,1; negativ: [A450]<0,1;

pozitiv: [A450]>0,1.

Mintacsoport Atlagolt abszorbancia [Aaso] Teszt eredménye
Negativ kontroll 0,04 negativ
Pozitiv kontroll 0,71 pozitiv

Covid-Oltas- 0,06 negativ

Covid-Oltas+ 0,69 pozitiv

Covid+Oltas- 0,40 pozitiv

Covid+Oltas+ 1,04 pozitiv

A kiértékeléshez alkalmazott statisztikai tesztek eredménvei

A mintacsoportok dsszehasonlitasa alapjan a szializacié kiilondsen a COVID-19-en

atesett csoportokban (Covid+) mutatott jelentds valtozast. A szialsavtartalom novekedése a
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Covid+Oltas+ csoportban volt a legjelentdsebb (16. abra A, C, E) és afukozilalt struktirak
esetében mutatott emelkedést. A monoszializalt A2G2S1#13 struktira még nem mutatott
szignifikans valtozast (C), viszont ahogy a szialsavak szama novekedett — A2G2S2#21 (A),
A3G3S3#38 (E) — ugy lett egyre magasabb a glikdn RA% értéke a Covid+Oltas+ csoportban
az Covid+Oltas-mintacsoporthoz képest. A szializaci6 fontossagat az is aldtdmasztotta, hogy
egyik neutralis struktura sem mutatott szignifikdns valtozast. (16. abra D diagram — FA2#1
¢s 16. dbra F diagram — M5#2). A fokozott szializacidé az afukozilalt struktirdkon volt

megfigyelhetd, amit megerdsit az, hogy az FA2G2S2#23 esetében szignifikansan
alacsonyabb RA% értéket detektaltam a Covid+Oltas+ csoportban (16. dbra B).
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16. dabra: Szializalt és neutralis glikanstrukturak RA% értékeinek valtozasa a COVID-19
kohortban. A: A2G2S2#21 (RT: 26,30 perc; [1222,06]*"), B: FA2G2S2#23 (RT: 27,33 perc;,
[1295,09]°*; p=0,02; p<0,001), C: A2G2S1#13 (RT: 22,47 perc; [1076,52]*%), D: FA2#l1
(RT: 13,30 perc; [841,94]%), E: A3G3S3#38 (RT: 34,12; [1550,18]°*, p=0,046; p=0,01),
F: M5#2 (RT: 14,67 perc, [727,89]°).%*: p<0,01; ***: p<0,001.
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Az el6z6 eredményeket a 17. abran bemutatott LDA elemzés eredménye is
alatamasztotta, ahol a nem-fukozilalt, szializalt struktirdk a Covid+ csoportok elvalasdhoz,
mig a neutralis és fukozilalt strukturdk a Covid- csoportok elvalasahoz jarultak hozza
leginkdbb. A csoportok az SM kisérlethez hasonléan jol elkiiloniiltek az elsé két
diszkriminancia fliggvény alapjan, mivel az x tengely 54,9%-ban, mig a masodik tengely

(y tengely) 30,44%-ban hatirozta meg az dsszvarianciat.
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17. abra: A glikan strukturak teriiletszazalék-alapu diszkrimindacioja COVID-19 fertézésen
atesett (Covid+) és COVID-19 fertézésen nem datesett (Covid-) csoportok kozott az oltottsag
fliggvényébe. Piros szinnel jelolve a 16. abrarol szarmazo strukturdk, * szimbolummal
jelolve a szignifikansan valtozé strukturak: A2G2S2#21 (RT: 26,30 perc, [1222,06]%7),
A2G2S1#13 (RT: 22,47 perc, [1076,52]*"), FA2G2S2#23 (RT: 27,33 perc; [1295,09]F),
FA2#1 (RT: 13,30 perc; [841,94]°%), A3G3S3#38 (RT: 34,12; [1550,18]*%), M5#2
(RT: 14,67 perc; [727,89]%7).

Az afukozilacid jelentOs szerepet toltott be az oltott mintacsoportokban. A 18. dbran
a ROC gorbe eredménye alatdmasztja, hogy az afukozildlt A2G2S2#21 struktira a
Covid+Oltas+ csoportot (A) és annak fukozilalt parja az FA2G2S2#23 a Covid-Oltas+
csoportot (B) jellemzi szignifikdnsan. Mind a két glikan 0,7 feletti gorbe alatti teriilettel
(AUC) ¢és ahhoz tartozd alacsony variancidval (std. deviacid) jellemezhetd, ami a teszt
megbizhatdsagat erdsiti. Tovabba a p<0,05 aszimptotikus szignifikancia értékek is
alatdmasztjak a megfigyelést, hogy az eredmény nem véletlen, az adott marker valoban

elkiilonil a pozitiv és a negativ esetek kozott. Mindkét biomarker esetében a
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konfidenciaintervallum alsé hatdra meghaladja a 0,5-0s értéket, ami alatdmasztja a tesztek

megbizhatdsagat és a véletlen hatasanak kizarasat. (18. dbra).

1,0 - . 1,0
7~ |Covid+Oltas+ ’ id-Olt4
A2G252821 Covid-Oltds
0,8 |
08 FA2G252#23
N -3
E 0,6 E 0,6
= =
: :
g 0% g 047
¥)) V)
0,2 0,2 *
Covid-Oltas+ L Covid+Oltis+
0,0 T T T T 0,0 T T T T
0,0 02 0,4 0,6 0,8 1,0 00 0.2 0,4 0,6 0,8 1,0
1-Specificitas 1-Specificitas
Aszimptotikus 95% -os konfidencia
Teszt Aszimptotikus
AUC Std. deviicio intervallum
valtozo szignifikancia®
Also hatar Fels6 hatar
A2G282#21 0,78 0,09 0,01 0,61 0,94
FA2G2S2#23 0,74 0,09 0,02 0,56 0,93

a. Nemparaméteres feltételezés mellett

b. Nullhipotézis: a teriilet valodi értéke=0,5

18. abra: A2G2S52#21 és FA2G2S82#23 glikanstrukturak ROC analizise a fertozésen valo
dtesettség hatdasanak elkiilonitésére oltott mintacsoportokon beliil. A: A2G2S2#21
(RT: 26,30 perc; [1222,06]°*) struktira ROC gorbéje, amely a Covid+Oltds+ csoportot
jellemzi, B: FA2G2S2#23 (RT: 27,33 perc, [1295,09]°") struktiira ROC gorbéje, amely az
Covid- Oltas+ csoportot jellemzi. A ROC gorbék alatti tablazat magaba foglalja az AUC
értékeket, a hozzdajuk tartozo standard hibat, valamint a szignifikancia szinteket és 95%-o0s

konfidenciaintervallumokhoz tartozo also-és felso hatar értékeit.

Ezek az eredmények aldtdmasztjadk, hogy a glikozilaciés mintazatok elemzése
érzékeny és megbizhaté moddszer lehet a COVID-19 fert6zés és az oltds immunoldgiai

hatasainak elkulonitésére.

5.2.3. Gyermekkori akut vakbélgyulladas

A vakbélgyulladassal  diagnosztizalt gyermekektdl vett  szérummintak
N- glikozilacios vizsgalatanak kiértékelését két részre bontottam. A  kisérletek

kiértékelésekor eldszor csak a beteg (A jelolés; 40 darab minta) és kontroll (K jeldlés;
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38 darab minta) csoportokat hasonlitottam dssze. A kisérletek masodik részében a kontroll
csoporton beliil a hasi fajdalommal betegfelvételre keriilt gyermekektdl vett szérumbdal alld
alcsoportot elkiilonitettem (HK jeldlés; 9 darab minta) a tiinetmentes kontroll csoporttol, igy
harom csoportos 0sszehasonlitast végeztem. A mintakhoz C-reaktiv fehérje (CRP), teljes
fehérvérsejtszam (WBC) és abszolut neutrofil sejtszam (ANC) laborértékek tarsultak,
melyeket a statisztikai elemzésekben, mint fliggetlen valtozokat vizsgaltam.

Az N-glikozilacids kisérletekben NHa-funkcionalizalt centrifugalis oszlopot
alkalmaztam a glikan tisztitas soran. Az elvalasztast kovetéen UNIFI szoftverben 48 darab
jol elvalt N-glikan csucsot integraltam. A statisztikai elemzések egy részét és az abrazolast

Python szoftverben végeztiik, melyben Dr. Garami Attila nyujtott segitséget.

Két csoportos kiértékelés alapjat képzo statisztikai tesztek

Fontos megjegyezni, hogy a statisztikai elemzésbdl kizarasra keriiltek a 0,4% alatti
relativ abundancidji glikanstruktarak a mérési zaj csokkentése, valamint a statisztikai és
bioldgiai interpretalhatosag novelése érdekében. Point-Biserial rangkorrelacios tesztekkel
vizsgaltam a betegség ¢és a glikanstruktara kozotti, mig Spearman-korrelacios elemzéssel a
glikanstruktirdk egymas- vagy laborparaméterek kozotti Osszefiiggését. A korrelacid
eredményeként kapott -1 és +1 kozotti korrelacids egyiitthatokat, a szignifikancia értékek
szerint, 0-t0l 10-ig terjedd korrelacios egyiitthatd skaldn (R) szinkddolassal jeldltem é€s
abrazoltam a 19. abran lathat6 hétérképen [113]. Az abran a kiilonb6z6 glikanokat szammal
jeloltem (példaul Peak1, Peak?2 stb.) a szoftverben vald egyszeriibb kezelhetdség miatt. Az
A2G2S1#19, A2G2S2#25, A2BG3S2#31 és A3G3S3#34 glikan strukturak erds, linearis
Osszefiiggést mutatnak a betegség jelenlétével (a hotérképen "disease score"-ként jeldlve),
amit a 7<R<10 kozotti értékek tamasztanak ald [108]. Tovabba megfigyelhetd, hogy a
betegséggel erds linedris korreladciot mutatd strukturdk mas glikén struktirakkal és a CRP
laboradattal is hasonldan erds korrelaciot mutattak (R>7). A legerdsebb korrelacid (R=10)
az ANC ¢és a WBC laborparaméterek kozott jott 1étre, aminek oka, hogy a WBC egy
részhalmazat képezi az ANC, igy ha a WBC értéke nd, akkor az ANC is relevansan néhet.
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5. tablazat: A glikanstrukturak és betegség kozotti korreldacio Point-Biserial teszttel és a
glikan strukturdk kozotti korrelacio Spearman-teszttel (zardjelben feltiintetve a korreldcios
egyiitthato értékek (R), a hotérképrol). A tabldzat also részében az adott klinikai paraméter

és glikan strukturak kozotti Spearman-teszttel elvégzett korreldacios eredmeénye.

Glikanstruktira és betegség kozotti korrelacio Glikanstrukturak kozotti korrelacio
Point-Biserial teszt: ***p<0,001 (R) Spearman teszt: ***p<0,001 (R)
***A2G2#9 (6)
***A2G2S1#19 (9) ***A2BG3S2#31 (7)
*** A3G3S3#34 (8)

#EFA2GI#4 (7)
#RRFA2GI#S (7)
5 ADG2H9 (6)
=< FA2G2#12 (7)
#:EMAG1S1415 (7)
x££ ADFG2S1#20 (8)

#5% ADG2S2425 (7)

**£A2BG3S2#29 (8)
***A2BG3S2#31 (8) FE*ADGISIHIO (7)
***A3G3S3#34 (8) ***A2G2S1#19 (8)

Klinikai adatok és glikanstrukturak kozotti korrelacio
Spearman teszt: ***p<0,001 (R)
***A2G2S1#19 (7)

CRP % ADG2S2#25 (7)
#:x ADBG3S2#31 (7)
WBC #££ANC (10)

A kétcsoportos Osszehasonlitds sordn kapott statisztikailag szignifikdnsan eltérd
struktarak mar a hoétérképen is erds korrelaciot jeleztek a betegséggel: A2G2S1#19,
A2G282#25, A2BG3S2#31 ¢és A3G3S3#34 (2. szamu melléklet 3. tablazat).
A mintacsoportok kozotti szeparacio vizualizaldsara a 20. dbran bemutatott pair plot
diagramot hasznaltam. Ez az dbrazoldsi mdd szintén megerdsiti azt az észrevételemet, hogy
az A2G2S1#19, A2BG3S2#31 ¢és A3G3S3#34 glikanstruktardk RA%  értékének
fliggvényében a kontroll- és a vakbélgyulladasos csoportok jobban elvalnak egymastol. Az
A2G2S1#19, A2BG3S2#31 ¢és A3G3S3#34 strukturak mas glikdnokkal mutatott
korrelacidja szintén befolyasolta a betegcsoportok kozotti elkiiloniilés mértékét, pont
azoknal a glikan paroknal, amelyeknél mar a korrelacios egyiitthatd is magas volt. Példaul a
magasabb RA% értéke az A2G2S1#19 struktiranak és az alacsonyabb RA% értéke az
A3G3S3#34 strukturanak a kontroll csoportot jellemezte. fgy megallapithato, hogy minél
magasabb az A2G2S1#19 struktira és minél alacsonyabb az A3G3S3#34 glikdnok

mennyisége annal pontosabb az elvalas a beteg és kontroll csoportok kozott.
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20. abra: RA% eértéktol fiiggoen szignifikansan eltérd glikanstrukturak, a kontroll és
diagramon csak a Mann-Whitney teszt alapjan szignifikans és 0,5 értéktol magasabb

RA%- kal rendelkezo glikanok keriiltek feltiintetésre.

