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Témavezetoi ajanlas
A dolgozat célja a magneses nanorészecskék N-glikozilacios mintazatokban valé al-
kalmazasanak vizsgalata volt kiilonb6z6 gyulladasos allapotokban, mint példaul a
sclerosis multiplex, COVID-19 és gyermekkori vakbélgyulladas.
Dalma kutatdsi munkdja sordn kiemelked6 kreativitassal és precizitassal kozelitette
meg a glikdnok analizisét, felfedezve azok diagnosztikai potencidljat és biologiai je-
lentdségét. A dolgozatban bemutatott modszerek innovativak, és a magneses nano-
részecskék felhasznaldsa a glikanok tisztitasaban 4j perspektivat nyujt a molekula-
ris biologiai kutatasokban.
A dolgozat elkészitése soran Dalma nemcsak mély elméleti tudassal rendelkezett,
hanem a gyakorlati alkalmazasok terén is bizonyitotta szakmai felkésziiltségét. Az
eredmények alapjan megfogalmazott tézispontok vilagosan tiikrozik a kutatas so-
ran megszerzett ismeretek mélységét és a tudomanyos gondolkodds érettségét.
Dalma kivaloan teljesitette a kutatasi feladatokat, és elkotelezettsége a tudomanyos
munka irdnt példaértékii. Javaslom, hogy a jovdében is folytassa kutatdsait, mivel
képes jelentés hozzajarulast nytjtani a molekularis bioldgia és az orvostudomany

teriletén.

Dr. Varadi Csaba
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Roviditések jegyzéke

A: appendicitis mintacsoport jelolése az appendicitis kisérletben

ACE2 : angiotenzin-konvertald enzim 2 receptor

ACN: acetonitril (acetonitrile)

AIH: autoimmun hepatitis (autoimmune hepatatis)

ANC: abszolat neutrophil sejtszam (absolute neutrophile cell)

Asn: aszparagin, semleges, poldris oldalldnci aminosav (asparagine)

AUC: gorbe alatti tertilet (area under the curve)

BEH Amid: szilicium-szerves hibrid szerkezettel és amid funkcids csoporttal ellatott
kromatografias oszlop

CAT%: azaz relativ abundancidja (fluoreszcens kromatogram cstics alatti tertilet
szazalékos eloszlasa)

CE: kapillaris elektroforézis (capillary electrophoresis)

COVID-19: koronavirus betegség (Coronavirus Disease 2019)

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

CSF: cerebrospinalis folyadék (crebrospinal fluid)

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

DMSO: dimetil-szulfoxid; polaris aprotikus olddszer (dimethyl sulfoxide)

DNS: dezoxiribonukleinsav (deoxyribonucleic acid)

E1/E2: elso eltcids fazis / masodik eltcids fazis

ELISA: enzimhez ko6tott immunoszorbens vizsgalat, immunoldgiai technika antigé-
nek vagy antitestek kimutatdsdra (enzyme-linked immunosorbent assay)

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

FLD: fluoreszcens detektor (fluorescence detector)

Fuc: fukoéz (fucose)

FUT7: a-(1,3)- fukoziltranszferaz (a-(1,3)-fucosyltransferase 7)

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

Kerpely Antal Anyagtudomdnyok és Technologidk Doktori Iskola



Dojcsiak Dalma PhD értekezlet Réviditések jegyzéke

Gal: galaktdz (galactose)

GIcNAc: N-acetil-glitkozamin (N-acetylglucosamine)

HILIC: hidrofil kélcsonhatason alapulé folyadékkromatografids mddszer (hydro-
philic interaction liquid chromatography)

HK: hasi fajdalommal rendelkezd kontroll csoport az appendicitis kohortban

IBD: kronikus gyulladasos bélbetegség (Inflammatory Bowel Disease)

IgG: immunoglobulin G-tipusu antitest (Immunoglobulin G)

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

LC: folyadékkromatografia (liquid chromatography)

MS: tomegspektrometria (mass spectrometry)

LDA: linearis diszkriminans analizis (linear discriminant analysis)

Man: mannéz (mannose)

Milli-Q viz: ultratisztasagu, laboratoriumi célra eléallitott viz; ellendrzott vezetdke-
pesség < 18,2 MQ-cm (ultrapure water)

MNP: magneses nanorészecske (magnetic nanoparticle)

NeubAc: N-acetil-neuraminsav (N-acetylneuraminic acid.)

NiFe:0s-NH: (G): glikolban diszpergalt nikkel-ferrit alapti amin-funkcionalizalt
magneses nanorészecske (szaritas nélkiil)

NiFe:Os+-NH: (Sz): szdritassal eldallitott nikkel-ferrit alapt amin-funkcionalizalt
magneses nanorészecske

NiFe:0s-NH: (V): vizben diszpergalt nikkel-ferrit alapti amin-funkcionalizalt mag-
neses nanorészecske (szaritas nélkiil)

NK: normal kontroll csoport az appenidicis kohortban

O/N: egész éjszakan at tartd inkubacid (overnight)

OD450: optikai denzitas (elnyelés) 450 nm hulldmhosszon (optical density at 450
nm)

PEG: polietilén glikol (polyethylene glycol)

pH: az oldat hidrogén-ion koncentracidja (potential of hydrogen)
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PLNO: részhurkos injektalas ti talontéssel; félautomata mintaadagolasi mod (par-
tial loop with needle overfill)

PNGase F: peptid N-glikozidadz, azaz a peptidekrdl specifikusan N-glikdnokat leha-
sitd enzim (peptide N-glycosidase F)

ProA: prokainamid (procainamide)

RA: reumatoid artritis (rheumatoid arthritis)

ROC: karakterisztikus gorbeanalizis (receiver operating characteristic)

rpm: percenkénti fordulatszam (revolutions per minute)

RT: retencios id6 (retention time)

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

SM: sclerosis multiplex betegség (multiple sclerosis)

SNFG: egységesitett szimbolum alapt glikdn nomenklatara (Symbol Nomenclature
for Glycans)

SZFF: szabad festék fluoreszcens intenzitas

Thr: treonin, poldris, hidroxilcsoportot tartalmazo aminosav (threonine)
UHPLC-SQD MS: ultranagy hatékonysagu folyadékkromatografia kvadrupol de-
tektoros tomegspektrometridval kapcsoltan (ultra-high-performance liquid
chromatography-single quadrupole detector mass spectrometry)

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

WBC: fehérvérsejtszam (white blood cell)

WHO: Egészségiigyi Vilagszervezet (World Health Organization)

30%, 20%, 15x, 10x MNP higitasok: higitasi fokra utalnak, azaz hogy egy oldat vagy
puffer milyen mértékben higitott a kiindulasi oldathoz képest

[m/z]*#*: tomeg/toltés arany kétszeresen és haromszorosan toltott ionokra (mass-

to-charge ratio)
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Tablazatjegyzék
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Bevezetés

Az glikozilacio a fehérjék egyik leggyakoribb poszttranszlacios médosulasa,
amely soran cukor (glikan) molekuldk kapcsoldédnak a fehérje egy aminosavjahoz,
igy glikoproteineket alkotva. A glikdnok szerkezeti komplexitdsa és variabilitdsa je-
lentésen hozzajarul a fehérjék makro-és mikroheterogenitdsahoz. Emiatt kulcssze-
repet jatszanak a sejtfunkcidk szabalyozasaban, tobbek kozott a sejt-sejt kolcsonha-
tasokban és az immunvalasz kialakitasaban. A glikozilacio nem templatvezérelt fo-
lyamat, hanem az intracellularis enzimatikus és metabolikus kornyezet dinamikus
szabélyozésa iranyitja. Igy a cukrok szerkezetileg és mennyiségileg is véltozhatnak
a kiilonféle kéros allapotokban, mint példdul krénikus vagy akut gyulladasokban.
A glikozilacidé kutatdsanak egyik kiemelt teriilete az N-glikozildcid vizsgélata,
amelyben a glikan egy meghatarozott aminosav, jellemzden aszparagin oldallanca-
hoz kapcsolddik. Az N-glikanok szerkezeti mintdzatanak és aranyainak valtozasai
fontos informacidkat nyujthatnak a sejtek allapotardl. Emiatt az N-glikozildcio a
biomarker-kutatasban kiemelt jelentéséggel bir [1, 2].

Az N-glikozilacié analitikai vizsgalataban a legmegbizhatobb és legelterjed-
tebben alkalmazott technoldgidk kozé tartozik a kapilldris elektroforézis, a folya-
dékkromatografia és a tomegspektrometria. Ezeket gyakran kombinaljak, hogy tel-
jes és specifikus képet adjanak a glikdAnmintdzatokrol. A modszerek nagy felbontast
és sérzékenységet biztositanak, ugyanakkor a sikeres elemzés masik kulcsa a gyors,
reprodukalhato és koltséghatékony mintael6készités. Ez tovabbra is a glikoanalitika
egyik sztik keresztmetszete [3].

Szamos szakirodalom targyalja a magneses gyongy-és magneses nanoré-
szecske (MNP) alapu glikan kotési protokollokat [4, 5]. Ugyanakkor a ferrit-alapa
MNP-k kotési tulajdonsagainak finomhangolasa, a kiilonb6z6 diszperzids kozegek
és eltcios pufferek szisztematikus Osszehasonlitdsa, valamint az eljarasok automa-

tizalhatdsaganak vizsgalata eddig nem kapott kell6 figyelmet [6].
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A glikozilaciés biomarkerek kutatdsa szamos betegségben igéretes irdnyt
mutat [7]. Sclerosis multiplex esetében a legtobb vizsgalat a cerebrospinalis folya-
dékbol izolalt IgG glikozilacios mintazatara koncentralt. A teljes szérum N-glikozi-
lacidjat kevesebb tanulmany targyalja és ezek nem tértek ki a férfi és ndi betegek
elkiilonitésére. Ez azért fontos, mert a betegség el6forduldsa az 50-60 éves korosz-
talyban haromszor gyakoribb a néknél [8].

A COVID-19 pandémia idején a kutatasok féként a teljes plazma és szérum,
illetve az IgG N-glikozildcidés mintazatat elemezték a betegség lefolyasdnak megér-
tése érdekében. Ugyanakkor az mRNS-alapt vakcindcio hatdsanak részletes vizs-
galata az N-glikdnmintdzatra mindeddig kevés figyelmet kapott.

Az akut gyulladasos kérképek kozott a vakbélgyulladas eddig teljesen feltér-
képezetlen maradt N-glikozilacios szempontbdl. Ez kiilénosen jelentds, mivel a je-
lenlegi diagnosztikai eszk6zok gyakran nem képesek egyértelmten elkiiloniteni az
alhasi fagjdalommal rendelkezd kérképeket. A vakbélgyulladas N-glikozildcios min-
tazatanak feltérképezése ezért kiemelten fontos lehet a pontosabb differencidldiag-
nozis és a célzottabb terapids megkozelitések szempontjabol.

Kutatasom célja egyrészt egy 11j, MNP-alapu glikan tisztitasi protokoll kidol-
gozasa és optimalizdlasa. Kiemelt figyelmet forditok a ferrit-alapti magneses nano-
részecskék glikan-specifikus kotési és eltcids feltételeinek, valamint diszperzids ko-
zegeinek 0sszehasonlitdsdra és az eljards automatizalhatosagara. A dolgozat masik
részében harom gyulladasos betegség - sclerosis multiplex, COVID-19 és akut vak-
bélgyulladas - teljes szérum N-glikozildcids mintdzatanak vizsgalatat mutatom be.
Eredményeim kiegészitik a kordbbi tanulméanyokat, 4j szempontokkal: sclerosis
multiplex esetében nem szerinti bontasban, COVID-19 esetében a betegség sulyos-
saga helyett az mRNS-vakcinaltsag hatdsara fokuszalva, valamint egy eddig feltér-

képezetlen N-glikozilacios mintazat bemutatasaval az akut vakbélgyulladasban.
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1. Irodalmi attekintés

1.1. A glikozilacio bioldgiai jelentdsége

A glikozilacio egy olyan poszttranszlacios modositas, amelynek soran cukor-
maradvanyok (glikanok) kapcsolédnak fehérjékhez vagy lipidekhez, igy glikokon-
jugatumokat létrehozva. Ez a modositas univerzalis, mivel mindharom doménben
eléfordul: baktériumokban, archedkban és eukariotdkban egyarant. Az eukariota
sejtekben a leggyakoribb poszttranszlacios modosulasok kozé tartozik. Kiilonb6zd
formakban jelenik meg, példaul a sejtmembranon, a szekretalt fehérjéken és az ext-
racellularis matrixban [9]. A fehérje glikozildcidja nem templat vezérelt folyamat,
mint a fehérjeszintézis vagy DNS-transzkripcid. Ehelyett a sejten beliili enzimatikus
és metabolikus kornyezet altal dinamikusan szabalyozott. A glikozildcidban részt
vev( oligoszacharidok nem 6nalléan szintetizalédnak. A fehérje aminosavjahoz
vagy egy lipidhez kapcsoldodva az endoplazmatikus retikulum (ER) felszinén indul
meg a folyamat, majd a Golgi-apparatusban fejezédik be aszintézis [10].

A glikozilacié kezdetén a citoplazmaban prekurzor cukrok aktivalodnak,
példaul az uridin-difoszfat N-acetil-gliikzamin (UDP-GIcNAc). Ezeket cukor spe-
cifikus transzportfehérjék juttatjdk az ER vagy a Golgi lumenébe. Ott a gliko-
ziltranszferaz enzimek kapcsoljak a glikdnokat a fehérjék megfelel6 aminosavaira.
A bioszintézis szabalyozdasa tobb tényez6tdl is fiigg, mint a prekurzor cukrok meny-
nyiségétdl, a glikoziltranszferaz enzimek expresszidjatol és aktivitasatol, valamint
az organellumokon beliili enzimek lokalizaci¢jatol. Ez a komplex szabalyozas
okozza, hogy a glikozilacid, sejttipus-, fehérje- és még glikozilacids hely-specifiku-
san is véltozhat. Igy jon létre a ,glikdn kéd” sokszinii funkcidja[11, 12].

A glikdnok szerepet jatszanak a fehérjék életciklusanak szabalyozasaban -
példaul a rosszul hajtogatott fehérjéket glikanmintdzat alapjan ismerik fel a specifi-
kus UDP-gliikéz glikoziltranszferaz enzimek, amik hozzajarulnak, ahhoz, hogy
ezeket a hibas konformacidju fehérjéket a proteoszoma lebontsa [1, 2]. A glikdnok

kulcsszerepet jatszanak a fehérjék térszerkezetének és stabilitasanak kialakitasaban.
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Jelentdsek a sejt-sejt kolcsonhatdsokban, mint példaul a petesejt és a spermium ko-
zotti fajspecifikus felismerés: a petesejt glikanjaihoz kot6d6 spermium lektinek in-
ditjak el a két ivarsejt kozotti fizids reakciok [13]. A glikozilacid hatassal van az
immunvalasz szabdlyozasara is. Az immunrendszer felismeri a , koros” vagy , ide-
gen” glikdnmintdzatokat, példaul a virusos vagy tumorsejtes fehérjéket. Ebben a
folyamatban az idegen fehérjék glikozilaltsaga er6sen befolyasolja, hogy az immun-
rendszer mennyire képes felismerni és immunvalaszt kialakitani a testidegen sejtek

ellen.

1.2. A glikozilacio tipusai, kiilonos tekintettel az N-glikozilaciora

A glikozilaci6 tipusait a glikdn-fehérje kapcsolodasi modja alapjan harom {6
csoportba soroljuk: N-glikozilacid, O-glikozilacio és C-mannozil4cio.

Az N-glikozilacio a legjelentdsebb és legdsszetettebb forma. Ez azzal is ma-
gyarazhato, hogy az eukaridta fehérjeszintézis soran az N-glikdnok épiilnek be el-
s6ként az ER-be [14]. Az N-glikozildcio soran a N-acetil-glitkézamin (GlcNAc) mo-
lekula az aszparagin (Asn) oldallanc nitrogénjéhez kapcsolodik, az Asn-X-Ser/Thr
szekvenciamotivumon keresztiil. Itt az X barmilyen aminosavlehet, kivéve a pro-
lint. A human glikoproteinek koriilbeliil 75%-a tartalmaz legalabb egy N-glikozila-
cios kotohelyet, igy ez a legdomindnsabb glikozilacios tipus [12, 15]. Jelentds szere-
pet jatszik az immunfunkciok meghatarozasaban. Példa erre az antitestek Asn297
pozicban talalhat6 konzervalt glikdnkotd helye. Az immunoglobulin G (IgG) anti-
és pro-inflammatorikus hatdsat, az antitesten talalhatd N-glikozilacio tipusa befo-
lyasolja [16]. Emellett a jelatvitelben és sejtfelismerésben is meghatarozo, példaul a
malaria elleni védekezésben [17, 18].

A human N-glikozilalt glikoproteineket 6tféle monszacharid épiti fel: 3-N-
acetil-glitkkozamin (GIcNAc), a-D-mannéz (Man), $-D-galaktéz (Gal), a-L-fukédz
(Fuc), és a-N-acetil-neuraminsav (Neu5Ac). A Neu5Ac a leggyakoribb szidlsav,

ezért a szakirodalomban gyakran egyszertien ,szidlsavként” emlitik. Az N-glika-
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nok bioszintézise ER-ben kezdddik és a Golgi-késziilékben fejez6dik be. Eredmé-
nyeként egy legalabb 6t monoszacharidbol all6 mag-régio alakul ki, amely minden
N-glikanban azonos (Man(al-6)-Man(a1-3)-Man(31-4)-GlcNAc(31-4)-GlcNAc(3)-
Asn). Erred épiilnek a tovabbi cukoregységek. Alapvetden az N-glikanok kozott ha-
rom f6 csoport kiilonithet6 el, attdl fiiggben, hogy a mag-régiohoz milyen sorrend-
ben és milyen tipust monoszacharidok kapcsoléodnak: magas mannoz tartalmu,
hibrid és komplex glikanok (1. abra).

e A magas manndztartalmu glikdnokban a maghoz kizardlag mannoz egysé-
gek kapcsolddnak (M4-t6l M9-tipusok, ahol az ,M” bet(i a manndz jelenlétét,
a mellette szerepld szam pedig az adott szerkezetben taldlhaté mannoz egy-
ségek szamat jeloli).

e Ahibrid glikdnokban a mag-egység Man(a1-6) eldgazasdn megmarad a ma-
gas mannoz tartalmu szerkezet, mig a Man(a1-3) 4gon komplex tipushoz ha-
sonlo tovabbi GlcNAc, a Gal, a NeubAc vagy Fuc egységek is kotddnek.

¢ A komplex glikdnok szerkezeti sokféleséget mutatnak, antennds és biszekti-

1alt szerkezetek (mono-, di-, tri-, tetra-antennds) formajaban.
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1. dbra: A humdin N-glikdnokra jellemzd monoszacharid-Osszetétel (A) és glikdn tipusok, a
magas mannoztartalmi, hibrid és komplex szerkezetek példdival (B), valamint a komplex
Qlikanok jellemzd mddosuldsainak (pl. fukozildltsdg, antennaritds, galaktozildcid, szializdcid,

szidlsav,-és manndz-kar specifikus kotések) szemléltetése (C).

1.2.1. Komplex N-glikanok

Antennaritds és biszektildcié: a komplex szerkezet mar a nevébdl addéddan
is nagyobb szerkezeti valtozatossagot tesz lehet6vé, igy ez az N-glikan tipus felel
elsésorban a human glikoproteinek makroheterogenitasért. A komplex N-glikdnok
magrégiojahoz tovabbi GlcNAc egységek kapcsolodnak, amelyek kialakitjdk az
ugynevezett antennds szerkezetet. Ez lehet mono-, di-, tri- vagy tetra-antennas el-
agazas. Mono-antennas glikdnok esetében kiilondsen fontos a magstruktiraban ta-

lalhato al,6- és al,3-kotésti manndz-karok szerkezete, mivel ennek alapjan kétféle
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izomer kiilonithetd el. A biszektilacio egy tovabbi specifikus jellemzd, amikor egy
tovabbi GIcNAc egység 31,4-kotésen keresztiil kapcsolodik a kézponti manndzhoz.

Termindlis Osszetétel: a komplexitas kiterjed az oligoszacharid lancvégi,
azaz terminalis szénhidrat Osszetételre is. Ha a nem-redukalé (terminalis) végen ga-
laktdz talalhato, a glikdnt galaktozildltnak, mig szidlsav esetén szializaltnak nevez-
ziik. A terminalis galaktéz miatt ezek az oligoszacharidok fiziologids pH-n nem
hordoznak elektromos toltést, ezért neutralis glikdnoknak nevezik. Ezzel szemben
a termindlis szidlsav jelenléte negativ toltést eredményez, mivel a szidlsav karboxil-
csoportkja savas jellegli és disszocidlt dllapotban van. A szidlsav mennyisége és tér-
allasa (a2,3,- vagy a2,6-specifikus kotés) onmagaban is tovabb noveli komplex N-
glikanok variabilitasat [19].

Fukozildcié: a komplex N-glikdnok esetében gyakran fordul el a fukozilacio
is. Ez azt jelenti, hogy egy fukdz egység a magrégié GIcNAc komponenséhez kap-
csolddik, ezeket a struktarakat mag-fukozilalt glikdnoknak nevezziik. Ritkabb ese-
tekben antenna-fukozilacio is el6fordulhat, amely a nem-redukalo végi eldgazasok-
hoz kot6do fukoz jelenlétére utal.

Osszességében az N-glikdnok kapcsoldédasi modjai (a/p térallds, a glikozi-
dos-kotés példaul al,2, -p1,4-tipusai) rendkiviil sok izoformat hoznak kétre. Ez je-

lentésen noveli a cukrok mikroheterogenitasat.

1.3. Az N-glikanok nomenklataraja

Az 1970-es évekig a glikdnszerkezeteket a standard IUPAC (International
Union of Pure and Applied Chemistry) rendszer alapjén nevezték el. A glikdnok
eldgazo szerkezete, izoméridjuk sokfélesége és poszttranszlacids variabilitasuk
azonban megneheziti nemcsak vizsgdlatukat, hanem elnevezésiiket is. A glikomikai
kutatasok elérehaladdsahoz ezért elengedhetetlen egy egységes, jol értelmezhetd je-
161ési rendszer, amely a szerkezeti informéaciok vizuadlis és kozértheté megjelenését

biztositja.
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Az elsd, széles korben elterjedt szimbolumrendszert Kornfeld és munkatar-
sai vezették be 1978-ban. Ezt kés6bb az Essentials of Glycobiology konyv szerkesztdi
egységesitették, majd SNFG (Symbol Nomenclature for Glycans) néven szabvanyo-
sitottak [20-22]. Az SNFG rendszer kiilonb6z0 szinti és formaju geometriai alakza-
tokkal abrazolja az egyes monoszacharidokat, ezzel timogatva a glikanok gyors fel-
ismerését és Osszehasonlitasat. Példaul a kék négyzet a GIcNAc, a zold kor a Man,
a sarga kor a Gal, a lila rombusz vagy csillag a Neu5Ac a piros haromszog a Fuc
cukrokat jelentik. Ez a vizudlis rendszer mara nemcsak a szakirodalomban, hanem
adatbazisokban (pl. GlyTouCan, UniCarbKB, GlycoWorkBench) és szoftverekben is
széles korben hasznalt [23-25].

A szimbolumrendszer mellett fontos az egységes szoveges nomenklatura is.
Napjainkban, legszélesebb korben az oxfordi nomenklaturat alkalmazzak, amit
Harvey és munkatarsai vezettek be. A glikdn szerkezetek leirasdra kompozicionalis
nevezéktant is haszndlnak, amely a glikdnban talalhato kiilonb6z6 monoszacharid
egységek szamat tiinteti fel. Ez a rendszer egy 0sszegzd informaciot ad, de nem tar-
talmaz adatot az elrendezésrdl (pl. eldgazasok vagy kotéstipusok) [26]. Az oxfordi
nomenklattra ezzel szemben mar szerkezeti jellemzdket is kifejez: elagazas (A), ga-
laktoz (G), szidlsav (S), mag-fukdz (F), biszektilalt GIcNAc (B), mannoz (M). Példaul
az FA2G2 jelolés fukozilalt, di-antennds és két terminalis galaktdz tartalmazé cukor
az Oxford jel6lés szerint, amit kompoziciondlisan H5SN4F1 képlettel lehet megadni.
A szamok az adott jellemz6k mennyiségét jelolik [21].

-Mag-struktiira: A2 - két antennas, afukozilalt

o A2(6) - al,6-kotésti manndz-kar,
o A2(3) - al,3-kotéstt mannoz-kar

-Antennaritds: A1-A4 — mono -> tetra-antennds

-Galaktozilacio: A1G1, A2G1 — mono; A2G2 — di; A3G3 — tri; A4G4 - tetra-

galaktozilalt

-Biszektilacio: A2B, A2BG1, A2BG2
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-Szializdcié: A1G1S1, A2G1S1, A2G2S1 — mono; A2G2S2, A3G3S2, A4G4S2
—di; A3G3S3, A4GA4S3 — tri; A4G4S4 — tetra-szializalt
-Fukozilacio: FA2, FA1, FA2, FA3, FA4, FA1Gl1, FA2G1, GA2G2, FA3G3,
FA4G4, FA2B, FA2BG1, FA2BG2, FA1G1S1, FA2G1S1, FA2G251, FA2G2S2,
FA3G352, FA4G4S2, FA3G3S3, FA4G4S3, FA4G454

1.4. Az N-glikozilacio szerepe egészséges és beteg allapotokban

Az N-glikdnok szerkezete és Osszetétele egészséges allapotban is jelentds
egyéni, valamint sejttipus-specifikus variabilitast mutat, amelyet szdmos bioldgiai
tényez6 befolyasol. Az alapmintdzatok ismerete nélkiilozhetetlen a koros koriilmé-
nyek kozott - példaul kronikus vagy akut gyulladadsban, illetve virusfert6zések so-
ran - bekovetkezd valtozasok megértéséhez [14]. Az alabbi alpontok az egészséges
allapotra jellemz¢ glikozildcidés mintazatokat, valamint a kiilonb6z6 gyulladasos és
fert6zéses betegségekben megfigyelt, szakirodalomban leirt médosuldsokat. Ezek

Osszefoglalasat az 1. tadblazat tartalmazza.

1.4.1. Egészséges, normal allapotban

Az N-glikozilacids valtozasok gyulladadsos betegségekben vagy mas koros al-
lapotokban csak akkor érthetOk meg, ha el6szor az egészséges allapot jellemzdit tér-
képezziik fel. Ez azonban a cukormolekuldk variabilitdsa és komplexitdsa miatt
nem egyszerd. A glikozildcié bioszintetikus titvonala normal koriilmények kozott
is szamos faktortdl fligg: cukor monomerek koncentracidjatol, a glikoenzimek tipu-
satol és expresszios szintjétdl. Az enzimek sejtspecifikus jelenléte is meghatarozo.
Példaul a majsejtekben magas a mag-fukozilacioért felelés FUT8 enzim expresszids
szintje, mig az immunsejtekben inkdbb az antenna- fukozilacioért felel6s FUT7 en-
zim dominal [27, 28]. Az egészséges, azaz a sejt normal allapotdban a human vér
glikoproteinjeinek mintazatdban gyakoriak a mag-fukozilalt komplex N-glikanok,
kiilonosen az IgG, haptoglobin és mas maj eredet(i fehérjék esetében. A szérumban

talalhatd glikoproteinek tobbsége di- és tri-antennds komplex glikdnokat hordoz,

Kerpely Antal Anyagtudomdnyok és Technoldgiak Doktori Iskola -9-



Dojcsak Dalma PhD értekezlet Irodalmi dttekintés

amelyek kozott a galaktozilalt és szializalt formak domindlnak [7]. A szidlsav jelen-
léte — kiilondsen az a2,6-szidlsavas kotést izoformdk — az egészséges szérum gli-
kanprofil egyik 6 jellemzdje. A leggyakoribb mdj eredetti glikoprotein, az al-antit-
ripszin is nagyrészt a2,6-glikozidos kotésti szialsavas glikanokat hordoz [29, 30].
A glikdnmintdzatokat szdmos egyéni faktor is befolydsolja, mint példaul a
dohanyzas, az életkor vagy a nem [31, 32]. Gordan Lauc és munkatarsai részletesen
feltérképezték a human vér N-glikozildcids profiljat kiilénbozd életkort csoportok-
ban. Eredményeik szerint az agalaktozilalt glikdnok és a biszektilalt GIcNAc-t tar-
talmazo glikoformak mennyisége né az életkor elérehaladtaval, mig a mag-fukozi-

1alt glikdnok ardnya csokken [29, 33].

