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1. Bevezetés

A szénhidratok kozismert funkcidja az energiahdztartasban betoltétt kozponti szereplk, bar az
elmult években el6térbe kerilt a fehérjék poszt-transzlacios modositasaként ellatott funkciojuk
is. A glikozilacié az a folyamat, mely soran egy vagy tobb szénhidrat egység kapcsolddik a
fehérjékhez, a kapcsolt szénhidrat egységek a glikdnok. A glikozilacié egy alapveté kémiai
modositdsa a fehérjéknek ami fontos szerepet jatszik azok fizikai, kémiai es funkcionalis
tulajdonsagaiban. A csatolt glikdnok monoszacharid egységekbdl allnak melyek szamos modon
kapcsolodhatnak egymashoz a kotés tipusa és pozicidja alapjan. A glikobiologia alapvetd
aspektusa, hogy szerkezeti informaciot szolgaltasson a fehérjékhez kapcsolt szénhidratokrol, és
felfedje ezek bioldgiai folyamatokban betoltott szerepét. A csatolt glikdnok funkcidi nagyon

valtozoak lehetnek és altalaban két f6 csoportra oszthatok.

1. Intrinsic funkciok
a. Struktaralis komponensei a sejtfalnak és extracellularis matrixnak
b. Mddositjak a fehérjék oldékonysagat és stabilitasat
2. Extrinsic funkciok lektin-glikén interakciok révén
a. Sejt-sejt, sejt-matrix interakciok kozvetitése
b. Glikokonjugatumok intra- és extracellularis szallitasa

c. Intra- és extracelluléris szignalizécio

A glikozilacionak két f6 tipusa van a glikan és a fehérje kozotti kotéstdl fiiggden. Az N-glikdnok
nitrogénen keresztul kapcsolédnak altalaban aszparaginhoz, mig az O-glikdnok egy oxigén
atomon keresztll szerinhez vagy treoninhez. Az O-glikanok &ltalaban kisebbek, minddssze
néhany monosacharid egységbdl allnak, mig az N-glikdnok ink&bb komplex struktiurdk szamos
antennaval, sok esetben negativ t6ltésii szialsavval végzédve. Mindkét tipusu glikozilacid
megtalalhatd ~ membranfehérjéken  illetve  kiilonbozd  testfolyadékokba  szekretalt
glikoproteineken. Az O-glikanok emésztésére specifikus enzim hianya miatt, az N-glikozilacio
szélesebb korben kutatott teriilet, ennek ellenére bioldgiai fontossaguk azonosnak tekintendé.
Mindkét tipusu glikozilacido esszencidlis a fehérjék megfeleld foldingjahoz, stabilitdsdhoz és
végrehajtd funkcioihoz. A feherjék polipeptid szekvencidja kézvetlenil kddolt a genomban, mig

a glikan struktarak monosacharid- és kotés-specifikus glikozil-transzferazok altal épiilnek fel,



ezaltal masodlagos géntermékeknek tekintheték. Bar az eredetiik nem templat-vezérelt, az
enzimek strukturaja, melyek felelések a glikanok szerkezeti felépitéséert kodolva vannak a
genomban. Ezt elészor egérkisérletekben siker(lt bebizonyitani, ahol arra is fény derdlt, hogy a
glikokonjugatumok eliminacidja betegségek kialakulasdhoz vezethet. A glikokonjugatumok
szénhidrat-tartalma valtozo, mint ahogy a glikozilacios kapcsolddasi pontok és ezek lefedettsege
is kulonbozhet fehérjérél fehérjére. Ez az antitestek esetében példaul viszonylag alacsony
(kevesebb mint 5%-a a molekulatémegnek), mig mas glikoproteinek esetében egészen magas is
lehet mint a haptoglobin (19%), erythropoietin (40%), al-savas glikoprotein (45%), mucinok
(40-80%). A glikoproteineknek tobb glikozilaciés pontjuk is lehet egyszerre, melyeken
kiilonboz6 struktaraju glikanok lehetnek, kapcsolodasi pont-specifikus strukturalis diverzitast
eredményezve, amit a fehérje glikozilacié mikroheterogenitdsanak neveziink. A glikanok
struktaralis heterogenitasa a glikozidadzok és glikozil-transzferazok expresszios szintjének
fuggvénye, ami kiilonboz6 patologias koriilmények kozott valtozhat. A glikozilacios valtozasok
érzékeny indikatorai lehetnek a sejtekben zajlé biokémiai folyamatoknak ezéaltal a glikozilacio
analizis egy Uj utat nyithat a biomarker kutatds terlletén. Hatékony szénhidrat-specifikus
markerek segitségével, a kiillonbozé betegségek korabban felismerhetéek lehetnek, megdvva
ezzel a péacienseket a sokszor komplikalt diagnosztikai eljarasoktol. A glikozilacid klinikai
fontossaganak felismerése fontos szerepet jatszott a glikomika jelenleg is zajlé aranykoranak

kialakulasaban.