A glikanok csoportelkiilonitd szerepét ROC analizissel igazoltam (21. dbra), amiben
csak a 0,85-nél nagyobb AUC-értékkel rendelkezd glikanokat dbrazoltam, mint megbizhat6
jelzéket. Az A2G2S1#19 és az A2BG3S2#31 glikdn struktardk magas AUC értékkel
(0,98 és 0,97) és szlik konfidencia intervallummal (0,91-1 és 0,94-1 tartomany) jellemezték
a kontroll csoportot (21. dbra A). Tovabba az A2G2S2#25 ¢és A3G3S3#34 glikdnok
nagyfoki megbizhatoésaggal azonositjak az appendicitis betegek csoportjat: AUC: 0,89
¢és 0,98; konfidencia tartomany: 0,79-0,99 és 0,94- 1 (21. abra B).
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A 1,0 4 % B 10 ~
Kontroll . | A2G2s1#19 o7 | AsGasaa
7 (p<0.001) Appendicitis -~ (p<0.001)
0,8 s A2BG352#31 0,8 A A2G252425
s (p<0.001) (p<0.001)
% /’/ 1(\/['7‘.#]10701) g ’/, ___Eeference
pid a // p<0. s a ,,' ine
T e e __FA2G2s2¢24 5 ® S
= y (p<0.001) =} J y
‘N < __.Reference ‘R I
& 04 o Line e 04— ~
o ~ o ,»
N e N -
5] v 5] s
0,2 yd 0,21 e
/'Appendicitis ,."J Kontroll
00— 71 T 71 T 0,0 — T —
0,0 0.2 0.4 0.6 0,8 1,0 0,0 0,2 0,4 0,6 0,8 1,0
1-Specificitas 1-Specificitas
Aszimptotikus 99% -os konfidencia
Teszt Std. Aszimptotikus
AUC intervallum
valtozé deviacio szignifikancia®
Also hatar Fels6 hatar
A2G2S1#19 0,98 0,02 0,001 0,94 1
A2BG3S2#31 0,97 0,02 0,001 0,91 1
M7#17 0,92 0,03 0,001 0,84 0,99
FA2G2S2#24 0,88 0,04 0,001 0,78 0,97
A3G3S3#34 0,98 0,02 0,001 0,94 1
A2G2S2#25 0,89 0,04 0,001 0,79 0,99

a. Nemparaméteres feltételezés mellett

b. Nullhipotézis: a teriilet valodi értéke=0,5

21. abra: ROC gorbe analizis a kontroll és az appendicitis mintacsoportok kézott a

szignifikansan  valtozott  glikan

strukturakra nézve.  Nullhipotézis: AUC=0,5.

Megbizhatosagi intervallum: 99%. A ROC gorbe alatti tabldazat dsszefoglalja az analizis

AUC, std. devidcio, aszimptotikus szignifikancia, valamint a konfidencia intervallum also-
és felsé hatdaranak értékeit. A: A2G2S1#19 (RT: 22,44 perc; [1076,51]**), A2BG3S2#31
(RT: 27,75 perc; [1404,63]°%), M7#17 (RT: 21,83 perc; [889,94]*"), FA2G2S2#24
(RT: 24,76 perc; [1295,09]°*), B: A3G3S3#34 (RT: 28,05 perc; [1550,18]°), A2G2S2#25

(RT: 25,12 perc; [1222,06]%").

Harom csoportos kiértékelés alapjat

képzd statisztikai tesztek

A harom csoportos Osszehasonlitas soran a hasi fajdalommal (HK) rendelkezd

kontroll mintacsoport a tlinetmentes kontroll csoporttél nem, mig a vakbélgyulladéssal

diagnosztizalt mintacsoporttdl szignifikdnsan kiilonb6z6 glikdnmintdzatot mutatott az

afukozilalt és szializalt struktarakra nézve.
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1-Specificitas
Aszimptotikus 99%-os konfidencia
Teszt Std. Aszimptotikus
AUC intervallum
valtozé deviacio szignifikancia®
Alsé hatar Fels6 hatar
A2G2S1#19 0,98 0,01 0,001 1,00 1,00
A2BG3S2#31 0,96 0,03 0,001 0,91 1,00
A3G3S3#34 0,99 0,01 0,001 0,97 1,00
CRP 0,93 0,04 0,001 0,86 0,99
WBC 0,90 0,05 0,001 0,80 0,99
ANC 0,91 0,05 0,001 0,82 1,00

a. Nemparaméteres feltételezés mellett

b. Nullhipotézis: a teriilet valodi értéke=0,5

22. dbra: N-glikan biomarkerek diagnosztikai potencialja gyermekkori vakbélgyulladasban.

A-D: a normal kontroll (K), alhasi fajdalommal jelentkezd kontroll (HK) és
vakbélgyulladassal diagnosztizalt betegek (A) mintacsoportjainak osszehasonlitisa és a
mintacsoportok kozotti szignifikans N-glikanok abrazolasa (Kruskal-Wallis teszt: 95% CI,
p=001). A: A2G2SI1#19 (RT: 22,44 perc; [1076,51]°"; p<0,001), B: A2BG3S2#31
(RT: 27,75 perc; [1404,63]*"; p<0,001), C: A2G2S2#25 (RT: 25,12 perc; [1222,06]**;
p<0,001), D: A3G3S3#34 (RT: 28,05 perc; [1550,18]°"; p<0,001). ***:p<0,001;
E- F: ROC analizis vizualizacioja a vakbélgyulladas (A) és alhasi fajdalommal jelentkezo
kontroll (HK) mintacsoportok kézott vizsgalva. Nullhipotézis: AUC=0,5. Megbizhatosagi

intervallum: 99%.
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A korabbi megfigyelésekkel Osszhangban azt tapasztaltam, hogy az alhasi
fajdalommal jelentkezd kontroll csoporthoz képest is lecsokkent a monoszializalt
A2G2S1#19 (22. abra A) ¢és biszektilalt A2BG3S2#31 (22. ébra B) glikdnok szintje.
Mindezek mellett n6tt a di-és triszializaltak szintje a vakbélgyulladasos betegcsoportban
(A2G2S2#25 (22. abra C) és A3G3S3#34 (22. abra D)).

Az A2G2S1#19 és A2BG3S2#31 struktirak a ROC analizisben 0,98 és 0,96 AUC
értékekkel alatamasztva nagy megbizhatosaggal jellemezték a HK csoportot (22. abra E).
Emellett a laborparaméterek, azaz CRP, WBC és ANC, valamint az A3G3S3#34 glikoforma
RA%-nak predikcids teljesitménye jonak bizonyultak a vakbélgyulladas betegcsoport
jellemzésére (22. abra F). A ROC analizis eredményként 0,9 feletti AUC értékek és sziik
tartomanyu  konfidencia  intervallum  jellemezte az  emlitett  paramétereket
(22. abra tablazata).

Osszességében a predikcios modellek és az egyes glikan struktiirakra meghatarozott
atlagos RA%-értekek alapjdn be tudtam sorolni a mintdkat a beteg- vagy a kontroll
csoportba. Példaul, ha az A2G2S1#19 atlagos RA%-a meghaladta a 0,44-et, ¢és az
A3G3S3#34 értéke 0,25 alatt maradt, a ROC gorbe megbizhatdsaganak alatamasztasaval az

adott szérum minta a vakbélgyulladasos csoportba sorolhato.

5.3. Eredmények megvitatasa

A jelen disszertacidoban bemutatott eredmények két, egymassal szorosan 6sszefiiggd
teriilethez kapcsolodnak: egyrészt egy 1j, MNP-alapu N-glikdn tisztitdsi eljaras
fejlesztéséhez ¢€s analitikai értékeléséhez, masrészt a teljes szérum N-glikozilacids
mintdzatok gyulladdsos betegségekben torténd vizsgalatdhoz. A kovetkezdkben ezen

eredmények értelmezését és irodalmi kontextusba helyezését mutatom be.

5.3.1. Ujonnan szintetizalt MNP-alapti glikan tisztitasi protokoll fejlesztésének
osszefoglalasa

A disszertaciom 5.1. alpontjdban bemutatott kisérletek célja NHa-funkcionalizalt
MNP-k  glikan-tisztitdsi  hatékonysaganak  optimalizalasa, Osszehasonlitdsa ¢€s
automatizalhatosaganak vizsgélata volt.

o Ferrit-alapu MNP-tipusok osszehasonlitasa: A  kiilonbozé  ferrit-alapq,

NHo:- funkcionalizalt MNP-k 0sszehasonlitasa alapjan a NiFe:Os-NH: tipusat MNP

bizonyult a leghatékonyabbnak N-glikdnok megkotésére: alacsony CV, magas glikan

intenzitas ¢és alacsony SZFF intenzitas. Eredményeimet alatdmasztja az 1. melléklet
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1. tablazataban szerepld elemanalizis is, ami szerint a nitrogéntartalom a NiFe2Oa-
NH: esetében volt a legmagasabb. Ez a funkcionalis NHz-csoportok mennyiségére
¢és egyben azok hozzaférhetdségére is utal, ami meghatarozé a glikdnok megkotése
szempontjabol, hiszen ezen keresztil jon Iétre a hidrofil kolcsonhatds a
glikdnmolekuldkkal. Tovabba az MNP részecskekoncentracid tesztelése ramutatott
arra, hogy a glikan megkotés hatékonysaga nem javul a 4 mg/ml koncentracio felett.
Ennek oka lehet, hogy rendszerben jelen 1év0 glikanmennyiséghez képest a
kothelyek szama ezen a koncentracion mar telitetté valik. Ebben az esetben a tobblet
MNP nem eredményez nagyobb megkdtést, mivel a kotési reakeid egyensulya beall,
tovabbd nagyobb részecskesiiriség mellett nd az aggregacid ¢és csokken a
hozzatérheto feliilet hatékonysaga.

Diszperzios kozegek optimalizalasa: Az MNP pipettizdsa soran fellépd
szedimentacié mérséklésére a 20x glikolos (G) és a 0,5 mg/ml vizes (V) kozegek
bizonyultak a hatékonyabbnak mivel mindkét esetben magasabb glikan intenzitast
kaptam, mint a standardként alkalmazott 4 mg/ml NiFe.O4-NH: szaritott (Sz) tipusu
MNP esetében. Ez egyértelmiien azt mutatja, hogy az MNP szintézis sordn a szaritasi
1épés elhagyasa mérsékelte a részecskék aggregacios hajlamat, igy stabilabb és
egyenletesebb kolloid diszperzié alakult ki. A kisebb mértékii aggregacid
kovetkeztében nagyobb effektiv felillet és jobb glikdn-hozzaférhetdség allt
rendelkezésre, ami a glikan megkotési hatékonysag novekedését, azaz adszorpcio

koriilményeinek hatékonyabbd tételét jelentette. A homogénabb részecskeeloszlas

rrrrr

e yey

MNP esetében nem jelentkezett szignifikans kiilonbség a két puffer kozott. Ez arra
utal, hogy az elicid elsdsorban fizikai deszorpcid utjan torténik, és nem ioncserés
mechanizmuson alapul.

Kereskedelmi forgalomban kaphato készletekkel valo osszehasonlitis: A
NiFe:0s- NH2 (V) MNP alkalmazésa feliillmulta a kereskedelmi forgalomban
elérhetd CHs;CONH:-¢s NH:-funkcionalizalt centrifugélis MonoSpin oszlopos
készleteket is, mind a glikan, mind az SZFF intenzitds szempontjabol. Emellett az
eldallitott MNP-protokoll koltséghatékonyabb megoldast kindl, hiszen a reagensek

¢s az eszkdzigény joval alacsonyabb, mint a kereskedelmi alternativaké.
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o Automatizdilhatosag tesztelése: A modszer automatizalhatosdgat a Hamilton
MicroLab Prep folyadékkezel¢ platformon teszteltem, ahol a 0,5 mg/ml
NiFe:04- NH2 (V) MNP-protokoll sikeresen adaptalhatd volt. Ez lehet6vé teszi a
nagy mintaszamu N-glikozilacids kisérletek gyors és reprodukalhato kivitelezését,

valamint a jovObeni automatizalt glikoanalitikai folyamatokba val6 integralasat.