1.4.2. Kronikus gyulladasos betegségekben

A krénikus gyulladads hosszan fennallo, alacsony vagy kozepes intenzitasu
immunvalasz, amely tartds szovetkdrosodassal és az immunrendszer folyamatos
aktivacidjaval jar. Kronikus gyulladdsos betegségekben - példaul a rheumatoid
arthritis (RA) [34, 35], gyulladasos bélbetegségben (IBD) [36], vagy autoimmun he-
patitisben (AIH) [37] - a glikozilacios mintazat jelentGsen megvaltozik. A teljes vér
glikoprofiljdban altaldnosan megfigyelhetd, hogy csokken a galaktozilaci6 és sziali-
zacio, mikdzben né a biszektilalt GIcNAc tartalom. Gyakori tovabba a fukozildcié
meértékének valtozasa is [29, 33].

Sclerosis multiplex (SM)

Az RA és ATH mellett a sclerosis multiplex (SM) szintén autoimmun eredet(i
betegsé, amely neurodegenarativ folyamatokat okoz a mielinhiively elleni kdro-
simmunvalasz révén. A WHO legfrissebb statisztikai adatai szerint vildgszerte
mintegy 1,8 millié embert érint, és a nék korében haromszor gyakoribb [8]. Az SM
és az N-glikozildcidé kapcsolatat el6szor M. Wubhrer, illetve Y. Decker irtdk le. A ce-
rebrospinalis folyadékbdl (CSF) szarmazo IgG vizsgalataiban, Wuhrer és tarsai a

biszektilalt GIcNAc emelkedését, valamint a galaktozilaciod és fukozilacié csokkené-
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sét mutattak ki. Ezeket a valtozdsokat a CSF eredetti IgG pro-inflammatorikus jel-
lemzdjeként értékelték. Decker cikke szintén kiemelte, hogy a galaktozilacid csok-
kenése Osszefligg a betegség progresszidjaval [38, 39]. Ez a sajatos glikdnmintazat,
a CSF-re specifikus IgG (oligoklonalis IgG) jelenlétével egyiitt egyedi immunvalaszt
feltételez az SM betegségben [40].

Ana Cvetko és munkatarsai 2020-ban a plazmafehérjék és a plazma eredetti
IgG N-glikozilaciojat vizsgaltak folyadékkromatografiaval és fluoreszcens detekta-
lassal. A plazma glikoproteinek esetében hangsulyoztak az antennaris fukozilacio,
valamint a tri-és tetra-antennas galaktozilacid jelentOségét. A vizsgdlatot kiegészi-
tették a plazmaeredetti IgG csokkent mag-fukoz tartalmu glikoformadinak azonosi-
tésdval. Osszességében a plazma komplex glikoformdinak ardnya nétt, mig az IgG
afukozilacioja fokozodott az egészséges kontrollhoz képest [41]. Egy masik kutatas
a szérum- és a CSF eredeti IgG-t hasonlitotta 6ssze. Eredményeik szerint a szérum-
bol szarmazo IgG magasabb szializaltsdggal és galaktozilaltsaggal rendelkezik,
mint a CSF eredett IgG [42]. Bar az SM glikanvaltozasait tobbnyire a CSF- és
plazma-eredet(i IgG analizisére irtak le, a teljes szérum mintazat nemi kiilonbsége-
inek szisztematikus feltdrdsa hianyzik. Ennek vizsgalata id6szer(i, mert a z SM el6-
forduldsa haromszor gyakoribb a n6knél, mint a férfiaknal, igy a nemi kiilonbségek
feltarasa klinikai és biomarker szempontbdl is pontosabb megkiilonboztetést tehet

lehetdvé.

1.4.3. Akut gyulladasos betegségekben

Az akut gyulladés a szervezet gyors valaszreakcidja fert6zésre, szovetkaro-
soddsra vagy mas karosito ingerekre. Ilyenkor jelentds poszttranszlacids és szerke-
zeti valtozasok mennek végbe a vérplazma fehérjéiben. Akut gyulladas soran sza-
mos szérum glikoprotein - péld4dul az immunoglobulinok, a haptoglobin, az akut
tazisfehérjék (pl. al-antitripszin) - glikozilacioja is modosul [43-45]. A teljes szérum

N-glikdnmintdzatban akut gyulladas esetén az A2F glikdnokon fokozddik a galak-
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tozilacio és szializacid, ami az IgG-hez képest az IgM aranyanak és jelenlétének fo-
kozodasara utal. Az IgM a szervezetben jellemzden az akut gyulladasos fennallasa-
nak indikatora [46]. Az akut fazisfehérjék - amelyek eleve tobb antennaval rendel-
kez6 glikdnokat hordoznak - ilyenkor még komplexebb, tobb elagazast tartalmazo
szerkezeteket alakitanak ki. [45]. Ezek a valtozasok kozvetleniil befolyasoljak a fe-
hérjék immunmodulalé funkcioit. Az agalaktozilalt IgG glikdnok pro-inflammato-
rikus hatdstiak, azaz fokozzak a gyulladasos valaszt. Ezzel szemben a szidlsavban
gazdag, teljesen galaktozilalt vagy biszektilalt struktirak gyakran anti-inflammato-
rikus, gyulladascsokkentd jelleget mutatnak.

Az N-glikozilacios profil vizsgalata ezért nemcsak a gyulladas jelenlétérdl ad
informacidt, hanem segit annak jellegét - akut vagy kronikus - is meghatdrozni. Az
akut gyulladas N-glikozilacios profiljat vizsgalé tanulmanyok sziilettek tobbek ko-
z0tt bakteridlis tiidégyulladas (pneumonia), virusos COVID-19 fert6zés, valamint
hasi mutétek utani szisztémads gyulladas kapcsan [26, 47, 48].

COVID-19

A virusos fert6zések soran az immunrendszer gyors és Osszetett valaszreak-
ciot indit el, amely jelentds valtozast okozhat a szervezet glikozildcios mintdzatai-
ban. A 2019-ben megjelent stilyos akut 1égzdszervi szindromat okozoé koronavirus-
2 (Sars-CoV-2 vagy COVID-19) vildgjarvanya emberek millioit érintette és a legtobb
orszagban tobb fert6zési hullimban zajlott le [49]. A COVID-19-et a suilyos akut 1ég-
uti szindromat okozo koronavirus 2 (SARS-CoV-2) okozza, amely az angiotenzin-
konvertald enzim 2 (ACE2) receptoron keresztiil jut be az emberi sejtekbe [50]. A
jarvany megfékezésének egyik legfontosabb stratégidja a SARS-CoV-2 virus elleni
véddoltasok alkalmazdsa volt. Ennek koszonhetden csokkent a fertézések iddtar-
tama, és a pozitiv esetek szama is [51]. Az els6ként jovahagyott immunizacios elja-
rasok az mRNS-alapt vakcindk, amelyek a koronavirus tiiskefehérjéje ellen termel-
tek antitesteket. Szdmos tanulmany vizsgalta hogyan valtozott a N-glikozilacio a
COVID-19 hatasara [26, 52-54]. Elemezték a teljes szérum és plazma glikdnmintaza-

tat [26, 55, 56], a szérum eredetti IgG-t [57, 58], valamint a tiiskefehérje-specifikus
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IgG-tis [53, 54]. Bladergroen és munkatdrsai kimutattdk, hogy a COVID-19-betegek
teljes szérumaban nétt a tri- és tetra-antennas, kiilondsen a2,6-kotést szializalt gli-
kanok aranya. Ezzel parhuzamosan a biszektilalt, mag-fukozilalt szerkezetek és az
oligomanndzok ardnya csokkent, féként a sulyos esetekben [26]. Hasonld eredmé-
nyekrdl szamoltak be mas tanulmanyok is: emelkedett di-szializacid, valamint oli-
gomanndz-tartalom mellett csokkent aszializaciot (A2G2 strukturak) figyeltek meg
a COVID-19 betegekben. Ezek a valtozasok az akut fazist fehérjék és a gyulladasos
valasz glikozilacios eltéréseihez kothetdk [52].

Habar a COVID-19 kapcsan tobb N-glikozilacios valtozast leirtak, az oltasi
statusz onallo, teljes szérumra gyakorolt hatdsa kevésbé feltart. Ennek vizsgalata
kiilénosen fontos lehet a napjainkban folyé immunoldgiai vizsgalatok szempontja-
bol. A széles kor(i atoltottsag és a virusokkal vald tobbszori taldlkozas egyiittesen
formalhatjak az immunvalasz glikozilacids mintazatait. Ezért ezeknek a tényezdk-
nek a kiilonvalasztdsa Gj megértést adhat a betegség és az oltas hatasairdl.

Egyéb akut gyulladasos folyamatok

Akut gyulladds soran a szervezet gyorsan reagal kiilonb6z6 karosito inge-
rekre. Ilyenkor kulcsfontossagt biomarkerek, példaul a C-reaktiv fehérje (CRP)
vagy egyes citokinek, mint az interleukin-6 (IL-6) szintje emelkedik. A ma4j altal
szintetizalt akut fazisfehérjék, mint a haptoglobin, az al-savanyu glikoprotein, az
al-antitripszin - szintén glikozilaltak [44, 59]. Ezek glikozilacidés mintdzata beteg-
ségspecifikusan valtozik, kiilonosen az N-glikozildci6 mddosuldsaban. Példaul a
al-savanyu glikoprotein esetében akut gyulladas hatasara fokozottan jelennek meg
a di-antennas glikdnok, ami kronikus betegségekben nem jellemzé [60]. Az al-an-
titripszin esetében a szidlsavat tartalmazo N-glikdnok a gyulladas allapotatdl fiig-
gben emelkedtek meg [44]. Egy 2016-0s vizsgalatban a klinikai hasi mttétek utani
szisztémas gyulladas és a teljes plazma N-glikdAnmintazatat elemezték. Azt talaltak,
hogy 12,24 és 48 ora elteltével jelentds valtozasok kovetkeztek be: emelkedett a di-
szializalt glikdnok aranya, csokkent a mag-fukozilalt di-antennds glikdnok mennyi-

sége és nétt a mag-fukozilalt tri-és tetra-szializalt glikanoké [48].

Kerpely Antal Anyagtudomdnyok és Technoldgiak Doktori Iskola -13



Dojcsdak Dalma PhD értekezlet Irodalmi dttekintes

Mikozben a jelenlegi diagnosztikai eszk6zok gyakran nem elégségesek az al-
hasi fajdalom pontos okdnak elkiilonitésére, az appendicitis N-glikozilacios jellem-
z0i hidnyosan ismertek. Ez kiilonosen fontos probléma, mivel a bizonytalan esetek-
ben sokszor sziikségtelen mttétekre is sor keriilhet. A biomarker-kutatas ezért id6-
szer( és jelentds, mert hozzajarulhat a vakbélgyulladds megbizhatobb felismerésé-
hez és a differencialdiagnosztika javitasdhoz.

1. tablazat: Az egészséges dllapotra jellemzd N-glikozildcids mintdzatok, valamint a kiilon-
boz0 gyulladasos és fertozeses betegségekben megfigyelt és szakirodalomban leirt modosuld-

sok ismertetése

Kohort megnevezése Jellemzd glikanmintdizat Specifikussdg

mag-fukozilalt komplex glikanok | maj eredet(i fehérjék [29]

di- és tri-antennas komplex glikdnok,| szérum glikoproteinek al-
Egészséges, normadl dllapot galaktdz és szidlsav dominanciaval talanos jellemzdje [7]

al-antitripszint jellemz6

a?2,6-sziadlsavas kotési izoformak elikoforma [30]

Altalénossieban agalaktozilacid, aszializacio, szérum és IgG glikoprofil-
& biszektilalt GIcNAc ban egyarant [33]
agalaktozilacio, bis.zgik.tillélt GlcNAc, CSF IgG [38, 39]
. afukozilacié
Krénikus L
ulladds antenna fukozilacid
8y sclerosis multiplex | tri-€s tetra-antennas galaktozilacio- plazma fehérjék [41]
és szializacio
afukozilacid, szializacié és mono-ga-
’ 1 I 41, 4
laktozil4cié plazma IgG [41, 42]
multi-antennaritas akut fazisfehérjék [45]
A2F glikanok fokoz_ot,t :_;%_ializéciéja és szérum fehérjék [46]
L, , galaktozilacidja
altalanossagban P -
. y . al-savanyu glikoprotein
diantennaritas emelkedése [60]
szializacio emelkedése al-antitripszin [44]
Akut gyulladds mag-fukozilalt tri-és tetra-szializacid

hasi mAt€tutdni | ¢ 1 0 6d4sa és mag-fukozildlt di-an- | plazma fehérjék[48]

allapot tennaritas csokkenése
tri- és tetra-antennas, a2,6-szializalt
glikanok emelkedése és L,
COVID-19 plazma fehérjék [26, 52]

biszektilacio, aszializacid és oligo-
manndzok csokkenése

1.5. Az N-glikozilaci6 analitikai vizsgalatainak kihivasai
A glikomika a sejtek és szervezetek glikan készletének (glikom) szerkezeti és

funkcionadlis feltérképezésével foglalkoz6 tudomanyag. Szorosan kapcsolddik az 4j
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generacios, automatizalt mintael6készitési eljarasokhoz, valamint a nagy atereszto-
képességli (high-throughput, HTP) analitikai technologiak fejlédéséhez [61]. Az 1.
abra Osszefoglalja a napjainkban alkalmazott legfontosabb HTP glikoanalitikai
modszereket. Ezek koziil a leggyakoribb a folyadékkromatografia (LC), a tomeg-
spektrometria (MS), a kapillaris elektroforézis (CE), illetve ezek kiilonb6z6 kombi-
nacioi. Elényiik, hogy gyorsak, robusztusak és nagy felbontasu, akar szerkezet-spe-
cifikus informdciot is nytjtanak a glikokonjugatumokrdl. Ezek a modszerek kombi-
nalhatok szabvanyositott, automatizalt munkafolyamatokkal, valamint integralt
szoftverplatformokkal, amelyek statisztikai feldolgozast is lehetévé tesznek, figye-
lembe véve a bioldgiai variabilitast (pl. nem, életkor, gyulladasos vagy egyéb klini-
kai paraméterek) [19].

A legtobb technika kétdimenzios (2D) adatot general, ahol az intenzitas a re-
tencios id6 vagy a tomeg/toltés arany (m/z) fiiggvényében abrazolhato. Ezek a 2D
profilok tdmogatjak a glikan-adatbazisok hasznalatat és a nagymintas statisztikai
Osszehasonlitast. A természetes glikdnok azonban gyakran alacsony koncentracio-
ban fordulnak eld, és kémiai tulajdonsagaik (kis méret, nagy polaritas, toltéshiany)
miatt nehezen detektdlhatok hagyomdanyos analitikai eszkozokkel. A gyenge jelin-
tenzitds és a nem kielégit6 ionizacids hatékonysag jelentésen rontja a kvantifikalha-
tdsagot és az Osszehasonlithatosagot, kiillonosen LC-MS és MS vizsgalatok esetén.

A megbizhatdsag novelése érdekében el0készitd lépésekre van sziikség, pél-
daul derivatizalasra. A derivatizalas olyan kémiai modositds, amely sordn a kiindu-
lasi molekula egy szarmazéka képzddik. Gyakran alkalmazott modszer a fluoresz-
cens vagy permetilezéses derivatizalast [6, 62]. Ez a detektalhatosag fokozasat, az
ionizacios hatékonysag javitasat, a jel/zaj arany novelését, valamint az izoformak
elkiilonitését szolgalja. A fluoreszcens szarmazékképzés soran a glikanok redukald
végén fluoreszcens festék kapcsolddik az GIcNAC - példdul 2-aminobenzamiddal
(2-AB) vagy prokainamiddal (ProA)- torténik a molekuldk cimkézése [63].

A glikozilacié vizsgélatdra szamos stratégia all rendelkezésre, a valasztas

mindig a kutatasi kérdéstdl fiigg. A f6bb modszerek:
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- Intakt glikoprotein analizis: a teljes fehérje és glikozilacid vizsgalata,
amely atfogo informaciot ad a glikoformak és mas poszttranszlacios mo-
dositasok kapcsolatdrdl, de nem kiiloniti el az O-és N-glikozildciot, sem a
glikozilacié aminosav szekvenciajat [64, 65]

- Glikoprotein elemzés: tripszines enzimatikus hasitassal peptidek vizsga-
lata lehet6vé teszi a glikozilacios helyek szerinti elemzést [66, 67]

- Felszabaditott N-glikdnok analizise: PNGase F enzimmel felszabaditott
glikanok szerkezeti vizsgalata derivatizalast kovetéen. LC-MS esetén flu-
oreszcens cimkeézés sziikséges, MS/MALDI esetén mas derivatizalasi

maodszerek is alkalmazhatdk, példaul etil-észterifikacio [3, 6].

« MECC, - HILIC,
HPAEC-PAD « CIEF, CZE o Nano LCMSMS, + WAX
) Al . . - ECD MS/MS . ’
- GC-MS LC/MS, RP
+ CEMS) Glikin Exoglikozidd + CE-LIF

Savas ogtkos
hidrolizis leemésztés emesziés

: <:: Intakt ::> . . ::> Glikdn Jelslt glikan
Monoszacharid glikoprotein e (nem derivatiz4l) (deriviizélt)

Proteolizis

Glikin
Hsztitds
* HPLC-MS/MS
RP_H]?LF’, *+ Lektin analizis (CID, ECD, ETD) N,,MR . . *+ MALDI-ToF
* DMB jeldlés + MALDI-MS/MS * Rontgendiffrakcios
< CE(MS) ! vizsgalat

2. abra: A glikdan molekuldk karakterizdldsdnak lehetséges titvonalai és mddszerei.

Réviditések: HPAEC-PAD: nagy felbontdsi anioncserélo kromatogrdfia pulzalé ampero-
metrids detektdldssal; GC-MS: gdz kromatogrifia tomegspektrometriai detektdldssal;
MECC: micelldris elektrokinetikus kapilldris kromatogrdfia; cIEF: kapilldris izoelektromos
fokuszadlas; LC/MS: folyadékkromatogrifia tomegspektrometriai detektaldssal; CE(MS): ka-
pillaris elektroforézis (tomegspektrometriai detektdlissal); CZE: kapillaris zona elektroforé-
zis; ECD: elektronbefogdsi disszocidcié; HILIC: hidrofil kélcsonhatdson alapuld folyadékkro-
matogrifia; WAX: gyenge anioncseréld; RP-HPLC: reverz-fazisu folyadékkromatogrifia;

CE-LIF: kapilldris elektroforézis lézer indukdlt fluoreszcens detektdldssal; DMB jelilés: 2-
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((3', 5’-dimetil-4’-hidroxifenil)-azo)-benzoesav; MALDI: mdtrix asszisztdlt lézer deszorp-
cios ionizdcios tomegspektrométer; MS/MS: tandem tomegspektrometria; NMR: magneses

magrezonancia; Tof: , Time of flight” tomegspektrometriai detektdlds [2].

1.5.1. HILIC-alap fluoreszcens glikananalizis attekintése

A hidrofil kdlesonhatason alapul6 folyadékkromatografia (HILIC) az elmult
évek sordn az N-glikozildciora irdnyuld folyadékkromatografiai mérések vezetd
modszerévé valt. A HILIC alapt moddszer megfelel6 a vizoldékony, polaros oli-
goszacharidok, kiilonosen azok szerkezeti izomerjeinek elvalasztasara. A komplex
glikanok esetében a mannozkarokon megjelend al,6- és al,3-glikozidos kotésti izo-
merek elkiilonitése mas mddszerekkel nehéz lenne. A HILIC médszerben a retencié
a glikanok hidrofil tulajdonsagain alapul, amelyeket a méret, a toltés, az eldgazasok
szama és a monoszacharid-Osszetétel hataiz meg. Az alacsony pKa-ju mozgofazis
(jellemzden magas acetonitril tartalmt olddszer) elGsegiti a finom szerkezeti kii-
lonbségek szerinti elvalasztast. A savas kozeg protonalt allapotban tartja a savas
funkcids csoportokat, ezaltal csokkenti az ionizaciobol szdrmazo szekunder kol-
csonhatasokat [68, 69]. A fluoreszcens kromatogramokon a glikoformak hidrofilitas
szerint eludlédnak az oszloprol: a kevésbé polaros (pl. neutralis - FA2, A2G2) glika-
nok rovidebb retencids idével, mig a poldrosabb (pl. szidlsavat tartalmazé - A2G2S1,
FA3G3S53) strukturdk hosszabb retencids idével jellemezhetdk.

Az 4j generacids ultranagy nyomasu LC rendszerekben (UPLC/UHPLC) a
HILIC oszlopok kialakitasa jelentésen noveli a kromatografias hatékonysagot. Pél-
daul a részecskeméret<2 um toltettel rendelkezd alléfazisok olyan finom eltérések
elkiilonitését is lehetdvé teszik, mint a biszektilalt N-acetil-gliikozamin és annak
analogja [70-72]. Ez kiilonosen fontos klinikai szempontbdl, mivel a biszektilalt Glc-
NAc egység kialakitasaért felelds enzim, a N-acetil-glitkozaminil-transzferaz III ak-
tivitasa kimutathatoan csokkenti a daganatos attétképzddést [68].

Ahogy az kordbban mar emlitésre keriilt, a szénhidratok ionizacidja termé-

szetes formdajukban gyenge, mivel nem tartalmaznak UV-elnyeld (kromofor) vagy
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fluoreszcens (fluorofor) csoportokat. Ezért a fluoreszcens jelolés kulcsfontossagu a
nagy érzékenységli detektalashoz, kiilonosen HILIC-FLR-MS mérésekben. A klasz-
szikusan alkalmazott jeloldszer a 2-AB alkalmazasa, amely sztochiometrikusan 1:1
aranyban kapcoslodik a glikanok redukalo végével, lehet6vé téve a kvantitativ re-
lativ mennyiségi analizist. Hatrdnya azonban az alacsony ionizacids hatékonysag,
amely korlatozza az eletrospray ionizacios (ESI-MS) érzékenységet [73]. Egy tjabb
generacios jeloléanyag, példaul a ProA, bazikus tercier amin oldallancokat tartal-
maz, ami a protonaffinitast, ezaltal jelentésen fokozza az ESI-MS modszer érzékeny-
ségét [3]. A ProA ugyanazon reduktiv amindlasi mechanizmus mentén kapcsolodik
a glikanokhoz, mint a 2-AB, viszont nagyobb fluoreszcenciat és fokozott MS jelin-
tenzitast biztosit. Az irodalmi adatok alapjan még a HILIC-LC elvalasztdsban is kii-
16nbséget mutat: mig a 2-AB jelolés esetén a FA2G2 és A2BG2 glikdnok koeluciot
mutattak, ProA alkalmazdsaval jol szétvalaszthatok [73].

A HILIC-modszerhez tartozd mintael8készités szintén jelentOs fejlesztéseken
ment keresztiil. A kordbban alkalmazott, iddigényes vakuum-centrifugalasi és
HPLC-alapu tisztitasi lépések helyett ma mar gyors, nagy ateresztOképességii pro-
tokollok allnak rendelkezésre. Ezek egyesitik a specifikus enzimes (PNGase F) N-
glikan felszabaditast, a fluoreszcens jelolést, valamint a szilardfazisti extrakciot
(SPE) [73-75]. A tisztitasi 1épés nélkiilozhetetlen, mivel eltavolitja az N-glikan fel-
szabaditdsa és jel0lése utan visszamaradt fehérjéket, sdkat és felesleges jeloldmole-
kuldkat, amelyek rontandk a mérés pontossagat, zavarhatndk a detektaldst, vagy
csucseltolddast okoznadnak a kromatogramon. A hatékony tisztitds biztositja a gli-
kanok kvantitativ visszanyerését, és lehetévé teszi a glikdn mintdk kozvetlen injek-
talasat HILIC-UPLC-FLR-MS rendszerbe.

A szabad glikanok izoldldsara tobb modszer all rendelkezésre: SPE-alapu
modszerek, mint 96-lyukt plate kialakitasu készletek alkalmazasa [76], illetve kii-
16nb6z6 kromatografids eljarasok, példaul a funkcids csoporttal (pl. amin vagy
amid) ellatott affinitds-kromatografids oszlopok alkalmazasa [77]. Mivel ezek a

modszerek a tisztitds el6tti betoményitést igénylik, alkalmazasuk gyakran koltséges
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és idbigényes. Ennek kovetkeztében egyre tobb kutatas iranyul alternativ, glikan-
specifikus izolalasi technikak fejlesztésére [78]. Ilyen megkozelitések kozé tartozik
példaul a hidrofil interakcidon alapuld sztir6hegyek alkalmazasa [79], a magneses
gyongy-alapu [4], valamint az amin-funkcionalizalt magneses nanorészecskével
torténo tisztitas [78].

Osszességében a HILIC-alapt fluoreszcens derivatizalassal kombinalt elva-
lasztas nagy érzékenységet és izomerfelbontast biztosit. Ezt az analitikai modszert

alkalmazom a kisérleteim soran.

1.6. A magneses nanorészecskék jellemzése és funkcioi

A magneses nanorészecskék (MNP) olyan nanoszkopikus méreti részecskék
(altaldban 1-100 nm kozotti atmérdvel), amelyek ferri- vagy ferromagneses tulaj-
donsaggal rendelkeznek, és jellemzden vas-oxid alapti anyagokbdl (magnetit vagy
maghemit) 4dllnak. Amikor a nanorészecskét kiilsé magneses térbe helyezziik, nettd
magneses momentum indukaloédik benne. Ilyenkor a nanorészecske atomjai mar
nem véletlenszerten orientdlddnak, igy az egyes atomok parhuzamosan rendezdd-
nek a magneses térrel és egy nem nulla ered6 momentum eredményeznek. A mag-
neses anyagokban az atomok magneses momentuma kis térfogatokba, tigynevezett
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
megszlnik a doménfalak energiaja. Tovabbi méretcsokkenéssel a hdmozgas képes
az egész részecske magneses momentumat megforditani, igy kiilsé tér hianyaban is
a nettd magneses momentum nulla marad. Ezt a jelenséget szuperparamagneses
tulajdonsagnak nevezziik [80, 81].

A nanorészecskék vizes kozegben karboxil- vagy mas ionizal6d6 csoportok
révén, negativ feliileti toltéssel rendelkeznek. Ez elektrosztatikusan taszitast ered-

ményez a részecskék kozott, megakadalyozva az aggregdciot, és eldsegitve a stabil,
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homogén diszperzio kialakulasat. Hidrofil természetiik lehet6vé teszi, hogy hidro-
génkotéseken vagy dipdl-dipol kolcsonhatdsokon keresztiil mas hidrofil moleku-
lakkal is kolcsonhatdsba lépjenek. A nanorészecskék poldris jellege noveli a nedve-
sithetdséget, - a vizmolekuldk konnyen szétteriilnek a nanorészecske felszinén - ami
szintén hozzdjarul a j6 vizbeli diszpergalhatosaghoz [82].

A kiilonbo6zd ferrit alapti nanorészecskéket gyakran vonjak be biokompatibi-
lis polimerekkel, példaul dextrannal, polivinil-alkohollal (PVA) vagy polietilén-
glikollal (PEG). Ezek a bevonatok novelik a részecskék kolloid stabilitasat, csokken-

tik és a biokompatibilitas novelése érdekében [83, 84].

1.6.1. Magneses nanorészecskék orvosi alkalmazasai

A MNP-k az 1980-as évektdl kezdve széles korben alkalmazast nyertek az
orvostudomany szadmos teriiletén. A diagnosztikai képalkotasban példaul az FDA
(Egyesiilt Allamok Elelmiszer- és Gyégyszeriigyi Hivatala) 4ltal engedélyezett vas-
oxid-alapt nanorészecskéket hasznalnak MRI kontrasztanyagként, illetve a képmi-
ndség javitasara szolgadlo anyagként (MPI-magnetic-particle imaging) is [85, 86]. A
magneses nanorészecskék egyik legnagyobb elénye a nagy fajlagos feliilet mellett
az, hogy a felsziniik szabadon és sokoldalian mddosithato. Kiilonb6z6 kémiai
funkcios csoportokkal, (pl. hidroxil-, aldehid- vagy amin-csoport) kémiailag modo-
sitva alkalmassa tehet6k fehérjék, nukleinsavak, sejtek vagy cukrok szelektiv izola-
lasara komplex bioldgiai mintdkbol [87, 88]. Irodalmi példak kozott szerepel:

e genomi dezoxiribonukleinsav (DNS) izoladlasa novényi sejtekbdl [89],
e DNS kinyerése human vérbdl vas-oxid alapti nanorészecskével [90],
e Dbakteridlis plazmid DNS izolalds mangan-ferrit nanorészecskék segitségével

[91],

o fehérje izolalasra [82],
e vérszérum eredetli glikdnok megkotése magneses gyongy alapt technoldgi-

4val [4, 78].
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Az amin-funkcionalizalt ferrit-alapia MNP-k kémiailag varidlhato feliilettel,
gyors magneses szeparalhatdsaggal és 96-lyuko plate-kompatibilitassal igéretesek
lehetnek automatizalhaté glikan-tisztitasra. Igy a dolgozatban ezeket rendszersze-

riien hasonlitom 0ssze és optimalizalom.
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2. Célkituzeések

A PhD disszertaciomban bemutatott kutatas elsédleges célja, egy magneses
nanorészecskén alapuld, koltséghatékony és automatizalhatod glikan tisztitasi pro-
tokoll kidolgozasa, amely alkalmas szérumbodl szarmazo fehérjék N-glikozilacids
mintdzatdnak vizsgdlatara. A kutatdsom tovabbi célja volt, hogy harom kiilonb6z6
patoldgiai koriilmény alatt fennalld gyulladdsos betegség teljes szérum eredetti N-
glikozildcids mintdzatat feltérképezzem. Mindez az alabbi pontok célkit(izéseit je-
lentette:

1. Ujonnan szintetizalt amin-funkcionalizalt MNP-alapt glikan tisztitasi mod-
szer fejlesztése: Négyféle amin-funkcionalizalt, ferrit-alapti nanorészecske tesz-
telése glikan-specifikus kotési képességiik 6sszehasonlitdsdval UHPLC rendsze-
ren. A négy kiilonb6z6 nanorészecske koziil a legrobusztusabb kivalasztasa.