2. Celok

Az elmdlt évek egyik glikomikai szempontbol legintenzivebben vizsgalt glikoproteinje a
haptoglobin és ennek glikan elvaltozasai kiillonboz6 tiidébetegségekben. Kutatasunk elsé célja a
haptoglobin glikanjainak teljeskori szerkezeti feltérképezése volt illetve azok valtozasainak
vizsgalata normél, akut gyulladasos, kronikus gyulladasos és daganatos tiid6betegségekben,
kilonos tekintettel a glikdnok méretére és fukoz tartalmara.

Egy masik széles korben vizsgélt potencidlis biomarker az immunglobulin G glikozilaciéja
melynek valtozasai kapcsolatba hozhatok az dregedéssel, terhességgel, gyulladasos és daganatos
betegségekkel. Az egyik leggyakoribb 1gG glikozilacio valtozas a csokkent termindlis
galaktozilacié gyulladasos betegségekben mint példaul Rheumathoid arthritis (RA) és Chron
betegség (CD). Egyik legfontosabb célunk az volt, hogy megvizsgaljuk hasznosithat6-e az 1gG
glikozilacié, mint biomarker egy gyulladdsos betegség kezelése soran és segitségével
elkiilonthetdk lesznek-e a jo illetve rossz valaszadd készséggel rendelkezd paciensek. Azt vartuk,
hogy a bizonyitottan csokkent 1gG galaktozilacio RA-ben és CD-ben visszaall az eredeti normal

szintre, korrelalva a betegek valaszado statuszaval.

Az egyre novekvé gliko-biomarker kutatds és a terdpids antitestek hatalmas piaca miatt nagy
szllkség van automatizalhat6, nagy mintaszamot viszonylag gyorsan analizalni tudé eljarasokra
melyek ugyanakkor megbizhaté és preciz adatot szolgaltatnak. Jelenleg a glikozilacid
vizsgalatara hasznalt eljarasok soran a mintapreparalas rendszerint napokig tart ugyanakkor
draga és nehezen automatizalhat6 laboratoriumi eszkdzoket igényelnek. Kisérleteink soran egy
olyan eljaras Kkifejlesztése volt a cél, mely segitségével nincs szikség tobbnapos
mintapreparalasra és minden [épés konnyedén robotizalhatd, lehetévé téve ezzel egy

automatizalhato glikanpreparalast a biomarker kutatas és a gyogyszerfejlesztés szamara.



3. Anyagok és Maddszerek

3.1 Vegyszerek

Nagy tisztasagud HPLC viz, acetonitril, haptoglobin, dithiothreitol, jodoacetamid, ecetsav, és
minden mas vegyszer a Sigma Aldrich kft-t61 (St. Louis, MO, USA) szarmaztak. 8-aminopirén-
1,3,6-trisulfonat (APTS), Agencourt Cleanseq magneses gyongyoket a SCIEX szolgéltatta (Brea,
CA, USA). N-glikan standard glikanstruktarék és a CU tisztitd toltetek a Prozyme (Hayward,
CA, USA) bocsatotta rendelkezésiinkre. 96-os Protein A lemezeket a Thermo-Fisher-t6l
(Waltham, MA, USA) a PNGaz F deglikozilaciés kitet a New England Biolabs-tol (Ipswich,
MA, USA) rendeltiik.