Eredményeim Osszhangban vannak korabbi megfigyelésekkel, amelyek szerint az amin-
funkcionalizalt magneses nanorészecskék hatékonyan alkalmazhatok glikopeptidek
megkotésére, mivel a glikanrész negativ toltésii hidroxil,- illetve szidlsavas glikanok esetén
karboxilcsoportjai hidrofil és elektrosztatikus kolcsonhatast alakitanak ki a nanorészecske
felszinén talalhatdé NH:-csoportokkal [103]. Azonban a legtdbb tanulméanyban alkalmazott
szilika vagy PEG bevonat tobb eldallitasi 1épést és magasabb koltségeket igényel, mint az
altalunk eldallitott, kozvetleniil funkcionalizalt NiFe20s-NH2 nanorészecskék [89, 95]. A
hagyoméanyos SPE- ¢és HILIC-alapi oszlopos tisztitasi eljarasokkal szemben a
disszertaciomban bemutatott MNP-alapi megkozelités tovabbi elénye, hogy nem igényel
centrifugaldsi 1épéseket vagy draga berendezéseket, ¢és konnyen automatizalhatéd
folyadékkezel6 robotokon. Ez jelentds megtakaritast jelent mind az eszkozbeszerzés, mind
a munkaidd-raforditas tekintetében. Végiil, a koltséghatékonysagi szempontokat figyelembe
véve, az MNP-alapti modszer jelentds elonyt biztosit a kutatdocsoportunk szdmara nagy

mintaszamu akar tobb szdz mintat érintd glikan-tisztitasi projektek kivitelezése soran.

5.3.2. Teljes szérum N-glikozilacios vizsgalatok osszefoglalasa

A dolgozat 5.2. alpontban bemutatott teljes szérum N-glikozilacids vizsgalatok soran
harom eltéré gyulladasos korképet elemeztem, kiilonb6z6 mintacsoportositasi szempontok
alapjan. A kisérleteimben az eddigi irodalmi adatok kiegészitésével és U) szempontok
bevezetésével az SM esetében a mintak nem szerinti csoportositasat, a COVID-19
kisérletben a Pfizer-BioNTech mRNS-alapti vakcinacié hatdsat vizsgaltam, mig a
vakbélgyulladasra irdnyuld kisérletekben eldszor végeztem N-glikozildcidos elemzést a
betegség diagnosztikai elkiilonitésének céljabol. Ez utobbi vizsgalatdban olyan glikanalapu
biomarker azonositdsa volt a cél, amely képes megkiilonboztetni a valodi vakbélgyulladast
a hasi fajdalommal, de negativ diagnozissal felvett paciensektdl, ami jelenleg diagnosztikai
hianyossagot jelent. A kisérletek mintaeldkészitésében a mar korabban bemutatott
mintaelOkészitési 1épéseket végeztem el, azonban a COVID-19 ¢és a vakbélgyulladas

mintacsoportokhoz NHa-funkcionalizalt centrifugalis oszlopot alkalmaztam. Ennek oka,
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hogy az MNP-protokoll optimalizdlasa €és a betegségek N-glikozilacios elemzése
egyidejiileg zajlott, igy nem tudtam az MNP-protokollt alkalmazni ezekben a kisérletekben.

Az egyes kohortokat 6ndlloan elemeztem, igy betegségcsoportonként eltérd retencios idovel

azonositottam a kromatogramokon megjelend ugyanazon glikan csucsokat.

Mindharom kisérletben tobb mint 40 glikdnt detektaltam, majd a fluoreszcens

kromatogramok integraldsaval meghataroztam az egyes glikdnok RA% értékeit, amiket

egeszséges-€s

beteg mintacsoportonkénti

o0sszehasonlitasokhoz hasznaltam fel.

A

legfontosabb megfigyeléseket és glikozilacids valtozasokat az 6. tablazat foglalja 6ssze.

6. tablazat: A teljes szérum N-glikozilacios mintdzatainak Osszehasonlito dttekintése

kiilonbozo betegségekben (sclerosis multiplex, COVID-19 és akut vakbélgyulladas)

Betegség Glikoforma Viltozas Viltozas jelentosége
v, A fukozilacié szignifikans csokkenése a
Fukozilacio ) .
(FA2G2S1416, csokkenes neutralisabb cukroknal volt megfigyelheto,
FA241) amik nagy szazalékban az IgG-rd] szarmaznak,
igy akar gyulladasos mediatorok (pl. citokinek)
sclerosis multiplex . . .
Afukozilacio hatasara bekovetkez6 glikanbioszintézis-
. (A2C.i2’31#21) névekedas atprogramozodas eredménye lehet. A
Biszektilalt GleNAc biszektilacié autoimmun betegségekben
(FA2BGS1#19) fokozhatja az immunvalasz kialakulasat.
o csokkenés A fukozilaci6 és afukozilacio aranyeltolodasat
Fukozilacio )
(minden csoporthoz képest| az oltas és a fert6zés egyiitt modosithatja a
(FA2G282#23) )
Covid+Oltas+ csoportban) fukozil-transzferaz enzimek miikodését.
COVID-19 Szializacio szialsavak szama 6sszefligg|A szializacio novekedése a citokin fehérje altal
(A2G2S1#13, |a Covid+Oltas+ csoportban| vezérelt akut fazist valaszhoz kapcsolodik,
A2G282#21, vald szazalékos amely fokozza a szialil-transzferaz enzimek
A3G3S3#38) novekedéssel expressziojat.
o A szializacios fok névekedése és a biszektilalt
Szializacio o . .
monoszializaltsag és GlcNAc csokkenése az akut fazisu, citokin
(A2G2S1#19, ) ) S
akut biszekcid csokkenés, vezérelt glikozilacios atrendezddésre utal,
A2BG3S2#31, ) o ) )
vakbélgyulladas di-és triszializaltsag amelyben a glikdnok inkabb magasabb foku
A2G282#25,
novekedés szializaciot kapnak, mikézben a biszekciod
A3G3S3#34) )
visszaszorul

Eredményeim kiegészitik a korabbi megfigyeléseket az érintett betegségek kapcsan,

valamint segitenek megérteni a betegségek sejtszintli mechanizmusat. Az SM jelenlegi

diagnosztikai gyakorlata elsdsorban a rutinszertien alkalmazott MRI vizsgélatra, valamint
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cerebrospinalis folyadékbol kimutatott oligoklonalis IgG savok azonositasara épiil. Az
irodalmi adatok alapjan azonban ez a diagnosztikai paletta hasznosan kiegészithetd lenne
mind a szérum glikoproteinek N-glikozilacidés mintdzatdnak vizsgalataval [51, 114]. Az
értekezésben bemutatott eredmények arra utalnak, hogy az SM-ben megfigyelt glikozilacios
eltérések nemi specifitast mutatnak, kiilondsen a fukozilacio osszefiiggésében. A fukozilacid
szignifikans csokkenése a neutralisabb cukroknal volt megfigyelhetd, amik nagy
szazalékban az IgG-rdl szarmaznak, és gyakran a gyulladdsos mediatorok (pl. citokinek)
altal kivaltott glikan-bioszintézis atprogramozddasanak kovetkezményei [23]. A
biszektilaci6 novekedése pedig jellemzden, az autoimmun betegségekben fokozhatja az
immunvalasz kialakulasat [115].

A COVID-19 esetében a korabbi tanulményok dontden a fertézés sulyossagaval, a
betegség lefolyasaval és az akut immunvalasz jellemzOivel hoztdk Osszefliggésbe a
fertdzéshez kapcsolodd N-glikozilacidos valtozdsokat, mig a vakcinicio Onalld
hatdsmechanizmusat €s a posztinfekcids glikdnmintazatok alakulasat kevésbé vizsgaltak
[21, 63-65]. A dolgozatomban bemutatott eredmények alapjan a fukozilacio és afukozilacio
ellentétes irdnytl valtozdsa arra utal, hogy fukozil-transzferdz enzimek expresszidja
megvaltozott a Pfizer-BioNTech mRNS-vakcina hatdsara, a fertdzésen atesettek korében. A
szializacid6 mértéke szoros Osszefiiggést mutatott a fertdzésen atesettek csoportjaban az
oltottsaggal, ami feltételezi, hogy a Pfizer-BioNTech mRNS-vakcina hatdsdra modosult a
szérum N-glikdnmintdzat a nem fert6zott és nem oltott mintacsoportokhoz képest. Az
interleukin-6, mint egy jelatvivd citokin fehérje altal vezérelt akut fazist valasz soran
fokozodik a szialil-transzferaz enzimek expresszioja, amit COVID-19 fertézés esetén a
vakcinacié és a korabbi fert6zés immunoldgiai hatisai egyiitt alakitottak ki [63]. Ez
atfedésben van a korabban is kimutatott teljes plazma N-glikdnmintdzataban
megfigyeltekkel, miszerint a COVID-19 fertézés soran nd az antennaritas aranya, foként az
a2,6-szializalt glikdnok esetében, mikdzben a biszekcid €s a magfukozilacido csdkken
[68, 69].

Irodalmi adatok szerint akut gyulladas sordn szamos madjban termel6dd akut
fazisfehérje, mint példaul az al-savanyu glikoprotein vagy az al-antitripszin, kifejezett
N- glikozilacios valtozasokat mutat, melyre fOképp a szialsavas diantennds struktarak
megjelenésének fokozodasa jellemzdé [56]. Ez Osszhangban van a jelen vizsgalatban
megfigyelt di- ¢és triszializdlt glikdnok ardnydnak novekedésével a gyermekkori
vakbélgyulladasban. Az A2G2S1#19, A2BG3S2#31, A2G2S2#25 és A3G3S3#34 glikdnok
erdsen korreldltak a betegség jelenlétével. A monoszializalt (A2G2S1#19) és biszektilalt
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(A2BG3S2#31) struktarak szintje csokkent, mig a di- és triszializalt glikdnoké (A2G2S2#25,
A3G3S3#34) emelkedett az vakbélgyulladasban. A semleges glikanok alacsonyabb szintje
¢s a szializalt struktardk magasabb ardnya jelentdsen hozzajarult a vakbélgyulladasos
betegek ¢és  kontrollok elkiilonités¢éhez. Az  A2G2S1#19 (RA%>0,44) ¢és
A3G3S3#34 (RA%<0,25) kiiszobértékek egylittes alkalmazdsa magas megbizhatosaggal
azonositotta a vakbélgyulladasos eseteket. A laborparaméterekkel (CRP, WBC, ANC)
kombinaltan az A3G3S3#34 kivalo prediktiv teljesitményt mutatott. A vakbélgyulladasban
megfigyelt magasabb szializdcios fok Osszhangban van a gyulladds hatisara termelddott
citokinek glikozildciora mért hatdsaval [59]. A citokinek tultermelddése miatt szialil-
transzferaz enzimek fokozottan expresszalddnak, igy a glikdnok inkabb magasabb foku

szializaciot kapnak, mikézben példaul a biszekcio, fukozilacio visszaszorul [1].

Osszességében a teljes szérum N-glikozilaciés mintazatok vizsgalata olyan komplex
molekularis rendszerek szerkezeti és mennyiségi valtozasait tarta fel, amelyek érzékenyen
reagalnak a gyulladasos allapotok soran bekovetkezd kémiai és enzimatikus kdrnyezeti
valtozasokra. A disszertacid els részében kidolgozott, magneses nanorészecske-alapu
N- glikan  tisztitasi  eljards  megfeleld  szelektivitdst, reprodukélhatosdgot ¢és
automatizalhatosadgot biztositott ezen Osszetett mintdzatok nagy mintaszdmu analitikai
vizsgélatdhoz. Az alkalmazasi eredmények azt mutatjdk, hogy a modszerfejlesztés soran
optimalizalt nanoméretli feliileti kolcsOnhatdsok nemcsak analitikai szempontbol
hatékonyak, hanem lehetévé teszik a bioldgiai eredetli komplex rendszerek strukturalt,
kvantitativ jellemzését, ami megalapozza az N-glikozilacié anyagtudomanyi és bioanalitikai

megkozelitésii értelmezését.