2. MNP-platform optimalizalasa automatizalhatosag szempontjabol:

A leghatékonyabb amin-funkcionalizalt ferri-alaptt MNP kivalasztasa, majd an-
nak glikdn megkotés szempontjabdl torténd optimalizalasa. A diszperios kozeg,
az MNP koncentracio és az elticios pufferek tesztelése, amjd a modszer integra-
lasa egy automatizalhato protokollba.

3. A sclerosis multiplex betegségre jellemz6 nem szerint csoportositott mintak
N-glikozilacids mintazatanak vizsgalata: Teljes szérum alapu glikdnprofil
meghatarozdsa az ujonnan kifejlesztett MNP-alapi mddszer alkalmazasaval,
megvizsgalva a ndi és férfi egészséges kontroll és Sclerosis Multiplex betegség-
gel diagnosztizalt beteg mintacsoportok kozotti eltéréseket.

4. COVID-19 fert6zéssel kapcsolatos glikanprofilok elemzése vakcinaltsag ha-
tasara: A fert6zésen atesett egyének teljes szérum N-glikdnmintdzatdnak vizsga-
lata, valamint a vakcindci6 hatasanak elemzése az N-glikozilacios valtozasokra.

5. Gyermekkori akut vakbélgyulladas diagnosztikai potencialjanak vizsgalata:
Laboratériumi paraméterek és teljes szérum N-glikdAnmintdzatok kozotti korre-

laciok feltardsa a diagnosztikai lehetdségek bovitése érdekében.
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3. Anyagok és modszerek

3.1. Felhasznalt anyagok

3.1.1. Amin-funkcionalizalt ferrit alapt magneses nanorészecskék eléalli-
tasahoz

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

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

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

- magnézium(I)-nitrat hexahidrat, etanolamin, etilén-glikol (Sigma-Aldrich ,
St. Louis, MO, USA)

3.1.1. N-glikan mintael6készitéshez és LC-MS elemzéshez

- PNGase F enzim készlet (Asparia Glycomics, San Sebastian, Spanyolorszag)
- Boran-2-metilpiridin komplex (*kat. szam: 654213), prokainamid-hidroklorid
(kat. szam: P9879) (Sigma Aldrich, St. Louis, MO, USA)

- DMSO (kat. szam: 85190) (Thermo Fisher Scientific, Kandel, Németorszag)
- Ecetsav 299%, LC-MS mindsitett (kat. szam: 84874.180), Formiat sav 99%, LC-

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

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

- human szérum mintdk az aldirt vagy tajékoztatott beleegyezési nyilatkozat
megléte mellett, a Helsinki Nyilatkozat elGirasainak megfelelen keriiltek
gyUjtésre. A tanulmanyt a Regionalis Kutatasetikai Bizottsag jovahagyta (Eti-
kai engedély szamok: sclerosis multiplex (RKEB/IKEB-G-102-102-2018),

1 kat. szdm: kataldgus szam
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COVID-19 (BORS-02-2021), gyermekkori akut vakbélgyulladas (BORS-
02/2023) (Borsod-Abauj-Zemplén Varmegyei Kézponti Korhaz és Egyetemi
Oktatokdrhaz, Neurologiai, -Gyermeksebészeti-és Infektologiai Osztalyai,

Miskolc, Magyarorszag)

3.2. Amin-funkcionalizalt ferrit alapt magneses nanorészecskék el6-
allitasa

A kisérleteimben négyféle amin-funkcionalizalt ferrit alaptt MNP-t allitottam
el a Miskolci Egyetem Anyag-és Vegyészmérnoki Kar Kémia Intézetben dolgozo
Tlosvai Méria Agnes PhD tarsammal. Az el6éllitasi médszer egy koprecipitacios el-
jarason alapul, melynek lépéseit az aldbbiakban ismertetem:

1. 50 ml etilén-glikolban feloldottam 8,08 g (2 mmol) vas(IIl)-nitrat nonahidra-
tot és a kivant fémkomponens (kobalt (Co), nikkel (Ni), mangan (Mn) és mag-
nézium (Mg)) kristalyvizes formdjaval elegyitettem.

2. 12,3 g natrium-acetatot oldottam 100 ml etilén-glikolban, amely 150 mmol
mennyiségnek, azaz 1,5 M koncentracionak felel meg. Az elkészitette oldatot
fatékosarban, magneses keverdt alkalmazva allando keverés mellett, 100 °C-
on, 15 percig kevertettem.

3. A felolddédott fémsdk (Co,- Ni,- Mn,- Mg-fémsok) oldatat hozzaontottem a
glikol-alapt natrium-acetat oldathoz és tovabbi 30 percig kevertettem.

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

5. Lehttottem az oldatot, majd centrifugaldssal (4200 rpm, 10 perc) elvalasztot-
tam a fémso-alapt szildrd fazist.

6. A visszanyert szilard fazist kiillonb6z6 mdodon hasznéltam fel a tovabbiakban
annak érdekében, hogy az MNP-re nézve eltérd kiindulasi allapott oldatokat
hozzak létre (pl. szaritott forma visszadiszpergalasa Milli-Q vizben, glikolos

oldat kimosasa vizzel, majd annak higitasa):
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6.1. A kinyert szilard fazist desztillalt vizzel néhdnyszor atmostam, amig a
magneses ferrit konnyen el nem valt egy magnes segitségével a vizes fazistdl. Végiil
a kinyert magneses ferritet atoblitettem abszolut etanollal és 70 °C-on, 12 éran ke-
resztiil szaritottam. A kisérleteim kezdetén tesztelt CoFe2Os-NH2, MgFe:0s-NH>,
MnFe:0s-NH: és NiFe:0s-NH2 MNP tipusok szaritassal késziiltek. Az igy kinyert
NiFe:0s-NH2 MNP-t az erre irdnyulo kisérletekben szaritott MNP-nek (Sz jeldlés)
neveztem el. A szaritast kovetéen meghataroztam az MNP tomegét, majd ezeket az
értékeket alapul véve vizben 20 mg/ml koncentracidju torzsoldatokat készitettem.

6.2. Ebben a pontban leirt lépéseket csak a NiFe:0s-NH2 MNP esetében vé-
geztem el. A kinyert szilard fazist hasonloan az el6z6 pontban leirtakhoz, desztillalt
vizzel mostam at, amig a szildrd magneses ferrit konnyen el nem valt a vizes fazis-
tol. Ezt kovetéen az MNP-t nem szaritottam ki, hanem az eredeti vizes kozegben
oldva alkalmaztam a kisérletekben, amit vizes MNP-nek (V jel6lés) neveztem el. A
NiFe:O+-NHz2 MNP (V) koncentraciojat tgy hataroztam meg, hogy 3 mintat készi-
tettem, 1-1 ml mintat orativegre cseppentettem, majd azt 12 oran keresztiil szarito-
szekrényben hagytam. A szaritott NiFe,O,-NH; MNP (V) mintdk tomegét analitikai
pontossagi mérlegen mértem, majd a harom parhuzamos minta eredményét atla-
golva visszaszamoltam az ennek megfeleld oldattérfogatot. Ez alapjan a vizes disz-
perzi6 koncentracidjat 37 mg/ml-nek hatdroztam meg, amelyet a tovabbi kisérletek-
ben torzsoldatként haszndltam, és ebbdl készitettem a sziikséges higitasokat.

6.3. Az alabbi lépéseket szintén csak a NiFe20s-NH:2 MNP esetében végeztem
el. A 12 6ras refluxaltatast kovetden a glikolos kbzegbdl nem mostam ki az MNP-t,
hanem azt, ebben az oldatban haszndltam a kisérletekben a tovabbi higitdsokhoz. A
felhasznalas tesztelésénél glikolos MNP-nek (G jelolés) neveztem ezeket a mintakat.
A glikolos oldatban diszpergalt MNP koncentraciojat nem tudtam kozvetleniil
meghatdrozni, mivel a magas forrdspontt, er6sen viszkdzus olddszer nem tavolit-

haté el maradéktalanul a szilard fazisrél hagyomanyos szaritdsi modszerekkel.
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Emiatt a kiindulasi torzsoldat koncentracidjat 100x-osnak tekintettem, és ebbdl kii-
16nb6z0 aranyu higitasokat készitve vizsgaltam a glikan-specifikus kotés hatékony-
sagat (4.1. Eredmények alpontban ismertetem részletesen).
3.3. Az N-glikan-analizis mintael6készitési lépései

A glikoproteinek folyadékkromatografiaval torténd analitikai vizsgalatanak
el8késziilete magdaba foglalja a cukrok fehérjékrol torténd levalasztasat, majd fluo-
rofér csoport hidnya miatti fluoreszcens mdodon valo jelolését és végiil a cukormo-
lekuldk izolalasanak folyamatat (N-glikan tisztitas) a lizatumban visszamaradt sok-
tdl, fehérjéktol és a felesleges festékmolekulaktol. A mintaelSkészités folyamatanak
lépéseit az alabbi alpontokban ismertettem.
3.3.1. Szérumfehérjék és IgG denaturalasa, glikanok enzimatikus felszaba-
ditasa

A 9 ul szérum mintat 65 °C-on, 15 percig denaturaltam 10x higitasi koncent-
racioban alkalmazva az Asparia PNGase F készlethez tartozd denaturald puffer
hozzaaddsaval, igy az emésztési kozeg végtérfogata 10 pl volt. A denaturaci6 soran
a szérumban taldlhato fehérjék masodlagos és harmadlagos szerkezete felbomlik,
ezaltal a glikan oldallancok hozzaférhetévé valnak a kovetkezd 1épésben alkalma-
zott enzim szamara. Mivel ez a 1épés magas hdmérsékleten, 65 °C-on torténik, a re-
akciot kovetden kortilbeliil 10 percet vartam a minta szobahdmérsékletre valo visz-
szahtiléséhez, hogy az enzimatikus reakcio optimalis kortilmények k6zott mehes-
sen végbe, az esetlegesen reakciokdzegben maradt magas hé hatdsdra az enzim ne
degradalddjon. Ezt kovetden 20 ul térfogatra noveltem az emésztési kozeget 7 pl
Milli-Q viz és 2 ul 10x PNGase F enzim puffer, végezetiil pedig 1 ul PNGase F enzim
hozzaadasaval. Az Osszedllitott elegyet 37 °C-on, egy éjszakan keresztiil (O/N)

hagytam inkubalddni.
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3.3.2. Felszabaditott glikanok fluoreszcens derivatizalasa 300 mM ProA-val

Kovetkezd 1épésként a cukrok jeldlésére fluoreszcensen detektalhat6 2-ProA
jeloldt készitettem, mely reduktiv aminalassal kapcsolodik a glikdnokhoz. A kuta-
tocsoportunk korabbi tanulmanyaban 6sszehasonlitasra kertild fluoreszcens jel 616k
koziil (2-aminobenzamid, 2-antranilsav és 2-ProA) a 2-ProA biztositotta a nagyobb
retenciot és a jobb szeparacidt a glikan analizise soran HILIC-LC-MS rendszerben
[63]. A 300 mM ProA jelold oldat készitéséhez 300 mM prokainamid-HCI és
300 mM pikolin-boran szilard anyagot oldottam fel 70/30 (v/v)% DMSO/ecetsav ko-
zegben, majd mintanként 10 ul jel6l6 oldat hozzaadasaval 3,5 oran keresztiil 65 °C-
on inkubdltam fehérjékrdl lehasitott glikdnokat tartalmazé mintdkat, a megfeleld

fluoreszcens derivatizacio elérése érdekében.

3.3.3. N-glikanok tisztitasi modszerei

Mivel a fluoreszcens festéket proporcionalisan feleslegben alkalmaztam a de-
rivatizalas soran igy a glikdn mintakat tisztitottam az analitikai mérések el6tt. Emel-
lett kiemelten fontos, hogy a tisztitasi 1épés soran eltavolitasra keriilnek a szérum-
mintdbdl visszamarado fehérjekomponensek - beleértve a PNGase F enzimet is -
valamint a pufferekbdl szarmazo sdk, mivel ezek jelenléte kedvezdtleniil befolya-
solhatja mind a kromatografids elvalasztas hatékonysagat, mind a tomegspektro-
metrids detektdlds érzékenységét és pontossagat. A 300 mM koncentracioju fluo-
reszcens jeloldoldattal torténd derivatizaciot kovetden a reakciot 170 pl 100 (v/v)%-
0s ACN hozzdadasaval allitottam le, amivel a glikdn mintak végso térfogata 200 ul-
re nott. Ezaltal a glikdn minta kornyezete az acetonitrilre nézve 85 (v/v)%-sa valt,
amely idealis polaritasi kozeget biztosit a tisztitds soran a glikan adszorpcids felii-
leten valéd megkotés 1épéséhez. A glikan tisztitdsi modszerekben alkalmazott puffe-
rek és oldatok pontos elkészitésének receptjét az 1. szamu melléklet 2. tablazata tar-
talmazza. A glikdnok tisztitasat két kiillonb6z6, amin-funkcios csoporton alapuld

maodszerrel végeztem el.
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A, N-glikdn tisztitds amin-funkcionalizalt magneses nanorészecskékkel

A protokoll minden esetben azonos 1épéseket végrehajtva kertilt alkalma-
zasra, fiiggetlentil attdl, hogy az adott MNP-oldat milyen tipusu ferrit-alapt mag-
neses nanorészecskét vagy diszpergald kozeget tartalmazott. A tisztitasi lépések a

kovetkezdk voltak, amit grafikusan az 2. dbra mutat be.

1. Kondiciondlas: 1,5 ml-es Eppendorf-csovekben egységesen 200 ul MNP-
oldatot pipettaztam, majd magneses allvanyra helyezve a csoveket, 1 perces inku-
bacids idot kovetden eltavolitottam a feliiluszot.

2. Adszorpcio: A glikdn mintak MNP feliiletén valé megkotédéséhez, az
emésztett és fluoreszcensen derivatizalt mintak feliilaszojat (180 pl 85 (v/v)% ACN
oldott glikdn minta) 0sszeszuszpendaltam a 1,5 ml Eppendorf-csében 1évé magne-
ses nanorészecskével és 5 perc inkubdcids id6t kdvetden rahelyeztem a magneses
allvanyra. A magneses allvanyon tovabbi 1 perces inkubacios id6t tartottam, majd
eltavolitottam a feliiliszot és eltettem tiszta Eppendorf-csovekbe. Fontos megemli-
teni, hogy a kisérletek sordn véletlenszertien kivalasztottam harom atfolyd frakciot,
amelyeket UHPLC-HILIC rendszerben elemeztem annak érdekében, hogy megfi-
gyelhet6-e benniik glikdnjel. A mérések alapjan azonban glikdnokra utald jel nem

volt kimutathato.

3. Mosas: A nanorészecskeék feliiletérdl aspecifikusan kotédd molekuldk le-
mosasara 200 ul 95 (v/v)%-os ACN oldatot pipettdztam a nanorészecskékre. Az Ep-
pendorf csoveket magneses allvanyra helyeztem, majd 1 perces inkubacids id6 le-

teltével eltavolitottam a feliiltiszot.

4. Elacié: A mosast kovetéen 80 ul eltcids puffert pipettdztam a mintdkra,
majd Osszeszuszpendaltam az MNP-vel és 5 percig hagytam inkubalddni szobaho-
mérsékleten. Az eltcios puffer Milli-Q viz vagy 150 mM ammonium-formiat puffer
volt, amit az Eredmények részben az optimalizalds soran részletesebben bemutatok.

Az inkubacid alatt a poldros ammonium-formiat puffer leszoritja a glikanokat az
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N4

MNP feliiletérd], igy azok deszorbealddnak. Ezt kovetSen a csoveket magneses all-
vanyra helyeztem és tovabbi 1 percet kdvetéen atmértem a feliiltszot egy tiszta

1,5 ml Eppendorf-csébe, amit eluatumnak neveztem el.

| 4
o M
Q

o

.

—Szérumbdl

MNP U felszabaditott
- N-glikan
1. Kondicionalas 2. Adszorpcid 4. Elacié
200 pul MNP-oldat kimérése 180 pl 85 (v/v)% ACN-ben 200 pl 95 (v/v)% ACN 80 pul 150 mM ammoénium-formiat
oldott minta vagy Milli-Q viz

3. abra: Mdgneses nanorészecskével torténd glikan tisztitds folyamatdabrija.

1. Kondicionalds: MNP-oldat kimérése, 2. Adszorpcio: szérumbodl felszabaditott N-glikan
minta MNP feliiletén torténo megkotodeése, 3. Mosds: 95 (v/v)%-0s ACN oldattal torténd
aspecifikus molekulak eltdvolitasa, 4. Eliicio: adott eliicios pufferben glikinok deszorpcioja

az MNP feliiletérdl.

B, N-glikdn tisztitds amid- és amin-funkcionalizalt MonoSpin oszlopos készlet

Az amid- és amin-funkcionalizalt MonoSpin oszlopos készletek (GL Sciences
Inc., Tokio, Japan) egy forgalomban kaphatd egyenletes eloszlast szilicium-dioxid
monolitos porussal ellatott, centrifugalis oszlop, amire aminopropil egységen ke-
resztiil amid-vagy amin-funkcids csoportokat kapcsoltak. Ezt a kétfajta készletet al-
kalmaztam egyrészt a sajat MNP-alapu glikan tisztitasi protokoll 6sszehasonlitasa-
hoz. Masrészt az amin-funkcionalizalt oszlopos készletet a COVID-19 és az akut
vakbélgyulladas teljes szérum N-glikozilacios vizsgalatdban mintael6készités so-
ran.

Az oszlop egy hidrofil-koélcsonhatason alapuld folyadékkromatografiai elja-

ras (HILIC), mely alkalmas cukrok és mas hidrofil vegyiiletek koncentraldsahoz. A

funkcids-csoporttal ellatott MonoSpin oszlopos készletre épiilé tisztitasi folyamat
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négy f6 lépése szintén a kondiciondlds, adszorpcid, mosas és eltcié. A MonoSpin
oszlopot egy gytijtd 1,5 ml Eppendorf-cs6be helyeztem, majd ezt alkalmaztam min-
den lépésnél, kivéve az eluciot, amihez tiszta 1,5 ml Eppendorf csovet készitettem
eld. Az oszlopos glikan tisztitdsi mdodszer gyartoi protokollt kovetve, az alabbi 1é-

péseket tartalmazza, amit a 3. dbra grafikusan is bemutat:

1. Kondicionalds: 200 pl mosé puffert, ami 95 (v/v)%-os ACN oldat, mértem

az amin-vagy amid-funkcionalizalt MonoSpin oszlopra, majd centrifugaltam
(1 perc, 10.000 rpm). Atfolyét kidobtam a gytijté Eppendorf-csébdl. A kondiciona-
las masodik lépéseként 200 ul eltcids pufferként alkalmazott 150 mM ammoénium-
formiat puffert mértem az oszlopra, majd centrifugaltam (1 perc, 10.000 rpm) és az

atfolyot szintén kidobtam.

2. Adszorpcié: A 180 ul 85 (v/v)%-os ACN-ben oldott mintat az oszlopra
mértem, majd 5 percig hagytam inkubalédni szobahémérsékleten, hogy a glikdnok
megfeleléen adszorbedljanak az oszlopra kotott funkcios csoportokkal. Ezt kove-
téen centrifugaltam (1 perc, 10.000 rpm), majd az atfolyot eltettem egy tiszta Eppen-
dorf-csébe. Hasonldan az 5.3.3. A alpontban leirtakhoz, itt is ellendriztem kisérle-
tenként harom mintdnak az adszorpciot kovetd atfolyo glikdn intenzitdsat, melyben

nem taldltam glikdnbol szdrmazo fluoreszcens jelet.

3. Mosés: 200 ul mos6 puffert (95 (v/v)%-os ACN) mértem az oszlopra, majd
centrifugaltam (1 perc, 10.000 rpm) és eltavolitottam a feliiltszot. Ezt kovetden az

oszlopot tiszta 1,5 ml Eppendorf-csébe helyeztem.

4. Eltcio: A glikdn molekuldkat két Iépésben elualtam az NHz-funkcionalizalt
MonoSpin oszloprol. El6szor 50 pl 1 (v/v)%-os hangyasav oldatot (elticios pufferl)
mértem az oszlopra, 3 percig inkubaltam, majd centrifugaltam. Masodik lépésben
50 ul 150 mM ammonium-formiat puffert (elticios puffer2) alkalmaztam, szintén az
oszlopra pipettaztam, majd 3 percet hagytam inkubalodni, hogy a glikdn molekulak

teljesen deszorbedlddjanak az oszloprdl. Ezt kovetden centrifugdltam (1 perc,
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10.000 rpm), majd az atfolyot eluatumkeént eltettem a glikan HILIC-UHPLC-MS

analizishez.
lo]
1 pelrc, 10.000 rpm .
¥ @ n
— =) —_— = o) it
] =@ =@ =@
: . ‘ .
’ " = = [/
| V) v
Kondicionalas Adszorpcio Mosas Elucio

1.200 pl 95 (w/)% ACN 180 l 85 (w/w)% 200 pl 95 (v/v)% ACN 1.50 pl 1 (v/v)% hangyasav
2.200 pl 150 mM ACN-ben oldott 2.50 pl 150 mM
ammoénium-formiat minta ammoénium-formiat

4. abra: Amid- és amin-funkcionalizalt MonoSpin oszlopos készlettel tirténd tisztitds lépé-
sei: a kereskedo oldaldn megtaldlhato folyamatdibra kiegészitésével.

1. Kondiciondlds: MonoSpin oszlop aktivdldsa a tisztitds sordn alkalmazott mosé és eliicids
pufferekkel, 2. Adszorpcid: glikdn minta adszorpcidja az funkcids-csoporttal elldtott oszlop
feliiletén az amid vagy-amin funkcios csoportokon keresztiil, 3. Mosds: 85 (v/v)%-0s ACN
oldattal torténd aspecifikus molekuldk eltdvolitdsa, 4. Eliicio: glikanok deszorpcioja az NH>-

oszloprol 1 (v/v)%-o0s hangyasav -és 150 mM ammonium-formiat pufferek alkalmazdsdval.

3.3.4. A glikan-tisztitasi protokoll automatizalasa

Az automatizalas platformja Hamilton Microlab Prep pipettdzé robot volt
(Hamilton Bonaduz AG, Bonaduz, Svijc). A deck elrendezését és az applikaciok el-
helyezését az 5. dbra szemlélteti. Az automatizaldshoz el0készitett oldatok és esz-
kozok:

e 96-lyukt Hamilton-specifikus PCR plate (Hamilton Bonaduz AG, Bonaduz,

Svijc),

e 4 db Greiner 15 ml centrifugacsé az oldatok szamara:
e 100% ACN,

e MNP-oldat (0,5 mg/ml NiFe,O4,-NH; (V)),

e Mosoboldat (95 (v/v)%-0s ACN),
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e FElacios puffer (150 mM ammonium-formiat, pH 4,4).

A manuadlisan kifejlesztett protokoll 1épéseit a Hamilton vezérldszoftverbe
importdaltam, és kisebb modositassal illesztettem a robot kapacitasahoz. A legfonto-
sabb valtoztatds a MNP-oldat térfogatanak 200 ul-rél 180 pl-re vald csokkentése
volt, mivel a 96-lyukt plate maximalis végtérfogata 200 pl. Ez a valtoztatas biztosi-
totta a megbizhatd pipettazast és elkertilte a ttlcsordulasbdl ered6 hibakat. Az au-
tomatizalt folyamat lépéseit a 1. szdmu melléklet 3. tdblazata tartalmazza, amely a

Hamilton vezérld szoftverbe betoltott 1épések sorrendjét is bemutatja.

Flt6-és razato 96-well plate-kel
egység kompatibilis magneses
egység

96-well plate poziciok
(Hamilton kompatibilis

Pipetta hegy tartok
/
%

\

Oldoszer tartd

Tobbcsatornas pipettazo kar

5. abra: Hamilton Microlab Prep pipettdzo robotikus platform egységeinek ismertetése

3.4. N-glikan analizis UHPLC-MS rendszerekben
3.4.1. 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 és COVID-19 betegségekhez kapcsolddo teljes szérum

N-glikozilacios profiljanak feltérképezésekor. A Waters Acquity UHPLC késziilék
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fluoreszcens detektorral és egy Waters SQD tipusu tomegspektrométerrel van fel-
szerelve (Waters Corporation, Milford, Massachusetts, USA). A Waters SQD egy
egyszektoros kvadrupol tomegspektrométer, amely lehet&vé teszi a kromatografia-
san elvalasztott vegytiletek gyors és érzékeny tomegspektrum-alapt detektaldsat,
kiegészitve a fluoreszcens jel detektaldsat szerkezeti informdacioval. A rendszert az
Empower 3 kromatografias szoftver vezérelte, amely egy megbizhato, modularis és
felhasznaldbarat platform a Waters berendezések adatgytijtésére és feldolgozasara.
Az Empower 3 képes egyszerre tobb detektor (pl. UV, FLR, MS) szinkronizalt ve-
zérlésére és adatainak 6sszehangolt kiértékelésére, ami kiilonosen hasznos komplex
glikanprofilok elemzésekor.

A gyermekkori akut vakbélgyulladas mintaszett, egy Waters Acquity H-class
UHPLC késziiléken keriilt elemzésre, amely szintén fluoreszcens detektorral van
kapcsolva. Tovabba a folyadékkromatografids rendszer Waters Xevo-G2-XS QToF
(Waters Corporation, Milford, Massachusetts, USA) tomegspektrométerrel van 6sz-
szekotve. A QToF detektor nagyobb tomegpontossagot, felbontast é€s szelektivitast
biztosit, igy pontosabb molekulaazonositast tesz lehet6vé — kiilondsen fontos ez a
komplex glikan keverékek esetén, ahol tobb izomer vagy azonos tomegt, de eltérd
szerkezet(i komponens fordulhat eld. A rendszert a MassLynx 4.2. verzidja kroma-
tografias vezérldszoftver (Waters Corporation, Milford, Massachusetts, USA) m-
kodteti, amely a Waters QToF és ToF eszk6zok nativ vezérldszoftvere. A MassLynx
lehet6vé teszi az LC és MS komponensek részletes beallitasat (pl. gradiens program,
detektorfesziiltségek, ionforrds paraméterek), valos idejti adatgyjtést és monitoro-
zast, valamint az egyes MS-adatok nyers formatumban (RAW) torténé mentését,
melyeket késébb kiilonb6zd adatfeldolgozo szoftverek képesek kezelni. A mérése-
ket kovetSen az adatok kiértékelését UNIFI szoftverrel (Waters Corporation, Mil-
ford, Massachusetts, USA) végeztem, amely egy integralt adatelemz6 platform, ki-
fejezetten biomolekuldk, példaul glikanok, peptidek és kis molekuldk automatizalt
analizisére fejlesztve. Az UNIFI lehet6séget nyujt a fluoreszcens kromatogramok

automatikusan integraldsara, azaz kiszdmitja a csucstertiileteket és retencios iddket,
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tovabba a tomegspektrumokat m/z értékek alapjan automatikusan Osszeveti egy
elére definialt glikan adatbazissal, és elvégzi a glikanstruktarak azonositasat. Fon-
tos kiemelni, hogy az LC és MS jeleket egyiittesen értelmezi, igy egyértelmi kap-
csolat hozhato 1étre a fluoreszcens csucs és a tomegspektrumban detektalt ionok
kozott. Az UNIFI szoftverrel végzett adatfeldolgozas soran a vakbélgyulladas min-
taszett esetében automatizaltan tortént mind a fluoreszcens kromatogramok integ-
ralasa, mind a glikanstrukturak m/z alapt azonositasa. Ez jelentdsen csokkentette a

kézi adatfeldolgozasi id6t, €s nagyobb reprodukalhatosagot tett lehetové.

