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1. Bevezetés

A glikozilacié a fehérjékhez kapcsolddod kovalens kémiai modosulds, amely soran
oligoszacharid (glikan) egységek ¢épiilnek be a polipeptid ldnc meghatarozott funkcids
csoportjaihoz, kompozit makromolekuldkat, ugynevezett glikoproteineket létrehozva. A
glikanok szerkezeti komplexitasa, eldgazottsiga ¢és konformacios variabilitdsa jelentds
mértékben befolyasolja a fehérjék fizikokémiai tulajdonsagait. A glikozilacid nem
templatvezérelt folyamat, hanem egy enzimatikusan katalizalt, kornyezetfliggd kémiai
modosulés, amit a sejt lokalis 6sszetétele, enzimaktivitasa és metabolikus allapota hataroz meg.
Emiatt a glikdnstruktardk oOsszetétele ¢és mennyiségi aranya ¢érzékeny a sejtek kémiai
kornyezetének valtozasaira, ami a glikdnokat alkalmassd teszi allapotfiiggd molekularis
jelzoként valo alkalmazasra [1]. A fehérjék N-glikozilacidja pontosan jellemzi a gyulladasos
allapotokat, igy vizsgélata kiemelt jelentdségii [2, 3].

Az N-glikanok analitikai elemzésében a nagy felbontast szeparacids technikdk, mint a
kapillaris elektroforézis és a fluoreszcens detektorral kapcsolt folyadékkromatografia (LC-
FLD), kiemelkedd reprodukalhatésagot biztositanak. Tomegspektrometriaval (MS)
kombinalva ezek a modszerek részletes szerkezeti informdciot szolgéltatnak a
glikdnmintazatokrél [4, 5]. A glikananalizis megbizhat6sagat dontden meghatarozza a
mintaelOkészitési 1épések mindsége, kiilondsen a glikdnok tisztitasa, amely tovabbra is a
glikoanalitika egyik kritikus szlik keresztmetszete. A tobblépéses tisztitasi eljarasok soran
kiilonosen fontos a mintaveszteség minimalizalasa és a feldolgozasi id6 csokkentése. Az utobbi
években a szilard fazisu extrakciora (SPE) épiild6 megoldasok, kiilondsen a magneses
nanorészecskéken (MNP) alapuld moédszerek keriiltek elétérbe [6, 7]. Ezek a technikak
centrifugdlds nélkiil, méagneses tér segitségével tisztitjadk a glikdnokat, ami gyorsasagot,
egyszerliséget és automatizalhatosagot tesz lehetdvé. Az MNP-k nagy fajlagos feliiletiik és
konnyen modosithatd felsziniik miatt kiilonosen igéretesek a glikdnok célzott és hatékony
tisztitadsaban [7-9]. Ennek ellenére a kiilonb6z0 diszperzios kozegek, eltcios feltételek és ferrit-
alapt MNP-tipusok  N-glikan-megkdotési  tulajdonsagaira  vonatkozo  szisztematikus
Osszehasonlitd vizsgalatok, valamint az eljarasok robotizalt rendszerekbe torténd integralasa
eddig kevés figyelmet kapott.

Az N-glikanok szerkezeti mintazatanak és relativ aranyainak valtozésai rendszerszinti
informdciot hordoznak a szervezet allapotarol, ezért a teljes szérum N-glikozilacidjdnak
vizsgalata atfogd képet ad a fiziologiai és patologiai folyamatokrdl [1, 2, 10, 11]. Korabbi

vizsgalatok igazoltak, hogy sclerosis multiplexben és COVID-19 fertézésben a szérum N-
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glikozilaciés mintazata jelentésen megvaltozik [12-20]. Ezek a tanulmanyok azonban a
sclerosis multiplex esetében nem fokuszalnak a nem szerinti csoportositasra, ami fontos irdnyt
¢s relevans kiilonbségeket mutathat, mivel ndk esetében haromszor gyakoribb a diagnosztikai
potencidl a férfiakhoz képest [21]. Mindezek mellett szamos olyan betegség van, ami kevesebb
figyelmet kapott glikomikai szempontbol. Az akut vakbélgyulladas glikozilacios jellemzoéi
jelenleg feltérképezetlenek, annak ellenére, hogy a biomarker alapu differencidldiagnosztika,
klinikai szempontbdl kiemelt jelentdséggel bir [22, 23].