- 66 - Miskolci Egyetem



Dojcsik Dalma - PhD értekezés Osszefoglalis

6. Osszefoglalas

Az N-glikozilacié a fehérjékhez kapcsolodd, kovalens szerkezeti modositas,
amelynek szerkezeti felépitése €s relativ eloszlasa érzékenyen reagal a rendszer allapotanak
valtozasaira, igy alkalmas gyulladasos és egyéb koros folyamatok molekularis jellemzésére.
A kutatas kdzponti célja egy 0j, magneses nanorészecske (MNP) alapi N-glikén-tisztitasi
protokoll kidolgozasa és optimalizalasa volt, kiilonosképpen a modszer szelektivitasara,
reprodukalhatosagara €s analitikai alkalmazhatdsagara. A modszerfejlesztés mellett teljes
szérum N-glikozilacidos mintdzatok analitikai vizsgalatat végeztem el sclerosis multiplex
(SM), COVID-19 és akut vakbélgyulladds mintaszettekben. A mintakbdl felszabaditott és
fluoreszcensen jelolt N-glikanok mintazatdt MNP-vagy centrifugalis oszlop alapu tisztitas
utan hidrofil kdlcsonhatason alapuld folyadékkromatografiat fluoreszcens detektalassal és
tomegspektrometriaval kapcsolva (HILIC-UHPLC-FLD-MS) alkalmaztam a glikozilacios
mintdzatok elemzésére.

A disszertdcioban részletesen bemutattam az MNP-alapi N-glikdn-tisztitasi
protokoll fejlesztését és optimalizalasat. A kiilonb6zo ferrit-alapti, NH:-funkcionalizalt
MNP-k 0sszehasonlitdsa soran megallapitottam, hogy a NiFe.O+—NH> MNP kiemelkedd
glikdnmegkotési teljesitményt mutat. A tovabbi optimalizalasi 1épések eredményeként egy
kialakitasra, amely magas glikdnvisszanyerést, jo reprodukéalhatosagot és alacsony szorast
biztositott. Az eljarés feliilmulta a kereskedelmi centrifugélis oszlopos modszereket, mind
teljesitmény, mind koltséghatékonysag tekintetében, ¢€s sikeresen integralhatd volt
automatizalt folyadékkezeld platformra, lehetévé téve nagy mintaszamu vizsgalatok
kivitelezését.

Tovabbd teljes szérum N-glikozildciés mintdzatok valtozdsait elemeztem
gyulladasos betegségekben. Sclerosis multiplexben nemi specifikus eltéréseket
azonositottam, kiilonosen a fukozilacio és biszektilacid vonatkozasaban. COVID-19
esetében a fertdzés és az mRNS-alapu vakcinacio egyiittesen befolyasolta az N-glikozilacios
mintdzatokat, ahol a szializaci6 és fukozilacid aranyai bizonyultak meghatarozé elkiilonitd
tényezOknek. Gyermekkori akut vakbélgyulladdsban a monoszializacid csokkent, mig a
triszializacio emelkedett aranya meghatarozott glikanstruktirakra vonatkozo kiiszobértékek
jelentds diagnosztikai potencidlt mutattak, kiilondsen a rutin laborparaméterekkel

kombinalva.
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Osszességében az MNP-alapu eljaras gyors, egyszerti és koltséghatékony alternativat
kinal a glikdn-mintaeldkészitésben, valamint alkalmas lehet nagymintaszdmt klinikai
vizsgalatokhoz, automatizalt felhaszndlhatésaga révén. Emellett a feltart N-glikozilacios
mintazatbeli eltérések a SM, COVID-19 ¢és gyermekkori akut vakbélgyulladas
betegségekben hozzajarulhatnak a vizsgalt betegségek patomechanizmusdnak megértéséhez

¢és potencialis kiegészitd diagnosztikai lehetdségeket nytjthatnak.
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7. Summary

N-glycosylation is a covalent structural modification of proteins, the structural
composition and relative distribution of which respond sensitively to changes in the
physiological state of the system, making it suitable for the molecular characterization of
inflammatory and other pathological processes. One of the main objectives of this
dissertation was the development and optimization of a novel magnetic nanoparticle
(MNP)- based N-glycan purification protocol, with particular emphasis on the selectivity,
reproducibility, and analytical applicability of the method. In addition to method
development, analytical investigations of total serum N-glycosylation patterns were
performed in sample sets from multiple sclerosis (MS), COVID-19, and acute appendicitis.
Following enzymatic release and fluorescent labeling, N-glycan profiles were analyzed after
MNP-based or centrifugal column-based purification using hydrophilic interaction liquid
chromatography coupled with fluorescence detection and mass spectrometry
(HILIC- UHPLC-FLD-MS).

In the first part of the dissertation, the development and optimization of the novel
MNP-based N-glycan purification protocol are described in detail. Through the comparative
evaluation of various ferrite-based, NHz-functionalized MNPs, NiFe.Os-NH> MNPs were
identified as exhibiting superior glycan-binding performance. Subsequent optimization
resulted in an MNP protocol employing a concentration of 0,5 mg/mL in an aqueous
dispersion medium, which provided high glycan recovery, good reproducibility, and low
variability. The developed procedure outperformed commercially available centrifugal
column-based methods in terms of both analytical performance and cost-effectiveness, and
was successfully integrated into an automated liquid-handling platform, enabling the
efficient processing of large sample cohorts.

In the second part of the dissertation, alterations in total serum N-glycosylation
patterns were investigated in inflammatory diseases. In multiple sclerosis, sex-specific
differences were identified, particularly with respect to fucosylation and bisecting GlcNAc-
containing structures. In COVID-19, N-glycosylation patterns were influenced by the
combined effects of infection and mRNA-based vaccination, with sialylation and
fucosylation ratios emerging as key discriminating factors. In pediatric acute appendicitis,
reduced monosialylation and the elevated level of trisialylation, together with defined
threshold values for specific glycan structures, demonstrated significant diagnostic potential,

especially when combined with routine laboratory parameters.
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Overall, the MNP-based workflow offers a rapid, simple and cost-effective
alternative for N-glycan sample preparation and, due to its compatibility with
liquid- handling robotic platform, it is suitable for large-scale clinical studies. The disease-
associated N-glycosylation changes in multiple sclerosis, COVID-19 and pediatric acute
appendicitis may contribute to an improved understanding of the underlying

pathophysiology and may support complementary diagnostic approaches.
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8. Uj tudomanyos eredmények
1. A NiFe204-NH: tipustt MNP a vizsgalt ferrit rendszerekhez képest hatékonyabb N-glikan
adszorpcid alapt mintaeldkészitést biztosit szérumbdl szadrmazo N-glikanok tisztitdsa soran,

amely ) magneses anyag bevezetését jelenti a glikdn analizis mintaelokészitésben.

2. A NiFe204-NH: tipusu magneses nanorészecskék vizes diszperzios kozege és 0,5 mg/ml
koncentracidja optimalis feltételeket biztosit a glikdnok hatékony adszorpcids
megkotéséhez. Az igy kialakitott mintaeldkészitési protokoll mind koéltséghatékonysag,
mind adszorpcios teljesitmény tekintetében feliilmulja a kereskedelmi forgalomban elérhetd
CHsCONH2- ¢és NHa-funkcionalizalt centrifugalis oszlopokat szérumbdl szarmazéd

N- glikanok megkdtése soran.

protokoll implementalhaté folyadékkezeld robotikus platformra, tgy, hogy az automatizalt

miveletek mellett a variancia €s a megkotési hatékonysag stabilan reprodukéalhaté marad.

4. A Pfizer-BioNTech mRNS-alapu vakcinécid szignifikans N-glikozilacidés mintavaltozast
kizarolag a COVID-19 fertdzésen atesett egyének esetében eredményez. Mindezt a
fukozilacié szignifikdns csokkenése, valamint az afukozildlt, magas szialsavtartalmu

glikanstruktirak szializaltsagi fokanak szignifikdns novekedése jellemzi.

5. Gyermekkori akut vakbélgyulladdsban az integralt adatelemzési modszerek alkalmazasa
erds és szignifikans korrelaciot igazol a klinikai paraméterek (CRP, abszolut neutrofilszam,
fehérvérsejtszam) és a szérum N-glikanstrukturak kozott. A vakbélgyulladasos €s a nem
specifikus hasi fiajdalommal jaré mintacsoportok a szérum glikoproteineket jellemzd

N- glikén szializacios fok alapjan elkiiloniilnek.
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9. Koszonetnyilvanitas
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docensnek, aki tudasaval és tapasztalataval segitette tudomanyos fejlédésemet. Halaval
tartozom a Miskolci Egyetem Kémia Intézetének és FIEK Intézetének igazgatojanak, Prof.
Dr. Viskolcz Bélanak, amiért lehetdséget biztositott a doktori képzésemhez, és helyet adott
a FIEK intézetében a munkatarsak kozosségében. Halas vagyok a Kémia Intézetben
egyetemi docensként dolgozod, Dr. Vanyorek Laszlonak és PhD hallgatéjanak, Illosvai Maria
Agnesnek, amiért biztositottak szimomra magneses nanorészecskéket, valamint segitettek
azok szintézis eljarasanak elsajatitdsaban. Tovabba kdszondm Dr. Széri-Doroghazi Emma,
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Doktori Iskola tligyintézdit, akik munkdjukkal a doktori képzés adminisztrativ terheit a
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Mellékletek

1. Roviditések jegyzéke

A: appendicitis mintacsoport jeldlése (appendicitis)

ACE2: angiotenzin-konvertalé enzim 2 receptor (angiotensin-converting enzyme 2 receptor)
ACN: acetonitril (acetonitrile)

AIH: autoimmun hepatitis (autoimmune hepatitis)

ANC: abszolut neutrophil sejtszdm (absolute neutrophile cell count)

Asn: aszparagin, semleges, polaris oldalldncti aminosav (asparagine)

AUC: gorbe alatti teriilet (area under the curve)

BEH Amid: szilicium-szerves hibrid szerkezettel ¢s amid funkcios csoporttal ellatott
kromatografias oszlop (BEH Amide)

RA%: glikanok relativ abundancidja, azaz a fluoreszcens kromatogram csucs alatti teriilet
szazalékos eloszlasa (relative abundance)

CE: kapillaris elektroforézis (capillary electrophoresis)

CE-LIF: kapillaris elektroforézis 1ézer-indukalt fluoreszcens detektalassal (capillary
electrophoresis with laser-induced fluorescence detection)

cIEF: kapillaris izoelektromos fokuszalas

COVID-19: koronavirus betegség (Coronavirus Disease 2019)

CRP: C-reaktiv fehérje (C-reactive protein)

CSF: cerebrospinalis folyadék (cerebrospinal fluid)

CV: relativ szoras, varidcios koefficiens (coefficient of variation)

DMSO: dimetil-szulfoxid; poléris aprotikus oldoszer (dimethyl sulfoxide)

DNS: dezoxiribonukleinsav (deoxyribonucleic acid)

DMB: 2-((3°,5’-dimetil-4’-hidroxifenil)-azo)-benzoesav (1,2-diamino-

4,5- methylenedioxybenzene)

E1/E2: elsd elucids fazis / masodik elucios fazis

ECD: elektronbefogasi disszociacié (electron capture dissociation)

ELISA : enzimhez kotott immunoszorbens vizsgalat, immunologiai technika antigének vagy
antitestek kimutatasara (enzyme-linked immunosorbent assay)

FDA: Egyesiilt Allamok Elelmiszer- és Gyogyszeriigyi Hivatala (Food and Drug
Administration)

FLD: fluoreszcens detektor (fluorescence detector)

Fuc: fukoz (fucose)
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FUT7: a~(1,3)- fukoziltranszferaz (a-(1,3)-fucosyltransferase 7)

FUTS: a-(1,6)- fukoziltranszferaz (a-(1,6)-fucosyltransferase)

Gal: galaktoz (galactose)

GC-MS: gaz kromatografia tomegspektrometriai detektalassal (gas chromatography-mass
spectrometry)

GlcNAc: N-acetil-gliikozamin (N-acetylglucosamine)

HILIC : hidrofil kolcsonhatason alapuld folyadékkromatografiass modszer (hydrophilic
interaction liquid chromatography)

HK: hasi fajdalommal rendelkezd kontroll csoport az appendicitis kohortban (abdominal
pain diagnosed subgroup)

HPAEC-PAD: nagy felbontasi anioncserélé kromatografia pulzalé amperometrias
detektalassal (high-performance anion-exchange chromatography with pulsed amperometric
detection)

IBD: kronikus gyulladasos bélbetegség (inflammatory bowel disease)

IgG: immunoglobulin G-tipust antitest (immunoglobulin G)

IL-6: interleukin-6 (interleukin-6)

LC: folyadékkromatografia (liquid chromatography)

LDA: lineéris diszkriminans analizis (linear discriminant analysis)

MALDI-MS: matrix asszisztalt 1ézer deszorpcids ionizacios tomegspektrométer

Man: mann6z (mannose)

MECC: micellaris elektrokinetikus kapillaris kromatografia

Milli-Q viz: ultratisztasagu, laboratoriumi célra eldallitott viz; ellendrzott vezetoképesség
kisebb, mint 18,2 MQ-cm (ultrapure water)

MNP: magneses nanorészecske (magnetic nanoparticle)

MS: tomegspektrometria (mass spectrometry)

MS/MS: tandem vagy fragmentacios tomegspektrometria (tandem mass-spectrometry)
Neu5Ac: N-acetil-neuraminsav (N-acetylneuraminic acid.)