3.4.2. Kromatografias beallitasok és mérési koriilmények

Az elvalasztasokat Waters BEH Glycan Amid tipust oszlopon végeztem
(100 x 2,1 mm (100 mm: oszlop hossza, 2,1 mm: oszlop belsd atmérdje), 1,7 um ré-
szecskeméret(i toOltet), linedris gradiens alkalmazasaval, amely 72-55 (v/v)%-o0s
B puffert (100 (v/v)%-0s ACN) jelentett 0,4 ml/perc dramlasi sebességgel, 42 percen
keresztiil. A kromatografias elvalasztdshoz A pufferként 50 mM ammonium-
formiat (pH 4,4) puffert alkalmaztam, aminek elkészitését az 1. szamu melléklet 2.
tablazata tartalmazza. 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 1év6 részecskék polaros, hidrofil ve-
gytlletek elvalasztdsara kivaldan alkalmazhatd. A gradiensmoddszer célja, hogy
megfelelGen elkiilonitse az eltérd polaritast glikdnszerkezeteket; a magas kezdd
acetonitril-tartalom segiti a hidrofil kdlcsonhatdson alapul6 retenciét, mig a gradi-
ens soran fokozatosan novekvd vizes fazis a hidrofilebb glikanstruktarak eludlasat
teszi lehet6vé, mivel csokkenti azok interakcidjat az allofazison talalhaté amid cso-
portokkal. A 0,4 ml/perc dramlasi sebesség az oszlop méretéhez és a tomegspektro-

méter ionizacios feltételeihez is jol illeszkedik, igy optimalizalva a csticsszélességet
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és a detektdlasi érzékenységet. A mintakat 75/25 (v/v)%-os ACN és Milli-Q viz ol-
databan oldottam fel, ami biztositja a glikanok hatékony retencidjat az oszlopon.
Minden mérés soran 5 ul-t injektaltam, amely optimdlis térfogatnak bizonyult, el-
kertilve a csticsok szélesedését és oszlop mintaval valo talterhelését. A mintaada-
golé hdmérsékletének az altalanosan hasznalt 15 °C-t, mig az oszlop hdmérsékleté-
nek 60 °C-t allitottam be minden elemzés soran. A magasabb oszlophémérséklet
csokkenti a mozgofazis viszkozitasat, javitva az elvalasztas hatékonysagat és repro-
dukalhatdsagat, mindamellett, hogy nem roncsolja a glikdn molekularis szerkeze-
tét. A fluoreszcens detektor gerjesztési és emisszids hullamhosszai 309 nm és
359 nm voltak. A prokainamid fluoreszcens jel6l6ként valo alkalmazdsa sordn a mo-
lekula gerjesztési maximuma 309 nm-nél, mig emisszios maximuma 359 nm-nél fi-
gyelheté meg. Ennek megfeleléen a prokainamiddal derivatizalt glikdnok ezen a
hulldmhossz-paron nagy érzékenységgel és specifikusan detektalhatok. Az MS-
analizis soran a kapilldrisra 2,2 kV elektrospray fesziiltséget alkalmaztam, mivel ez
az érték elegendd a stabil és hatékony ionizacidhoz anélkiil, hogy talzott fragmen-
taciot vagy ionelnyomast okozna. Ez a fesziiltségtartomany tovabba alkalmas volt
a pozitiv ionizacids modban torténd analizdlashoz, amit 500-2000 m/z tartomany-
ban végeztem, adatfliggetlen akvizicidés moédban. A deszolvataciés hémérséklet
120 °C-ra volt bedllitva, mig a deszolvatacios gaz dramlasi sebessége 500 1/h volt.
Ezeket a paramétereket alapbedllitasként alkalmaztam a glikdn molekuldk tomeg-
spektrometrids méréséhez, mivel a viszonylag alacsonyabb hdmérséklet hozzajarul
az érzékeny, hdre labilis glikdnok integritdsanak megdrzéséhez, mig a nagy gaz-
aramlas elésegiti a cseppek gyors parologtatasat, javitva az ionképzddés hatékony-

sagat és a tomegspektrometrias jel tisztasagat.

2. tablazat: Waters Acquity UHPLC és MS eszkozok bedllitott paraméterei a mérések sordn
Waters Acquity UHPLC
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Waters Glycan BEH Amid (100/150 x
Oszlop tipus 2,1 mm bels6 atmérd (i.d.), 1,7 pm ré-

szecskeméret)

50 mM ammonium-formiat oldat

A puffer
(pH 4,4)
B puffer 100 (v/v)% ACN
Aramlasi sebesség 0,4 ml/perc
Gradiens 72-55 (v/v)% az A pufferre nézve

Erds mosé puffer / Gyenge moso6 puffer 20 (v/v)% ACN /80 (v/v)% ACN

PLNO (részhurkos injektalas tii
Injektalasi mod

talontéssel)
Injektalasi térfogat 5ul
Oszlop hémérséklet 60 °C
Exitacids / emisszids hullamhossz Aex =309 nm / Aem = 359 nm

Waters SQD és Xevo-G2-XS QToF tomegspektrométerek

Ionizéacios mod pozitiv
m/z tartomany 500-2000 m/z
Elektrospray fesziiltség 2,2kV
Deszolvatacidés hémérséklet 120 °C
Gazaram 800 1/6ra

3.5. Kiértékeléshez alkalmazott szoftverek és statisztikai tesztek

A kiilonb6z6 N-glikozilacids valtozasok és mintacsoportok kozotti eltérd N-
glikozildcids mintdzatok kozotti kapcsolat feltérképezésére kiilonboz6 statisztikai
teszteket alkalmaztam, mint Shapiro-Wilk normalitasvizsgdlat, Kruskal-Wallis
teszt, Karakterisztikus Gorbe Analizist (ROC analizis), Linearis Diszkriminans Ana-
lizis (LDA). A vizualizaciot IBM SPSS Statistics 25, GraphPad Prism 10.1.2. szoftver

és Python szoftverekben végeztem.
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3.5.1. IBM SPSS Statistics 25

Az IBM® SPSS® (IBM Corporation, Armonk, New York, USA) egy olyan
szoftverplatform, amely szamos lehetdséget kinal statisztikai elemzések elvégzésé-
hez, a gépi tanulasi algoritmusok, nyilt forraskodu bévithetdség és nagy adatok in-

tegracidjanak terén egyarant.

Normalitdsvizsgdlat

Az IBM SPSS szoftverben Shapiro-Wilk normalitasvizsgalatokat alkalmaz-
tam, mivel a mintacsoportokon beliili mintaszam minden kisérletben kisebb volt,
mint 50. A Shapiro-Wilk teszt nullhipotézise, hogy a mintak kovetik a normal elosz-
last, igy az alacsony p<0,05 értékek a nem-normalis eloszlast jelentik. A teszt jellem-

7”7

z8je még az adatok szimmetridjara és csticsossagara valo érzékenység.

Szignifikans kiilonbségek keresése

Mivel az adataim nem kovették a normal eloszlast, igy a mintacsoportok ko-
zOtti szignifikans eltérések azonositasdira Mann-Whitney U-tesztet (csak a Sclerosis
Multiplexre irdanyuld kisérletsorozatban, 2 mintacsoport - a beteg és kontroll cso-
portok - 0sszehasonlitdsara) és Kruskal-Wallis tesztet alkalmaztam, mely megfeleld
a 2-nél tobb mintacsoportok kozotti adatok Osszehasonlitdsra. A Kruskal-Wallis
teszt alkalmazdsanal a teszteket el6szor 0,05 majd 0,01 szignifikancia szintek (p-ér-
tékek) beallitasaval is elvégeztem, ezzel szigoritva a tobbszoros tesztelés hibalehe-
téségeit. A teszt elvégzésével a mintacsoportok kozotti kiilonbségeket statisztikai-
lag szignifikdnsnak tekintettem, ha a p<0,05. A szignifikancia erdssége szerint az

eredményeket *(p<0,05), **(p<0,01) vagy *** (p<0,001) jeloltem.

ROC gorbe

A Karakterisztikus Gorbe Analizis vagy roviden ROC (Receiver Operating

Characteristic) analizist dontéshozd rendszerként alkalmaztam, hogy behatarolja az
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egyes N-glikan strukturakat a CAT% értékek, mint valtozokat az adott mintacso-
porthoz (pl. beteg vagy kontroll) vald tartozas alapjan, mint dontési kimenetelhez.
Azaltal, hogy a teszt adatainak érzékenységét és specifitasat egyarant értékeljiik, a
teszt megmutatja a hibazas mértékét is. A ROC gorbén az y tengelyen bemutatott
érzékenység (szenzitivitas) reflektdlja a valodi pozitiv értékek aranyat (TPR), azaz
a helyesen azonositott pozitiv értékeket. Minél magasabb a TPR aranya, annal meg-
bizhatobban jellemzi az adott valtoz6 a mintacsoportot. Az x tengely mutatja a ha-
mis pozitiv értékek aranyat (FPR) vagy 1-specificitas értékeket, ami minél alacso-
nyabb annal kisebb a hibazas mértéke. A ROC gorbe minden pontja egy adott don-
tési kiiszobértéknek az érzékenység/1-specifitas parosat jelenti [92]. A ROC gorbe
analizishez a szoftver automatikusan 95%-os szignifikancia szintet allit be, amin
nem valtoztattam. A konfidencia intervallum megadja azt a tartomanyt, amelyen
beliil 95%-os valdszintliséggel talalhatod a valodi gorbe alatti teriilet (AUC) érték, ha
sokszor megismételnénk a vizsgdlatot hasonld kortilmények kozott. Minél maga-
sabb az AUC értéke anndl megbizhatobb a teszt. A tezstben adott aszimptotikus
szignifikancia megerdsiti, hogy az adott marker valdban képes megkiilonboztetni a
pozitiv és negativ eseteket, tehat ha szignifikdns az eredmény, akkor nem véletleniil
jott 1étre. Valamint az elemzés eredményeként az aszimptotikus also-és fels6 hatar
kozotti tartomany figyelembevételével lehet kovetkeztetni a becslés pontossagara
és bizonytalansagara. Ha az als6 hatdr meghaladja a 0,5 értéket, akkor a teszt pon-

tossaga elfogadhato.

3.5.2. Past 4.02.

A Past (,Paleontological Statistics Software” csomag) 4.02-es verzidjat (Osz-
16i Egyetem, Norvégia) alkalmaztam Linedris Diszkrimindns Analizis (LDA) elvég-
zésére és abrazolasara. Az LDA egy olyan statisztikai modszer, amely a bemeneti
valtozok —jelen esetben az N-glikdnok CAT%-os értékei - olyan linedris kombinaci-

ojat ugynevezett diszkriminancia fliggvényeket hatdroz meg, amelyek mentén, az
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eldre definialt csoportok elkiiloniilése a lehetd legnagyobb mértékii. A mddszer so-
ran meghatarozott diszkriminancia fliggvények mindegyikéhez tartozik egy sajat-
érték (eigenvektor), amely megmutatja, hogy az adott linedris kombindcié mekkora
aranyban jarul hozza az adathalmaz teljes szérasahoz, vagyis az adatok variancia-
jahoz. A sajatértékek ardnyabol szamithatd az tigynevezett 6sszvariancia megosz-
lasa, amelyet szazalékos formaban értelmeziink. Példaul egy 84,80%-o0s hozzajaru-
las azt jelzi, hogy a vizsgalt elvalas dont6 tobbsége mar az elsd tengely mentén meg-
magyarazhato. A diszkriminancia fliggvények mentén dbrdzolt mintdk és valtozok
két- vagy haromdimenzios térben vald szemléltetésére szolgal a biplot, amely egy
kombinalt pont- és vektorabra. A mintdk (pl. betegek, kontrollok) pontként, mig a
valtozok (pl. egyes glikanstrukturdk) vektorként jelennek meg a tengelyek altal
meghatarozott koordinatarendszerben. A vektorok irdnya és hossza informaciét ad
arrdl, hogy az adott valtozé milyen mértékben és milyen irdnyba jarul hozza a min-

tak elvalasztasahoz.

3.5.3. GraphPad Prism 10.1.2.

A GraphPad Prism szoftver (Insightful Science, San Diego, Kalifornia, USA)
szamos tudomanyi teriileten alkalmazhatd szoftver statisztikai tesztek elvégzésé-
hez és informativ, attekintheté abrak készitéséhez. A szoftverben abrazoltam az
MNP-k glikdinmegkotési hatékonysaganak optimalizaldsi eredményeit; lehetdség
volt egyrészt az egyes mintdkhoz tartozd adatpontok kiilon jelolésére, masrészt

tobb glikanhoz tartozo értékek Osszesitett diagramjainak megjelenitésére is.

3.5.4. Python 3.10.0

A gyermekkori akut vakbélgyulladas vizsgalatara irdnyuld kisérlet eredmé-
nyeinek kiértékeléséhez és bemutatasahoz Python programozasi nyelvet alkalmaz-
tam (Python Software Foundation (PSF), Delaware, USA). A szoftverben folytonos

valtozok normalitdsanak vizsgalatdra Shapiro-Wilk tesztet (95%-os konfidencia-
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szinten) hasznaltam. Tovdbba Spearman- és Point-Biserial korreldcidanalizist vé-
geztem, melynek eredményét hétérképen abrazoltam, ahol az egyes glikancstcsok
vakbélgyulladas betegségre gyakorolt hatdsat pontozasi rendszerben mutatom be:
peéldaul 7-nél nagyobb korreldcids egyiitthatd értéket erds korreldcionak tekintet-
tem. A paraméterparok korreldcids egyiitthatoinak értelmezése 10-'-es skalan tor-
tént. A Python szoftvert vizualis abrazolasra is hasznaltam, mivel a Kruskal-Wallis-
probaval szignifikans eltérést mutatd N-glikan csticsokat a szoftverben létrehozott
pontdiagramok segitségével szemléltetem, ahol a betegség jelenléte vagy hidnya

fiiggd valtozoként kertilt beallitasra az esetleges mintazatok szemléltetése céljabol.

3.5.5. GlycoWorkBench 2.1.

A glikanok tomegspektrometrids (MS) analizise soran a szerkezetek azono-
sitdsa gyakran manualis, iddigényes lépésekbdl all. Ennek tAmogatasara jott 1étre a
GlycoWorkbench nevti szoftver, amely Osszeveti az elméleti tomegeket a spektrum-
bol nyert csticsokkal, és vizudlisan segiti a legvaldszinlibb szerkezeti megfelelések
kivalasztasat. A szoftver ingyenesen elérhetd eszkoz, ami segitségével glikanszer-
kezeteket az azonositott tomegiik alapjan, a kotések és monoszacharid egységek

szerint tudjuk grafikusan dbrazolni [25].
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6. dbra: GlycoWorkbench  szoftver  grafikus  feliilete  (ingyenesen  elérhetd:

https://glycoworkbench.software.informer.com/2.1/ feliiletrdl).
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3.6. SARS-CoV-2 ELISA immunoassay vizsgalat

A szérummintdk SARS-CoV-2 ellen termel6dott IgG szintjét ELISA (Enzyme
Linked Immunosorbent Assay vagy enzimhez kapcsolt immunszorbens vizsgalat)
maodszerrel ellendriztem. A kisérletben alkalmazott mikrolemez alaptit SARS-CoV-
2 IgG ELISA készlet, szérum vagy plazma eredetti SARS-CoV-2 IgG antitestek in
vitro kvalitativ detektdldsara alkalmas (Autobio Diagnostics CO., LTD., Kina). A
modszertipust tekintve ez a készlet kemilumineszcens mddon kimutathatd két-1é-
péses indirekt elven miikodik. Elsd 1épésben a mintat és a minta oldatot, a SARS-
CoV-2 antigénnel boritott mikro zsebes lemezben Osszeszuszpendaltam. Majd a
mosasi lépéseket kovetden HRP-konjugdtum keriilt hozzdaddsra, ami a mintadban
talalhatdo SARS-CoV-2 IgG antitesttel komplexet alkot egy immunologiai reakcion
keresztiil. Ezt kovet6en kemilumineszcens szubsztratumot adtam a kozeghez, amit
a komplex katalizal egy kemilumineszcens reakcioban. Ennek eredményeként a ko-
zegben abszorbanciat tudunk mérni, ami aranyos lesz a mintdban 1évé SARS-CoV-
2 IgG mennyiségével. A reakcié 0sszeallitasat a protokollban leirtak alapjan végez-
tem el a gyartoi utasitasok szerint. A kemilumineszcens detektalast 450 nm-en vé-
geztem egy lemezolvasd berendezés hasznalataval (ClarioStar lemez olvasé beren-
dezés; BMG LabTech, Ortenberg, Németorszag). Az eredmények értékeléséhez a
készlethez kapott pozitiv standard kontroll minta ODuso értéken mért abszorbancia
értéke alapjan hatdroztam meg a reakcio kiiszobértékét. Ez a pozitiv kontroll atlagos
abszorbanciajanak (ODss0) a 15%-a volt. Igy a tesztben a reaktiv vagy pozitiv ered-
mény azt jelenti, hogy a minta abszorbancidja eléri vagy meghaladja a 0,1-et (ODuso
>0,1). Ezzel szemben a nem-reaktiv vagy negativ eredmény azt jelenti, hogy a minta

abszorbancidja 0,1 alatti. (ODuss0< 0,1).
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4. Eredmények

Az eredményeket két {6 részre bontottam, mivel a kutatds soran az MNP-
alapu protokoll optimalizalasa €s a teljes szérum N-glikozilacios vizsgalatok id6ben
parhuzamosan zajlottak. Emiatt az optimalizalt MNP-mddszer nagy mintaszamu
alkalmazasara csak a Sclerosis Multiplexhez kapcsolddé glikozilacios elemzések so-
ran kerilt sor. A 4.1. részben az amin-funkcionalizalt magneses nanorészecske
alapu glikan tisztitasi protokoll optimalizalasi folyamatanak eredményeirdl, az op-
timalizalasi 1épéseket alpontokra bontva szamolok be. Tovabba a 4.2. alpontban a
teljes szérum N-glikozilacios feltérképezésének eredményeit ismertetem az altalam
tanulmanyozott haromféle gyulladdsos betegségben megfigyelt N-glikozilacids val-
tozasok bemutatasaval.

A kisérletekben konzisztensen az N-glikozilacios vizsgalatok sordn a minta-
el6készitést az N-glikdnok felszabaditdsaval kezdtem, amelyet az N-glikan specifi-
kus PNGase F enzimatikus emésztése révén valdsitottam meg. Ezt kovetden a fel-
szabaditott glikanokat 2-ProA alapt fluoreszcens jeloléssel derivatizaltam. Az ana-
litikai mérés el6tt a glikdnokat kiilénb6zd, hidrofil interakcion alapuld tisztitasi
modszerekkel tisztitottam, ideértve a korabban bemutatott, amin-funkcionalizalt
centrifugdlis oszlopot, valamint az ujonnan kidolgozott, amin-funkcionalizalt
NiFe,O4-NH; (5z) tipusti magneses nanorészecske alapu protokollt. Az N-glikan
analizist HILIC-UHPLC-MS rendszeren végeztem el, a 3.4. alpontban részletesen

bemutatott mddszertan alapjan.

4.1. Amin-funkcionalizalt MNP-k: 0sszehasonlitas, optimalas, auto-
matizalas N-glikanokhoz

Az amin-funkcionalizalt MNP protokoll optimalizalasat és automatizalasat
az alabbi lépéseket kdvetve végeztem:
e kiilonboz6 ferrit-prekurzorok hatasa az MNP-k N-glikdnmegkotd képessé-

gére,
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A 4.1.

diszperzids kozeg és az MNP-koncentracid hatdsa a részecskeék stabilitdsara
és a megkotés hatékonysagara,

eltcios puffer Osszetételének szerepe a glikanok kotddési mechanizmusaban,
fejlesztett MNP-alapti protokoll OsszevethetOsége kereskedelmi forgalom-
ban elérhet6 amin-funkcionalizalt centrifugalis oszlopokkal,

MNP-alapt protokoll automatizalasa szérum N-glikdnok megkotésére

alpontban leirt optimalizalasi 0sszehasonlitdshoz a kromatogramok Empo-

wer 3 kromatografids szoftverben torténd integraldsabdl szarmazd paramétereket

vettem figyelembe:

1.

Egyrészt a glikdncsucsok fluoreszcens intenzitasat vizsgaltam: minél maga-
sabb volt az integraldssal meghatarozott emisszios érték (EU), annal nagyobb
mennyiségli fluoreszcensen jelolt glikan keriilt visszanyerésre a tisztitas so-
ran, igy annal hatékonyabbnak mindstilt az adott MNP-tipust mddszer.

A masik szempontom soran a kiilonb6z6 MNP-alapu glikantisztitasi proto-
kollok 6sszehasonlitasat a modszerek UHPLC-analizisre gyakorolt reprodu-
kalhatdsagi hatasa alapjan is elvégeztem. A reprodukalhatdsagot a kromato-
gramokon azonositott glikdncsticsok csuics alatti teriileteinek szazalékos el-
oszlasaval (CAT%) jellemeztem. A CAT% értékek konzisztencidja arra utalt,
hogy a mintak glikozilacids Osszetétele homogén maradt a kiilonb6z6 par-
huzamos mérésekben, ezaltal az alkalmazott tisztitasi protokoll megbizhato-

nak tekinthetd az analitikai kovetkeztetések szempontjabol is.

4.1.1. A kiilonbozo ferrit prekurzorok hatasa az N-glikanok megkotési ha-

tékonysagara

A kisérlet soran Co-, Mg-, Mn- és Ni-prekurzor felhasznalasaval koprecipi-

tacids modszerrel eldallitott, amin-funkcionalizalt, ferrit alaptt MNP-ket hasonlitot-

tam Ossze N-glikdn megkotési hatékonysag és szabad festék (SZFF) eltavolitas

szempontjabol. Az SZFF a kromatogram elején megjelend, jellemzden nagy intenzi-
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tast csucs, és a visszamaradt szabad fluoreszcens festék jelenlétére utal. Az ala-
csony SZFF-csucsintenzitds a szennyez6 komponensek hatékonyabb eltavolitasat
jelenti, igy az optimalisabb tisztitasi koriilményt jellemzi. A magas glikdncstcs és
alacsony SZFF-cstcs intenzitas egytittesen jellemezték a kiilonbozd tipusa MNP-k
glikan-specifikus kotés teljesitményét.

Az MNP-ket kiilonb6z6 karakterizacios modszerekkel jellemeztiik, melyek
eredményét az 1. szamu melléklet abrdi és tabldzatai tartalmazzak. A részecskék
méretét és morfoldgiajat transzmisszids elektron mikroszkop (TEM) felvételek mu-
tatjak. Az MNP kristalyszerkezetet rontgendiffrakcios (XRD) mérésekkel, mig felszini
funkcidcsoportjaikat Fourier-transzformacios infravoros spektroszkopiaval (FTIR,
CHNS) igazoltuk.

A négyféle ferrit alapti részecskét CoFe:0s-NHz, MgFe:Os-NHz, MnFe20s-
NH: és NiFe:0s-NH2 MNP elnevezéssel jeloltem. A szintézist kovetden a kiilonb6zé
MNP-k kiszaritasra kertiltek, majd 50 ml 5 mg/ml MNP koncentracidju diszperzio-
kat készitettem, tigy, hogy 250 mg szaritott MNP-t diszpergaltattam 50 ml Milli-Q
vizben. A glikdn megkotés hatékonysagdra egészséges human szérumként gyGjtott
mintat alkalmaztam, ami minden MNP-protokoll fejlesztési kisérlethez egységesen
kertilt alkalmazasra. A glikan tisztitasi eljaras optimalizaldsat harom-harom parhu-
zamos mintdn végeztem.Az 5 mg/ml koncentracidju oldatokbol 200-200 pl-t hasz-
naltam egy-egy minta tisztitdsdhoz. Minden egyes minta esetében haromszori
UHPLC injektalast alkalmaztam a modszer reprodukdlhatosdganak aldtdmasztdsa
érdekében. Ennek megfeleléen mind a négy protokoll esetében 9-9 kromatogram
keriilt rogzitésre, amelyek mindegyikén 26 kiilonb6z6 glikoformot és egy SZFF csu-
csot hatdroztam meg.

Az négyféle amin-funkcionalizalt MNP-protokollokhoz tartozo Osszesitett
glikan intenzitds atlag és szdras értékek a 7. dbra A aldbran keriiltek bemutatasra,
mig az SZFF intenzitdsat a B diagram szemlélteti. A mérésekbdl szarmazod nyers
adatok az 1. szdmu melléklet 3. tdblazataban talalhatok. Mivel a kromatogramokon

26 kiilonbozo, eltéré méretli €s intenzitasu glikancsucs keriilt meghatarozasra, az
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ezekbdl szamitott egyiittes atlagintenzitdsokhoz tartozo szorasértékek magasnak
bizonyultak. A nagy szorasértékek hatasanak kikiiszobolésére relativ szorast, azaz
a variacios koefficienst (CV) szamoltam egyenként a 26 integralassal meghatarozott
glikanok esetében, valamint az SZFF parhuzamos mintdinak méréseibdl is Osszesi-
tett atlagot, szdrast és CV-t szdmoltam, amit szintén 7. dbra C aldiagram mutat be.
A CV értékek értelmezése szempontjabol fontos kiemelni, hogy minél alacsonyabb
a CV, anndl kisebb a mérési szdras az atlaghoz képest, azaz annal jobb a mérési
pontossag és reprodukalhatosag. A kapott eredmények alapjan a NiFe,O,-NH, ti-
pust MNP esetében az Osszesitett glikoformdk intenzitdsanak CV értéke mutatta a
legalacsonyabb értéket 13,33%, amely a szakirodalmi adatok elfogadhatdnak tekint-
heté homogén mintaeloszlas és megfelelé reprodukalhatosag esetén (7. abra C).
Mivel jelen esetben az alacsony SZFF intenzitds elérése volt a cél, egyidejlileg nem-
csak az alacsony atlagérték, hanem a hozza tartozé alacsony CV is fontos szempont.
A NiFe,O4-NH, tipusit MNP esetében a legalacsonyabb atlagos SZFF-intenzitas ér-
téket kaptam (~5x107 EU), amihez 13,43% CV érték tarsult.
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7. abra: Az amin-funkcionalizalt mdgneses nanorészecskék (MNP) négy kiilonbozd tipusd-
nak glikdnok tisztitdsdra vald alkalmassdgdnak értékelése a glikincstics- és SZFF FLR inten-
zitds értékei alapjdn. (A) Osszesitett FLR glikdn intenzitds MNP tipusok szerint, medidn
alapjan (B) SZFF FLR intenzitds MINP tipusok szerint (C) A glikoformdk és SZFF parhu-
zamos mintakra vonatkozo CV-értékek. Az oszlopdiagramok az egyes glikoformik relativ
szordsat (CV [%]) mutatjik, melyek pontos értékei lathatok.

A kiilonboz6 tipusit magneses nanorészecskék glikdnmegkotési hatékonysa-
ganak vizsgalata alapjan a NiFe,O4-NH, tipusa MNP dta a legmagasabb 0ssz-inten-
zitast és a legalacsonyabb SZFF-intenzitast. Kovetkezésképp a NiFe,O,-NH, kertilt
kivalasztasra tovabbi optimalizalasra. A vizsgalatok sordn elemeztem a diszperzids
kozeg tipusanak, valamint a nanorészecske-koncentracionak a glikantisztitas haté-
konysagara gyakorolt hatdsat, mert a szaritott MNP tipus gyors iilepedése pipetta-

zasi bizonytalansagot okozott.
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4.1.2. Szaritott, glikolos és vizes diszperzids kozegek optimalizalasa kiil6n-
b6z6 koncentracidk fiiggvényében

A NiFe,O4,-NH,; MNP protokoll optimalizdlasanal azt vizsgaltam, hogy a kii-
16nbo6z6 diszperzios kozegek (szaritott - Sz, glikolos - G, vizes - V) és koncentraciok
hogyan befolyasoljak a glikanmegkotés hatékonysagat. A koncentraciok hatasan tul
a cél a szedimentdciods problémak csokkentése és a protokoll reprodukalhatosaga-
nak javitdsa volt. A problémat a szintézist kovet6 kiindulasi diszperzié mindségé-
ben lattam. Igy a szintézist kovetden eldallitott NiFe20»-NH2 MNP-t a glikolos szin-
tézis kozegében hagytam, ami a NiFe20s-NH: (G) elnevezést kapta (Anyagok és
moddszerek 3.2. alpont 6.3. 1épése alapjan elOkészitve). Tovabba teszteltem a
NiFe:O+-NH2 MNP-t gy is, hogy részecskéket nem szaritottam ki, hanem a vizes
mosasokat kovetden vizes kozegben hagytam, amit NiFe20s+-NH2 (V) MNP-nek ne-
veztem (Anyagok és modszerek 3.2. alpont 6.2. [épésében ismertettem).