3.2 Haptoglobin tisztitasa plazma mintakbdl

A plazma mintdk gyijtése, kontroll (2 férfi, atlagéletkor 61), pneumonia (3 férfi, atlagéletkor
60), COPD (3 férfi, atlagéletkor 61), és tiidorakos (3 férfi atlagéletkor 61.3) paciensektdl a
Debreceni Egyetem Tiidogyogyaszati tanszékén zajlott a RKEB /IKEB:2422-2005 protokoll
alapjan. A tanulméany a Magyar Kutatasetikai Bizottsag és a paciensek irdsos beleegyezésével
egyarant jova lett hagyva. Minden egyes pacienst6l szarmazo plazmabdl 200 L, 1000 pL-re lett
higitva 50 mM-os kalium-hidrogén foszfat (pH 7.0) koté pufferrel. A plazma mintak human
szérum albumin tartalma 250 puL Blue Sepharose 6 segitségével lett eltavolitva egy 30 perces
szobahdmérsékleten torténd inkubalas soran. Ezt lecentrifugalva, az albumin mentesitett atfolyo
250 pL Protein G4-el (GE-Healthcare) volt inkubalva szintén 30 percig szobahémérsékleten, a
plazma IgG tartalmanak megkdotése céljabol. Ezutan, a human szérum albumin és IgG mentesitett
plazma egy hazilag készitett anti-haptoglobin mAb affinitas oszlopra (1 mL térfogat) lett toltve
majd egy oOran keresztiil inkubalddott szobahOmérsékleten. A megkdtés utadn az oszlop 7 mL
foszfat pufferrel (pH 7.2) lett &tmosva majd a megkdotott haptoglobin 2 x 1 ml 0.2 M glycine -
HCI eluciods pufferrel lett leelualva (pH 2.7). A kinyert haptoglobin neutralizécidja 0.2 mL 1 M
Tris-HCI (pH 9) pufferrel tortént. A fehérjekoncentracio bicinchoninsav (BCA) kit révén kertilt
meghatarozasra a forgalmazé altal szolgaltatott protokoll szerint (Pierce, Rockford, IL, USA).
Az affinitads-kromatogréafia soran megkotott haptoglobin molekuldk tisztasagarol 4-20 % Tris-
Glycin gradiens gél szolgéltatott informaciot



3.3 Haptoglobin mintak PNGaz F emésztése

Az eléallitott haptoblobin mintakrél (50 pg/péciens), redukalast (50 mM dithiothreitol 65°C 30
perc) és alkilalast (50 mM jodoacetamid 37°C 60 perc) kdvetéen, 50 pL natrium-bikarbonét és 2
unit rekombinans PNGaz F (Prozyme) hozzaadasaval tortént meg az N-glikanok leemeésztése egy
16 orés 37°C-os inkubalas soran. A szabad glikan struktarak 10 kDa (Nanosep, Sigma-Aldrich)
spinfilterek segitségével lettek elvélasztva a fehérjékt6l melyet vakumcentrifugds beszaritas
kovetett. A glikanok fluoreszcens jeldlése egy reduktiv aminalasi 1épésben tortént 5.5 uL 20
mM-0s APTS és 1.5 uL of 1 M natrium-cianoborohidrid oldat hozzaadaséaval 37 °C-on 16 dran
keresztul. A reakcio megéllitasa 93 uLL HPLC tisztasagu viz hozzdadasaval tortént melyet normal
fazist (PhyNexus, San Jose, CA, USA) tisztitas kovetett a mintak szabad festék és sétartalmanak

eltavolitasa céljabol.
3.4 RA és CD pacienesek mintai

A tanulmany és a minték levétele Debreceni Egyetem Etikai Feliigyel6bizottsaga és a Helsinki
deklaracié altal jovahagyott protokoll szerint zajlott. Minden egyes péaciens irasos
beleegyezésével jarult hozza a mintdk levételéhez és felhasznadldsdhoz. Az RA paciensek
maximum toleralhatd methotrexat kezelést kaptak (5-30 mg hetente), aminek stabilnak kellett
lennie legalabb 4 héttel a minték levétele el6tt. Prednizon terapia (<10 mg naponta) minden CD
paciensnek megengedett volt aminek stabilnak kellett lennie legalabb 8 héttel az infliximab

terapia elott.
3.5 1gG glikanok preparalasa

50 uL szérum minta lett 250 pL foszfat pufferrel (pH 7) kihigitva majd a mintdk egy 96-0s
Protein A lemezre toltve melyet egy mosasi lépés kovetett 300 uL foszfat puffer révén. A Protein
A éaltal megkotott fehérjék eldcidja 200 uL 10 %-0s ecetsaval tortént amit 10 kDa-os spinfilterek
altal Kkivitelezett puffercsere kovetett 50 puL. 50 mM ammonium-bikarbonatra. PNGéaz F
emésztesre Prozyme deglikozilacios kit volt hasznalva a gyarto altal javasolt protokoll szerint. A
leemesztett glikanok beszaritasa vakum-centrifugaban tortént amit fluoreszcens jeldles kdvetett 6
ulL (20 mM APTS 15 % ecetsavban) és 2 uLL 1 M natrium-cianoborohidrid segitségével (37°C 16

ora). A jel6lt glikanok Prozyme CU tdltetek révén lettek megtisztitva.