NiFe204-NH2 (G): glikolban diszpergélt nikkel-ferrit alapii amin-funkcionalizalt magneses
nanorészecske (szaritas nélkiil)

NiFe204-NH2 (Sz): szaritassal eldallitott nikkel-ferrit alapi amin-funkcionalizalt magneses
nanorészecske

NiFe204-NH2 (V): vizben diszpergélt nikkel-ferrit alapti amin-funkcionalizalt magneses

nanorészecske (szaritas nélkiil)
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NK: normal laborparaméterekkel rendelkez6 kontroll alcsoport az appendicitis kohortban
(normal control subgroup)

NMR: mégneses magrezonancia

O/N: egész ¢jszakan at tartd inkubacid (overnight)

0ODA450: optikai denzitas (elnyelés) 450 nm hullamhosszon (optical density at 450 nm)
PEG: polietilén glikol (polyethylene glycol)

pH: az oldat hidrogén-ion koncentracidja (potential of hydrogen)

PLNO : részhurkos injektalas tii tilontéssel; félautomata mintaadagolasi mod (partial loop
with needle overfill)

PNGase F: peptid N-glikozidaz, azaz a peptidekrdl specifikusan N-glikdnokat lehasito enzim
(peptide N-glycosidase F)

ProA: prokainamid (procainamide)

RA: reumatoid artritis (rheumatoid arthritis)

ROC: karakterisztikus gérbeanalizis (receiver operating characteristic)

rpm: percenkénti fordulatszam (revolutions per minute)

RT: retencids id6 (retention time)

RP-HPLC: reverz-fazisu folyadékkromatografia

Ser: szerin, polaris, hidroxilcsoportot tartalmazd aminosav (serine)

SM: sclerosis multiplex betegség (multiple sclerosis)

SNFG: egységesitett szimbolum alapti glikdn nomenklatura (Symbol Nomenclature for
Glycans)

SZFF: szabad festék fluoreszcens intenzitds (free dye fluorescence intensity)

Thr: treonin, polaris, hidroxilcsoportot tartalmazé aminosav (threonine)

ToF: repiilési 1d6 alapt tomegspektrometria (time-of-flight mass spectrometry)
UHPLC-SQD MS: ultranagy-hatékonysagu folyadékkromatografia kvadrupol detektoros
tomegspektrometriaval kapcsoltan (ultra-high-performance liquid chromatography—single
quadrupole detector mass spectrometry)

UHPLC-Xevo G2-XS QToF MS: ultranagy-hatékonysagt folyadékkromatografia Xevo G2-
XS kvadrupél-idérepiiléses tomegspektrométerrel kapcsoltan (ultra-high-performance
liquid chromatography coupled with Xevo G2-XS quadrupole time-of-flight mass
spectrometry)

WAX: gyenge anioncser¢ld kromatografia (weak anion-exchange chromatography)

WBC: fehérvérsejtszam (white blood cell)
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WHO: Egészségligyi Vilagszervezet (World Health Organization)

30x%, 20%, 15%, 10x MNP higitdsok: higitasi fokra utalnak, azaz hogy az MNP diszperzid
milyen mértékben higitott a kiindulési diszperzidhoz képest

[m/z]*3": tdmeg/toltés arany kétszeresen és hdromszorosan toltdtt ionokra (mass-to-charge

ratio)
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2. Abra-és tablazatjegyzék

Abrajegyzék

1. abra: A human N-glikanokra jellemz6 monoszacharid-osszetétel (A) és glikan tipusok, a
magas mannoéztartalmu, hibrid és komplex szerkezetek példaival (B), valamint a komplex
glikanok jellemz6é modosulasainak (pl. fukozilacio, biszekcio, antennaritas, galaktozilacio,
szializécio, szialsav,-€s manndz-kar specifikus kotések) szemléltetése (C). ................... -5-
2. abra: A glikdn molekuldk karakterizalasanak lehetséges utvonalai és modszerei Karin
Marino attekintése alapjan [7]. Roviditések a ,,Mellékletek - Roviditések jegyzékében” lettek
FEITINTELVE. ..ottt ettt e b e sttt e st e e bt e eabeeeeas -14 -
3. abra: Maigneses nanorészecskével torténd glikdn tisztitds folyamatabraja.
1. Kondicionalas: MNP-oldat kimérése, 2. Adszorpcid: szérumbol felszabaditott N-glikan
minta MNP feliiletén torténd megkotddése, 3. Mosas: 95 (v/v)%-os ACN oldattal torténd
aspecifikus molekulak eltavolitasa, 4. Elacié: adott elucids pufferben glikanok deszorpcidja
AZ MINP fEIUISTETOL. ...c..eoiieiiiiiiiiiee e -24 -
4. abra: NHa-vagy CHs;CONH:-funkcionalizalt MonoSpin oszlopos készlettel torténd
tisztitds Iépései: a kereskedd oldalan megtaldlhaté folyamatabra kiegészitésével.
1. Kondicionalas: MonoSpin oszlop aktivalasa a tisztitas sordn alkalmazott moso €s eliicios
pufferekkel, 2. Adszorpcid: glikan minta adszorpcidja az funkcios-csoporttal ellatott oszlop
feliiletén NHz-vagy CH3;CONH:-funkcids csoportokon keresztiil, 3. Mosas: 85 (v/v)%-os
ACN oldattal torténd aspecifikus molekulak eltavolitasa, 4. Elucié: glikdnok deszorpcidja
az oszloprol 1 (v/v)%-os hangyasav -¢és 150 mM ammoénium-formiat pufferek
AlKalmazZASAVAL. .....cccoiiiiii e e -26 -
5. abra: Hamilton Microlab Prep pipettazo robotikus platform egységeinek ismertetése. ...-
27 -

6. abra: Teljes szérumbol szarmazod N-glikanprofil fluoreszcens detektalassal (A) és
tomegspektrometrids analizissel rogzitett eloszlast, valamint a pontos struktiira azonositast
alatdmaszt MS/MS (fragmentécids) spektrumot (B) mutatja be. ........c.cccveviveriennennen. -29 -
7. abra: GlycoWorkbench szoftver grafikus feliilete (ingyenesen elérheto:
https://glycoworkbench.software.informer.com/2.1/ feliiletrdl).........cceeeeveeeiveennnennnee. -34 -
8. abra: A NH»-funkcionalizalt magneses nanorészecskék (MNP) négy kiilonbozo tipusanak
glikanok tisztitadsara valo alkalmassaganak értékelése az Osszesitett glikdn cstucs- és SZFF
intenzitas értékei alapjan. (A) Osszesitett glikdn intenzitis [EU] MNP tipusok szerint,
median alapjan; (B) SZFF intenzitds [EU] MNP tipusok szerint. A glikoformak és SZFF
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parhuzamos mintdkra vonatkozé CV-értékek a diagramok alatti tablazatban keriiltek
1) (S (TSRS -39 -
NiFe204-NH2 (Sz) tipusi MNP alkalmazasaval (16, 8, 4, 2, 1 és 0,5 mg/ml) a tiz
legabundansabb glikoformara vonatkozéan (GF: glikoformék). (A) a 10 legabundansabb
glikoforméhoz tartozé fluoreszcens intenzitas [EU]; (B) a 10 legabundansabb glikoforma
RA% értékei. Az X tengelyen az alkalmazott MNP-koncentraciok szerepelnek. Az osztott
oszlopdiagram szinei az egyes glikoformékat reprezentaljak, amelyekhez tartozo szinkodok
— zarojelben az atlagos RA% értékkel — a diagram melletti jelmagyarazatban talalhatok.....-
40 -

10. abra: Egészséges human szérum mintdbol szarmazo6 glikan tisztitas kiilonbozo
koncentracioji NiFe2Os-NH2 MNP-k alkalmazaséaval glikolos (G; 30x%, 20x, 15x, 10x) és
vizes (V; 16, 8, 4, 2, 1 és 0,5 mg/ml) protokollokban. (A, C) a 10 legabundansabb
glikoforméhoz tartozo fluoreszcens intenzitas [EU]; (B, D) a 10 legabundéansabb glikoforma
RA% értékei. A kontrollt (K) a 4 mg/ml NiFe:04-NH2 (Sz) MNP-vel torténd tisztitas
jelentette. Az osztott oszlopdiagram szinei az egyes glikoformakat reprezentaljak,
amelyekhez tartoz6 szinkddok — zéarojelben az atlagos RA% értékkel — a diagram melletti
jelmagyarazatban taladlhatok. A glikolos ¢és vizes kozeg eredményei az elsé négy
legabundansabb glikoformat (azonos szinnel jelolve) leszamitva eltérd glikanprofilokat
tartalmaztak. ........oooiiiiiii e -42 -
11. abra: Eluciés pufferek hatékonysaganak vizsgalata: MNP-alapu, valamint kereskedelmi
forgalomban kaphato NHz-vagy CHs;CONH:-funkcionalizalt oszlopok glikdn tisztitasi
teljesitményének 0sszehasonlitasa a tiz legabundansabb glikoformara jellemzd glikan cstcs
intenzitasok, RA% ¢és SZFF intenzitds alapjan. (A) a 10 legabundansabb glikoformahoz
tartozé fluoreszcens intenzitas [EU];(B) a 10 legabundansabb glikoforma RA% értékei; (C)
SZFF intenzitds [EU] logaritmikus skalan. El: ultratiszta Milli-Q viz, E2: 150 mM
ammonium-formiat oldat (pH 4,4), MNP (V): 0,5 mg/ml NiFe.O+—NH: (V) MNP, (O):
centrifugalis 0SZIOPOS KESZICL. .........oovieriiieiieie e -44 -
12. abra: Automatizalt MNP-protokoll 6sszehasonlitdsa manudlisan elvégzett tisztitassal.
(A) a 10 legabundansabb glikoforméhoz tartoz6 fluoreszcens intenzitds [EU];(B) a 10
legabundansabb glikoforma RA% értékei. ns: statisztikailag nem szignifikans. ........... -46 -

13. abra: Kisérleti munkafolyamat a human szérum N-glikozildciés mintdzatok elemzésére
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14. abra: Szignifikans eltéréseket mutaté N-glikan szerkezetek a nem szerint csoportositott
Kontroll és SM mintacsoportok kozott. A: FA2#1 (RT: 16,07 perc; [842,11]%; p=0,04), B:
FA2G2S1#16 (RT: 25,89 perc; [1 149,74)*"; p=0,05), C: A2G2S1#13 (RT: 24,57 perc;
[1076,77]*"; p=0,01), D: FA2BG2S1#19 (RT: 26,90 perc; [1251,62]**; p=0,01). *: p<0,05;
A D0,0 ] ettt ettt et e a et e entesaeenneennen -49 -
15. abra: Linedris diszkrimindns analizis az SM ¢és Kontroll mintacsoportok elvalasanak
vizsgalatara. Piros szinnel jelolve a Kruskal-Wallis tesztben szignifikansan valtozott glikan
struktarakat. Fekete félkovér stilussal kiemelt glikoformok az LDA analizisben az elsé két
tengely mentén kiemelkedd hozzajarulast mutattak: A2G2S2#18 (RT: 26,78 perc;
[1222,06]%%), A2G2S2#21 (RT: 28,23 perc; [1222,06])*"), FA2G2S2#24 (RT: 29,24 perc;
[1295,09]*), A3G3S3#32 (RT: 32,91 perc; [1550,17]*"), FA3G3S3#36 (RT: 34,21 perc;
[1623,20727). 1ottt - 50 -
16. abra: Szializalt és neutralis glikanstruktardk RA% értékeinek valtozasa a COVID-19
kohortban. A: A2G2S2#21 (RT: 26,30 perc; [1222,06]*"), B: FA2G2S2#23 (RT: 27,33 perc;
[1295,09]*"; p=0,02; p<0,001), C: A2G2S1#13 (RT: 22,47 perc; [1076,52]*"), D: FA2#1
(RT: 13,30 perc; [841,94]*"), E: A3G3S3#38 (RT: 34,12; [1550,18]*"; p=0,046; p=0,01), F:
M5#2 (RT: 14,67 perc; [727,8917%).%%: p<0,01; ***: p<0,001. ....oeveverererererererereeerenne. -52 -
17. abra: A glikan struktirdk teriiletszadzalék-alapt diszkriminacioja COVID-19 fertdzésen
atesett (Covid+) és COVID-19 fertézésen nem atesett (Covid-) csoportok kézott az oltottsag
figgvényébe. Piros szinnel jelolve a 16. dbran bemutatott strukturak, * szimbolummal
jelolve a szignifikdnsan valtozé strukturdk: A2G2S2#21 (RT: 26,30 perc; [1222,06]*),
A2G2S1#13 (RT: 22,47 perc; [1076,52]*"), FA2G2S2#23 (RT: 27,33 perc; [1295,09]%%),
FA2#1 (RT: 13,30 perc; [841,94]*"), A3G3S3#38 (RT: 34,12; [1550,18]*"), M5#2 (RT:
14,67 PEIC; [ 727,817 7). oo -53 -
18. abra: A2G2S2#21 és FA2G2S2#23 glikanstruktrak ROC analizise a fert6zésen valo
atesettség hatdsanak elkiilonitésére oltott mintacsoportokon belil. A: A2G2S2#21 (RT:
26,30 perc; [1222,06]*") struktira ROC gorbéje, amely a Covid+Oltas+ csoportot jellemzi,
B: FA2G2S2#23 (RT: 27,33 perc; [1295,09]*") struktira ROC goérbéje, amely az Covid-
Oltas+ csoportot jellemzi. A ROC gorbék alatti tdblazat magéaba foglalja az AUC értékeket,
a hozzajuk tartozd standard hibat, valamint a szignifikancia szinteket ¢€s 95%-os
konfidenciaintervallumokhoz tartozo als6-€s felsd hatar értékeit. .........ooceevvenirnnnnnen. -54 -
19. abra: A Spearman- és Point-Biserial korrelacios elemzés hdtérképe, amely az egyes