Mindhdrom kozeg esetében koncentracid sorokat allitottam be, majd
UHPLC-FLR analizissel a 10 legabundansabb glikoforma intenzitasat és CAT% ér-
tékeit hasonlitottam Ossze. Az értékelésnél az intenzitds a tisztitds hatékonysagat,

mig a CAT% a reprodukalhatdsagot jelezte.
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NiFe:04-NH> (Sz) MNP optimalizdldsa kiilénb6zd koncentracidk fiiggvényében:

Ebben az alpontban a kordbban leghatékonyabbnak megallapitott NiFe:Os-
NH: (Sz) MNP tipusnak a 16 mg/ml, 8 mg/ml, 4 mg/ml, 2 mg/ml, 1 mg/ml és
0,5 mg/ml koncentraciot vizsgaltam. A 8. abra oszlopdiagramjain megfigyelhetd,
hogy az Osszesitett intenzitas a 4 mg/ml MNP koncentracid esetében volt a legma-
gasabb. Az ezt meghaladd koncentraciok esetében a kromatogramokon detektalt
cukormolekuldk intenzitasa az MNP koncentracionovelés esetében mar nem ered-
meényezett tovabbi tisztitdsi hatékonysagnovekedést (8. dbra A). Mivel az egyes
glikformak CAT% értékei kozott nem volt szignifikans eltérés (ANOVA teszt alap-
jan), az adatok 0sszehasonlithatonak tekinthetdk (8. dbra B). Ennek alapjan megal-
lapithato, hogy a deglikozilalt szuszpenzidban jelenlévd glikdnok mennyisége a

~4 mg/ml koncentracidja NiFe20Os-NH: (Sz) MNP kapacitasanak felel meg.

A B | n
NiFe,0, (Sz)_EU NiFe, 0, (Sz)_CAT%

5x1077 100 B GF21 (27,50%)
B Gri4 (10,04%)
80 0 GF32 (4,74%)
B GF10 (5,32%)
B GF16 (4,11%)
[l GF13 (4,10%)
B GF4 (4,23%)
0 GF36 (2,82%)
GF24 (2,67%)
GF1 (2,97%)

4x107

3x1079

CAT%

2x1077

Intenzitas [EU]

1x1074

1 2 3 4 5 6
MNP koncentraciok [mg/ml] MNP koncentraciok [mg/ml]

8. abra: Glikin tisztitds kiilonbozé koncentrdcioju: 16 mg/ml-1, 8 mg/ml-2, 4 mg/ml-3, 2
mg/ml-4, 1 mg/ml-5 és 0,5 mg/ml-6 NiFe:O+-NH: (Sz) tipusit MNP alkalmazdsdval a 10
legabunddnsabb glikoformadra nézve (GF: glikoformdk). A: fluoreszcens intenzitds értékek
dbrdzolasa. B: cstics alatti teriiletének szdzalékos eloszlisa (CAT%). X tengelyen az alkal-

mazott MINP koncentrdcidkat tiintettem fel.

MNP felhasznalhatdsagat és a protokoll reprodukalhatdsagat teszteltem egy

nagy mintaszamu kisérletben: 38 Sclerosis Multiplex betegséggel diagnosztizalt és
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38 korban és nemben megegyezd egészséges kontroll szérum mintanak a teljes szé-
rum N-glikozilacids analizisének mintael6készitésében teszteltem (részletesen a
4.2.1. alpontban) [93]. A kisérlet soran a protokoll alapvetden jol miikodott, azonban
a NiFe,O4-NH; (Sz) MNP gyors iilepedése és aggregdacioja miatt tovabbi optimali-
zalasra volt sziikség, hogy a pipettdzasi nehézségeket kikiiszoboljem. A tovabbi al-
pontokban a glikolos és a vizes MNP alapti modszerek esetében a 4 mg/ml NiFe,O,-

NH, (Sz) MNPt standardként alkalmaztam.

Glikolos NiFe:Os-NH> MNP optimalizaldsa kiilonb6z6 koncentracidk fliggvényeé-
ben:

A NiFe:0s-NH2 MNP részecskék etilén-amin és glikol keverékében hagyva,
stabilabb kozeget mutatott, a szedimentacid szinte elhanyagolhatd volt. A NiFe20s-
NH: (G) kozegben 30x, 20x, 15x és 10x higitasokat alkalmaztam a kiindulasi oldat-
bol. A 9. dbra eredményei alapjan megallapitottam, hogy a legmagasabb intenzitas-
értékeket a 20x toménységli NiFe:04-NH: (G) MNP-vel tisztitott glikdnok esetében

kaptam, a csticsok ardnyos eloszldsa és alacsony szdérdsa mellett.

Vizes NiFe:Os-NH> MNP optimalizaldsa kiilonb6z6 koncentracidk fliggvényében:

A kiilonb6zd NiFe20s-NH2 (V) MNP koncentraciok (16 mg/ml, 8 mg/ml,
4 mg/ml, 2 mg/ml, 1 mg/ml és 0,5 mg/ml ) hatékonysagat a glikdncsticsokbol szar-
maz¢ intenzitds adatok (9. dbra C) alapjan a 2 mg/ml, az 1 mg/ml és a 0,5 mg/ml
MNP koncentraciok esetében kaptam a legmagasabb glikancstics intenzitasokat.
Mivel az optimalizalasnak a célja az is, hogy minél gazdasagosabb protokoll fejlesz-
tésére keriiljon sor, és az konnyen automatizalhato legyen, igy a 0,5 mg/ml-s MNP
koncentraciot kivalasztva végeztem el a tovabbi teszteket. Ezzel az alacsony kon-
centracioval is 4x nagyobb intenzitdst kaptam, mint a referenciaként alkalmazott
4 mg/ml koncentracidju NiFe2Os+-NH: (5z) MNP esetében (K beti az oszlopdiagra-
mon). Tovabba A CAT% szordsa minimalis maradt, igy a modszer gazdasagosabb

és automatizalhatobb (9. abra D).
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A NiFe,O, (G)_EU B NiFe,0, (G)_CAT%
6x10° 1003
] B GF23 (32,81%)
B GF16 (14,07%)
[] GF18 (6,24%)
B GF20 (5,85%)
O GE25 (5%)
B GF33 (4,12%)
B GE26 (2,59%)
[] GF37 (2,29%)
[] GF27 (2,08%)
B GF11 (2,37%)

4x10%

Intenzitas [EU]

2x106

20

1 2 3 4 5 1 2 3 4 5
MNP higitasi sor MNP higitasi sor

NiFe,O, (V)_EU NiFe,O,4 (V)_CAT%

B GF21 (31,90%)
B GF14 (12,44%)
[] GF16 (6,01%)
B GF23 (4,88%)
W GF30 (4,24%)
[] GF11 (3,40%)
B GF4 (3,19%)
0 GF17 (3,64%)
B GF1 (299%)
[ GF34 (2,12%)

1.5x10%

1x107

CAT%

5x10%

Intenzitas [EU]

0_
1 2 3 4 5 6 7 1 2 3 4 5 6 7

MNP koncentraciék [mg/ml] MNP koncentraciok [mg/ml]
9. abra: Glikdn tisztitds kiilonbozo toménységii (30x-2, 20x-3, 15x-4, 10x-5) NiFe2O+NH:
(G) és koncentrdcioju (16 mg/ml-2, 8 mg/ml-3, 4 mg/ml-4, 2 mg/ml-5, 1 mg/ml-6 és
0,5 mg/ml-7) NiFe:O+NH: (V) MNP protokollok felhasznaldsaval a 10 legabunddinsabb
glikoformdkhoz tartozo FLR intenzitds és CAT% értékek bemutatdsdval (GF: glikoformik).
A: fluoreszcens intenzitds értékek dbrdzoldsa NiFe:O+NH: (G) kizeg esetében. B: csiics
alatti teriiletének szdzalékos eloszlisa (CAT%) dbrizoldsa NiFe2O+-NH: (G) kizeg esetében.
C: fluoreszcens intenzitds értékek dbriazoldsa NiFe:Os-NH: (V) kizeg esetében. D: csiics
alatti teriiletének szdzalékos eloszldsa (CAT%) abrdzoldsa NiFe:O+-NH: (G) kozeg esetében.
X tengelyen az alkalmazott MINP koncentrdciokat tiintettem fel, ahol a K a kontrollként al-

kalmazott 4 mg/ml NiFe:Os-NH: (Sz) MINP-vel torténd tisztitist jelenti.
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A kisérletek alapjan a 20x higitasu glikolos, illetve a 0,5 mg/ml vizes kozegt
MNP biztositotta a legjobb tisztitasi teljesitményt és reprodukalhatosagot, igy ezek

kertiltek tovabbi optimalizalasra az eltcios pufferekkel végzett vizsgalatokban.

4.1.3. NiFe204-NH2 MNP kézegeinek optimalizalasa kiilonb6zd elucids
pufferekkel és automatizalasi tesztekkel

A diszperzids kozeg optimalizalasat kovetden kétféle elticios puffert hason-
litottam Ossze:
e El: ultratiszta Milli-Q viz (szakirodalomban leggyakrabban alkalmazot)
e E2:150 mM ammo&nium-formiat oldat (pH 4,4), amelyet a kereskedelmi for-
galomban elérhetd, amin-oszloposkészletekhez ajanlanak.
Az 9sszehasonlitds érdekében a kromatogramokon egységesen ugyanazt a 44 csu-
csot integraltam. Az értékelés soran a glikancsticsok intenzitasat [EU], az atlagos
csucs alatti teriilet aranyat [CAT%] vettem figyelembe, melyeket a 10. dbrdn a 10
legabundansabb glikoformara vonatkoztatva dbrazoltam.
Az 10. dbra A oszlopdiagramja aldtamasztja, hogy az elticids pufferek teszte-
lése soran a legmagasabb glikancstcs intenzitast a 0,5 mg/ml NiFe,O,-NH, (V)
MNP-vel tisztitott mintdk esetében értem el, mind a két eltcios pufferre nézve. A
4 mg/ml NiFe,O4,-NH,; (5z) MNP -nél az E2, mig a 20x NiFe,O,-NH, (G) MNP ko-
zegben az E1 bizonyult hatékonyabbnak. A 10. dbran a 7-es szdmmal egy gyari for-
galomban kaphat6é amin-funkcionalizalt, 8-as szdmmal egy amid-funkcionalizalt
SPE alapt modszerrel tisztitott mintdk eredményei lathatok. A 10. dbra A aldiag-
ramja jol mutatja, hogy a gyari forgalomban kaphat6 oszlopos mddszerrel alacso-
nyabb intenzitast értem el a 10 leggyakoribb glikoformdak 6sszeintenzitdsara nézve,
mint az MNP alapt mddszerekkel. A CAT% eloszlasok minden protokollnal hason-

l6ak voltak, ami igazolta az adatok Osszehasonlithatdsagat.
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10. abra: : Elicids pufferek hatékonysdgdinak vizsgdlata: MINP-alapii és gydri forgalomban
kaphaté amin-és amid-funkcionalizdlt oszlopok glikdn tisztitdsi protokollokban glikdncstics
intenzitdas CAT% dbrazolasdval a 10 legabundansabb glikoformdra nézve, valamint SZFF
intenzitds abrazoldsa az alkalmazott protokollok hatékonysiganak megkiilonboztetésére.

(A) Osszesitett glikdncstics intenzitds dbrdzoldsa. (B) CAT% értékek dbrizoldsa. (C) SZFF
intenzitds [EU] az MNP protokollokra nézve. (D) SZFF intenzitds [EU] a MonoSpin alapu
oszlopokra nézve. A diagramok X tengelyén megjelend szamozds: (1) 4 mg/ml NiFe:O+-NH:
(Sz) MNP, Milli-Q viz elticids puffer; (2) 4 mg/ml NiFe2Os-NH: (Sz) MNP, 150 mM am-
monium-formidt eliicids puffer; (3) 0,5 mg/ml NiFe,O,-NH, (V) MNP, Milli-Q viz elticios
puffer; (4) 0,5 mg/ml NiFe,O4,-NH, (V) MNP, 150 mM ammonium-formiat eliicids puffer;
(6) 20x NiFe:04-NH: (G) MNP, Milli-Q viz elticids puffer; (6) 20x NiFe2O+-NH: (G) MNP,

150 mM amménium-formidgt eliicids puffer; (7) Amin-funkcionalizdlt oszlopos modszer;
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150 mM amménium-formiat eliicids puffer; (8) Amid-funkcionalizilt oszlopos mddszer;

150 mM ammonium-formiat eliicios puffer.

A legjobb teljesitményt nyujto 0,5 mg/ml NiFe,O,-NH; (V) protokollt integ-
raltam a Hamilton Microlab Prep folyadékkezel$ robotra, ammoénium-formiat el-
ucios pufferrel. A manualis és robotikus elokészités (mindkettd 96-lyuku plate for-
matumban) Osszevetése azt mutatta, hogy:

e azintenzitds értékek nem kiilonboztek szignifikansan (11. dbra C),
e a CAT% eloszlas megegyezett a két mintael6ksézitiés kivitelezése esetében,
igy reprodukalhat6 volt az MNP-alapu tisztitas a robotikus platformon is

(11. abra B).

2.5x107+ 100 B GF13 (38,5%)
B GF9 (10,3%)
5 2x107 80 I GF14 (6,5%)
= 7 B GF19 (6,3%)
\E 1.5x107 £ 607 B GF17 (6,1%)
Py < =0/
] 1 GF10 (5%)
74 O 104
§ 110 M GF12(3,33%)
= 51054 204 Bl GF11 (3,12%)
O GFl6(2,32%)
0 04 O GF15 (2,55%)
2 0
& & P
& o
S b&@
& S &
» >

11. abra: Automatizdlt MINP-protokoll dsszehasonlité diagramja a 10 leggyakoribb glikof-
orma bemutatdsdval CAT% és fluoreszcens intezitds [EU] szempontjabol (A) Osszesitett

glikancstics intenzitdas [EU] abrdzolasa. (B) CAT% értékek dbrdzolisa
4.1.4. Az MNP alapu glikan-tisztitasi protokoll fejlesztésének 6sszefogla-
lasa

A disszertaciom 4.1. alpontjaban bemutatott kisérletek célja amin-funkciona-
lizalt magneses nanorészecskék glikan-tisztitasi hatékonysaganak optimalizaldsa,

Osszehasonlitdsa és automatizalhatosaganak vizsgalata volt.
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e Ferrit-alapii MNP-tipusok 0sszehasonlitdsa: négyféle MNP glikan megko-
tési teljesitményét értékeltem (CV, glikdncstics-intenzitas, SZFF). A NiFe;O,-
NH, tipust MNP adta a legjobb eredményt (alacsony CV, magas glikanin-
tenzitas és alacsony SZFF-intenzitas). A koncentracio teszt szerint 4 mg/ml
folott a megkotés mar nem javult.

e Diszperziés kozegek optimalizdldsa: as zedimentacid mérséklésére a 20x
glikolos és a 0,5 mg/ml vizes kozegek bizonyult a leghatékonyabbnak mivel
mindkét esetben magasabb glikdn intenzitast kaptam, mint a standardként
alkalmazott 4 mg/ml NiFe,O,-NH; (Sz) tipust MNP esetében.

o Elicios pufferek 0sszehasonlitdsa: Milli-Q ultratiszta viz és 150 mM ammo-
nium-formiat (pH 4,4) Osszehasonlitdsanal a 0,5 mg/ml koncentracidju
NiFe,Os&-NH; (V) MNP nem jelentkezett szignifikdns pufferkiilonbség, vi-
szont ez a tipus feliilmulta nemcsak a tobbi MNP-varidnst, hanem a kereske-
delmi forgalomban elérhetd centrifugalis MonoSpin készleteket is, mind a
glikan, mind az SZFF intenzitdsban.

o Automatizdalhatdésag tesztelése: a 0,5mg/ml NiFe,O»-NH, (V) MNP-
protokollt sikeresen alkalmaztam Hamilton MicroLab Prep platformon,
amely megkonnyiti a jovébeni nagy mintaszamu N-glikozilacios kisérletek

reprodukalhaté és gyors kivitelezését.

4.2. Teljes szérum N-glikozilacids vizsgalatok gyulladasos betegsé-
gekben

Ebben az alrészben harom gyulladdsos betegség - sclerosis multiplex,
COVID- 19 és gyermekkori akut vakbélgyulladas - teljes szérum N-glikozilaciojat
elemeztem nagyfelbontdstu analitikai modszerekkel (HILIC-UHPLC kromatogra-
fids elvalasztas és tomegspektrometria). A kovetkezd alpontokban részletesen be-
mutatom az egyes betegségekhez kapcsolddd eredményeket. El6szor a kohortok

legfontosabb jellemzdit (mintaszam, mintak kozotti nemszerinti megoszlas), majd
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egy kiilon alpontban targyalom a statisztikai tesztek alapjan kapott megallapitaso-

kat. A szérum N-glikozilacids kisérletek l1épéseit a 12. abra foglalja Gssze.
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12. abra: Kisérleti munkafolyamat a szérum N-glikozildcids mintizatok elemzésére

Fontos megjegyezni, hogy a kiilonb6z6 kohortokat eltérd id6ben vizsgaltam,
igy az N-glikdn komponensek szeparaldsa és azonositdsa nem eredményezte mind
a harom kohortban ugyanazoknak a glikoformaknak ugyanazzal a retencids idével
torténd azonositasat. Ennek ellenére mindhdrom betegségcsoporthoz tartozo6 anali-
zis soran minimum 40 kiilonallo glikoformat sikeriilt detektalni, eltérd retencids
id6k mellett, a kohort 0sszes mintdjaban. Az tomegspektrométerben azonosittott
glikoformak jellemzdit a 2. szdmu melléklet tablazatai foglaljak Ossze. Feltiintettem
az elméleti m/z értéket, a cstics sorszamat, a retencios id6t (RT), az integralt cstcs
alatti tertilet szazalékos eloszlas értékét (CAT%) mintacsoportonként, valamint az
elvégzett statisztikai tesztek eredményét (sclerosis multiplex: 1. tablazat; COVID-
19: 2. tdblazat; vakbélgyulladas: 3. tablazat).

A kromatogramok integraldsaval kapott CAT% értékeket haszndltam fel
adatként kiilonbozd statisztikai elemzések elvégzéséhez, mivel ez a megkozelités
lehetdvé teszi a glikdnprofilok relativ mennyiségi 0sszehasonlitasat fiiggetlentil az

abszolut koncentraciotol. A szdzalékos eloszlas tovabba normalizalja az adatokat,
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igy kikiiszoboli a mintael6készitési vagy injektalt mennyiségbdl fakado technikai
variabilitast.

A statisztikai teszteket egyrészt az adatok normalitasanak vizsgalatara, mas-
részt a beteg és egészséges mintacsoportok kozotti szignifikans kiilonbségek felta-
rasara, valamint az adatok kozotti korrelacids Osszefiiggések elemzésére végeztem
el. Minden kisérletben az adathalmaz normalitasvizsgalatat Shapiro-Wilk teszttel
vizsgaltam. Mivel az adatok nagy része nem kovette a normaleloszlast, igy Mann-
Whitney vagy Kruskal-Wallis nemparametrikus tesztet alkalmaztam a szignifikans
kiilonbségek keresésére. Tovabba klasszifikacios tesztként linedris diszkrimindns
analizist (LDA), karakterisztikus gorbe analizist (ROC) végeztem. Valamint vizua-

lizaciora heatmap, boxplot vagy pair plot dbrazolasi technikat alkalmaztam.

4.2.1. 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 sze-
rint alcsoportokra osztottam:

e Kontroll_Férfi (10 darab minta),
e SM_Férfi (10 darab minta),
e Kontroll_N¢ (28 darab minta),

e SM_NBO (28 darab minta) csoportok lettek megkiilonboztetve.

A beteg és egészséges csoportok szérummintdibdl szarmazd N-glikdnok mintaeld-
készitésében a 4.1.1. pontban meghatarozott 4 mg/ml NiFe20s-NH2 (5z) MNP pro-
tokollt alkalmaztam. Az UHPLC (HILIC)-MS analizis soran 43 darab jol definialt
csucsot azonositottam az SM beteg és egészséges kontroll mintak esetében egyarant.
A 13. 8bran az LC-MS analizis soran kapott fluoreszcens kromatogram (A diagram)
és a hozza tartozé teljes ion kromatogram (TIC) (B diagram) tomegspektruma szem-

1élteti a legabunddnsabb glikoformok megjelolésével az elvalasztds mindségét.
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13. abra: A sclerosis multiplex kisérletbdl fluoreszcens kromatogram (A), valamint a teljes
ion kromatogram az elvilasztott N-glikdnok [m/z]?*3+értékei alapjin (B). FLR: Fluoreszcens

kromatogram, TIC: teljes ion kromatogram.

A kiértékeléshez alkalmazott statisztikai tesztek eredménvei

Az integraldssal nyert CAT% adatokon végzett statisztikai tesztek eredmé-
nyei alapjan 0sszesen 15 olyan N-glikdn szerkezetet azonositottam, melyek szigni-
fikans eltérést mutattak a Kontroll_N& és SM_N6 mintacsoportok kozott. A boxplot
diagrammon val6 dbrazolashoz (14. abra) kivalasztottam a legalabb 3,0 CAT% ér-
tékkel jellemezhet§ és a mintacsoportok kozotti Osszehasonlitdsban legalabb
*p<0,05 szignifikancia szintet mutatd N-glikoformdkat. A kivalasztott N-glikanok
kozil a fukozilalt és neutralis FA2#1 (A), valamint a fukozilalt és mono-szializalt
FA2G251#16 (B) struktura szignifikans csokkenést mutatott az SM_NG6 mintacso-
portban a Kontroll_N& csoporthoz képest. Ezzel szemben az afukozilalt A2G2S1#13
parja (C) és a biszektilalt FA2BG2S1#19 parja (D) esetében szignifikans novekedést

figyeltem meg.
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14. dbra: Szignifikins eltéréseket mutaté N-glikdn szerkezetek a Kontroll és SM mintacso-
portok kozott. 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 mintacsopor-
tok jol elkiiloniilnek az els6 két tengely mentén. Az x tengely menti szepardcié a
kontroll és SM csoportok, mig az y tengely menti eltérés a nem szerinti kiilonbsége-
ket tiikrozi. Az elsd diszkriminancia fliggvényhez (x tengely) a szoftver 4ltal kalku-
1alt sajatérték 24,50 volt, amely az Osszvariancia 84,80%-at magyardzta, mig a maso-
dik, y tengely, sajatértéke 3,50 volt, azaz az dsszvariancia 12,05%-a. A biplot vizua-
lizacioban megfigyelhetd, hogy tobb glikanstruktura is jelentds szerepet mutatott a
csoportok megkiilonboztetésében. A 14. dbran bemutatott négy, szignifikdnsan val-
tozott strukturdk koziil (piros szinnel jelolve)az A2G2S51#13 és a FA2BG251#19 je-

lentds vektorkeént figyelhetok meg az SM_ndi mintacsoportok elvaldsaban.
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15. abra: Linedris diszkrimindns analizis az SM és Kontroll mintacsoportok elvdldsdnak
vizsgdlatdra. Piros szinnel jelolve a Kruskal-Wallis tesztben szignifikdnsan valtozott glikdn
struktiirdkat. Fekete félkovér stilussal kiemelt glikoformok az LDA analizisben az elsd két
tengely mentén kiemelkedd hozzdjdruldst mutattak:

A2G2S2#18 (RT: 26,78 perc; [1222,06]%), A2G252#21 (RT: 28,23 perc; [1222,06]*),
FA2G2S52#24 (RT: 29,24 perc; [1295,09]*), A3G3S3#32 (RT: 32,91 perc; [1550,17]*),
FA3G3S3#36 (RT: 34,21 perc; [1623,20]*).

A Kruskal-Wallis és LDA elemzések alapjan a mintacsoportok kozotti kii-
lonbségek tobb glikan esetében is szignifikdnsnak bizonyultak. Szignifikdns eltéré-
sek féként a néi mintacsoportok kozott voltak megfigyelhetdk, amit négy kiemelt

glikoforma is reprezental.

4.2.2. COVID-19

A COVID-19 virusos fert6zés szérum fehérjék N-glikozildcidjara gyakorolt
hatdsanak vizsgalatara iranyuld kisérletben négy csoport keriilt elkiilonitésre attol
fiiggden, hogy a személy, akitdl a szérum minta szarmazott atesett-e a COVID-19
fertézésen, illetve kapott-e Pfizer-BioNTech COVID-19 mRNS alapti vakcinat:

- Covid-Oltas- csoport: nem esett at COVID-19 fert6zésen és nem ka-

pott Pfizer-BioNTech COVID-19 mRNS alapt vakcinat
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- Covid-Oltas+ csoport: nem esett at COVID-19 fert6zésen, de kapott
Pfizer-BioNTech Covid-19 mRNS alapt vakcinat

- Covid+Oltas- csoport: atesett COVID-19 fert6zésen és nem kapott Pfi-
zer-BioNTech COVID-19 mRNS alapu vakcinat

- Covid+Oltas+ csoport: atesett COVID-19 fert6zésen és kapott Pfizer-
BioNTech COVID-19 mRNS alapu vakcinat

Az N-glikozilacio elemzés el6tt ELISA immunoassay készlet felhasznaldsa-
val ellenériztem a szérummintdk SARS-CoV-2 ellen specifikusan termelddott IgG
antitest szintjét. Az ELISA teszt elvégzése utan a megfeleld mintak kivalasztasaval
csoportonként 16-16 darab szérumminta kertilt be az N-glikozilacids vizsgalatba,
melyet 3.3.3. B alpont alapjan amin-funkcionalizalt centrifugalis oszlop alkalmaza-
saval és a 3.4.1. alpontban leirt beallitdsokkal HILIC-UHPLC-MS analizissel végez-

tem. 41 darab jol elvalt N-glikdn csticsot azonositottam.

ELISA Immunoassay teszt eredményei

Az ELISA Immunoassay teszt elvégzése utan a Covid-Oltas- csoporton beliil
néhdny mintdban megfigyelhetd volt a pozitiv kontroll mintdhoz tartozé kiiszobér-
téktdl ([A]=0,1) magasabb abszorbancia, ami azt jelentette, hogy a szérum mintaban
jelen volt COVID-19 ellen termelddott specifikus-antitest. A pozitiv eredményt mu-
tatd mintdk kizarasra kertiiltek az analizisbdl, mivel azok valdszintileg technikai
artefaktumként vagy nem specifikus kotddés kovetkeztében adtak hamis pozitiv
reakciot. Az ELISA teszt eredményeit az 3. tdblazat foglalja 0ssze, ahol a legmaga-
sabb abszorbanciat a Covid+Oltds+ mintacsoportban mértem (1,04), ezt kovette a
Covid-Oltas+ (0,69), ami a tesztben alkalmazott gyari pozitiv kontroll abszorbanci-
ajaval (0,71) kozel azonos volt. Majd a Covid+Oltds- csoport abszorbancidja volt a
legalacsonyabb (0,4) pozitiv érték(i. A glikozilacios kisérletek soran kontrollként a

Covid-Oltas csoportot alkalmaztam, mivel ennek a csoportnak az abszorbancidja -
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a pozitiv hamis mintak kizarasaval - atlagosan 0,06 értékii volt, ami negativnak te-
kinthetd, azaz nem tartalmazott kimutathaté mennyiségti, Covid ellen termel6dott

antitestet.

3. tablazat: ELISA Immunoassay teszt eredményének dsszefoglaldsa: a spektrofotometrids
abszorbancia és a tesztben alkalmazott kiiszobérték alapjan meghatdrozott pozitivitds ered-
ményeket tartalmazva. Abszorbancia kiiszobérték: [ Alpozitiokontron x 0,15=0,1; negativ: [A]<0,1;

pozitiv: [A]20,1.

Mintacsoport Atlagolt abszorbancia [A] Eredmény
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+QOltas+ 1,04 pozitiv
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A kiértékeléshez alkalmazott statisztikai tesztek eredménvyei

A mintaszett tobb, mint 50%-a nem kovette a normal eloszlast, igy a szignifi-
kans kiilonbségek keresésére Kruskal-Wallis tesztet alkalmaztam. A mintacsopor-
tok 0sszehasonlitasa alapjan a szializacio kiilonosen a COVID-19-en atesett csopor-
tokban (Covid+) mutatott jelentds valtozast, elssorban az oltottsag hatasara. A szi-
alsavtartalom novekedése a Covid+Oltas+ csoportban volt a legjelentdsebb (10. abra
A, G, E). A mono-szializalt A2G251#13 még nem mutatott szignifikdns valtozast (C),
viszont ahogy a szidlsavak szdma novekedett - A2G252#21 (A), A3G3S3#38 (E) - ugy
lett egyre magasabb a glikan CAT% értéke a Covid+Oltas+ csoportban. A szializacio
fontossagat az is alatamasztotta, hogy egyik neutrdlis struktira sem mutatott szig-
nifikdns valtozast, amit a 10. 4bra D diagramon az FA2#1 és 10. abra F diagramon
bemutatott M5#2 neutralis struktardk mutatnak be.

A fokozott szializacié az afukozildlt struktirdkon volt megfigyelhetd, amit
megerdsit az, hogy az FA2G252#23 esetében szignifikdnsan alacsonyabb CAT% ér-

téket detektaltam a Covid+Oltas+ csoportban (10. dbra B).
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16. abra: Szializilt és neutrdlis glikanstruktirdk relativ abundancidjanak (CAT%) valto-

zdsa a kiilonbdzé COVID-19 mintacsoportokban.

A: A2G252#21 (RT: 26,30 perc; [1222,06]2*), B: FA2G2S2#23 (RT: 27,33 perc;

[1295,09]*; *p=0,02; ***p<0,001), C: A2G251#13 (RT: 22,47 perc; [1076,52] **), D: FA2#1

(RT: 13,30 perc; [841,94] **), E: A3G3S53#38 (RT: 34,12, [1550,18]%; *p=0,046; **p=0,01),

F: M5#2 (RT: 14,67 perc; [727,89] 2+).**: p<0,01; ***: p<0,001.