PhD értekezésben egy uj, ferrit-alapit MNP-re ¢épiil6 N-glikan tisztitdsi protokoll
kidolgozéasanak és optimalizalasanak eredményeit mutatom be, kiilonos tekintettel a kotési és
elucios feltételekre, valamint a moédszer automatizalhatosagara. Emellett harom, gyulladasos
betegség - sclerosis multiplex, COVID-19 ¢és akut vakbélgyulladas - teljes szérum N-
glikozilacios analizisét végeztem el, 01j megkozelitéseket alkalmazva és eddig nem ismert N-

glikozilacios sajatossadgokat feltarva.
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2. Célkituzések

A PhD disszertaiciomban bemutatott kutatas elsddleges célja, egy magneses
nanorészecske alapu, koltséghatékony ¢és automatizalhaté glikdn tisztitdsi protokoll
kidolgozésa, amely alkalmas szérumbol szarmazd fehérjék N-glikozilacidos mintdzatanak
vizsgalatara. A kutatdsom tovabbi célja volt, hogy harom kiilonb6z0d patologiai koriilmény alatt
fennalld gyulladdsos betegség teljes szérum eredeti N-glikozilacids mintdzatanak a
feltérképezése. Mindez az alabbi pontok célkitlizéseit jelentette:

1. Ujonnan szintetizalt NH,-funkcionalizalt MNP-alapi glikin tisztitisi moédszer
fejlesztése: Négyféle NHa-funkcionalizalt, kiilonbozd ferrit-alapi nanorészecske N-
glikanok feliileti adszorpciojan alapuldé megkotési hatékonysaganak tesztelése ultranagy-
hatékonysagt folyadékkromatografias (UHPLC) rendszerben, a legrobusztusabb MNP
kivélasztasa céljabol.

2. MNP-platform optimalizalasa  koltséghatékonysag és  automatizalhatosag
szempontjabol: A leghatékonyabb NHa-funkcionalizalt ferrit-alapdt MNP kivalasztasa,
majd annak glikdn adszorpcids teljesitmény novelése szempontjabdl torténd optimalizalas.
A diszperzids kozeg, az MNP koncentracio és az eltcios pufferek tesztelése. Az optimalizalt
MNP-protokoll dsszevetése kereskedelmi forgalomban kaphat6 glikantisztitasi médszerrel
glikankotési és koltséghatékonysagi szempontbol. Végil a moddszer integralasa egy
automatizalhat6 platformra.

3. Gyulladasos betegségek - sclerosis multiplex, COVID-19, gyermekkori akut
vakbélgyulladas - N-glikozilaciés mintazatanak vizsgalata: Teljes szérum alapt
glikanprofil meghatarozasa az adott betegségben. Glikdnmintdzatok Osszehasonlitasa a
betegséggel diagnosztizalt és veliilk nemben és korban megegyezd egészséges kontroll

mintacsoportok kozott, statisztikai tesztek alatdmasztasaval.
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3. Modszerek

Kisérleti munkafolyamatok

A munkamhoz NH-funkcionalizalt ferrit alapti magneses nanorészecskéket allitottam
elé koprecipitacios eljarassal (Co-, Ni-, Mn-, Mg-ferritek), majd a részecskéket kiilonboz6
diszperzids allapotokban (szaritott/vizes/glikolos) alkalmaztam és optimalizaltam N-glikan
tisztitadsra. Human szérummintakbol az N-glikanokat PNGase F enzimmel emésztettem le, majd
prokainamid alapu reduktiv aminalassal (2-ProA) fluoreszcensen jeloltem. A jeldlést kovetden
a glikdnokat NH»-funkcionalizalt MNP-alapt sajat fejlesztésli moddszerrel vagy
NH2/CHsCONH: MonoSpin centrifugalis oszlopos készlettel tisztitottam (kondicionélds-
adszorpcid-mosas-elucid). Tovabba az MNP-protokollt Hamilton Microlab Prep platformra
automatizaltam 96-lyukil Hamilton PCR lemez alkalmazéasaval. A glikan analizist HILIC-
UHPLC-FLD-MS rendszereken végeztem (Waters ACQUITY folyadékkromatografias
berendezés - SQD  tomegspektrométer, illetve  Waters ACQUITY  H-class
folyadékkromatografias berendezés - Xevo G2-XS QToF tomegspektrométer; Waters BEH
Glycan Amid oszlop). Az analitikai elvalasztast kovetéen kapott fluoreszcens
kromatogramokat Empower 3 (Waters ACQUITY - SQD rendszer) vagy MassLynx 4.2.
verzidju (ACQUITY H-class - Xevo G2-XS QToF rendszer) kromatografias vezérldszoftverek
segitségével értekeltem ki és hatdroztam meg a cstlcs alatti teriiletek szdzalékos eloszlasat,