glikan csucsok vakbélgyulladas-betegségpontszamra gyakorolt hatasat szemlélteti. A 7-nél
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magasabb értékeket erds korrelacidonak tekintettiik. (A paraméterparok kozotti korrelacios
egyiitthatok (R) értelmezése: 107! skalan, p<0,001) [113]..cccvveeriieeiiiieiie e, -56 -
20. abra: RA% értéktdl fliggden szignifikdnsan eltéré glikanstruktirak mintacsoportok
diagramon csak a Mann-Whitney teszt alapjan szignifikans €s 0,5 értékt6l magasabb RA%-
kal rendelkezd glikdnok keriiltek feltintetesre. ........covvvvievvuiieiiiieiieeee e -58 -
21. abra: ROC gorbe analizis a kontroll és az appendicitis mintacsoportok kozott a
szignifikdnsan  valtozott glikdn strukturdkra nézve. Nullhipotézis: AUC=0,5.
Megbizhatosagi intervallum: 99%. A ROC gorbe alatti tablazat dsszefoglalja az analizis
AUC, std. deviacio, aszimptotikus szignifikancia, valamint a konfidencia intervallum also-
és felsé hataranak értékeit. A: A2G2S1#19 (RT: 22,44 perc; [1076,51]*7), A2BG3S2#31
(RT: 27,75 perc; [1404,63]*"), M7#17 (RT: 21,83 perc; [889,94]*") (FA2G2S2#24 (RT:
24,76 perc; [1295,09]°"), B: A3G3S3#34 (RT: 28,05 perc; [1550,18]*"), A2G2S2#25 (RT:
25,12 PErC; [1222,00]77). vt -59 -
22. abra: N-glikan biomarkerek diagnosztikai potencialja gyermekkori vakbélgyulladasban.

Tablazatjegyzék

1. tablazat: Az egészséges allapotra jellemzd N-glikozilacids mintazatok, valamint a
kiilonb6z6 gyulladdsos és fertdzéses betegségekben megfigyelt és szakirodalomban leirt
MOAOSUIASOK ISMEITEIESE. ..c..veveinrieiiiriieiieieeitete ettt s -12 -

2. tablazat: Waters Acquity UHPLC és MS eszk6zok beallitott paraméterei a mérések soran

3. tablazat: Az optimalizalt NiFe.O4-NH: (V) MNP protokoll és kereskedelmi forgalomban
kaphat6 készletek (NH:- és CHsCONH-funkcionalizalt MonoSpin oszlopos, magneses
gyongy alapu glikan mintaelékészitési készlet) koltségeinek Gsszehasonlitasa a gyartotol
kapott arajanlatok alapjan. ........c.cccoveeeiiieiiiieeeeee e e e -45 -
4. tablazat: ELISA teszt eredményének Osszefoglalasa: a spektrofotometrias abszorbancia
¢s a tesztben alkalmazott kiiszobérték alapjan meghatarozott pozitivitds eredményeket
tartalmazva. Abszorbancia kiiszobérték: [Aaso]pozitiv kontrol X 0,15=0,1; negativ: [A4s50]<0,1;
POZILIV: [A450]20, 1. ooeeieiieece ettt -51-
5. tablazat: A glikanstruktardk és betegség kozotti korrelacid Point-Biserial teszttel és a

glikan strukturdk kozotti korrelacido Spearman-teszttel (zardjelben feltiintetve a korrelacios
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egylitthato értékek (R), a hotérképrol). A tablazat also részében az adott klinikai paraméter

¢és glikan strukturak kozotti Spearman-teszttel elvégzett korrelacios eredménye. ......... -57 -

3. 1. szamu mellékletek

A magneses nanorészecskék  karakterizacigjat Dr.  Vanyorek  Laszld
transzmisszios elektron mikroszkdép (TEM) felvételek mutatjdk, ami alapjan szférikus
morfoldgiat tulajdonithatunk a részecskéknek (1. szamu melléklet 1. dbra (a-d)). Nagy-
Felbontasu TEM (HRTEM) felvételen jol lathatok a racssikok, a 4,7 nm, 5,3 nm, 7,6 nm
jelolésekkel. Rontgendiffrakcios (XRD) mérésekkel megallapitottuk a racssik-tavolsagot (d-
spacing) értéket dngstrom (A) mértékegységben kifejezve (1. szami melléklet 1. dbra f
tablazatanak d oszlopa). A mért racssik-tavolsag értékek 1,5-4,9 A kozott mozognak, és jol
megfeleltethetdk a (111), (220), (311) és (400) értekekkel jelolt kristalysikoknak, amelyek a
magneses oxidokra, mint példaul magnetitre jellemzéek. A XRD minta gytirtii megerdsitik
a kristalyos szerkezetet, és azonosithatok a diffrakcids sikokhoz tartozo tavolsagok alapjan.
A magneses részecskék felszini funkcios csoportjainak azonositasa FTIR spektroszkopidval
tortént, aminek eredményét €s részletes leirdsat az 1. szamu melléklet 2. abraja szemlélteti.
Az FTIR spektrumokon a ferritek esetében szén-tartalmu funkcids csoportok voltak
azonosithatdk, amelyek az adszorbealt etanolaminbol és etilénglikolbdl szarmaznak. Ezért
CHNS elemzést végeztiink a szén- és nitrogéntartalom pontos meghatarozasara (1. szamu
melléklet 1. tablazat). A magneses részecskék széntartalma 1,7-és 6,4 (m/m)% kozott
valtozott. A legalacsonyabb széntartalmat a mangan-ferrit mintaban (1,7 (m/m)%), mig a
legmagasabb a magnézium-és nikkel-ferritek esetében volt tapasztalhatdo (6,4-és
6,3 (m/m)%). A nitrogéntartalom a nikkel-ferrit mintdban volt legmagasabban, pontosan
1,4 (m/m)% volt kimutathatd, ami amin-funkcids csoportok jelenlétére utal. Ezek egyben
alatdmasztjdk azokat az eredményeket, miszerint a NiFe:0s-NH. MNP volt a
leghatékonyabb a glikan tisztitas alkalmazasara, ami a ferritek amin-csoportja és a glikdnok
hidroxil-csoportja kozott 1étrejovo kotés révén tud megvaldsulni. Ennek alatdmasztasara a

tovabbiakban bemutatott eredmények szolgalnak.

Kerpely Antal Anyagtudomanyok és Technoldgidk Doktori Iskola -9-
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h k|

1 1/1(49
2 20|30
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4 2(2(1.7
5 11|16
4 4 0|15

1. abra_l. sz. melléklet: TEM felvétel a CoFe:04-NH: (a), NiFe:04-NH:> (b), MgFe:04-NH:
(c) MnFe:O4+-NH> (d) nanorészecskékrol és a NiFe:0s4 nanorészecskének az elektron
rontgendiffrakcios mintazata (XRD) (e), illetve a mért racssik-tavolsdag (d-spacing) értéke

dngstrom ben (4) megadva (f).

A B

Q 0% TI T Z = g5 g §9¢
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i E ‘ g Z - :
: {
:é -
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g S
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Hulldmhossz (cm') Diffrakcios szog 20 (°)

2. abra_1. sz. melléklet: NH:-funkcionalizalt ferrit alapu magneses nanorészecskék FTIR
(A) és XRD (B) analizisének eredménye.

A, abra részletes magyarazata: A féem-oxid (vM-O) spindlis szerkezetében kotodo rezgések
altal 2 sdavot azonositottunk: a tetrahedralis complexhez valé kotédést 500 cm™ - 600 cm™
hulldmhosszon, mig az oktahedrdlis komplexhez valo kotédést 400 cm™ - 450 cm’!
hullémhosszon értékeltiik. A savok az aldbbi hullaimhosszokon rendelhetdk a Fe*™—0* A-
rdacsszerkezet rezgéseihez: 581 cm™ (NiFe:04-NH3), 586 cm™ (MnFe:04-NHz), 567 cm’
(MgFe:04-NH:) és 595 cm™ (CoFe:04-NH:). A spektrumokon 800 cm™ és 900 cm™ kozott
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megjelend sav az etilén glikolrol szarmazo alkohol csoport vC-O kotési rezgését jelenti. A
ferritek feliiletén adszorbedlodo etanolamin molekulakbol szarmazo NH: funkcios csoportok
(vC-N) 1050 cm! és 1630 ecm™ hullamhossz kozott jelennek meg. Az alacsony intenzitds
savok 1370 cm™ és 1410 cm™ hullamhosszon hidroxil csoportokat jelezhet (BOH). Az alifas
és aromas C-H kotésekbdl szarmazo szimmetrikus és asszimmetrikus kotési rezgések két
apré rezgésként jelentkeznek 2850 cm™ and 2930 cm™ hullamhossz koriil. Ezek a savok a
részecskek feliiletén lévo etiléenglikol és etanol-amin szarmazékok kovetkezményei lehetnek.
3000 cm™ - 3750 cm! kozotti adszorpcios savok hidroxil és amin csoportoknak a kotési
rezgéseit jelentik. B, dbra részletes magyardzata: a 4 amin funkcionalizalt ferrit
nanorészecske XRD analizise soran 7 reflexios csucsot azonositottunk: 18,4° (111), 30,1°
(220), 35,4° (311), 43,1° (400), 53,3° (422), 56,8° (511) és 62,5° (440) két Theta-fok,
amelyek alatamasztjiak a CoFe:04, NiFe:04, MgFe:04 és MnFe:0q spinellszerkezetének
jelenlétét (PDF 22-1086, PDF: 54-0964; PDF 36-0398 és PDF 74-2403).

L. tablazat 1. sz. melléklet: A ferrit nanorészecskék széntartalma (wt%), nitrogéntartalma
(wz%), fajlagos feliilete ("*/g) és dtlagos részecskemérete (nm) rontgendiffrakcios (X-ray

Diffraction) elemzés alapjan.

NiFe204-NH2 MnFezO4-NH2 MgFe204-NH2 COF6204-NH2
C tartalom (wt %) 6,3 1,7 6.4 2,5
N tartalom (wt %) 1,4 0,3 0,6 0,4
Fajlagos
93,8 155 86,3 279,4
részecskefeliilet (m?/g)
Részecske atméro (nm) 612 8+ 1 61 4+2

2. tablazat 1. sz. melléklet: N-glikan mintaelokészitésben alkalmazott pufferek, oldatok

elkészitése, feltiintetve az adott puffer alkalmazasi teriiletével

Puffer neve

Elkészités, recept

Alkalmazasi teriilet

95 (v/iv)% ACN

95/15 (v/v)%-0s ACN/50 mM ammonium-formiat

(pH 4.,4) puffer elkésszitése 1 1 végtérfogatra.

MNP-protokoll és
MonoSpin oszlopos

protokoll mosé puffer

150 mM ammonium-

formiat puffer

9,46 g ammonium-formiat 800 ml Milli-Q vizben
oldva, majd a pH-t 4,4 értékre allitasa LC-MS
25 (v/v)%-0s

mindségii

ammonia

(kb. 4 ml) és végtérfogatot 1 1-re allitasa.

oldattal

MonoSpin oszlopos
készlet és MNP-protokoll

elicios puffere

Kerpely Antal Anyagtudomanyok és Technoldgidk Doktori Iskola
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1 (v/v)% hangyasav
puffer

400 ml Milli-Q vizbe 5 ml formiat sav mérése,
kevertetés, majd a végtérfogatot kiegészitése

500 ml-re.