Az el6z6 eredményeket a 17. dbran bemutatott LDA elemzés eredménye is

alatdmasztotta, ahol a nem-fukozildlt, szializalt struktardk a Covid+ csoportok el-

valasahoz, mig a neutrdlis és fukozilalt struktirak a Covid- csoportok elvalasdhoz

jarultak hozza leginkabb. A csoportok az SM kisérlethez hasonldan jol elkiiloniiltek
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az els6 két diszkriminancia fiiggvény alapjan, mivel az x tengely 54,9%-ban, mig a

masodik tengely 30,44%-ban hatarozta meg az dsszvarianciat.
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17. dabra: A glikdn struktirdk teriiletszdzalék-alapu diszkrimindcidja COVID-19 fertézésen
dtesett (pozitiv) és COVID-19 fertdzésen nem dtesett (Covid-) csoportok kozott az oltottsig
fiigguényeébe.

Piros szinnel jelolve a 16. abrdn bemutatott struktiirdk, * szimbolummal jelélve a szignifi-
kidnsan vdltozé struktirdk: A2G252#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 perc;

[727,89] ).

A fukozilacio és afukozilacid jelentdségét a 18. abran a ROC gorbe eredmé-
nyével is aldtdmasztottam, miszerint az afukozildlt A2G252#21 struktura a
Covid+QOltas+ csoportot (A) és annak fukozilalt parja az FA2G252#23 a Covid-Oltas+
csoportot (B) jellemzi szignifikdnsan. Mind a két glikan 0,7 feletti gorbe alatti terti-
lettel (AUC) és ahhoz tartozo alacsony varianciaval (std. deviacio) jellemezhetd, ami
a teszt megbizhatdsagat erdsiti. Tovabba a p<0,05 aszimptotikus szignifikancia ér-
tékek is alatamasztjadk a megfigyelést, hogy az eredmény nem véletlentiil jott 1étre,

az adott marker valoban elkiiloniil a pozitiv €s a negativ esetek kozott. Mindkeét
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biomarker esetében a konfidenciaintervallum als6 hatara meghaladja a 0,5-0s érté-
ket, ami alatdmasztja a tesztek megbizhatdsagat és a véletlen hatasadnak kizarasat.

(12. abra C).

1,0 : . 1,0
7~ 1Covid+Oltas+ s id-Olt4
TSI Covid-Oltas+
0,8 _
08 FA2(G252#23
2 z
E 0,6 1 E 0,6 -
b b
: s
g 0,4+ 90,4
1)) 7))
0,2 0,2 &
Covid-Oltas+ LT Covid+Oltas+
0,0 T T T T 0,0 T T T T
0,0 0,2 0,4 0,6 0,8 1,0 00 0.2 0,4 0,6 0,8 1,0
1-Specificitas 1-Specificitas
Aszimptotik % -0s konfidenci
Teszt o Aszimptotikus szimptoti .us 95% -os konfidencia
valtozé AUC  Std. deviacio comifikanciab intervallum
szighitikancia Alsé hatar Fels6 hatar
A2G2S2421 0,78 0,09 0,01 0,61 0,94
FA2G252#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 FA2G2S2#23 glikanstruktiirak ROC analizise a fertézésen vald
dtesettség és az oltottsdg hatdsdinak elkiilonitésére.

A: A2G252#21 (RT: 26,30 perc; [1222,06]?) struktiira ROC gorbéje, amely a Covid+Oltds+
csoportot jellemzi, B: FA2G2S2#23 (RT: 27,33 perc; [1295,09]%) struktiira ROC gorbéje,
amely az Covid-Oltds+ csoportot jellemzi. A ROC gorbék alatti tablazat magaba foglalja az
AUC értékeket, a hozzdjuk tartozo standard hibat, valamint a szignifikancia szinteket és

95%-os konfidenciaintervallumokhoz tartozd alsd-és felsé hatdr értékeit.

Ezek az eredmények aldtdmasztjak, hogy a glikozilaciés mintdzatok elem-
zése érzékeny és megbizhaté modszer lehet a COVID-19 fertzés és az oltds immu-

noldgiai hatasainak elkiilonitésére.
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4.2.3. Gyermekkori akut vakbélgyulladas

A vakbélgyulladassal diagnosztizalt gyermekektdl vett szérummintak N-
glikozilacids vizsgalatanak kiértékelését két részre bontottam. A kisérletek kiérté-
kelésekor eldszor csak a beteg (A jelolés; 40 darab minta) és kontroll (K jeldlés;
38 darab minta) csoportokat hasonlitottam 0ssze, majd a masodik részben a kontroll
csoporton beliil a hasi fdjdalommal betegfelvételre keriilt gyermekektdl vett szé-
rumbol all6 alcsoportot kiilonitettem el (HK jeldlés; 9 darab minta) igy harom cso-
portos Osszehasonlitast végeztem. A mintakhoz C-reaktiv fehérje (CRP), teljes fe-
hérvérsejtszam (WBC) és abszolut neutrofil sejtszam (ANC) laborértékek tarsultak,
melyeket a statisztikai elemzésekben, mint fliggetlen valtozdkat vizsgaltam.

Az N-glikozilacios kisérletekben amin-funkcionalizalt centrifugalis oszlop
alkalmazasaval, a 3.3.3. B alpont alapjan, végeztem el a tisztitast a mintaelSkészités-
ben, majd HILIC-UHPLC-MS analizist a 3.4.1. alpontban leirt beallitdsokkal végez-
tem el. Az elvalasztast kovetéen UNIFI szoftverben 48 darab jol elvalt N-glikan cst-
csot integraltam. A statisztikai elemzések egy részét és az abrazolast Python szoft-

verben végeztiik, melyben Dr. Garami Attila nyujtott segitséget.

2 csoportos kiértékelés alapjat képzd statisztikai tesztek

Fontos megjegyezni, hogy a statisztikai elemzésbdl kizartuk a 48 darab azo-
nositott a glikanstruktarak koziil azokat, amelyek CAT%-értéke 0,4 alatti volt. A
rangkorrelacids teszttel vizsgaltam a betegség és a glikanstruktura 6sszefiiggését. A
szignifikancia értékek szerint meghatdrozott korrelacios egytitthatokat 0-tdl 10-ig
terjed skalan szinkddolassal jeloltem és dbrazoltam a 19. dbran lathatd hétérképen.
Az dbran a kiilonb6z6 glikdnokat szdmmal jeloltem (példaul Peakl, Peak?2 stb.) a
szoftverben valo egyszer(ibb kezelhetdség miatt. Az A2G2514#19, A2G252#25,
A2BG352#31 és A3G353#34 glikan strukturdk erds, linedris 0sszefiiggést mutatnak
a betegség jelenlétével (a hotérképen "disease score"-ként jelolve), amit a 7 és 10 ko-
z0tti korreldcios egyiitthato (R) érték tdmaszt ald. Tovabba megfigyelhetd volt, hogy

a betegséggel erds linearis korrelaciot mutatd strukttirak mas glikan struktirakkal
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is hasonldan erds korrelaciot mutattak (R>7). A legerdsebb korrelacid (R=10) az
ANC és a WBC laborparaméterek figyeltem, aminek oka, hogy a WBC egy részhal-
mazat képezi az ANC, igy ha a WBC értéke n6, akkor az ANC is nShet.
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19. abra: A Spearman- és Point-Biserial korreldcids elemzés hotérképe, amely az egyes gli-
kancsticsok vakbélgyulladis-betegségpontszamra gyakorolt hatdsdt szemlélteti. A 7-nél ma-
gasabb értékeket erds korrelacionak tekintettiik. (A paraméterpdrok kozotti korreldcids

eqyiitthatdk értelmezése: 107! skdldn.).

A 4. tablazat atlathatoan Osszefoglalja azokat a glikanokat, amelyek a teszt
soran szignifikdns korreldcit mutattak, azaz magas korrelacios értékkel rendelkez-
tek. A tablazat bal oldaldn azok a glikanstruktarak szerepelnek, amelyek erés kap-
csolatot mutattak a betegséggel. A jobb oldalon ezekhez parositva azok a glikanok

lathatok, amelyek szintén szignifikdns korrelaciot mutattak, de a glikdnokkal és
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nem a betegséggel. A tablazat alsd részében pedig a laborparaméterek és gli-
kanstruktarak kozotti korrelacios eredmények kertiltek 6sszefoglaldsra.

4. tablazat: A glikanstruktirdk és betegség kozotti korreldcié Point-Biserial teszttel és a
Qlikan strukturdk kozotti korreldcio Spearman-teszttel (zdrdjelben feltiintetve a korrelicids
eqyiitthato értékek (R), a hotérképrol). A tabldzat alsé részében pedig az adott klinikai para-
méter és glikin struktiirik kozotti Spearman-teszttel elvégzett korrelacids eredménye. CRP:

C-reaktiv fehérje, WBC: fehérvérsejtsziam, ANC: abszoliit neutrofil sejtszim

Glikanstruktuara és betegség kozotti
korrelacio
Point-Biserial teszt: ***p<0,001 (R)

Glikanstruktarak kozotti korrelacio
Spearman teszt: ***p<0,001 (R)

**A2G2#9 (6)
**A2G2S1419 (9) **A2BG3S52431 (7)
**A3G353434 (8)
*FA2G1#4 (7)
*FA2G1#5 (7)
**A2G2#9 (6)
#*FA2G2#12 (7)
***M4G1S1#15 (7)
***A2FG251#20 (8)
**A2BG352429 (8)
**A2G251419 (7)
**A3G3S3#34 (8) **A2G251#19 (8)
Klinikai adatok és glikanstruktarak kozotti korrelacio
Spearman teszt: ***p<0,001 (R)

w0 ADG2S2#25 (7)

“+ADBG3S2431 (8)

“+A2G251#19 (7)
CRP *+ AD2G252425 (7)

“+ ADBG3S2431 (7)
WBC “+ ANC (10)

A kétcsoportos Osszehasonlitas (Mann-Whitney teszt alapjan) soran akpott
statisztikailag szignifikdnsan eltérd struktardk mar a hétérképen is erds korrelaciot
jeleztek a betegséggel: A2G2S51#19, A2G252#25, A2BG3S52#31 és A3G3S3#34 (2.
szamu melléklet 3. tdblazat). A mintacsoportok kozotti szepardcio vizualizaldsara a
20. dbran bemutatott pair plot diagramot hasznaltam. Ez az dbrazoldsi mod szintén
megerdsiti azt az észrevételemet, hogy az A2G251#19, A2BG3S2#31 és A3G3S3#34
glikanstrukturak CAT% értékének fiiggvényében a kontroll- és a vakbélgyulladdsos
csoportok jobban elvalnak egymastdl. Az A2G2S1#19, A2BG352#31 és A3G3S3#34
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struktarak mas glikanokkal mutatott korrelacidja szintén befolyasolta a betegcso-
portok kozotti elkiilontilés mértékét, pont azoknal a glikdn paroknal, amelyeknél
mar a korrelacios egytitthatd is magas volt. Példaul a magasabb CAT% értéke az
A2G2S51#19 struktaranak és az alacsonyabb CAT% értéke az A3G353#34 struktura-
nak a kontroll csoportot jellemezte. gy megallapithaté, hogy minél magasabb az
A2G2S1#19 struktara és minél alacsonyabb a A3G3S53#34 glikanok mennyisége an-

nal pontosabb az elvalas a két csoport kozott.

1.5 4

1.0 4

Peakl5 %  Peak9 %

Peak19 %

Peak20 %

Peak25 %

Peak29 %

Mintacsoport

Kontroll
Appendicitis

Peak31 %
=

0.8 1
0.5 1
0.2 4

30.0 4
20.0 4
10.0 A

20.0 4
10.0 4

ANC [G/L] WBC [G/L] Peak34 %

10 20 0510 020508 255075 250 500 1020 00 25 00 10 00 250 00 250
Peakd %  Peakl5% Peakl9% Peak20% Peak25% Peak29% Peak3l% Peak34 % WBC[G/L] ANC [G/L]

20. abra: CAT% értéktol fiiggben szignifikinsan eltérd glikanstruktiirdk mintacsoportok

e sz

agramon csak a Mann-Whitney teszt alapjin szignifikins és 0,5 értéktél magasabb CAT%-

u glikdnok keriiltek feltiintetésre.
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A glikanok csoportelkiilonité szerepét ROC-analizissel igazoltam (21. abra),
amiben csak a 0,85-nél nagyobb AUC-értékkel rendelkez6 glikanokat abrazoltam,
mint megbizhatd jelzOket. Az A2G251#19 és az A2BG3S2#31 glikan struktarak ma-
gas AUC értékkel (0,98 és 0,97) és szilik konfidencia intervallummal (0,91-1 és 0,94-
1 tartomany) jellemezték a kontroll csoportot (A). Tovabba az A2G2S2#25 és

A3G3S3#34 glikanok nagyfokt megbizhatosaggal azonositjak az appendicitis bete-

gek csoportjat : AUC: 0,89 és 0,98; konfidencia tartomany: 0,79-1,99 és 0,94- 1 (B).

A 1,0T—— ve ~ B 10 -
Kontroll .~ |  A>G251#19 o | ascssa
o (p<0.001) Appendicitis - (p<0.001)
0,8 e A2BG352:31 0,8 A A2G252#25
p (p<0.001) v (p<0.001)
g , - 1(\/[7310701) g , 2 ___{{eference
S 061 p<0. N ~ ine
5 e ’ __FA2Gas2:24 5 F Vs
= (p<0.001) = J /'
‘R ad ___Reference 'R Il
o 04 A Line S 0,4 ~
[-*] 4 7] 4
N S N ~
7)) ~ w o
0,2 e 0,2 /"
" Appendicitis /" Kontroll
00— 71 T T 7 0,0 — T T
0,0 0,2 04 0.6 0,8 1,0 0,0 02 0,4 0,6 08 1,0
1-Specificitas 1-Specificitas
Aszimptotikus 99% -os konfidencia
Teszt Std. Aszimptotikus P . °
valtozo AUC deviacio szignifikancia® intervallum
& Also hatar Fels6 hatar
A2G251419 0,98 0,02 0,001 0,94 1
A2BG3S2#31 0,97 0,02 0,001 0,91 1
M7417 0,92 0,03 0,001 0,84 0,99
FA2G252#24 0,88 0,04 0,001 0,78 0,97
A3G3S34#34 0,98 0,02 0,001 0,94 1
A2G252425 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 kdzott a szignifi-

kiansan vdltozott glikin struktiirdkra nézve.

Null hipotézis: AUC=0,5. Megbizhatosdgi intervallum: 99%. A ROC gorbe alatti tibldzat
osszefoglalja az analizis AUC, std. devidcid, aszimptotikus szignifikancia, valamint a konfi-
dencia intervallum also-és felsé hatardnak 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]%%) (FA2G252#24 (RT: 24,76 perc; [1295,09]%), B: A3G3S3#34 (RT: 28,05 perc;
[1550,18]*), A2G2S52#25 (RT: 25,12 perc; [1222,06]*).
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Eredmények

3 csoportos kiértékelés alapjat képzd statisztikai tesztek

A harom csoportos Osszehasonlitds eredményeként szignifikdnsan valtozott

glikdanmintazatot figyeltem meg az afukozilalt és szializalt struktarak mintazatara

nézve, amit ROC-analizissel is alatamasztottam.

— A2G251#19
A2BG352731
===-Reference Line

— A3G3S3#34
= CRP

— WBC
==ANC
==-Reference Line

A B 1,0 v
0,8 e LI | . HK
| e B 0,8
... —u p P
e | & N <
06 & o3 * =
- 0,6 -
= 2 27 S 'E e
5 04 HAA g"’ ° E //
ol & — _ II’
g k% (ED ﬁ 0.4 //
< 2.4 % {
024 ° ¢ 0,2 e
'l ,’- A
0.0 ! ' ! 0'000 olz 0‘4 ﬂ|6 I nls I 1,0
K HK A ! ’ ’ ! ’ ’
1-Specificitas
C * —I — D 1,0 ] PEpypmp—p—— %
50 ' — S
* n — A‘ f’l
0,8 S
45— e ® /’
ok \% r’/
_ —ep y
. 40 O\o E 0,6 —— /,f
o [32] = Ve
& 35 @ s
< 30 g % rl &
54 ° . oz
" HK
20 | | I 00— \ T T
K HK A 0,0 0,2 0.4 0.6 0,8 1,0
1-Specificitas
Aszimptotikus 99%-0s konfidenci
Teszt AUC Std. Aszimptotikus Szrmptott .uts /(1)105 ontidencia
véltozé devicio szignifikancia® ALl N
Alsé hatar Fels6 hatar
A2G2S1419 0,98 0,01 0,001 1,00 1,00
A2BG3S2#31 0,96 0,03 0,001 0,91 1,00
A3G3S3434 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. abra: A glikan biomarkerek diagnosztikai potencidlja gyermekkori vakbélgyulladdsban.

A - D: a normadl kontroll (K), alhasi fajdalommal jelentkezo kontroll (HK) és vakbélgyulla-

ddssal diagnosztizalt (A) csoportok kozotti szignifikans kiilonbségek Kruskal-Wallis teszttel
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(95% CI, p=0,01). A: A2G2S1#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). E-F: ROC
analizis vizualizdcioja az appendicitis és alhasi fdjdalommal jelentkezd kontroll mintacso-

portok kozétt vizsgdlva. ***: p<0,001.

A korabbi konkluzioval 6sszhangban azt tapasztaltam, hogy az alhasi fajda-
lommal jelentkezd kontroll csoporthoz képest is lecsokkent a mono-szializalt
A2G2514#19 (22. dbra A) és biszektilalt A2BG3S2#31 (22. abra B), valamint nétt a di-
és tri-szializaltak szintje a vakbélgyulladadsos betegcsoportban, mint az A2G252#25
(22. abra C) és A3G3S3#34 (22. abra D).

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

Osszességében a predikciés modellek és az egyes glikdn strukturdkra meg-
hatdrozott atlagos CAT%-értékek alapjan be tudtam sorolni a mintdkat a beteg-
vagy a kontroll csoportba. Példaul, ha az A2G251#19 atlagos CAT%-a meghaladta
a 0,44-et, és az A3G353#34 értéke 0,25 alatt maradt, a ROC gorbe megbizhatdsaga-
nak aldtdmasztdsaval az adott szérum minta a vakbélgyulladdsos csoportba sorol-

hato.

Kerpely Antal Anyagtudomdnyok és Technoldgiak Doktori Iskola -72



Dojcsdak Dalma PhD értekezlet Eredmények

4.2.4. Teljes szérum N-glikozilacios vizsgalatok 6sszefoglalasa

A dolgozat 4.2. alpontban bemutatott teljes szérum N-glikozilacié vizsgala-

tara iranyulo kisérletekben harom kiilonb6z6 patologiai allapottn gyulladasos be-

tegséget vizsgaltam, a mintdk kiilonb6z6 szempontok szerinti csoportositasaval.

Kiilonb6zd mintaszamu kohortokon beliil a beteg mintdkhoz nemben és korban

megegyez0 egészséges kontroll mintak lettek parositva.

Sclerosis multiplex: a nem szerint csoportositott beteg és kontroll mintak ko-
zott szignifikdns kiilonbségeket talaltam a ndi csoportokat illetéen: fukozilalt
és neutralis FA2#1, a fukozilalt és mono-szializalt FA2G2S1#16 csokkenését,
illetve az afukozilalt A2G2S1#13, valamint a biszektilalt FA2BG2S1£19, no-
vekedését figyeltem meg.

COVID-19: a fert6zés és az mRNS-vakcinacio eltéré mintdzatokat eredmé-
nyezett; a szializacio és a fukozilacié ardnya bizonyult legfontosabb szepa-
ralé tényezdének. A szializacid jelentésége szembet(ing volt a Covid+Oltas+
csoportban, amit az LDA 4ltal kimutatott csoportszeparacio, a boxplot-ana-
lizis és a ROC gorbe is megerdsitett. A szidlsav szamanak novekedése és a
fukozilacid csokkenése a Covid+ csoportokban, szoros osszefliggést mutatott
az oltottsaggal.

Gyermekkori akut vakbélgyulladds: a szializalt glikdnok emelkedett, mig a
semleges strukturdk csokkent szintje, valamint a laborparaméterek kombi-
naciodja erds diagnosztikai potencidlt mutatott. A glikdnok aranyara nézve,
olyan kiiszobértéket hatdroztam meg, amelyek egyértlemtien elkiilonitik a
vakbélgyulladast a hasi fdjdalommal rendelkezd kontroll és a normal egész-

séges csoporttol.
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5. Osszefoglalas

A glikozilaci6 a fehérjék egyik leggyakoribb poszttranszlaciés modosulasa,
amely soran komplex cukormolekuldk kapcsoldédnak a fehérjék meghatdrozott ami-
nosavjaihoz, létrehozva a bioldgiai folyamatokban kulcsszerepet jatszé glikoprote-
ineket. Az N-glikozilacid, ahol a glikdn jellemz&en aszparagin oldalldancahoz kap-
csolodik, szamos sejtfunkcio szabalyozasaban vesz részt, és valtozasai érzékeny jel-
z8i lehetnek koros allapotoknak, tobbek kozott kronikus és akut gyulladasoknak
[2]. Mivel a glikozilacios mintdzat dinamikusan valtozik a sejtek enzimatikus és me-
tabolikus allapotanak fiiggvényében, szerkezeti és mennyiségi elemzése kiemelt je-
lentdségii a biomarker-kutatasban. Az ezzel foglalkozé tudomanytertilet napjaink-
ban analitikai modszerek kombindlasa. A glikoanalizis nagy felbontast biztosito és
legelterjedetbb eszkozei a folyadékkromatografia és tomegspektrometria [3, 12]. A
glikanok kis mennyisége és érzékenysége miatt a vizsgalat mintael8készitése gon-
dos, preciz optimalizalast igényel. Az elmult évek tapasztalatai rdmutattak, hogy a
mintaelGkészités soran a glikanok tisztitadsara alkalmazott modszerek - mint példaul
a kromatografias tisztitas vagy a SPE modszeren alapuld eljarasok - gyakran nagy
mennyiségli eluenst eredményeznek, amelyet az analitikai vizsgalatot megel6zden,
jellemzden vakuumcentrifugalassal kell koncentralni. Ez a 1épés nemcsak iddigé-
nyes, de koltséges is. Ezért egyre nagyobb figyelem irdnyul az alternativ, egysze-
riibb megoldasokra, példaul a kereskedelmi forgalomban elérhet6 magneses gyon-
gyok, hidrofil kdlcsonhatdson alapuld folyadékkromatografias (HILIC)-mddszeren
alapuld sztir6hegyek vagy a konnyen eldallithatd és koltséghatékony magneses na-
norészecskék alkalmazasa, amelyek hatékonyabba tehetik a glikdnok analizisét [4,
5, 61]. Mindezek alapjan a kutatdsom két {6 célt hatdrozott meg, melyek eredmé-

nyeit két fejezetben mutattam be:

1. A disszertacid célja egyrészt egy uj, koltséghatékony és automatizalhaté N-gli-
kan tisztitasi protokoll kifejlesztése volt, amin-funkcionalizalt magneses nano-

részecske (MNP) felhasznalasaval.
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A kisérletek sordn négy kiilonb6z6 amin-funkcionalizalt MNP-tipust vizs-
galtam, 0sszehasonlitva azok szérum eredeti N-glikdn megkotési hatékonysagat és
reprodukalhatosagat human mintdbdl. A mintaelOkészités soran a PNGase F en-
zimmel torténd N-glikan felszabaditast, prokainamiddal (ProA) torténo fluoresz-
cens kovette, majd a glikant a felesleges szennyezdkt6l MNP-alapti protokollokat
alkalmazva tavolitottam el. Ezt kovetSen ultranagyhatékonysagu folyadékkroma-
tografias elvalasztast fluoreszcens detektaldssal kombindlva (HILIC-UHPLC-FLD)
vizsgaltam a szérum eredet(i N-gllikdnokat. A fluoreszcens kromatogramon meg-
jelend csucsok integraldsaval kapott adatokat - mint intenzitas, relativ csucs alatti
teriilet szazalékos eloszlas (CAT%), fluoreszcens festékbdl szarmazo intenzitas
(SZFF) - hasznaltam fel a kiilonb6z6 MNP-alapti protokollok 6sszehasonlitasahoz.
A kutatds soran megallapitottam, hogy a NiFe,O,-NH, MNP kiemelkedé teljesit-
ményt nyujt a glikdnok megkotésében a tobbi ferrit-alapti MNP-vel szemben. Mind-
ezt alacsony szorasu CAT%-érték, magas glikancstcs-intenzitds, valamint alacsony
SZFF intenzitds tdmasztotta ald. Ezt az MNP-protokollt sikeres alkalmaztam egy
nagy mintaszamu sclerosis multiplex betegségre iranyuld teljes szérum N-glikan
analizis mintael6készitése sordn. A tovabbi optimalizalasi lépések az MNP-
protokoll automatizaldsanak céljabol valdsultak meg. Mivel a szaritott formaban
vizbe visszavett MNP-k gyors iilepedése pipettdzasi hibdkat okozhat, igy a
NiFe,O,-NH,; MNP-t megvizsgaltam koncentracid- és diszperzidfiiggés szempont-
jabol. A szedimentdciés problémdk megolddsdra a nanorészecskék glikolos
(NiFe;O4-NH; (G)) és vizes (NiFe,O4-NH, (V)) diszperzids kozegeit vizsgaltam. A
0,5 mg/ml koncentracidju NiFe,O4-NH; (V) MNP alkalmazdasaval kaptam a legjobb
eredményeket, amelyek feltilmultak a tobbi MNP-varianst és a kereskedelmi forga-
lomban kaphato centrifugdlis oszlopos készleteket is. Tovabba igazoltam, hogy az
MNP-alapt protokoll reprodukalhatdan integralhaté Hamilton MicroLab Prep fo-
lyadékkezeld platformra és elvégezhet6 az automatizalt N-glikdn mintaelSkészités,
ami nagyban megkonnyiti a tovabbi nagy mintaszdmu szérum N-glikozil4ciés ana-

liziseket.
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2. A dolgozat masik célkitlizése, harom kiilonb6z6 korkép - sclerosis multiplex
(SM), COVID-19 és akut vakbélgyulladas - teljes szérum N- glikozilaciés minta-
zatanak vizsgalatara iranyult.

Az eddigi irodalmi adatok kiegészitésével €s 11j szempontok bevezetésével
az SM esetében a mintdk nem szerinti csoportositasat, a COVID-19 kisérletben a
Pfizer BioNTech mRNS-alapt vakcindcio hatdsat vizsgaltam. A vakbélgyulladas
vizsgalatakor egyrészt els6ként végeztem N-glikozilacios elemzést, masrészt a min-
tacsoportok kialakitasaval célom az volt, hogy azonositsak egy olyan glikanalapa
biomarkert, amely képes megkiilonboztetni a valddi vakbélgyulladast a hasi fajda-
lom miatt felvett gyermekek diagndzisatol.

A kisérletekben a beteg mintakhoz nem és korban parositott kontroll minta-
kat valasztottam, illetve létrehoztam a kohortokon beliili mintacsoportokat. Az SM
esetében a mintdkat nemek szerint négy alcsoportba soroltam, mig a COVID-19
vizsgalatban a fert6zés és a Pfizer-BioNTech mRNS-alapt vakcinaci6 alapjan alaki-
tottam ki négy csoportot. A vakbélgyulladas kisérletsorozatban a kontrollok kozott
szerepelt egy alcsoport, akik normal CRP-érték mellett, de alhasi fajdalommal ke-
riiltek felvételre. A kisérletsorozat két részbdl allt, el6szor csak a kontroll és a beteg
mintacsoportokat hasonlitottam 6ssze, majd kivancsi voltam, hogy az N-glikdnmin-
tazat alapjan elkiiloniil-e az alhasi panaszokkal rendelkezd kontroll csoport is a vak-
bélgyulladdsos csoporttol vagy sem. Az elemzés sordn Osszehasonlitottam a vak-
bélgyulladasos (A), a normal kontroll (NK) és a hasi panaszokkal felvett (HK) cso-
portokat, hogy megallapitsam, az N-glikdnmintazat alapjan elkiilonithetdk-e.

A kisérletek mintael8készitésében az el6z6ekben bemutatott mintael6készi-
tési lépéskete végeztem el, azonban a COVID-19 és a vakbélgyulladds mintacsopor-
tokhoz amin-funkcionalizalt centrifugalis oszlopot alkalmaztam. Ennek oka, hogy
az optimalizalas és ezen betegségek N-glikozilacios elemzése egyidejiileg zajlott. A
HPLC-s elvalasztast kovetden kohortonként keriiltek azonositasra a glikan csticsok,
igy eltérd retencios idével azonositottam a kromatogramokon megjelend glikan cst-

csokat. Tovabba eltérd szamu glikoforma keriilt meghatdrozasra, viszont mind a
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harom kisérletben tobb mint 40 glikant detektaltam. A fluoreszcens kromatogram
integralasaval hataroztam meg az egyes glikdnok CAT% értékeit, majd azokat min-
tacsoportonként statisztikai elemzésekhez hasznaltam fel, majd az eredmények se-
gitségével allapitottam meg a betegségre jellemzd N-glikdnmintdzatot és a csopor-
tok kozotti kiillonbségeket.