glikéncsticsok intenzitdsat €s a szabad fluoreszcens festék intenzitasat.
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1. dbra: Kisérleti munkafolyamatok abrazolasa N-glikozilacios mintazatok elemzésére (A)
MNP koprecipitdcios szintézis modszerének lépései, (B) szérum N-glikanok mintaelokészitési

és elemzési lépései.
Adatelemzés

A mintacsoportok kozotti N-glikozilaciés mintazatok dsszehasonlitasat tobbvaltozos
statisztikai modszerekkel végeztem. Az adatok normalitasat Shapiro-Wilk teszttel ellendriztem,
majd nem normalis eloszlas esetén Mann-Whitney U- és Kruskal-Wallis-probat alkalmaztam a
szignifikans kiilonbségek azonositasara. A glikdnok diagnosztikai potencialjat ROC-analizissel
(AUC) értékeltem, mig a mintacsoportok elkiilonitését és a legfontosabb diszkriminélo
glikdnok azonositasat linearis diszkrimindns analizissel (LDA) végeztem. A korrelacios
vizsgélatokhoz Spearman- ¢s Point-Biserial korrelaciot alkalmaztam. Az adatok feldolgozasat
¢és vizualizaciojat IBM SPSS Statistics 25, Past 4.02, GraphPad Prism 10.1.2 és Python 3.10
szoftverekkel, mig a glikanszerkezetek MS-alapu azonositasat GlycoWorkbench 2.1.

szoftverben végeztem.
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4. Tézisek

1. A NiFe:0.,NH: tipusu MNP a vizsgalt ferrit rendszerekhez képest hatékonyabb N-glikdn
adszorpcio alapu mintaelokészitést biztosit szérumbol szarmazo N-glikanok tisztitasa sordn,

amely uj magneses anyag bevezetését jelenti a glikan analizis mintaelokészitésben.

Alatamasztds: Eredményeim megbizhatosagat a NiFe:Os-NH. MNP-protokollhoz tartozo
glikénintenzitasok 13,33% relativ szordsa (CV), valamint a szabad fluoreszcens festék (SZFF)
intenzitasanak 13,43% CV értéke tamasztja ala, amelyek a modszer jo reprodukalhatosagat
igazoljak. A kiilonbozo ferrit-alapu protokollok kozotti analitikai 0sszehasonlithatosagot a

kromatogramon megjelend glikancsticsok konzisztens relativ szazalékos eloszlasa biztositja.

A ) B SZFF
Glikan
2.5%107
2.5x105-
2x1074 2x10°
— ‘1 -
=) = -
=] , B Rl
& 15107 2 15x10%] | ¢
= &
N -1
& 7 N .
2 a0 £ 1x10* -
= . . E
5x10° -I- -|_ 5x1074
oLt [:n:] Ea [ RN | |
w Ok’ oi o» o>
Q@q’ ?,0 O 5 O s g@ﬂf %G, Qz 14 Q@—""
C/O Y‘\% é&s é\ C/o :é\ @0 é‘
CVI[%] CoFe,0,NH,  MgFe,O,NH, MnFe,0,NH, NiFe,0,NH,
Glikan 33,80 38,79 34,83 13,33
SZFF 7,70 20,45 33,27 13,43

2. abra: A NH:-funkcionalizalt magneses nanorészecskek (MNP) négy kiilonbozo tipusanak
glikanok tisztitasara valo alkalmassdaganak értékelése az osszesitett glikan csucs- és SZFF
intenzitds értékei alapjan. (A) Osszesitett glikan intenzitas [EU] MNP tipusok szerint, medidn
alapjan; (B) SZFF intenzitas [EU] MNP tipusok szerint. A glikoformak és SZFF parhuzamos

mintakra vonatkozo CV-értékek a diagramok alatti tablazatban keriiltek jelolésre.
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2. A NiFe:0+-NH: tipusu mdgneses nanorészecskék vizes diszperzios kozege és 0,5 mg/ml
koncentracioja optimalis feltételeket biztosit a glikanok hatékony adszorpcios megkotéséhez.
Az igy kialakitott mintaelokészitési protokoll mind koltséghatékonysag, mind adszorpcios
teljesitmény tekintetében feliilmulja a kereskedelmi forgalomban elérhet6 CH;CONH:- és
NH:-funkcionalizalt centrifugdlis oszlopokat szérumbol szarmazo N-glikanok megkotése

sordn.