3.6 Kapillaris elektroforézis

Az APTS-jel6lt glikdnok vizsgalata egy fluoreszcens detektorral (excitacio: 488 nm, emisszio:
520 nm). felszerrelt SCIEX PAB80O plus kapillaris elektroforézis rendszer segitségével tortént. Az
elvalasztasok egy 50 cm effektiv, 60 cm teljes hosszusagld N-CHO bevont falu 50 um atméréja
kapillarisban torténtek egy N-CHO, a szénhidratok elvalasztasara kifejlesztett pufferrel (SCIEX).
Az alkalmazott fesziltség 500 V/cm volt, katédos injektalassal és anddos detektalassal. A mintak
injektalasa nyomaéssal tortént, 1 psi (6.89 kPa) 5 mésodperc idétartammal. APTS jel6lt maltozt
hasznaltunk bels6 standardként minden egyes mintahoz. Az adatok kiértékelésére Karat 32 7.0

verzioja szolgalt.
3.7. Génexpresszios analizis

A génexpresszios adatok globalis transzkriptomikai analizisb6l szarmaztak. A microarray
adatok elérhetéek Gene Expression Omnibus adatbazisban (GSE42296).

3.8. Statisztikai analizis

A Mann-Whitney 6sszehasonlitasok IBM SPSS 20 szoftverrel (New York, US) késziiltek. A
0.05-nél kisebb p értékek voltak szignifikansnak tekintve.



4. Eredmények

4.1. Megndvekedett elagazasi- és fukozilacios fok a haptoglobin N-glikanjain

gyulladésos €s daganatos tiidébetegségekben

Az albumin és 1gG eltavolitdsa utan a plazma mintakbol affinitas-kromatografia révén nyertik Ki
a haptoglobin molekulakat. A megkotdtt glikoproteinek tisztasdga SDS-PAGE-n volt
leellenérizve. Az N-glikanok preparalasa, PNGaz F emeésztés, APTS jel6lés, normal fazisd
tisztitds sorrendben zajlott amit a kapillaris elektroforézis analizis kovetett. A deszialilalt glikan
strukturadk relativ eloszlasat alapul véve, a fukozilacios és elagazéasi fokok minden egyes
csoportban meghatarozasra kertltek (kontroll, pneumonia, COPD, tiidérak), elkiilonitve a al-6

core- és al-3 kotddésti arm-fukozilacios fokokat.
4.1.1.Glikanok elagazasi fokanak valtozasa

A szérum glikoproteinek megnovekedett glikozilacios eldgazasi foka egy alapvetd valtozdsnak
tekintheté a kiilonbozé betegségekben. Jelen tanulmanyban elsé célunk volt az elagazasi fok
meghatarozasa haptoglobin glikanjain, 6sszehasonlitva a kontroll, pneumonia, COPD ¢és tiidérak
csoportokat. Az dsszehasonlitdas az 1. Egyenlet alapjan zajlott ami megmutatja, hogy a teljes

glikan mennyiség hany szdzaléka magasabb elagazasi foku (3, 4 antennas) glikan.
Elagazasi fok=Harom+négy-antennas glikanok mennyisége/Teljes glikdn mennyiség Egyenlet 1.

Megndvekedett elagazasi fok volt kimutathatdé minharom betegségcsoportban, ahol a COPD
csoport mutatta a legkiemelked6bb valtozast. Enek hatterében az A2G2 glikan arany nagy
mértékii csokkenese es az A3G3 struktura relativ novekedese allt.

4.1.2. Fukozilacios fok

A human haptoglobinon el6fordulé kétféle fukozilacios tipus a al-6 core- és al-3 kotédésii arm-
fukozilacio. A core-fukozilacio esetében a fukédz a glikan struktira legelsé N-acetil-glikozamin
(GlcNAc) egységéhez kapcsolodik al-6-0s kotéssel mig az arm-fukozilacional a fukoz egy a

karon levé GICNAc-hez kapcsolodik al-3/4-0s kotés révén. A fukozilacids fok a 2. Egyenlet



alapjan kerult meghatarozasra mely megmutatja a fukozilalt glikanok szazalékos aranyat a teljes

glikdnmennyiséghez képest.
Fukozilacids fok=Fukozilalt glikanok mennyisege/Teljes glikAnmennyiség Egyenlet 2.