Az SM jelenlegi diagnosztikai gyakorlata elsésorban a rutinszertien alkalma-
zott MRI vizsgalatra, valamint cerebrospinalis folyadékbol (CSF) kimutatott oligok-
lonalis IgG savok azonositasara épiil. Az irodalmi adatok alapjan azonban ez a di-
agnosztikai paletta hasznosan kiegészithetd lenne mind a szérum glikoproteinek,
koztiik az IgG, mind az emlitett CSF-ben talalhato oligoklonadlis IgG N-glikozildcios
mintdzatdnak vizsgalataval. Az értekezésben bemutatott eredmények arra utalnak,
hogy az SM-ben megfigyelt glikozildcids eltérések nemi specifitast mutatnak, kiilo-
nosen a fukozilacié osszefiiggésében. A fukozillt és mono-szializalt (FA2G251#16)
vagy nem szializalt (FA2#1) struktarak, szignifikdnsan csokkentek a SM_NG vizs-
galt mintacsoportban. Ezzel szemben az afukozilalt A2G251#21 és ennek fukozilalt
és biszektilalt GIcNAc-t tartalmazd parja (FA2BGS1#19) szignifikdns novekedést
mutatott. Ez a mintdzat arra utal, hogy a fukozilacié Osszességében csokken a
SM_N@G csoportban, ugyanakkor a biszektilalt GIcNAc jelenléte mddosithatja vagy
ellensulyozhatja ezt a valtozast. A fukozildlt N-glikanok rendkiviil jellemzdek az
IgG-re, ezért teljes szérum N-glikozildcié vizsgalatanal a fukozilacio jelentds valto-
zasa utalhat az IgG magfukozildcidjanak megvaltozasara is. A csokkent fukozildcio
gyakran a gyulladdsos mediatorok (pl. citokinek) altal kivaltott glikdn-bioszintézis
atprogramozodasanak kovetkezménye [11]. A biszektildcié autoimmun betegsé-
gekben, mint a sclerosis fokozhatja az immunvalaszt, ami magyarazhatja a biszek-
tilalt forma ardnyanak novekedését.

A COVID-19 esetében a korabbi tanulmanyok dontben a fert6zés sulyossa-
gaval, a betegség lefolyasaval és az akut immunvalasz jellemzdivel hoztadk Gssze-

fiiggésbe a fert6zéshez kapcsolddo N-glikozildcids valtozasokat, mig a vakcindcid
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onallé hatdsmechanizmusat és a posztinfekcids glikdAnmintazatok alakuldsat ke-
vésbé vizsgaltak. A dolgozatomban bemutatott eredmények alapjan a mRNS-alapu
vakcindcio és a fert6zés eltérd N-glikozildcios mintazatokat eredményezett. A szia-
lizacié mértéke és az fukozilacid er6s markernek bizonyult, amit LDA, boxplot-ana-
lizis és ROC gorbe elemzés is megerdsitett. A szializacié mértéke szoros Osszefiig-
gést mutatott a fertdzésen atesettek csoportjdban az oltottsdggal, ami feltételezi,
hogy a Pfizer-BioNTech mRNS-vakcina hatasara modosult a szérum N-glikdnmin-
tazat a nem fert6zott és nem oltott mintacsoportokhoz képest. A szializacios fok no-
vekedése az oltottsdg hatdsara valoszintileg a citokin fehérje altal megvaltozott a
glikan bioszintézisnek koszonhetd. Az interleukin-6, mint egy jelatvivé citokin fe-
hérje altal vezérelt akut fazisa valasz sordn fokozodik a szialil-transzferdz enzimek
expresszidja, amit COVID-19 fert6zés esetén a vakcindcio és a korabbi fert6zés im-
munologiai hatdsai egyiitt alakitottak ki [52]. Ez atfedésben van a korabban is ki-
mutatott teljes plazma N-glikdnmintazataban megfigyeltekkel, miszerint a COVID-
19 fert6zés sordn né az antennaritds aranya, f6ként az a2,6-szializalt glikanok ese-
tében, mikozben a biszekcid és a magfukozilacio csokken [57, 58]. A fukozilacio
COVID-19 fert6zéssel valo Osszefiiggése csak az oltott mintacsoportokban volt meg-
figyelhet: az A2G252#21 (afukozildlt) a Covid+Oltds+ csoportot, mig az
FA2G252#23 (fukozilalt) a Covid-Oltds+ csoportot jellemezte. A fukozilacio és afu-
kozilacié ellentétes iranyt valtozasa arra utal, hogy fukozil-transzferaz enzimek
expresszidja megvaltozott a Pfizer-BioNTech mRNS-vakcina hatdsdra, a fert6zésen
atesettek korében. A szializacid és a fukozilacié markerként kiilonithette el a cso-
portokat, ami a vakcina immunoldgiai hatdsanak glikanszint kovetkezményeire
utal. Eredményeim hozzajarulhatnak ahhoz, hogy a jovében a glikanprofilok a vak-
cindcids valasz és a fert6zés lefolyasanak biomarkereiként szolgaljanak.

Irodalmi adatok szerint akut gyulladds soran szdmos majban termel6d6 akut
tazisfehérje, mint példaul az al-savanyu glikoprotein vagy az al-antitripszin, kife-

jezett N-glikozilacids valtozasokat mutat, kiilonosen a szidlsavas di-antennds struk-
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tardk megjelenésének fokozodasa jellemz6. Ez 6sszhangban van a jelen vizsgalat-
ban megfigyelt di- és tri-szializalt glikanok aranyanak novekedésével, ami a vak-
bélgyulladas akut gyulladésos jellegét tdmasztja ald. A gyermekpopulédcioban vég-
zett vizsgalatok er6s diagnosztikai potencidlt mutattak. Az A2G251#19,
A2BG352#31, A2G252#25 és A3G3S3#34 glikanok erdsen korrelaltak a betegség je-
lenlétével. A mono-szializalt (A2G2S1#19) és biszektilalt (A2BG3S2#31) strukturak
szintje csokkent, mig a di- és tri-szializalt glikdnoké (A2G252#25, A3G353#34) emel-
kedett az appendicitisben. A semleges glikanok alacsonyabb szintje és a szializalt
struktardk magasabb ardnya jelentdsen hozzajarult a vakbélgyulladasos betegek és
kontrollok elkiilonitéséhez. Az A2G251#19 CAT%>0,44 és A3G3S34#34 CAT%<0,25
kiiszobértékek egyiittes alkalmazasa magas megbizhatosaggal azonositotta a vak-
bélgyulladasos eseteket. A laborparaméterekkel (CRP, WBC, ANC) kombinaltan az
A3G3S34#34 kivalo prediktiv teljesitményt mutatott. A vakbélgyulladdsban megfi-
gyelt magasabb szializacios fok 0sszhangban van a gyulladas hatdsara termel6dott
citokinek glikozildcidra mért hatasaval [48]. A citokinek tultermel6dése miatt szia-
lil-transzferaz enzimek fokozottan expresszalddnak, igy a glikdnok inkabb maga-
sabb foku szializaciot kapnak, mikozben példaul a biszekcio, fukozilacié visszaszo-
rul [12]. Ez az N-glikdnmintdzat az akut fazisfehérjékre szintén jellemzé [44].
Osszességében a napjaink egyik glikan analitika részeként kezelt mintaeld-
készités kihivasaira kifejlesztett MNP-alapi mddszer egy gyorsabb, egyszer(ibb és
koltséghatékonyabb alternativat kindl a hagyomanyos technikakkal szemben, lehe-
tévé téve a koncentracios lépések minimalizalasat és a mérési pontossag novelését.
Tovabba a teljes szérum N-glikozilaciora iranyuld vizsgalatok eredményei rdmutat-
tak arra, hogy a glikozilaciés mintdzatokban egyértelmi eltérések figyelhet6k meg
a kiilonboz6 betegségek és az egészséges kontroll csoportok kozott, amelyek fontos
informacioval szolgalhatnak a betegségek patomechanizmusanak megértéséhez és
potencidlis kiegészitd diagnosztikai lehetdségeket nyujthatnak. Biomarker fejlesz-

tés: szializacid és fukozilacid szintje haszndlhato lehet a sclerosis multiplex nem-
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speicifikus diagnozisara, a vakcinacié hatékonysaganak vagy a fert6zés lezajlasa-

nak nyomon kovetésére vagy az akut heveny gyulladas és egy kronikus alhasi faj-

dalom elkiilonitésére. Klinikai gyakorlat: hosszabb tavon akér személyre szabott

vakcindcids stratégidk kialakitasat is tdimogathatja.

5. tablazat: Teljes szérum N-glikozildcids profilok betegségenként - dsszefoglald dttekintés

Betegség Glikoforma Valtozas Valtozas jelent6sége
A fukozilacié szignifikans
csokkenése a neutralisabb cukrok-
Fukozilacié csokkenés
nal volt megfigyelhetd, amik nagy
(FA2G2S1#16, FA2#1)
szazalékban az IgG-rdl
szarmaznak, igy akar gyulladasos
sclerosis multiplex mediatorok (pl. citokinek) hatasara
Afukozilacié bekovetkezd glikanbioszintézis-
(A2G2S1#21) atprogramozddas eredménye le-
novekedés
Biszektilalt GIlcNAc het. A biszektilacié autoimmun be-
(FA2BGS1#19) tegségekben fokozhatja az immun-
valasz kialakulasat.
cskkends A fukozilacio és afukozilacio
Fukozilacié ‘ IS Lok
(minden csoporthoz képest aranyeltolédasat az oltas és a
(FA2G232#23) C+O+ csoportban) fert6zés egyiitt modosithatja a fu-
kozil-transzferaz enzimek
miikodését.
COVID-19
Szializacié szialsavak szama Osszefiigg A szializdcio ndvekedése a citokin
. | fehérje altal vezérelt akut fazist
(A2G2S1#13, A2G252#21,| a C+O+ csoportban vald
A3G353#38) szazalékos novekedéssel vdlaszhoz kapesolodik, amely fok-
ozza a szialil-transzferaz enzimek
expresszidjat.
A szializaciés fok novekedése és a
biszektilalt GIcNAc csokkenése az
Szializacié mono-szializaltsag és bisze-
akut fazisu, citokin vezérelt
akut (A2G251#19, kcid csokkenés,
glikozilacids atrendezddésre utal,
vakbélgyulladas A2BG352431, di-és tri-szializaltsag
amelyben a glikdnok inkdbb maga-
A2G2524#25, A3G3S53434) novekedés

sabb foku szializaciot kapnak,

mikdzben a biszekcid visszaszorul
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6. Uj tudomanyos eredmények

1.

Megallapitottam, hogy az tjonnan fejlesztett magneses nanorészecske-alapu
N-glikan tisztitasi protokoll reprodukalhatéan alkalmazhat6 glikoanalitikai
mintael6készitésben glikan megkotésre, amely automatizalhato protokollt is
jelent egyben. Gyorsabb, egyszer(ibb és automatizalhat¢ alternativat nyujt a ha-
gyomanyos kromatografids és szilard fazisu extrakcids mddszerekhez képest,
minimalizalva a koncentracios lépések sziikségességét és novelve a mérési pon-

tossagot.

Osszehasonlitottam négy kiilonb6z6 amin-funkcionalizalt magneses nanoré-
szecske (MNP) teljesitményét, és megallapitottam, hogy a NiFe,O4-NH, tipus
kiemelkedd glikan-specifikus kotési hatékonysaggal, alacsony szdérasu CAT%-
értékekkel, magas csucsintenzitassal és hatékony festékeltavolitassal rendelke-

zik.

Optimalizaltam a NiFe,O,-NH, MNP koncentracidjat, diszperzios kozegét és
elucios feltételeit, és igazoltam, hogy a 0,5 mg/ml koncentracidju, vizes kozegli
alkalmazas nyujtja a legjobb teljesitményt, feliilmulva a kereskedelmi centrifu-

galis amin-és amid-funkcionalizalt oszlopos készleteket is.

Megallapitottam, hogy a sclerosis multiplex betegségben a nem szerinti cso-
portositas befolyasolja a teljes szérum N-glikan specifikus mintazatat és ki-
mutattam, hogy a fukozildcio és szializaciéo mértéke, valamint ezek kapcsolata

nemi specifitdst mutat.

Megallapitottam, hogy a COVID-19 fert6zés esetében a fert6zés és a Pfizer-
BioNTech mRNS-alapu vakcinacio eltérd N-glikozilaciés mintazatokat ered-
ményez. A szializacid mértékét a fertdzés és az oltottsag egyiitt novelte, mig a
fukozilaciéo mértékét csak az oltott betegek kozott befolyasolta a COVID-19 fer-

t6zésen valo atesettség.
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6. Akut vakbélgyulladas gyermekpopulacioban els6ként tortént a teljes szérum
N-glikdanmintazat feltérképezése, mely soran megallapitottam olyan mono-, di-
és tri-szializalt glikanstrukturakat, valamint kiiszobértékeket, amelyek magas
megbizhatdsaggal kiilonitik el a vakbélgyulladassal diagnosztizalt betegek és
egészséges kontrollok, valamint hasi fajdalommal diagnosztizalt betegek cso-

portjait egymastol.

A bemutatott Gj tudomanyos eredmények hozzajarulnak a glikozilacio és a mag-
neses nanorészecskék alkalmazasanak megértéséhez, és potencidlisan j leheto-

ségeket nyujtanak a diagnosztikai és terapids stratégidk fejlesztésében.

Kerpely Antal Anyagtudomdnyok és Technoldgiak Doktori Iskola - 82



Dojcsdak Dalma PhD értekezlet Summary

7. Summary

Protein glycosylation is a critical post-translational modification reportedly
altered in a wide range of pathological conditions including cancer and
inflammation. Inflammatory immune responses are the mixtures of altered syste-
mic physiological and biochemical processes. Pro-inflammatory cytokines can mo-
dulate the expression levels of glycosyl-transferases impacting on the biosynthesis
of glycan chains resulting in altered glycosylation patterns on the glycoproteins.
The importance of sialylation, fucosylation, galactosylation and terminal bisecting
N-acetyl-glucosamine is identified in multiple immune reactions such as antibody-
dependent cell-mediated cytotoxicity, complement activation and affinity to Fcy re-
ceptors. Alterations of N-glycosylation were found to be associated with metabolic
health, inflammatory markers and correlating with CRP. The analysis of the altered
glycosylation patterns may improve the detection of inflammation in combination
with current diagnostic methods. Due to the complexity and low abundance of
glycan structures, their analysis requires high-resolution separation methods
mostly liquid chromatography and capillary electrophoresis with fluorescence or
mass-spectrometric detection.

This research had two primary aims, discussed in two main sections of the
dissertation.
1. Development of an efficient, reproducible, and automatable N-glycan purifica-
tion protocol using magnetic nanoparticles (MNPs).
2. The other goal of the study was to explore total serum N-glycosylation patterns
in three different pathological conditioned inflammatory diseases - multiple sclero-
sis, COVID-19 and acute appendicitis.

In all experiment the glycans were released from serum samples PNGase F
digestion followed by ProA fluorescence labeling, then a MNP-or functionalized
centrifugal spin column-based enrichment. The prepared samples were analyzed

by hydrophilic interaction based liquid chromatography coupled with fluorescence
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detection and mass spectrometry (HILIC-UHPLC-FLD-MS). In order to quantify the
relative area percentage under the curve (CAT%) or intensity, the individual glycan
peaks integrated on the fluorescence chromatograms and confirmed by their [m/z]*
values from mass spectra.

During the optimization of MNP-based glycan purification protocol, four dif-
ferent amine-functionalized MNP types were compared in terms of glycan binding
efficiency and reproducibility. Among these, NiFe,O,-NH, MNPs demonstrated su-
perior performance, supported by their low coefficient of variation in CAT% values,
high glycan peak intensities, and effective dye removal. Additionally, these findings
were confirmed by applying the MNP-based protocol for high-throughput serum
N-glycan analysis in multiple sclerosis samples. Further optimization identified the
influence of MNP concentration and dispersion medium, as well as the efficiency of
two elution buffers. The best performance was achieved with NiFe,O,-NH; MNPs
at a concentration of 0.5 mg/ml in an aqueous medium, outperforming the other
MNP variants and commercially available centrifugal column kits. This protocol
was implemented into an automated platform with a Hamilton Microlab Prep
Liquid Handler.

Investigation of total serum N-glycosylation patterns in three inflammatory
diseases - multiple sclerosis (MS), COVID-19, and acute appendicitis - introducing
new analytical perspectives and complementing existing literature data.

1. For MS, samples were analyzed in a gender-stratified manner. The current
diagnostic practice for MS mainly relies on MRI and the detection of oligoclonal IgG
bands in cerebrospinal fluid (CSF). The results presented in the thesis indicate that
glycosylation alterations in MS show gender-specific patterns, particularly in the
relationship between fucosylation and sialylation. Fucosylated and mono-sialylated
or non-sialylated structures were significantly decreased, while afucosylated and its

fucosylated, bisected counterpart were significantly increased in the MS_Female

group.
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2. In COVID-19, previous studies have mainly focused on associations bet-
ween N-glycosylation changes and disease severity, progression, and acute im-
mune responses, while the independent impact of vaccination and post-infection
glycan patterns has been less investigated. Here, mRNA vaccination and SARS-
CoV-2 infection resulted in distinct N-glycosylation patterns. Fucosylation and deg-
ree of sialylation emerged as the most characteristic marker. The afucosylated, di-
sialylated structure was elevated in the Covid+Vaccinated+ group, whereas its fu-
cosylated counterpart was decreased, indicating a biosynthetic link between fu-
cosylated and afucosylated forms. The afucosylation reliably characterized the
Covid+Vaccinated+ group, while the fucosylation identified the Covid-Vaccinated+
group by ROC analysis (AUC>0.7). Sialylation levels were strongly associated with
vaccination, particularly among previously infected individuals, supporting the
conclusion that the Pfizer-BioNTech mRNA vaccine modulates serum N-glycan

profiles compared to uninfected, unvaccinated controls.

3. In acute appendicitis, literature data indicate that several liver-synthesized
acute-phase proteins, such as al-acid glycoprotein and al-antitrypsin, undergo
pronounced N-glycosylation changes, particularly an increased presence of sialy-
lated di-antennary structures during acute inflammation. Consistent with this, the
present study found elevated proportions of di,-and tri-sialylated glycans in acute
appendicitis, supporting its acute inflammatory nature. This work represents the
first mapping of total serum N-glycosylation patterns in a pediatric appendicitis
cohort, revealing strong diagnostic potential. Some of the main mono,-di-and tri-
sialylated glycans showed strong correlations with disease presence. Mono-sialy-
lated and bisected structures decreased, while the di- and tri-sialylated structures
increased in appendicitis. Lower levels of neutral glycans and higher levels of sialy-

lated structures contributed to clear separation of patient and control groups.
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In conclusion, the MNP-based method developed in this dissertation provi-
des a faster, simpler, and automatable alternative to conventional glycan purifica-
tion techniques, enabling minimization of concentration steps and improving meas-
urement accuracy. Furthermore, the analysis of total serum N-glycosylation pat-
terns revealed clear disease-specific alterations across the three inflammatory con-
ditions, offering valuable insights into their pathomechanisms and demonstrating

potential as complementary diagnostic biomarkers.
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Mellékletek

1. szama melléklet: Amin-funkcionalizalt magneses nanorészecske
osszehasonlitas N-glikan megkotési hatékonysaganak szempontja-
bol

A magneses nanorészecskék karakterizaciojat Dr. Vanyorek Laszl6 munka-
csoportjaval végeztiik el. A vizsgalt nanorészecskék méretét és morfoldgiajat transz-
misszios elektron mikroszkop (TEM) felvételek mutatjak, ami alapjan szférikus mor-
fologiat tulajdonithatunk a részecskéknek (1. szamu melléklet 1. abra (a-d)). Nagy-Fel-
bontast TEM (HRTEM) felvételen jol lathatok a racssikok, a 4,7 nm, 5,3 nm, 7,6 nm je-
16lésekkel. Rontgendiffrakcids (XRD) mérésekkel megallapitottuk a racssik-tavolsagot
(d-spacing) értéket angstrom (A) mértékegységben kifejezve (1. szamu melléklet 1.
abra f tablazatanak d oszlopa). A mért racssik-tavolsag értékek 1,5-4,9 A kdz6tt mo-
zognak, és jol megfeleltethetdk a (111), (220), (311) és (400) értékekkel jelolt kristaly-
sikoknak, amelyek a magneses oxidokra, mint példaul magnetitre jellemzdek. A
XRD minta gytrai megerdsitik a kristalyos szerkezetet, és azonosithatok a diffrak-
cids sikokhoz tartozé tavolsagok alapjan. A magneses részecskék felszini funkcids
csoportjainak azonositasa FTIR spektroszkopiaval tortént, aminek eredményét és rész-
letes leirasat az 1. szamu melléklet 2. abrdja szemlélteti. Az FTIR spektrumokon a fer-
ritek esetében szén-tartalmu funkcids csoportok voltak azonosithatok, amelyek az
adszorbealt etanolaminbdl és etilénglikolbdl szarmaznak. Ezért CHNS elemzést vé-
geztlink a szén- és nitrogéntartalom pontos meghatarozasara (1. szamu melléklet 1.
tablazat). A magneses részecskék széntartalma 1,7-€s 6,4 (m/m)% kozott valtozott.
A legalacsonyabb széntartalmat a mangan-ferrit mintaban (1,7 (m/m)%), mig a leg-
magasabb a magnézium-és nikkel-ferritek esetében volt tapasztalhatd (6,4-és
6,3 (m/m)%). A nitrogéntartalom a nikkel-ferrit mintaban volt legmagasabban, pon-
tosan 1,4 (m/m)% volt kimutathat6, ami amin-funkcios csoportok jelenlétére utal.
Ezek egyben aldtdmasztjak azokat az eredményeket, miszerint a NiFe,O,-NH,; MNP

volt a leghatékonyabb a glikdn tisztitas alkalmazdasara, ami a ferritek amin-csoportja
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és a glikanok hidroxil-csoportja kozott 1étrejovo kotés révén tud megvalosulni. En-

nek alatdmasztasara a tovabbiakban bemutatott eredmények szolgalnak.

d (&)
4.9
3.0
2.6
2.1
1.7
1.6
1.5

A U B D WN R
A P, N O R N BR|xX

1. abra_1. sz. melléklet: TEM felvétel a CoFe2O+NH: (a), NiFe2O+-NH: (b), MgFe20s-
NH: (¢) MnFe:04-NH: (d) nanorészecskékrdl és a NiFe:Os nanorészecskének az elektron
rontgendiffrakcios mintdzata (XRD) (e), illetve a mért rdcssik-tdvolsdg (d-spacing) értéke

dngstrom ben (A) megadova ().

A B

111)
(220)
(311)

- (400)
(422)
(511)
(440)

~vM-O
~vC-0
vC-N
BO-H
~--vN-H
vsCH
vasCH

- N-H/OH

- /!
'
'
'
'

MnFe:O.-NH: @

MgFezO4-NH2

NiFe:O.-NH:

Abszorbancia (a.u.)
Intenzitas (cp

T S B B 1
50 60 70

Diffrakcids szog 20 (°)

vV i N T il CoFe:0:-NH:

soo T 6o so0 T 1o 1300 Taso 77 280 T a0 a0 | aeo  ssoo

500 1000 1500 3000 3500 4000 10 20 30 40
Hulldmhossz (cm')

2. abra_1. sz. melléklet: Amin-funkcionalizdlt ferrit alapii migneses nanorészecskék FTIR
(A) és XRD (B) analizisének eredménye.
A, dbra részletes magyardzata: A fém-oxid (vM-O) spindlis szerkezetében kotodo rezgések

dltal 2 sdvot azonositottunk: a tetrahedrdilis complexhez vald kotédést 500 cm™ - 600 cm™
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hullamhosszon, mig az oktahedrilis komplexhez valo kotodést 400 cm™ - 450 cm™ hullam-
hosszon értékeltiik. A savok az alabbi hullamhosszokon rendelhetok a Fe3*—O? A-rdcsszerke-
zet rezgéseihez: 581 cm™ (NiFe:O+NH:), 586 cm™ (MnFe:04+-NHz), 567 cm™t (MgFe:04-
NH:) és 595 cm? (CoFe204-NHz). A spektrumokon 800 cm™ és 900 cm™ kozdtt megjelend
sdv az etilén glikolrol szarmazo alkohol csoport vC-O kitési rezgését jelenti. A ferritek felii-
letén adszorbedlédo etanolamin molekuldkbdl szirmazé NH: funkcids csoportok (vC-N)
1050 cmés 1630 cm™* hullamhossz kozott jelennek meg. Az alacsony intenzitdsii savok 1370
cmt és 1410 cm* hulldmhosszon hidroxil csoportokat jelezhet (BOH). Az alifds és aromds C-
H kotésekbdl szarmazo szimmetrikus és asszimmetrikus kotési rezgések két apro rezgésként
jelentkeznek 2850 cm™* and 2930 cm™* hulldmhossz kériil. Ezek a sdvok a részecskék feliiletén
lévo etilénglikol és etanol-amin szdrmazékok kovetkezményei lehetnek. 3000 cm™ - 3750 cm
Ukozotti adszorpcios savok hidroxil és amin csoportoknak a kotési rezgéseit jelentik. B, dbra
részletes magyarazata: a 4 amin funkcionalizalt ferrit nanorészecske XRD analizise sordn 7
reflexids csticsot 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 alditdmasztjik a CoFe:0s, NiFe2Os,
MgFe:04 és MnFe:0s spinellszerkezetének jelenlétét (PDF 22-1086;, PDF: 54-0964; PDF
36-0398 és PDF 74-2403).

1. tablazat_1. sz. melléklet: A ferrit nanorészecskék széntartalma, fajlagos feliilete és dt-

lagos részecskemérete (XRD alapjan).

NiFe:0s-NH: MnFe:0+-NH2MgFe204s-NH: CoFe204+-NH:
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) 6+2 8+1 6+1 4+2

2. tablazat_1. sz. melléklet: N-glikin mintaeldkészitésben alkalmazott pufferek, oldatok

elkészitése, feltiintetve az adott puffer alkalmazisi teriiletével

Puffer neve Elkészités, recept Alkalmazasi teriilet
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95 (v/v)% ACN

95/15 (v/v)%-0s ACN/50 mM ammoénium-
formiat (pH 4,4) puffer elkészitése 11

végtérfogatra

MNP-protokoll és
MonoSpin oszlopos
protokoll moso

puffer

150 mM
ammonium-

formiat puffer

9,46 g ammonium-formiatot 800 ml Milli-
Q vizben oldottam, majd a pH-t 4,4 értékre
allitottam LC-MS mindséga 25 (v/v)%-os
oldattal (kb. 4 ml) és

kiegészitettem a végtérfogatot 1 l-re.

Ammonia

MonoSpin oszlopos
készlet és MNP-
protokoll eltcids

puffere

1 (v/v)% hang-

yasav puffer

400 ml Milli-Q vizbe 5 ml formiat savat
adtam, kevertettem majd kiegészitettem a

végtérfogatot 500 ml-re.

MonoSpin oszlopos
készlet elticios

pufferl

50 mM
ammonium-
formiat (pH 4,4)
puffer

1,886 ml LC-MS mindségli hangyasavat
adtam 800 ml Milli-Q vizhez, majd LC-MS
mindségli 25 (v/v)%-0s Ammonia oldattal
(kb. 4 ml) beéllitottam az oldat pH-jat 4,4
értékre Végtérfogatot kiegészitetttem 1 1-

re.

HILIC-UHPLC

elvalasztas puffere

3. tabldzat_1. sz. melléklet: Az automatizildsi parancsok sorrendje a Hamilton MicroLab

Prep szoftver alapjin

—

. 180 ul MNP-oldat kimérése a PCR-plate-be (3. szamu melléklet, 3. oldal)

2. 170 pl 100%-0s AcN hozzaadasa a PCR-plate cukormintdkat tartalmazo po-

ziciokba (3. szamu melléklet, 4. oldal)

AL .

PCR-plate magnesre helyezése és 1 perc varakozas
MNP-oldatrol 180 pl feliiltszo eltavolitasa

PCR-plate magneses allvanyrol vald levétele

(3. szamu melléklet 4. oldal)

7. 1 perc varakozas

8. PCR-plate magnesre helyezése és 1 perc varakozas

9. MNP-oldatrodl 200 pl feliiltszo eltavolitasa

200 pl AcN-ben oldott cukorminta atmérése az MNP-t tartalmazd pozicidkba
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10.
11.

12.
13.
14.
15.
16.

17.
18.
19.