Alatamasztas: A NiFe:04-NH: tipust MNP glikoanalitikai alkalmazhatdsagat a diszperzios
kozeg (széritott, glikolos és vizes), a részecskekoncentracid €s az elucios puffer szisztematikus
optimalizalasdval vizsgaltam. Eredményeim igazoltdk, hogy a vizes diszperziés kozeg
0,5 mg/ml MNP koncentracioja, biztositja a legjobb glikan kot teljesitményt N-glikan tisztitas
soran, mivel kozel kétszeres glikanintenzitas-ndvekedést eredményezett a szaritott €s a glikolos
MNP-rendszerekhez képest. Tovabba az optimalizalt 0,5 mg/ml NiFe.O+-NH. (V) MNP
protokoll koriilbeliil haromszoros 0Osszglikdn-intenzitds novekedést és tizszeres SZFF
intenzitascsokkenést mutatott a kereskedelmi forgalomban elérhetd, centrifugalis CHsCONHa-
¢s NHz-funkcionalizalt oszlopokhoz képest (3. abra A, C). Mindezek mellett a protokollok
kozott a konzisztens glikdncsucsok szdzalékos eloszldsa (relativ abundancia vagy RA%)
igazolja, hogy az adszorpcios teljesitménykiilonbségek nem a mérési variabilitdsbol, hanem a
mintaelokészités hatékonysagabol erednek (3. dbra B). Tovabba a Disszertacidban bemutatott
3. tablazatban feltiintetett koltségek Osszehasonlitasa alapjan, igazolhato, hogy az MNP-alapu
protokoll koltséghatékonyabb, mint a kereskedelmi forgalomban kaphat6, NH:- ¢és
CH;CONH:-funkcionalizalt MonoSpin oszlopos vagy magneses gyongy alapa, glikan

mintaelOkészitésre alkalmas készletek.
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10 legabundénsabb
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3. dabra: Elucios pufferek hatékonysaganak vizsgalata: MNP-alapu, valamint kereskedelmi
forgalomban kaphato NH>-vagy CH;CONH:-funkcionalizalt oszlopok glikan tisztitdsi
teljesitményének osszehasonlitasa a tiz legabundansabb glikoformara jellemzé glikan csucs
intenzitdsok, RA% és SZFF intenzitds alapjan. (4) a 10 legabundansabb glikoformadhoz tartozo
fluoreszcens intenzitas [EUJ;(B) a 10 legabundansabb glikoforma RA% értékei; (C) SZFF
intenzitas [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 oszlopos

keszlet.

3. A 0,5 mg/ml koncentracidju vizes diszperzios kozegii MNP-alapu N-glikdan tisztitdsi
protokoll implementdlhato folyadékkezeld robotikus platformra, ugy, hogy az automatizalt

miiveletek mellett a variancia és a megkotési hatékonysdg stabilan reprodukalhato marad.

Alatamasztds: Az MNP-alaptit N-glikdn tisztitasi protokoll automatizalt folyadékkezeld
robotikus  platformra torténd implementalhatosagdt a manudlis és  automatizalt
mintaelokészitések Osszehasonlitdé elemzésével igazoltam. Eredményeim alapjan a
glikanintenzitas-értékek nem mutattak szignifikans eltérést a két kivitelezési mod kozott, ami a
megkotési hatékonysag megdrzését jelzi automatizalt kornyezetben is. A glikdncstucsok RA%

eloszlasanak egyezése a manualis és automatizalt mintaelékészités soran igazolta, hogy az
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automatizalt miiveletek nem novelik a mddszer variancidjat, ezaltal az MNP-alapii N-glikan

tisztitds megbizhatdéan ¢és reprodukalhatd moédon alkalmazhatd folyadékkezeld robotikus

platformon.
A B
2.5x107 100-
ns
ns
— 2107 B GF13 38,5%)
r.':r.)l B GF9 (10,3%)
@ 1.5%107 —_ [ GF14 (6,5%)
38 ) = GF19 (6,3%)
s < l GF17 (6,1%)
§ a0 ~ [ GF10 (5%)
5 M GF12 (3,33%)
5x10°- B GF11 (3,12%)
O GF16 (2,32%)
[ GF15 (2,55%)
0-
@%