A fukozilacios fok kis mértékii csokkenést mutatott pneumonidban és COPD-ben mig
tidérakban szignifikansan magasabb értékek voltak megfigyelhetéek. Elkiilonitve a core- és
arm-fukoziléciét az is kimutathaté volt, hogy a pneumonidban és COPD-ben megfigyelt
hogy a csokkent arm- és a megndvekedett core-fukozilacid miatt minimalis kulonbség
mutatkozott a teljes fukozilaciés-fok meghatarozasanal. Ez a megfigyelés azt sugallja, hogy
rendkiviil fontos a kiilonbozé tipust fukozilacios fokok elkulonitett meghatérozésa mivel
eléfordulhat, hogy nem mutathato ki kiilonbség a teljes fukozildciéban minthogy a két tipusu
fukozilacié kioltja egymast. Fontos azt is megjegyezni, hogy a fukozilaciés fok legnagyobb
mértékli novekedése tiidérakban volt kimutathatd aminek a hatterében az arm-fukozilacid

szignifikans emelkedése allt.
4.2. 1gG glikozilacio gyulladésos betegseégekben anti-TNFa hatasara

Ennek a tanulménynak a célja az volt, hogy megvizsgaljuk az 1gG glikanok véltozasait Crohn
betegségben és Rheumathoid arthritisben anti-TNFa kezelés el6tt és utan. Az IgG molekulak
izoldlasa a szérummintakbdl Protein A affinitaskromatografia segitségével tortént amit a
glikdnok enzimatikus emésztése kovetett PNGaz F enzimmel. Ezt a cukorszerkezetek
fluoreszcens jeldlése, majd a kapillaris elektroforézis analizis (CE-LIF) kdvette. Kihasznalva a
CE-LIF rendkivil nagy érzékenységét, 26 IgG glikoform kvantifikalasara kertlt sor minden

egyes paciens esetében a kezelés eldtt és utan.
4.2.1. 1gG glikozilacio RA-ben anti-TNFa kezelés elbtt és utan

RA-ben specidlis teszt kerllt kifejlesztésre a betegek allapotanak kiértékelése és a
valaszadokészség meghatarozasa céljabol. Ez a DAS28 (disease activity score examining 28
joints, which are commonly affected by RA), ami a beteg 28 izlletét vizsgalja kombinalva a C
reaktiv protein (CRP) szintjével. Minthogy ez egy hosszadalmas és korllményes procedura,

egyértelmii sziikség van egy olyan gyors, kevésbé komplikalt eljardsra amivel kdnnyedén



monitorozni lehet a beteg allapotat és elkll6niteni a kiilonb6z6 kezelésekre kiilonb6zo
fogékonysaggal rendelkez6 pacienseket. 17 RA paciens kozil 6 (5 nd, 1 férfi, atlagéletkor 44.3
év) lett valaszadoként (R) illetve 11 (9 né, 2 férfi, atlagéletkor 47 év) nem-vélaszaddként (NR)
azonositva a DAS28 alapjan. A glikozilacios analizis soran 3 struktira, A2(3)G1, A2B(3)GL1 és
FA2B(3)G1 volt szignifikansan kiilonb6zé az R és NR csoport kozott a kezelés elétt. Ezen
struktarak mindegyike galaktozilalt és minden egyes esetben a valaszaddk mutattak magasabb
értékeket. Osszehasonlitva a kezelés el6tti és utani értékeket nem volt szignifikins véltozas
megfigyelhetd RA-ben, fontos viszont megjegyezni, hogy mindkét csoportban (R, NR) nétt a
galaktozilalt glikanok aranya. Ezek az eredmények megegyeznek maés tanulmanyokkal, ahol
ugyancsak leirasra kerlltek az IgG glikdnok galaktozilacios valtozasai RA-ban viszont ezek
biol6giai merkerként vald hasznositdsa meghiusult a bioldgiai terdpidk utan. A kimutatott
glikozilacios kiillonbségek hatterének megértése érdekében a megfelel6 glikozidazok és glikozil-
transzferazok expresszios szintjei ugyancsak megvizsgalasra kertltek, melyek alatdmasztottak a
glikozilacioés adatokat, minthogy nem volt szignifikans valtozas a kezelés hatasara. Egy
kiemelkedd kiilonbség volt kimutathatdo a R és NR csoport kozott kezelés elott ami a magasab
galaktozidas aktivitds az NR csoportban. Ez alatdmasztja a CE-LIF-el talalt alacsonyabb

galaktozilacids értékeket a nem valaszadoknal.
4.2.2. 1gG glikozilacio Crohn betegségben anti-TNFa kezelés el6tt és utan