MonoSpin oszlopos

készlet elucios pufferl

50 mM ammo&nium-

formiat (pH 4.,4) puffer

1,886 ml LC-MS mindségli hangyasav 800 ml
Milli-Q vizben oldva, majd LC-MS mindségl
25 (v/v)%-o0s ammonia oldattal (kb. 4 ml) az oldat
pH 44 értekre allitdsa. Végtérfogatl l-re

kiegészitése.

HILIC-UHPLC

elvalasztas puffere

4. 2. szamu mellékletek

1. tablazat 2. sz. melléklet: Sclerosis multiplex és kontroll mintacsoportok TSNG analizis

statisztikai eredményei. Glikanstruktira nevetbx [Elméleti m/z]** (#x: glikan csiics sorszama

a fluoreszcens kromatogramon), retencios ido [perc], atlag RA% -és standard deviacio

mintacsoportonkeént, Shapiro-Wilk normalitas teszt beteg és kontroll csoportra osztva nézve

(konfidencia-intervallum: 95%), Kruskal-Wallis szignifikans kiilonbségek keresésére:

kontroll és sclerosis

multiplex mintacsoportok oOsszehasonlitasa nemek szerinti

csoportositasban (konfidencia-intervallum: 95%, p=0,05).

Retencios| ; ; ; Kruskal-
Glikanstruktiira Atlag Atlag Atlag Atlag
idd Shapiro-Wilk | Wallis teszt
nevettx RA% (Std. dev.| RA% (Std. dev.| RA% |Std. dev.| RA% |Std. dev.
[min] Normalitds teszt| (*p<0,05;
[Elméleti m/z]** (C_F) (C_N) (SM_F) (SM_N)
#x **p<0,01)
FA2#1 16,07
3,88 1,26 3,41 1,13 3,67 1,40 2,83 0,98 0,043 *0,04
[841,94]% #1
M5#2 17,29
0,97 0,20 1,00 0,26 0,87 0,16 1,15 0,33 0,000 *0,04
[727,89]% #2
FA2B#3 17,55
0,89 0,30 0,88 0,30 0,86 0,22 0,82 0,27 0,003 0,82
[943,48]%" #3
FA2(6)G1#4 19,04
3,65 1,15 3,60 0,77 3,45 1,10 3,11 0,77 0,065 0,24
[922,97]* #4
FA2(3)GI#5 19,47
1,74 0,47 1,61 0,41 1,49 0,61 1,42 0,41 0,129 0,27
[922,97]* #5
FA2(6)BG1#6 20,14
0,92 0,19 1,03 0,20 0,97 0,26 1,05 0,24 0,560 0,42
[1024,51]% #6
FA2(3)BG1#7 20,56
0,34 0,12 0,30 0,13 0,27 0,06 0,31 0,10 0,322 0,33
[1024,51]% #1
M6#8 20,64
0,93 0,20 0,98 0,30 0,89 0,24 1,22 0,39 0,001 *0,02
[808,91]%" #8
A2G2#9 20,94
0,91 0,14 0,96 0,14 1,02 0,08 1,12 0,13 0,303 **0,01
[930,97]% #9
FA2G2#10 22,27 3,21 1,01 3,52 1,02 2,96 0,82 3,13 0,86 0,127 0,58

-12 -
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[1003,92] % #10
FA2BG2#11 22,98
110553 11 0,71 0,18 0,76 0,18 0,76 0,18 1,10 0,24 0,029 **0,01
FA2BFG1#12 23,43
[1097.46]% 12 1,16 0,16 1,10 0,19 1,00 0,25 0,91 0,18 0,776 **0,01
A2G2S1#13 24,57
[1076.511% 13 2,77 0,32 2,78 0,24 3,09 0,66 3,21 0,44 0,002 **0,01
A2G2S1#14 24,74
[1076.51]° 14 8,44 0,80 8,31 0,57 8,79 0,85 8,88 0,85 0,385 *0,06
25,80
nem azonositott 15 1,36 0,39 1,36 0,40 1,25 0,37 1,37 0,47 0,112 1,00
FA2G2S1#16 25,89
[1149.54]% 16 3,46 0,65 3,49 0,81 3,00 0,98 2,95 0,69 0,029 *0,05
FA2G2S52#17 26,59
[1295,09]% w17 0,68 0,13 0,65 0,21 0,78 0,15 0,72 0,16 0,859 0,13
A2G2S2#18 26,78
[1222.06)* 18 2,61 0,79 2,66 0,90 1,82 0,62 1,72 0,41 0,000 **0,01
FA2BG2S1#19 26,90
[1251,01] 19 2,85 0,58 3,21 0,72 3,42 0,58 4,07 0,96 0,398 **0,01
FA2G2S2#20 27,86
[1295.09]* 90 0,44 0,05 0,40 0,06 0,42 0,04 0,38 0,07 0,177 0,06
A2G282#21 28,23
[1222.06]% 01 31,11 | 2,42 30,98 2,44 | 32,43 | 3,18 | 32,17 | 2,85 0,019 0,13
A2G2S52#22 28,45
[1222.06]% . 0,65 0,25 0,56 0,08 0,46 0,05 0,39 0,10 0,000 **0,01
FA2G2S2#23 28,98
[1295,09]% 03 1,58 0,19 1,50 0,22 1,56 0,46 1,30 0,55 0,005 *0,03
FA2G2S52#24 29,24
[1295,00]> w4 3,80 0,66 3,25 0,68 3,71 0,92 3,44 0,63 0,162 0,12
FA2BG2S2#25 29,70
[1396.55] 5 2,00 0,55 1,92 0,46 1,96 0,94 1,75 0,51 0,002 0,51
nem azonositott 30,05
06 1,60 0,46 1,81 0,42 1,66 0,54 1,86 0,41 0,995 0,37
A3G3S82#27 31,18
[1404.55] 7 0,93 0,19 1,01 0,24 0,93 0,26 1,01 0,24 0,006 0,61
A3G3S2#28 31,26
[1404.55]%" 08 0,47 0,08 0,52 0,15 0,42 0,11 0,54 0,11 0,004 *0,03
FA3G3S2#29 31,52
[1477.65]% 9 0,66 0,22 0,57 0,23 0,86 0,33 0,76 0,36 0,012 *0,04
FA3G3S2#30 31,82
[1477.65]% 0 0,78 0,20 0,83 0,18 0,72 0,25 0,79 0,19 0,315 0,47
A4G4S3#31 32,68
[1732.74) 01 0,26 0,14 0,23 0,13 0,29 0,17 0,28 0,16 0,054 0,84
A3G3S3#32 32,91
[1550,17)% w3 4,92 1,28 5,64 1,41 4,55 1,62 4,93 1,53 0,911 0,25
FA4G3S2#33 33,21
[1579.12]% 3 0,83 0,15 0,84 0,11 0,89 0,17 0,88 0,13 0,565 0,67
FA3G3S3#34 33,64
[1623.20]* w4 0,46 0,16 0,48 0,16 0,42 0,14 0,45 0,20 0,000 0,72
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A3G3S3#35 | 3411
165 | 030 | 190 | 062 | 154 | 063 | 175 | 047 0,142 0.43
[1550,18]% #35
FA3G3S3#36 | 3421
280 | 094 | 244 | 093 | 312 | 147 | 272 | 131 0,015 0.52
[162320% | #36
A4GISIHZT | 3459
083 | 024 | 083 | 014 | 094 | 035 | 1,01 | 0,19 0,491 #%0,01
[1587,19]> | #37
A4GS3H38 | 35.66
062 | 012 | 063 | 011 | 062 | 011 | 0,60 | 0,15 0,608 0.73
[1732,74]? #38
A4GISH39 | 36,07
058 | 024 | 060 | 018 | 063 | 027 | 0.56 | 0,19 0,058 0,62
[187821]% | #39
36,78
nem azonositott |~ | 022 | 006 | 022 | 004 | 020 | 006 | 019 | 007 0,019 0,08
A4GISIHT | 3695
055 | 017 | 053 | 011 | 052 | 015 | 047 | 011 0,137 0.22
[187821]% | #41
A4Gasa#2 | 37,10
032 | 009 | 029 | 007 | 035 | 011 | 031 | 000 0,574 0.41
[187821]% | #42
FA4G4S3#H3 | 3799
048 | 013 | 039 | 013 | 046 | 016 | 040 | 0,19 0,387 0.22
[1805,69]% | #43

2. tdablazat 2. sz. melléklet: COVID-19 kohorton elvégzett TSNG analizis statisztikai

eredményei. Glikanstruktira nevetx [Elméleti m/z]** (#x: glikdn csics sorszama a

fluoreszcens kromatogramon), retencios ido [perc], dtlag RA% -és standard devidcio

mintacsoportonként, Shapiro-Wilk normalitas teszt beteg és kontroll csoportra osztva nézve

(konfidencia-intervallum: 95%), Kruskal-Wallis teszt szignifikancia szintjei (konfidencia-
intervallum: 95%, p=0,05). C-O-: Covid-Oltas- mintacsoport; C-O+: Covid-Oltdas+

mintacsoport; C+0O-: Covid+Oltas- mintacsoport;, C+O+: Covid+Oltas+ mintacsoport

Kruskal-
Retencios| ; ; ; Shapiro-
Glikanstruktira Atlag Atlag Atlag Atlag Wallis
iddé Std. Std. Std. Std. Wilk
nevettx RA% RA% RA% RA% (*p<0,05;
[perc] dev. dev. dev. dev. | Normalitis
[Elméleti m/z]** (C-0-) (C-04) (C+0-) (C+0+) **p<0,01;
#x teszt
**¥%p<0,001)
FA2#1 13,30
4,29 (2,02 3,73 1,09 3,88 1,12 3,63 1,55 0,046 0,794
[841,94]1%* #1
M5#2 14,67
2,55 (0,86 2,49 | 043 2,33 0,45 2,20 0,54 0,001 0,361
[727,89]1* #2
FA2G1#3 16,45
364 1093| 3,74 | 0,88 3,62 0,61 3,37 0,97 0,041 0,500
[922,971%" #3
FA2G1#4 16,91
1,73 10,58 | 1,82 | 0,48 1,62 0,23 1,62 0,37 0,049 0,701
[922,971%* #4
FA2BG1#5 17,57
1,33 |1036| 1,38 | 0,27 1,24 0,32 1,20 0,30 0,104 0,575
[1024,51]% #5
M6#6 18,19
1,34 | 041| 1,47 | 0,28 1,26 0,26 1,25 0,34 0,032 0,128
[808,921%* #6
A2G2#7 18,57
1,L1s 1033| 1,27 | 0,21 1,28 0,26 1,20 0,17 0,431 0,716
[930,97]1%* #7
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A2BG2#8 19,43