4. abra: Automatizalt MNP-protokoll dsszehasonlitdsa manudlisan elvégzett tisztitassal. (A) a
10 legabundansabb glikoformahoz tartozo fluoreszcens intenzitas [EU]; (B) a 10

legabundansabb glikoforma RA% értékei. ns: statisztikailag nem szignifikans.

4. A Pfizer-BioNTech mRNS-alapu vakcindcio szignifikans N-glikozildacios mintavaltozast
kizarélag a COVID-19 fertozésen dtesett egyének esetében eredményez. Mindezt a fukozildcio
szignifikans csokkenése, valamint az afukozilalt, magas szidlsavtartalmu glikanstruktiurak

szializaltsagi fokanak szignifikans novekedése jellemzi.

Alatamasztas: A COVID-19 fertdzésen valo atesettség vagy az oltottsdg hatasara megjelend
specifikus antitestek jelenlétét klinikai és kereskedelmi forgalomban kaphaté immunoassay
teszttel tamasztottam ald. A Pfizer-BioNTech mRNS-alapu vakcinacié N-glikozilacidra
gyakorolt hatasat kizar6lag a COVID-19-en atesett mintacsoportokban figyeltem meg, amelyet
a FA2G28S2 struktara RA% értékének valtozasa tdmaszt ala. A COVID-19-en atesett és nem
oltott egyénekben az FA2G2S2 struktara szignifikans emelkedése (p=0,02) figyelhetd meg,
mig az atesett és oltott mintacsoportban a szignifikans csokkenést (p<0,001) figyeltem meg
(5. abra B). Ez a valtozas a fukozilacidé alacsonyabb aranyat és az effektor immunvalasz
aktivalodasat jelzi. Ezzel parhuzamosan a magasabb szialsav tartalmu cukrok (A3G3S3) relativ
emelkedése (p=0,01), a szializaltsagi fok fokozodésat, valamint az immunvalasz kontrollalt

lecsengését tiikkrozi (5. abra D).
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5. abra: 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]%F,; p=0,02; p<0,001), C: A2G2S1#13 (RT: 22,47 perc; [1076,52]**), D: A3G3S3#38
(RT: 34,12; [1550,18]**; p=0,046,; p=0,01).

5. Gyermekkori akut vakbélgyulladasban az integralt adatelemzési modszerek alkalmazdsa
eros és szignifikans korreldaciot igazol a klinikai paraméterek (CRP, abszolut neutrofilszam,
fehérvérsejtszam) és a szérum N-glikanstrukturak kozott. A vakbélgyulladdsos és a nem
specifikus hasi fajdalommal jaro mintacsoportok a szérum glikoproteineket jellemzo N-

glikan szializacios fok alapjan elkiiloniilnek.

Aléatamasztds: Gyermekkori akut vakbélgyulladdsban integralt adatelemzési modszerekkel
igazoltam, a klinikai paraméterek (CRP, fehérvérsejtszam —WBC, abszolut neutrofilszam -
ANC,) és a szérum N-glikanstruktardk kozott erds korrelacio (R>0,7, p<0,001) 4ll fenn. Az igy
kialakitott kombinalt adatelemzési megkozelités validalasara ROC analizist végeztem, amely
soran a monoszializalt (A2G2S1) és triszializalt (A3G3S3) glikanstruktarak, valamint klinikai
laborparaméterek (CRP, WBC, ANC) 0,8 feletti gorbe alatti teriiletet (AUC>0,8) és 0,9-1
kozotti konfidencia intervallumot mutattak, szignifikdns elkiilonitést biztositva (p<0,001) a

vakbélgyulladasos és a nem specifikus hasi f4jdalommal jelentkezé mintacsoportok kozott.
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valtozé deviacio szignifikancia®
Also 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

6. abra: N-glikan biomarkerek diagnosztikai potencialja gyermekkori vakbélgyulladasban.