Crohn betegségben (CD) kiilonb6z6é diagnosztikai paraméterek kombinacioja révén hatarozzak
meg a betegség sulyossagat, esetleges javulasat. Ezek a hasmenések szama, hasi fajdalom,
altalanos kozérzet, testsuly, hematokrit érték, hasmenés elleni szerek szlikségessége illetve
extraintesztinalis szovodmények egyiittesen adjak a Crohn’s Disease Activity Indexet (CDAI). A
CDAI alapjan 14 paciens lett valaszadoként (6 nd, 8 férfi, atlagéletkor 36.2 év) illetve 5 nem-
valaszadoként (3 n6, 2 férfi, atlagéletkor 36 év) azonositva. A szérum minték két héttel a kezelés
elott és utan kertltek levételre, bar a valaszadokészség azonositasa csak honapokkal késébb volt
lehetséges. Hasonldan az RA-ban talalt megfigyelésekhez, mar a kezelés elétt is szignifikans IgG
glikozilacioés kilonbségek voltak kimutathatok az R illetve NR csoport kdz6tt. Mann-Whitney
parositott Gsszehasonlitast hasznalva, a A2G2S1, FA2BG2S1, FA2(3)Gl és az FA2BG2
struktarak voltak szignifikansan kiilonbozdek a bioldgiai terapia eldtt. Ezek alapjan jol kivehetd,

hogy az NR csoport szignifikansan alacsonyabb galaktozilacids szinttel rendelkezett a kezelés
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elétt, ami utalhat az ezekben a paciensekben megvaltozott galaktozidaz/galaktozil-transzferaz
aranyra. Ellentétben RA-val viszont CD-ben nem voltak szignifikans kulonbségek kimutathatok

a megfeleld enzimek expresszids szintjében a kezelést megeldzden.

A legfontosabb célja ennek a tanulménynak, egy olyan glikozilacidés marker kimutatasa volt, ami
alapjan azonosithatéak a kezelésre jo reagdld valaszadd paciensek. Ellentétben az RA
eredményekkel, CD-ben kimutathatd volt szignifikans valtozas a kezelést kovetden. A
valaszadok csoportjaban az FA2G2S1 glikan aranya szignifikdnsan magasabb volt a kezelés
utan, amit a transzkriptomikai adatok is alatdmasztottak minthogy magasabb szialil-transzferaz
illetve alacsonyabb szialidaz aktivitas volt detektalhatd a valaszad6 CD péciensekben. Ezek az
eredmények 0sszefuiggésben vannak korabbi publikacidkkal, ahol leirtdk a terminalis szialsavval

rendelkez6 glikanok fontossagat az IgG anti-inflammatorikus hatésainak kifejtesében.
4.3. Méagneses gyongy alapu glikanpreparalasi eljarés kifejlesztése

Ezen kutatés célja gyors és automatizalhato eljaras kifejlesztése volt ami lehetdvé teszi akar nagy
mintaszdm gyors preparalasat. Kiulénos figyelmet forditottunk arra, hogy ne legyen sziikség
drdga és nehezen automatizalhaté eszkozokre mint példaul az eddigi protokollokhoz
nélkuldzhetetlen vakumcentrifuga illetve, hogy felgyorsitsuk a hossz( 16 éras inkubalasokat. A
DNS és proteomikai technikdkban mar kordbban sikerrel hasznositott magneses gyongy
technologia tette lehetévé a centrifugalasi 1épések nélkiilozhetdségét. A protokoll kifejlesztése,
magas mannoéztartalm, komplex glikanokkal rendelkezé illetve erdsen szidlsavas
modellfehérjéken tortént. Minden egyes lépés, beleértve a PNGaz F emésztés, APTS jeldlés
illteve tisztitas kulon-kilon lett optimalizalva, kifejlesztve egy teljesen Uj eljarast, mely nagy

mértékben lecsokkenti a mintapreparalashoz sziikséges idét.
4.3.1. PNGAaz F emésztés

Ebben a 1épésben a deglikozilaciohoz sziikséges 16 oras inkubacids id6 leroviditése volt a cél
ugy, hogy kézben a PNGaz F emésztés hatékonysaga megmaradjon. Szdmos lehetdség adott a
glikanok felszabaditasanak felgyorsitasara mint példaul a nagyobb enzimkoncentracio,

mikrohulldmu besugérzas, magasabb homérséklet. Figyelembe véve, hogy az alapvetd cél egy
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egyszerii tObbcsatornas pipettdzo robot altal kivitelezhetd eljaras kifejlesztése volt, a magasabb

homérsékleten torénd deglikozilaciot részesitettiik elonyben.