PCR-plate méagneses allvanyrdl valo levétele

200 pl Moso oldat (90% AcN) hozzaadadsa az MNP-t tartalmazo pozicidkba
(3. szamu melléklet 5. oldal)

1 perc varakozas

PCR-plate magnesre helyezése és 1 perc varakozas

MNP-oldatrdl 200 pl feliiltiszo eltavolitdsa

PCR-plate magneses allvanyrol vald levétele

50 pl Elucids puffer (150 mM ammonium-formiat, pH 4,4) hozzaadasa az
MNP-t tartalmazo pozicidkba (3. szamu melléklet 5. oldal)

1 perc varakozas

PCR-plate magnesre helyezése és 1 perc varakozas

MNP-oldatrdl 50 pl eludtum atmérése 4j poziciokba a PCR-plate-n beliil (3.

szamu melléklet 5-6. oldal)
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4. tablazat_1. sz. melléklet: Az amin-funkcionalizdlt migneses nanorészecskék (MNP)

négy kiilonbozo tipusanak glikanok tisztitdsdra valo alkalmassaganak értékelése a kromato-

gramok integrdldsa alapjin meghatdrozott csiicsintenzitisok dsszehasonlitisa alapjin

MNP Csticsintenzitas [EU] atlaga + szdrés
Csucs
heve CoFe204-NH:2 MnFe20:-NH2 MgFe:04+-NH: NiFe:04+-NH:
SZFF 170912228 + 8051808 145035157 + 34129061 123834574 + 46053024 42666161 + 21733705

#1 1076225 + 388632 2011286 + 776723 1488929 + 358973 1871810 + 567129
#2 346055 + 122374 667821 + 293825 409171 + 109616 577786 + 133721
#3 197078 + 73656 393405 + 160372 270611 + 67410 353963 + 99937
#4 1412119 £ 529646 2906959 + 1227072 2025505 + 525093 2808804 + 833879
#5 733035 + 279993 1523226 + 617815 1089757 + 286693 1513613 + 462393
#6 348885 + 135696 746539 + 325931 510533 + 134548 702254 + 199754
#7 366679 + 140442 795842 + 384352 426337 + 154327 688737 + 191067
#8 654258 + 250188 1339885 + 629867 837804 + 290238 1153784 + 322047
#9 1594039 + 590268 3671701 + 1543820 2473712 + 715962 3682897 + 1085984
#10 299894 + 109943 713629 + 346287 451930 + 145059 658237 + 170003
#11 177804 + 60115 501028 + 215537 350201 £ 117728 507067 + 126810
#12 2790017 + 787891 7501270 + 3340854 4957145 + 1686693 7168564 + 1667053
#13 1227146 + 324703 3533256 + 1522058 2309612 + 758693 3486828 + 890919
#14 665024 + 177493 2027547 + 914197 1402285 + 460232 2114826 + 434781
#15 7030588 + 1830971 22252050 + 9596691 15204422 + 4995758 22566174 + 4425907
#16 285756 + 89471 879107 + 415907 573092 + 217343 838478 + 194729
#17 713800 + 182424 2409167 + 1095033 1542111 + 537342 2335683 + 493367
#18 343177 £ 90600 1203944 + 565939 764588 + 281191 1143452 + 236115
#19 513331 + 145385 1657894 + 746579 1109910 + 438758 1540201 + 340351
#20 351917 + 108672 1160078 + 521805 780791 + 314024 1086226 + 222422
#21 222214 + 72646 750744 + 351136 504036 + 218304 680463 + 142551
#22 109776 + 44616 457435 + 226878 312435 + 137234 415631 + 73893
#23 914202 + 285663 3586834 + 1540237 2359251 + 839701 3395752 + 631124
#24 110445 + 45587 454517 + 225260 306532 + 143877 404610 = 73800
#25 372750 + 129092 1528878 + 664882 992303 + 370737 1462530 + 252058
#26 507279 + 167057 2044179 + 890543 1331530 + 492848 1925727 + 354538
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2. szamu melléklet: Teljes szérum N-glikozilacios vizsgalatok kiilon-

b6z06 patologiai gyulladasos folyamatokban

1. tablazat_2. sz. melléklet: Sclerosis multiplex és kontroll mintacsoportok TSNG analizis
statisztikai eredményei.

Glikanstruktiira neve#x [Elméleti m/z]** (#x: glikdn csiics sorszama a fluoreszcens kromato-
gramon), retencios idd [perc], dtlag CAT% -és standard devidcié mintacsoportonként,
Shapiro-Wilk normalitds teszt beteg és kontroll csoportra osztva nézve (konfidencia-inter-
vallum: 95%), Kruskal-Wallis szignifikdns kiilonbségek keresésére: kontroll és sclerosis mul-
tiplex mintacsoportok dsszehasonlitdsa nemek szerinti csoportositisban (konfidencia-inter-

vallum: 95%, p=0,05).

Reten-
; ; ; ; Kruskal-
Glikanstruktira | ciés | Atlag Atlag Atlag Atlag Shapiro-Wilk
Std. Std. Std. Std. Wallis teszt
neve#x id6 |CAT% CAT% CAT% CAT% Normalitis
dev. dev. dev. dev. (*p<0,05
[Elméleti m/z]** | [min] | (C_F) (C_N) (SM_F) (SM_N) teszt
**p<0,01;)
#x
FA2#1 16,07
3,88 | 1,26 3,41 1,13 | 367 | 1,40 | 2,83 | 098 0,043 *0,04
[841,94]2 #1
M542 17,29
0,97 | 0,20 1,00 026 | 087 | 016 | 1,15 | 0,33 0,000 *0,04
[727,89]2 #2
FA2B#3 17,55
0,89 | 0,30 0,88 030 | 086 | 022 | 082 | 0,27 0,003 0,82
[943,48]> #3
FA2(6)G1#4 19,04
365 | 1,15 3,60 0,77 | 345 | 1,10 | 3,11 | 0,77 0,065 0,24
[922,97]2 #4
FA2(3)G1#5 19,47
1,74 047 1,61 041 1,49 0,61 1,42 0,41 0,129 0,27
[922,97]2 #5
FA2(6)BG1#6 20,14
092 | 0,19 1,03 020 | 097 | 026 | 1,05 | 0,24 0,560 0,42
[1024,51]2 #6
FA2(3)BG1#7 20,56
034 | 0,12 0,30 0,13 | 027 | 006 | 031 | 0,10 0,322 0,33
[1024,51]2 #7
Me6#8 20,64
0,93 | 0,20 0,98 030 | 089 | 024 | 1,22 | 0,39 0,001 *0,02
[808,91]2 #8
A2G2#9 20,94
091 | 0,14 0,96 014 | 1,02 | 008 | 1,12 | 0,13 0,303 **0,01
[930,97]2 #9
FA2G2#10 22,27
321 | 1,01 3,52 1,02 | 29 | 082 | 3,13 | 0,86 0,127 0,58
[1003,92] > #10
FA2BG2#11 22,98 | 0,71 0,18 0,76 0,18 0,76 0,18 1,10 0,24 0,029 **0,01
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[1105,53]2* #11
FA2BFGI1412 23,43
1,16 0,16 1,10 0,19 1,00 0,25 0,91 0,18 0,776 **0,01
[1097,46]2 #12
A2G2S51#13 24,57
2,77 0,32 2,78 0,24 3,09 0,66 3,21 0,44 0,002 **0,01
[1076,51] > #13
A2G2S514#14 24,74
8,44 0,80 8,31 0,57 8,79 0,85 8,88 0,85 0,385 *0,06
[1076,51]2 #14
25,80
nem azonositott 1,36 0,39 1,36 0,40 1,25 0,37 1,37 0,47 0,112 1,00
#15
FA2G2S1#16 25,89
3,46 0,65 3,49 0,81 3,00 0,98 2,95 0,69 0,029 *0,05
[1149,54]2 #16
FA2G2S2#17 26,59
0,68 0,13 0,65 0,21 0,78 0,15 0,72 0,16 0,859 0,13
[1295,09]2 #17
A2G2S2#18 26,78
2,61 0,79 2,66 0,90 1,82 0,62 1,72 0,41 0,000 **0,01
[1222,06]2 #18
FA2BG2S1#19 26,90
2,85 0,58 3,21 0,72 3,42 0,58 4,07 0,96 0,398 **0,01
[1251,01]2 #19
FA2G2S2#20 27,86
0,44 0,05 0,40 0,06 0,42 0,04 0,38 0,07 0,177 0,06
[1295,09]2 #20
A2G2S2#21 28,23
31,11 | 242 30,98 244 | 3243 | 3,18 | 32,17 | 285 0,019 0,13
[1222,06]2 #21
A2G252#22 28,45
0,65 0,25 0,56 0,08 0,46 0,05 0,39 0,10 0,000 **0,01
[1222,06]2 #22
FA2G2S52423 28,98
1,58 0,19 1,50 0,22 1,56 0,46 1,30 0,55 0,005 *0,03
[1295,09]2 #23
FA2G252424 29,24
3,80 0,66 3,25 0,68 3,71 0,92 3,44 0,63 0,162 0,12
[1295,09]2 #24
FA2BG2S2#25 29,70
2,00 0,55 1,92 0,46 1,96 0,94 1,75 0,51 0,002 0,51
[1396,55]2 #25
nem azonositott | 30,05
1,60 0,46 1,81 0,42 1,66 0,54 1,86 041 0,995 0,37
#26
A3G3S2#27 31,18
0,93 0,19 1,01 0,24 0,93 0,26 1,01 0,24 0,006 0,61
[1404,55]2 #27
A3G352#28 31,26
0,47 0,08 0,52 0,15 0,42 0,11 0,54 0,11 0,004 *0,03
[1404,55]2 #28
FA3G3S52#29 31,52
0,66 0,22 0,57 0,23 0,86 0,33 0,76 0,36 0,012 *0,04
[1477,65]2 #29
FA3G3S52#30 31,82
0,78 0,20 0,83 0,18 0,72 0,25 0,79 0,19 0,315 0,47
[1477,65]2 #30
A4G4S3#31 32,68
0,26 0,14 0,23 0,13 0,29 0,17 0,28 0,16 0,054 0,84
[1732,74]2 #31
A3G353#32 3291 | 492 1,28 5,64 1,41 4,55 1,62 4,93 1,53 0,911 0,25
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[1550,17]2 #32
FA4G3S2#33 | 3321
083 | 015 | 084 | 011 | 089 | 0,17 | 0,88 | 0,13 0,565 0,67
[1579,12]2 #33
FA3G3S3#34 | 33,64
046 | 0,16 | 048 | 016 | 042 | 0,14 | 045 | 0,20 0,000 0,72
[1623,20]2 #34
A3G353435 34,11
165 | 030 | 1,9 | 062 | 1,54 | 063 | 1,75 | 047 0,142 0,43
[1550,18] 2 #35
FA3G3S3#36 | 3421
280 | 094 | 244 | 093 | 312 | 147 | 272 | 1,31 0,015 0,52
[1623,20]2 #36
A4G4S2437 34,59
083 | 024 | 08 | 014 | 094 | 035 | 1,01 | 0,19 0,491 0,01
[1587,19]2 #37
A4G453438 35,66
062 | 012 | 063 | 011 | 062 | 0,11 | 0,60 | 0,15 0,608 0,73
[1732,74]> #38
A4G454#39 36,07
058 | 024 | 060 | 018 | 063 | 027 | 056 | 0,19 0,058 0,62
[1878,21]2 #39
36,78
nem azonositott 022 | 0,06 | 022 | 004 | 020 | 006 | 0,19 | 007 0,019 0,08
#40
A4G4S4#41 36,95
055 | 017 | 053 | 011 | 052 | 015 | 047 | 011 0,137 0,22
[1878,21]2 #4a1
A4G4S4#42 37,10
032 | 0,09 | 020 | 007 | 035 | 0,11 | 031 | 0,09 0,574 0,41
[1878,21]2 #42
FA4G4S3#43 | 37,99
048 | 0,13 | 039 | 013 | 046 | 0,16 | 040 | 0,19 0,387 0,22
[1805,69]2 #43

2. tablazat_2. sz. melléklet: COVID-19 kohorton elvégzett TSNG analizis statisztikai
eredményei.

Glikanstruktiira neve#x [Elméleti m/z]* (#x: glikan csiics sorszama a fluoreszcens kromato-
gramon), retencios ido [perc], dtlag CAT% -és standard devidcio mintacsoportonként,
Shapiro-Wilk normalitds teszt beteg és kontroll csoportra osztva nézve (konfidencia-inter-
vallum: 95%), Kruskal-Wallis teszt szignifikancia szintjei (konfidencia-intervallum: 95%,
p=0,05). C-O-: Covid-Oltis- mintacsoport; C-O+: Covid-Oltis+ mintacsoport; C+O-:

Covid+Oltas- mintacsoport; C+O+: Covid+Oltds+ mintacsoport

Kruskal-
IRetencids| | 3 ; ; Shapiro-
Glikanstruktira Atlag Atlag Atlag Atlag Wallis
idd Std. Std. Std. Std. | Wilk Nor-
nevetx CAT% CAT% CAT% CAT% (*p<0,05;
[perc] dev. dev. dev. dev. | malitds
[Elméleti m/z]** (C-0-) (C-0+) (C+0O-) (C+0+) **p<0,01;
#x teszt
***p<0,001)
FA2#1 13,30
429 (2,02 373 | 1,09 3,88 1,12 3,63 1,55 0,046 0,794
[841,94]2 #1
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M5#2 14,67

255 [086| 249 | 043 | 233 | 045 | 220 | 054 | 0,001 0,361
[727,89]2 #2
FA2G1#3 16,45

364 (093] 374 | 088 | 362 | 061 | 337 | 097 | 0041 0,500
[922,97]2 #3
FA2G1#4 16,91

1,73 |058| 1,82 | 048 | 1,62 | 023 | 162 | 037 | 0,049 0,701
[922,97]2 #4
FA2BG1#5 | 17,57

133 |036| 1,38 | 027 | 124 | 032 | 120 | 030 | 0,104 0,575
[1024,51]2 #5
M6#6 18,19

134 |041| 1,47 | 028 | 1,26 | 026 | 125 | 034 | 0,032 0,128
[808,92] 2+ #6
A2G247 18,57

1,15 |033| 1,27 | 021 | 1,28 | 026 | 120 | 017 | 0431 0,716
[930,97] 2 #7
A2BG2#8 19,43

051 [012] 053 | 009 | 059 | 017 | 050 | 0,10 | 0,046 0,336
[1032,51]2 #8
FA2G2#9 20,09

304 [084] 354 | 1,07 | 293 | 051 | 293 | 081 | 0,001 0,208
[1004,00] 2 #9
FA2BG2#10 | 20,82

233 [036| 243 | 027 | 230 | 037 | 218 | 034 | 0894 0,320
[1105,54] 2 #10
FA2G2S1#11 | 21,94

040 [009| 044 | 007 | 042 | 005 | 039 | 010 | 0370 0,132
[1149,55]2 #11
A2G2S1#12 | 22,28

294 (067|309 | 052 | 304 | 031 | 303 | 051 | 0670 0,991
[1076,52]2 #12
A2G2S1#13 | 2247

943 [1,26] 985 | 1,10 | 1029 | 1,09 | 964 | 087 | 0,104 0,202
[1076,52]2 #13
A2FG2S1#14 | 23,58

069 [044] 056 | 024 | 071 | 027 | 056 | 020 | 0,001 0,224
[1149,55]2 #14
FA2G2S1#15 | 23,88

448 [091| 486 | 074 | 463 | 080 | 461 | 076 | 0202 0,661
[1149,55]2 #15
FA2BG2S1#16 | 24,41

060 [010] 064 | 013 | 068 | 018 | 063 | 014 | 0715 0,246
[1251,09]2 #16
A2G2S2#17 | 24,73

2,82 |066| 328 | 070 | 302 | 1,19 | 29 | 065 | 0,154 0,229
[1222,06]2 #17
FA2BG2S1#18 | 24,89

221 (048] 208 | 073 | 229 | 084 | 206 | 076 | 0,003 0,737
[1251,08]2 #18
FA2BG2S1419 | 25,30

057 [012] 065 | 008 | 054 | 007 | 053 | 015 | 0373 *0,013
[1251,08] 2 #19
FA2BG2S1#20 | 2591

045 [005| 044 | 006 | 048 | 007 | 047 | 006 | 0,070 0,328
[1251,08] 2 #20
A2G2S2#21 | 26,30

29,88 (2,38 29,08 | 2,14 | 29,68 | 248 | 30,02 | 1,75 | 0486 0,657
[1222,06]2 #21
A2G2S2422 | 26,65

1,11 |021| 1,24 | 017 | 1,08 | 015 | 1,22 | 012 | 0,793 *0,027
[1222,06] 2 #22
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FA2G2S2#23 | 27,33

055 [017] 048 | 013 | 065 | 021 | 037 | 014 | 0,019 40 001
[1295,09] 2 #23
FA2G2S2#24 | 27,58

409 [095| 38 | 094 | 410 | 097 | 428 | 096 | 0,003 0,545
[1295,09] 2 #24
FA2BG2S2#25 | 28,07

238 [051] 220 | 055 | 243 | 060 | 233 | 053 | 0482 0,620
[1396,63]2 #25
A3G3S2#26 | 28,66

159 |040| 1,75 | 041 | 1,77 | 057 | 1,86 | 035 | 0,085 0,313
[1404,63] 2 #26
A3G3S2#27 | 29,02

020 [007] 022 | 006 | 021 | 005 | 028 | 018 | 0,001 0,334
[1404,63] 2 #27
A3G3S2#28 | 30,03

092 [024] 1,02 | 028 | 097 | 025 | 1,10 | 030 | 0261 0,213
[1404,63] 2 #28
A3G3S2#29 | 30,03

054 [025] 043 | 009 | 044 | 013 | 057 | 021 | 0,001 0,177
[1404,63] 2 #29
FA3G3S2#30 | 30,58

1,14 |025| 1,16 | 022 | 1,17 | 023 | 1,10 | 028 | 0,530 0,969
[1477,66]2 #30
FA3G3S2#31 | 31,09

038 [006] 037 | 008 | 036 | 005 | 042 | 014 | 0,001 0,122
[1477,66]2 #31
A3G3S3#32 | 31,94

433 [1,08| 417 | 1,22 | 454 | 1,75 | 501 | 099 | 0267 0,174
[1550,18] 2 #32
A3G3S3#33 | 32,28

032 [009] 033 | 008 | 030 | 008 | 035 | 009 | 0007 0,349
[1550,18] 2 #33
A4G4AS2834 | 32,67

033 [009] 034 | 010 | 028 | 009 | 039 | 012 | 0621 *0,027
[1587,20] 2 #34
A4G4S2#35 | 32,87

044 [013] 041 | 014 | 043 | 014 | 053 | 020 | 0,001 0,165
[1587,20] 2 #35
A3G3S3#36 | 33,35

153 |038| 1,28 | 031 | 1,31 | 040 | 1,69 | 052 | 0,025 *0,045
[1550,18] 2 #36
A3FG3S3#37 | 33,62

223 (089|205 | 069 | 191 | 088 | 1,97 | 055 | 0,049 0,454
[1623,21]2 #37
A3G3S3#38 | 34,12

076 [024] 071 | 022 | 066 | 016 | 096 | 025 | 0152 *+0,009
[1550,18] 2 #38
A4G4S3#39 | 34,37

025 [014] 020 | 009 | 018 | 011 | 017 | 009 | 0,087 0,253
[1155,50] 2 #39
A4G4S3#40 | 35,39

029 [009] 022 | 008 | 020 | 005 | 030 | 010 | 0018 40 001
[1155,50] 2 #40
A4G4Sa#d1 | 3557

027 [010] 023 | 016 | 018 | 007 | 020 | 0,08 | 0,001 *0,049
[1252,53]2 #41
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3. tablazat_2. sz. melléklet: Appendicitis kohorton elvégzett TSNG analizis statisztikai

eredményei.

Glikanstruktiiva neve#x [Elméleti m/z]** (#x: glikdn csiics sorszdma a fluoreszcens kromato-

gramon), retencios idd [perc], dtlag CAT% -és standard devidcié mintacsoportonként,

Shapiro-Wilk teszt egész mintaszettre nézve (konfidencia-intervallum: 95%), Mann-Whit-

ney U-teszt_A/K csoportok kozott (konfidencia-intervallum: 99%, p=0,01), Kruskal-Wallis

teszt A/INK/HK kozott (konfidencia-intervallum: 99%, p=0,01). A: Appendicitis mintacso-

port, K: osszes kontrollt tartalmazo mintacsoport, NK: normal kontroll mintacsoport, HK:

hasfajos kontroll mintacsoport

Mann- Kruskal-
Retencios
Glikanstruktira Shapiro-Wilk| Whitney | Wallis
ido CAT% | Std. | CAT% | Std. |CAT% | Std. |CAT% | Std.
nevetx (*p<0,05; A/K A/NK/HK
[perc] (A) |dev.| (K) dev. | (NK) |dev.| (HK) | dev.
[Elméleti m/z]?* **p<0,01) | (**p<0,01; | (**p<001;
#x
*43¢0,001)[***p< 0,001)
FA2#1 15,06
4,15 | 1,94 | 447 1,11 450 (1,07 | 4,37 1,29 **1,47E-04 0,04 0,111
[841,94] 2+ #1
Mb5#2 16,13
1,02 |1037| 085 | 0,17 | 0,83 |0,17| 0,90 | 0,18 | **6,50E-07 0,01 0,025
[727,89] 2+ #2
FA2B#3 16,35
0,73 {028 089 | 0,23 | 0,9 [025| 085 | 0,18 *1,19E-02 **0,001 **0,006
[943,48] 2 #3
FA2G1#4 17,58
3,67 |1,32| 428 | 087 | 420 |086| 454 | 0,89 *1,71E-02 **0,006 0,016
[922,97] 2+ #4
FA2G1#5 17,95
1,49 |0,60| 1,79 | 0,51 1,71 [0,43| 2,03 | 0,68 | **1,95E-03 **0,004 **0,009
[922,97] 2+ #5
FA2BG1#6 18,60
0,71 [026| 084 | 0,21 081 [019| 093 | 0,27 2,22E-02 **0,005 0,013
[1024,51]2 #6
FA2BG1#7 18,64
040 (0,13 | 030 | 0,07 | 0,29 [0,07| 0,31 0,07 | **3,06E-06 | **<0,001 | ***<0,001
[1024,51] 2+ #7
M6#8 19,02 0,38
095 (033 086 | 0,20 | 0,84 [0,19]| 092 | 0,20 | **4,55E-06 0,27
[808,91] 2 #8
A2G2#9 19,32
1,03 |028| 1,39 | 022 | 1,41 |0,23| 1,30 | 0,19 1,52E-01 ***<0,001 | ***<0,001
[930,97] 2 #9
A2BG2#10 19,95
0,20 [0,05| 020 | 0,05 | 0,19 [0,05| 0,23 | 0,06 7,26E-01 0,92 0,24
[1032,51] 2 #10
A2G1S1#11 20,15
0,30 [0,12| 026 | 0,08 | 0,25 |[0,08| 030 | 0,07 *1,25E-02 0,14 0,09
[995,49] 2+ #11
FA2G2#12 20,32
295 093 394 | 0,84 | 384 |082| 428 | 0,86 6,02E-01 ***20,001 | ***<0,001
[1003,92] 2+ #12
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A2G251#13 20,86
062 [021| 072 | 028 | 071 |028| 074 | 027 | 660E02 | 0,12 0,24
[1076,51]> #13
FA2BG2#14 20,95
061 [023| 066 | 024 | 066 |025| 065 | 020 | 1,32E-01 026 0,52
[1105,53]7 #14
M4G1S1#15 21,11
073 (017 089 | 013 | 087 |012| 096 | 015 | 7,77E-01 | **<0,001 | ***<0,001
[974,97]2 #15
M7#16 21,35
013 005 0,18 | 007 | 019 |007| 017 | 005 | *1,34E-03 | *0,001 | **0,005
[889,94]>" #16
M7#17 21,83
012 (003 019 | 004 | 019 |004| 018 | 002 | 213E-01 | **<0,001 | ***<0,001
(889,941 #17
A2G251#18 22,30
12,38 [259 | 13,11 | 1,01 | 1327 [099 | 1259 | 093 | **505E-10 | 0,07 0,06
[1076,51]> #18
A2G251#19 22,44
025 [006| 055 | 0,09 | 055 |0,09| 058 | 0,04 | *LA4E-05 | **<0,001 | ***<0,001
[1076,51]> #19
A2FG251#20 23,25
409 [093| 519 | 070 | 511 |067| 546 | 076 | 3,60E-01 | ***<0,001 | ***<0,001
[1149,54] #20
FA2G252#21 23,66
062 016 074 | 013 | 074 |013| 072 | 016 | 217E-01 | *0001 | *0,004
[1295,0912" 21
A2G252422 23,98
526 [068| 509 | 072 | 506 [075| 516 | 064 | 697E-01 0,34 0,59
[1222,06] #22
Ms#23 24,22
015 [006| 022 | 008 | 022 |008| 023 | 0,10 | *381E03 | **<0,001 | **0,001
970,881 #23
FA2G252#24 24,76
028 (009 040 | 007 | 040 |007| 040 | 0,04 | 466E-01 | **<0,001 | ***<0,001
[1295,0912* #24
A2G252#25 25,12
3495 390 29,61 | 194 | 29,52 (1,77 [ 2991 | 251 | *156E-02 | **<0,001 | ***<0,001
[1222,06] #25
FA2G252#26 25,75
071 [029| 1,09 | 023 | 1,07 [023| 1,14 | 021 | *7,54E-04 | **<0,001 | ***<0,001
[1295,091>* #26
FA2G252427 25,97
3,16 [064| 328 | 087 | 331 |095| 3,19 | 053 | **610E-07 | 0,84 0,98
[1295,091>* #27
FA2BG252428 | 26,34
089 (030 1,09 | 030 | 1,02 |023| 134 | 036 | *224E-02 | *0,002 | **0,001
[1396,63]7" #28
A2BG352#29 26,61
137 [034] 177 | 032 | 1,81 [033| 161 | 027 | LI2E-01 | **<0,001 | **<0,001
[1404,63]> #29
A2BG352#30 26,92
024 008 023 | 003 | 022 |003| 024 | 004 | *1,73E-04 | 087 0,74
[1404,63]7" £30
A2BG352#31 27,75
072 [023| 145 | 033 | 149 |034| 129 | 022 | *2,52B-03 | **<0,001 | ***<0,001
[1404,63]7 #31
FA3G352#32 27,83
044 [015| 058 | 020 | 059 |022| 053 | 014 | *1,14E-02 | *0,002 | *0,007
[1477,65]7" £32
A3G353#33 28,05
056 (029 065 | 0,17 | 066 |019] 062 | 010 | *2,62E-04 | 0,03 0,07
[1550,17]2" £33
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A3G353#34 28,05

059 (019 017 | 0,09 | 018 |0,10| 014 | 006 | *9,41E-06 | ***<0,001 | ***<0,001
[1550,181%" #34
A3G353#35 28,40

034 (019 020 | 007 | 020 |008| 020 | 008 | *1,67E-05 | *0,001 | *0,004
[1550,18]>" £35
A3G353#36 28,97

443 [120] 438 | 1,03 | 447 |107| 410 | 088 | 225E-01 0,86 0,56
[1550,18]>" £36
A4G452437 29,24

083 (031 068 | 019 | 071 |017| 059 | 023 | *143E02 | 005 0,07
[1587,19]> #37
FA3G353#38 29,52

033 011 038 | 011 | 039 |011| 034 | 010 | 2,22E-01 0,10 0,15
[1623,20]> £38
A3G353#39 30,01

122 (043 ] 112 | 036 | 1,14 [039| 1,04 | 023 | 231E-01 021 0,38
[1550,181>" £39
FA3G3S3#40 30,10

257 [1,36| 1,99 | 062 | 201 |067| 1,91 | 041 | *428E07 | 0,04 0,11
[1623,20]2 #40
A4G453#41 30,34

084 (030 090 | 021 | 093 |021| 077 | 015 | 9,80E-01 028 0,08
[1732,74]> #41
FA3FG3S3#42 | 3053

016 (011 013 | 007 | 013 |008| 010 | 003 | *176E-07 | 0,18 0,30
[1696,24] #42
A4G453443 31,20

054 [023| 054 | 012 | 056 |012| 049 | 0,08 | *3,09E-03 | 048 024
[1732,74]> #43
A4G4S4#44 31,50

064 [028| 056 | 016 | 058 |0,17| 051 | 013 | *L52E02 | 046 0,48
[1878,29]> #44
A4G454#45 32,20

066 [033| 053 | 015 | 054 |016| 050 | 013 | *4,33E-05 | 0,15 0,29
[1878,29]> #45
A4G454#46 32,40

034 019 026 | 008 | 026 |009| 026 | 0,09 | *9,90E-07 | 0,1 025
[1878,29]> #46
FA4G4S4#47 33,01

045 [035| 032 | 012 | 032 |0,13| 030 | 0,09 | *141E-09 | 034 0,61
[1951,32]> #47
FA4G454#48 33,67

014 009 012 | 003 | 012 |003| 010 | 0,01 | *1,37E08 | 054 027
[1951,32]> #48
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