A-D: a normal kontroll (K), alhasi fdajdalommal jelentkezo kontroll (HK) és
vakbélgyulladassal diagnosztizalt betegek (A) mintacsoportjainak osszehasonlitasa és a
mintacsoportok kozotti szignifikans N-glikanok abrazolasa (Kruskal-Wallis teszt: 95% CI,
p=0,01). A: A2G2SI#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 jelentkezé kontroll (HK)

mintacsoportok kozott vizsgalva. Nullhipotézis: AUC=0,5. Megbizhatosagi intervallum: 99%.
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8. Osszefoglalas

Az N-glikozilacid a fehérjékhez kapcsolodo, kovalens szerkezeti modositas, amelynek
szerkezeti felépitése €s relativ eloszlasa érzékenyen reagal a rendszer allapotanak valtozésaira,
igy alkalmas gyulladasos €s egyéb koros folyamatok molekularis jellemzésére. A disszertacio
egyik f6 célja egy 1j, magneses nanorészecske (MNP) alapu N-glikan-tisztitdsi protokoll
kidolgozésa ¢és optimalizaldsa volt, kiillondsképpen a modszer szelektivitdsara,
reprodukalhatosdgara és analitikai alkalmazhatosdgara. A modszerfejlesztés mellett teljes
szérum N-glikozilaciés mintazatok analitikai vizsgalatat végeztem el sclerosis multiplex (SM),
COVID-19 ¢és akut vakbélgyulladds mintaszettekben. A mintdkbol felszabaditott ¢és
fluoreszcensen jelolt N-glikanok mintdzatat MNP-vagy centrifugalis oszlop alapt tisztitds utan
hidrofil kolcsonhatdson alapuld folyadékkromatografiat fluoreszcens detektalassal és
tomegspektrometriaval kapcsolva (HILIC-UHPLC-FLD-MS) alkalmaztam a glikozilacios
mintazatok elemzésére.

A disszertacio elsd részében részletesen bemutattam az MNP-alapi N-glikén-tisztitasi
protokoll fejlesztését €s optimalizalasat. A kiilonbozo ferrit-alap, NHz-funkcionalizalt MNP-
k 0Osszehasonlitdsa sordn megallapitottam, hogy a NiFe:0.—NH> MNP kiemelkedd
glikdnmegkotési teljesitményt mutat. A tovabbi optimalizalasi 1épések eredményeként egy 0,5
kialakitasra, amely magas glikan visszanyerést, j0 reprodukalhatosagot és alacsony szorast
biztositott. Az eljards feliilmulta a kereskedelmi centrifugélis oszlopos modszereket, mind
teljesitmény, mind kdltséghatékonysag tekintetében, és sikeresen integralhatd volt automatizalt
folyadékkezelo platformra, lehetdvé téve nagy mintaszamu vizsgalatok kivitelezését.

A disszertacié masodik részében teljes szérum N-glikozilacids mintazatok valtozasait
elemeztem gyulladasos betegségekben. Sclerosis multiplexben nemi specifikus eltéréseket
azonositottam, kiilonosen a fukozilacio és biszektilacidé vonatkozasaban. COVID-19 esetében
a fertézés és az mRNS-alapi vakcindcid egylittesen befolydsolta az N-glikozilacios
mintazatokat, ahol a szializacid és fukozilaci6 aranyai bizonyultak meghatdrozé elkiilonitd
tényezOknek. Gyermekkori akut vakbélgyulladdsban a monoszializdcid csokkent, mig a
triszializacid emelkedett aranya meghatarozott glikanstruktarakra vonatkozo kiiszobértékek
jelentds diagnosztikai potencialt mutattak, kiilonosen a rutin laborparaméterekkel kombinalva.

Osszességében az MNP-alapu eljaras gyors, egyszerii és koltséghatékony alternativat
kindl a glikdn-mintael6készitésben, valamint alkalmas lehet nagymintaszdmt klinikai

vizsgalatokhoz, automatizalt felhasznalhatdsaga révén. Emellett a feltart N-glikozilacios
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mintazatbeli eltérések a SM, COVID-19 és gyermekkori akut vakbélgyulladas betegségekben
hozzajarulhatnak a vizsgalt betegségek patomechanizmusanak megértéséhez és potencialis

kiegészitd diagnosztikai lehetdségeket nyujthatnak.
9. 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.O+—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,
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demonstrated significant diagnostic potential, especially when combined with routine
laboratory parameters.

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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