A PNGaz F hatékonysaga 37 és 50 °C-on lett dsszehasonlitva, 1gG, fetuin és ribonukledz B
fehérjéken 0.5, 1, 2, 4, 8 és 16 oras inkubacios idoket hasznalva, hogy megtalaljuk a leggyorsabb
mér teljes deglikozil&cidt eredményez6 stratégiat. A felszabaditott glikdnok, APTS jel6lése utan
CE-LIF analizis kovetkezett. Minden egyes emeésztési stratégiandl 3 parhuzamos minta lett
preparalva és minden egyes preparatum haromszor lett profilozva, 9 adatpontot eredményezve az
egyes emésztésekhez. Mig az egyes fehérjekhez tartozo glikdncsicsok relativ eloszlasa nem
mutatott kilonbséget az egyes emésztési stratégiak kozott, addig az cslcsok intenzitasa
meglehetésen eltért, utalva az leemeésztett glikAnmennyiségek kiilonbozéségeire. Novelve az
inkubacios id6t a cstcsintenzitasok lassan névekedtek 37°C-on, mig 50°C-on mar egy 6ra utan
elérték a maximumot. Ez alapjan arra a kdvetkeztetésre kerilt sor, hogy a magasabb hémérséklet
val6ban felgyorsitja a deglikozilacidt, igy az 1 6ra/50°C PNGaz F emésztés lett kivalasztva az

automatizalhat6 protokoll elso 1épéseként.
4.3.2. APTS jel6lés

A jel6lés optimalizalasanal az volt a cél, hogy olyan koriilményeket teremtsiink melyek lehet6vé
teszik a méagneses gyongy alapu technoldgiat, tehat nincs szilkség semmiféle centrifugalasi
Iépésre, illetve, hogy hasonléan a PNGéaz F emésztéshez lerdviditsik az eredeti 16 Oras
inkubacios 1ddt, ugyanakkor a jelolés hatékonysaga ne maradjon el az eredetitdl. ElsOként,
mono- és diszialilalt glikanstandardok (A2G2S1, FA2G2S1, A2G2S2, FA2G2S2) lettek jelolve
20 mM APTS 15% ecetsav oldattal, 2 6ran keresztul 37, 50, 65 es 80 Celsius fokon inkubalva. A
kivalasztott glikanstruktirak nem szialsavas parjai (A2G2, FA2G2) ugyancsak jelOlésre kertltek,
a szialilalt struktarak esetleges deszializacojanak konnyebb detektaldsa érdekében. Az
eredmények kiértékelése soran egyértelmilen kimutathaté volt a hdomérséklet emelésével
aranyosan fokozod6 deszializacié mely atlagosan 2% volt 50, 11% 65, és 33% 80°C-n. Ezek az
adatok azt mutatjak, hogy a hémérséklet emelése kritikus a szialsavvesztés szempontjabol igy a
37°C-o0s inkubacioé lett kivalasztva tovabbi kisérletek kivitelezésére. Ezt kdvette, az inkubacios
1d6 hatasdnak vizsgalata a jelolési hatékonysdgra. A tervezett protokollban mindenképp a 2
6ranal hosszabb inkubacios id6 elkeriilése volt a cél ezért a 2 6ra 37°C-o0s inkubéacid kerilt

Osszehasonlitdsra az eredeti protokollal (37°C 16 oOra). Hasonléan a magasabb inkubalasi
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homérsékletnél tapasztaltakndl, a hosszabb inkubaci6 is deszializacidban nyilvanult meg. A
monoszialilalt 2-3%, mig a diszialilalt struktardk atlagosan 9-10% szidlsavat veszitettek
kimutatva, hogy az inkubacioés id6 hossza hasonléan fontos az inkubalas hémérsékletéhez.
Fontos megjegyezni, hogy mig a hosszabb inkubacio deszializ&ciot okozott, a 2 0Oras esetén
szignifikansan alacsonyabb csucsintenzitas volt megfigyelhet. Mivel egy preparalas soran
sokkal fontosabb, az intakt minta megdérzése mint a jelintenzitas, igy a 2 0ra 37°C-o0s inkubacid

lett kivalasztva a tovabbi kisérletekhez.