0,51 |0,12| 0,53 | 0,09 | 05 | 0,17 | 050 | 0,10 | 0,046 0,336
[1032,51]% #3
FA2G2#9 20,09

3,04 1084 354 | 1,07 | 293 | 051 | 293 | 081 0,001 0,208
[1004,00] % #9
FA2BG2#10 | 20,82

233 |036] 243 | 027 | 230 | 037 | 2,18 | 034 | 0,894 0,320
[1105,54]% #10
FA2G2S1#11 | 21,94

0,40 |0,09| 044 | 007 | 042 | 005 | 039 | 0,10 | 0370 0,132
[1149,55]% #11
A2G2S1#12 | 22,28

2,94 067 3,00 | 0,52 | 304 | 031 | 3,03 | 051 0,670 0,991
[1076,52]% #12
A2G2SI#13 | 22,47

943 |126] 9,85 | 1,10 | 1029 | 1,00 | 964 | 087 | 0,104 0,202
[1076,52]% #13
A2FG2SI#14 | 23,58

0,69 |044| 056 | 024 | 071 | 027 | 056 | 020 | 0,001 0,224
[1149,55]% #14
FA2G2S1#15 | 23,88

448 |091] 486 | 0,74 | 463 | 080 | 461 | 076 | 07202 0,661
[1149,55]% #15
FA2BG2SI#16 | 2441

0,60 |0,10| 0,64 | 0,13 | 068 | 018 | 063 | 0,14 | 0,715 0,246
[1251,09]% #16
A2G2S2#17 | 24,73

2,82 |0,66| 328 | 0,70 | 3,02 | 1,19 | 290 | 0,65 | 0,154 0,229
[1222,06]% #17
FA2BG2S1#18 | 24,89

221 048] 2,08 | 073 | 229 | 084 | 2,06 | 076 | 0,003 0,737
[1251,08]% #18
FA2BG2SI#19 | 25,30

0,57 |0,12| 0,65 | 0,08 | 054 | 007 | 053 | 0,15 | 0,373 0,013
[1251,08]% #19
FA2BG2S1#20 | 2591

045 |0,05| 044 | 006 | 048 | 007 | 047 | 0,06 | 0,070 0,328
[1251,08]% #20
A2G282#21 | 26,30

29,88 | 2,38 ] 29,08 | 2,14 | 29,68 | 248 | 30,02 | 1,75 | 0,486 0,657
[1222,06]% #21
A2G2S2#22 | 26,65

L1 | 021 124 | 017 | 1,08 | 015 | 122 | 012 | 0,793 *0,027
[1222,06]% #22
FA2G2S2#23 | 27.33

0,55 |0,17| 048 | 0,13 | 0,65 | 021 | 037 | 0,14 | 0,019 #%%0,001
[1295,09] 2 #23
FA2G2S2#24 | 27,58

409 |095| 3,83 | 094 | 410 | 097 | 428 | 096 | 0,003 0,545
[1295,09]% #24
FA2BG2S2#25 | 28,07

238 |051] 220 | 0,55 | 243 | 060 | 233 | 0,53 | 0482 0,620
[1396,63] #25
A3G3S2#26 | 28,66

1,59 |040| 1,75 | 041 | 1,77 | 057 | 1.86 | 035 | 0,085 0,313
[1404,63]% #26
A3G3S2427 | 29,02

020 |0,07] 022 | 0,06 | 021 | 005 | 028 | 0,18 | 0,001 0,334
[1404,63]% #27
A3G3S2#428 | 30,03

092 |024] 1,02 | 028 | 097 | 025 | 1,10 | 030 | 0261 0,213
[1404,63]% #28
A3G3S2#29 | 30,03

0,54 |025| 043 | 0,09 | 044 | 013 | 057 | 021 0,001 0,177
[1404,63]% #29
FA3G3S2#30 | 30,58

L4 |025] 1,06 | 022 | 1,07 | 023 | 110 | 028 | 0,530 0,969
[1477,66]% #30
FA3G3S2#31 | 31,09

0,38 |0,06| 037 | 008 | 036 | 005 | 042 | 0,14 | 0,001 0,122
[1477,66]% #31
A3G3S3#32 | 31,94 | 433 |1,08] 417 | 122 | 454 | 1,75 | 501 | 099 | 0,267 0,174
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[1550,18]% #32
A3G3S3#33 | 32,28

0,32 0,09| 033 | 008 | 030 | 008 | 035 | 0,09 | 0,007 0,349
[1550,18]% #33
A4GAS2H34 | 32,67

0,33 [0,09] 034 | 0,10 | 028 | 009 | 039 | 0,12 | 0621 0,027
[1587,20]% #34
A4GAS2#35 | 32,87

044 |0,13| 041 | 0,14 | 043 | 014 | 053 | 020 | 0,001 0,165
[1587,20]% #35
A3G3S3#36 | 33,35

1,53 |038] 1,28 | 031 | 1,31 | 040 | 1,69 | 0,52 | 0,025 *0,045
[1550,18]% #36
A3FG3S3#37 | 33,62

223 |089] 2,05 | 0,69 | 1,91 | 08 | 197 | 0,55 | 0,049 0,454
[1623,21]% #37
A3G3S3#38 | 34,12

076 |024] 071 | 022 | 066 | 016 | 096 | 025 | 0,152 #%0,009
[1550,18]% #38
A4AGAS3#39 | 3437

025 |0,14| 020 | 0,09 | 0,18 | 011 | 017 | 0,09 | 0,087 0,253
[1155,50]% #39
A4GAS3#40 | 3539

029 [0,09] 022 | 0,08 | 020 | 005 | 030 | 0,10 | 0,018 #5%(0,001
[1155,50]% #40
A4GAS4#41 35,57

027 |0,10| 023 | 0,16 | 0,18 | 0,07 | 020 | 0,08 | 0,001 *0,049
[1252,53]% #41

3. tablazat 2. sz. melléklet: Appendicitis kohorton elvégzett TSNG analizis statisztikai

eredményei.Glikanstruktira neve#x [Elméleti m/z]** (#x: glikin csics sorszdma a

fluoreszcens kromatogramon), retencios ido [perc], dtlag RA% -és standard devidcio

mintacsoportonkeént, Shapiro-Wilk teszt egész mintaszettre nézve (konfidencia-intervallum:
95%), Mann-Whitney U-teszt A/K csoportok kozott (konfidencia-intervallum: 99%,
p=0,01), Kruskal-Wallis teszt A/NK/HK kozott (konfidencia-intervallum: 99%, p=0,01). A:

Appendicitis mintacsoport, K: osszes kontrollt tartalmazo mintacsoport, NK: normal

kontroll mintacsoport, HK: hasfajos kontroll mintacsoport

Mann- Kruskal-
Retencios
Glikdanstruktira Shapiro-Wilk | Whitney Wallis
idé RA% | Std. | RA% RA% | Std. | RA%
nevettx \Std. dev. IStd. dev.| (*p<0,05; A/K A/NK/HK
. o [perc] (A) dev. (K) (NK) | dev. | (HK)
[Elméleti m/z, 4 **p<0,01) | (**p<0,01; | (**p<001;
hx
*#4p<0,001)|***p<0,001)
FA2#1 15,06
(841,947 " 4,15 | 1,94 | 447 1,11 450 |1,07 | 4,37 1,29 | **1,47E-04 0,04 0,111
M5#2 16,13
(727,89 “ 1,02 10,37 | 0,85 0,17 0,83 0,17 | 0,90 0,18 | **6,50E-07 0,01 0,025
FA2B#3 16,35
[943.48] 0 0,73 10,28 | 0,89 0,23 0,90 |0,25| 0,85 0,18 *1,19E-02 **0,001 **0,006
FA2G1#4 17,58
922,97 " 3,67 | 1,32 4,28 0,87 420 (0,86 | 4,54 0,89 *1,71E-02 **0,006 0,016
FA2G1#5 17,95
922,97 45 1,49 10,60 | 1,79 0,51 1,71 1043 | 2,03 0,68 | **1,95E-03 **0,004 **0,009
FA2BG1#6 18,60 0,71 10,26 | 0,84 0,21 0,81 |0,19| 0,93 0,27 2,22E-02 **0,005 0,013
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[1024,51]> #6
FA2BGI#7 18,64
1024517 - 040 [0,13] 030 | 0,07 | 029 [0,07| 031 | 0,07 | **3,06E-06 | ***<0,001 | ***<0,001
M6#S 19,02 0,38
508,911 s 095 [033] 086 | 020 | 084 [019| 092 | 020 | **4,55E-06 | 0,27
A2G2H9 19,32
930,971 w0 1,03 {028 1,39 | 022 | 141 [023] 130 | 0,19 | 1,52E-01 |**<0,001 | ***<0,001
A2BG2#10 19,95
032517 oo | 020 [005| 020 | 005 | 019 1005|023 | 006 | 72601 0,92 0,24
A2GISI#11 20,15
1995497 "y 030 [0,12] 026 | 0,08 | 025 [008| 030 | 0,07 | *1,25E-02 | 0,14 0,09
FA2G2#12 20,32
1003921 oy | 295 093] 394 | 084 | 384 1082 428 | 086 | 602E01 | *EE0.001 | *+<0,001
A2G2S1#13 20,86
1076511 o | 062 {020 072 | 028 | 071 1028 074 | 027 | 660502 0,12 0,24
FA2BG2#14 20,95
(105,537 g | 061|023 066 | 024 | 066 |025] 0.65 | 020 | 132E-01 0.26 0,52
M4GISI#15 21,11
. s | 073|017 089 | 013 | 087 0,121 096 | 0I5 | TITE0L | #0001 | #+5<0,001
M7#16 2135
(889,947 e | 013 005|018 | 007 | 019 [0.07] 017 | 0,05 | *FL34E-03 | #0001 | **0,005
M7#17 21,83
(839,94 o | 012 {003 ] 0191 0,04 | 019 1004 018 | 002 | 2I3E01 | <0001 | <0001
A2G2SIH#IS 2230
176,517 g | 1238259 1311|101 | 1327 1099 | 12,59 | 093 | **5.0E-10 | 0,07 0,06
A2G2SI#19 22,44
176,517 oo | 025 [006| 055 | 0,09 | 055 1009 058 | 004 | L4405 | <0001 | <0001
A2FG2S1#20 2325
(149,547 g | H00 093 | 5191 070 | 5111067 546 | 076 | 3.60E01 | *<0.001 | <0001
FA2G282#21 23,66
(12050917 e 062 [0,16] 074 | 0,13 | 0,74 [013| 0,72 | 0,16 | 217E-01 | **0,001 | **0,004
A2G282#22 23,98
1222061 oy | 526|068 | 509 | 072 | 506 1075 516 | 064 | 69701 0,34 0,59
M8#23 2422
970,851 vy | 015 {006 022 | 008 | 022 [008| 023 | 010 | *3SIE03 | <0001 | **0001
FA2G2S52#24 24,76
1205091 py | 028 {009 040 | 0,07 | 040 007 040 | 0,04 | A66E01 | *F<0.001 | *+*<0,001
A2G2S82#25 25,12
1222061 ys | 3495|390 2961 | 1,94 | 29,52 177 2991 | 251 | FLSGE02 | <0001 | *+<0,001
FA2G2S52#26 25,75
1205091 e | 071029 109 | 023 | 107 1023 114 | 021 | #¥T.S4E-04 | 0,001 | *<0,001
FA2G282#27 25,97
(1205.097% vy | B16 064 328 | 087 | 331 1095|319 | 053 | 610807 | 0,84 0,98
FA2BG2S2#28 26,34
[1396,63]% vy | 089 [030 109|030 102023 ] 134 | 036 | *224E02 | #0002 | **0,001
A2BG352#29 26,61
(1404 6377 40 137 {034 | 1,77 | 032 | 1,81 [033] 161 | 027 | 1LI2E-01 |***<0,001 | *#¥<0,001
A2BG352#30 26,92
(1404 6377 xg | 024008 023 | 003 1022 0,03] 024 | 0,04 | FLTIE04 | 087 0,74
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A2BG3S2#31 27,75
1404 63 ] 072 [023] 145 | 033 | 149 [034| 129 | 022 | **2,52E-03 | ***<0,001 | ***<0,001
FA3G352432 27,83

147,650 | 044|015 058 | 020 059 0221 053 | 014 | FFLI4E02 | #0002 | #%0,007
A3G3S3433 28,05

155077 s | 056 [029) 065 | 017 | 066 019 062 | 010 | **262E-04 | 0,03 0,07
A3G3S3#34 28,05

1550.151" g | 050 {019 017 10,09 | 018 1010 014 | 006 | **94IE-06 | <0001 | *+<0,001
A3G3S3435 28,40

1550.157" s | 034|019 020 | 0,07 | 020 1008|020 | 008 | *LETE0S | *0001 | *¥0,004
A3G3S3#36 28,97

1550.150" i | [ 120 438 | 103 | 447 1107 400 | 088 | 22501 0.86 0,56
A4G4S2#37 2924

1557197 oy | 083 [031) 068 | 019 | 071 1017 059 | 023 | *143E02 | 005 0,07
FA3G3S3#38 29,52

623,200 | 033 [O11[ 038 | 011 | 039 1011|034 | 010 | 222601 0,10 0,15
A3G3S3#39 30,01

150,151 40 122 [043| 1,12 | 036 | 1,14 [039] 1,04 | 023 | 231E-01 0,21 0,38
FA3G3S3#40 30,10

[1623.20)% a0 | 257|136 199 | 0.62 | 201 0,67 | 191 | 041 | *H428E07 | 0,04 0,11
A4G4S3#41 3034

152,747 " 0.84 [030] 090 | 021 | 093 [021| 0,77 | 0,15 | 9,80E-01 0,28 0,08
FA3FG3S3#42 30,53

11656 2472 y | 016 011 013 | 007 | 013 0,08] 000 | 0,03 | *LT6E-07 | 0,18 0,30
A4G4S3443 31,20

. | 054 {023 ] 054 | 012 | 056 1012 049 | 008 | *3,09E03 | 048 0,24
A4G4S4#44 31,50

1878297 gag | 064 028 036 | 016 | 058 1017|051 | 013 | ¥152E02 | 046 0,48
A4G4S4#45 32,20

1878297 ius | 060 [033) 053 | 015 | 054 1016 050 | 013 | #*433E05 | 015 0,29
A4G4S4#46 32,40

1878297 e | 034019 026 | 0,08 | 026 1009 026 | 009 | *9.90E-07 | 01 0.25
FA4G4S4#47 33,01

1951321 iy | 045 {035) 032 1 012 | 032 1013|030 | 0,09 | *LAIE09 | 034 0,61
FA4G4S4#48 33,67

1951321 g | 014 {000 012 | 0,03 | 012 1003 | 010 | 001 | *LITEOS | 0,54 0,27
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