Az alacsonyabb jelintenzitas kikiiszoblolésére, megvizsgaltuk a jelolésre hasznalt oldatban levo
komponensek hatasat (APTS koncentracio, ecetsav%) a jelolési hatékonysagra. Els6ként az
eredeti protokollban is hasznalt 20 mM-os APTS odatot 15% ecetsavban hasonlitottuk magasabb
20 és 25 szazalékos ecetsav koncentraciokhoz. Az el6z6 kisérlétekben mar sikeresen hasznalt
glikénstruktirakat (A2G2S1, FA2G2S1, A2G2S2, FA2G2S2) hasznaltuk standardként a jeldlési
hatékonysag vizsgalatara illetve az esetleges szialsav veszteség kimutatdsara. Kiemelked6en
magasabb jelintenzitasok voltak detektalhatoak a 20 illetve 25%-0s ecetsav koncentraciok
esetében, viszont a 20-25% kozotti kilonbség minimalis volt igy a 20%-0s ecetsav lett
kivalasztva tovabbi Kkisérletek kivitelezésére. Az APTS koncentracio vizsgalata a jel6lési
hatékonysagra maltooligoszacharid létra hasznalataval tértént, mely soran 20, 40, illetve 80 mM
APTS oldatok lettek 6sszehasonlitva 20%-0s ecetsavban. Ahogy varhatdo volt, a festék
koncentracidjanak emelése, magasabb jel6lési hatékonysagot eredményezett ami a 80 mM-0s
esetében volt a legmagasabb. Fontos megjegyezni, hogy a jel6lés altalaban 6-10 pL jeldlési oldat
hasznélatat jelenti, viszont a megbizhat6 robotizalt pipettazashoz sziikséges viszonylag nagyobb
térfogatok hasznalata (>20 pL), igy a 40 mM-os APTS koncentracié hasznalata tiint célszertinek,
mivel a jel6lést kovet6 tisztitds soran el is kell tavolitanunk a nem reagalt festékmennyiséget.
Ezutan, az eredeti (20 mM APTS 15% ecetsav 37°C 16 6ra) protokoll és az Gjonnan kifejlesztett
(40 mM APTS 20% ecetsav 37°C 2 oOra) eljards 0sszehasonlitdsa kovetkezett. Hasonl6an a
korabbi eredményekhez, ismét az eredeti protokoll eredményezte a magasabb szignalintenzitast
(>50%), viszont a magasabb ecetsav és festékkoncentracidé 20 %-al ugyancsak magasabb jelet
eredményezett a korabbi eredményekhez képest és ami a legfontosabb szidlsav veszteség nélkil.
Ezek utan az Ujonnan optimalizalt 2 oras protokoll kertlt kivalasztasra a rapid automatizalhatd
platform jelolési 1épéseként.

13



4.3.3. Méagneses gyongy alapu mintapreparalas

Ennek a tanulmanynak a kulcsa az inkubacios id6k lerdviditése illetve a vakumcentrifuga
mellézése volt a preparalds sordn. Az utobbi kikiszobolésére karboxil-kétott magneses
gyongyok szolgaltattdk a megoldast, illetve annak felismerése, hogy mind a nativ mind a jel6lt
glikanok interakcioba lépnek az gyongyokkel, Ezaltal azok megkdtése, mosasa és ellcioja
lehetséges egyszerii pipettdzasi lépések segitsegével igy nincs szukség vakum-centrifugara.
Elészor az APTS tisztitas optimalizélasa tortént a magneses gyongyok hasznalatdval. APTS
jelolt 1gG, fetuin és ribonukledz B glikanok lettek megtisziitva (3 minta/fehérje) 200 pL
karboxil-kotott magneses gyongyot hasznalva. A megkoté és moso 1épésekre 150 uL 87.5%
acetonitril, mig az ellciora 25 pL nagy tisztasagt HPLC vizet hasznaltunk amit az eludtum CE-
LIF analizise kovetett. Annak érdekében, hogy meggy6zdédjiink, minden glikan elacidja
sikeresen megtortént, masodik illetve harmadik eldcidt is végeztink. A CE-LIF analizis azt
mutatta, hogy 25 pL. HPLC viz sikeresen lemosta az Osszes megkotott glikant a gyongyokrol,
viszont kisebb elucids térfogat esetén ez csak részleges volt. Fontos kiemelni, hogy a relativ
csucseloszldsban nem volt kulénbség a magneses gyongyoket hasznalva tisztitasként,

dsszehasonlitva a korabban hasznalt vakumcentrifugat is igényl6 protokollal.

Miutan az APTS tisztitas sordn sikeresen alkalmaztuk a magneses gydngyoket, ugyenennek a
stratégidnak az alkalmazéasara kerilt sor az emesztés utan felszabaditott glikanok megkotésére is.
emésztési oldathoz Ugy, hogy 87.5 % legyen a végleges acetonitril koncentraci6. Tobbszori
szuszpendalas utan a gyongyok altal megkotott glikanokat 21 uL a mar korabban optimalizalt
(40 mM in 20% acetic acid) jeldlési oldat hozzaadasaval eludltuk. A jelolési rekcio 7 ul 1 M
pikolin-bordn hozzéadéséval lett elinditva. A 2 o6ras inkubaciot kovetden a korabban mar
kifejlesztett magneses gyongyalapu tisztitast alkalmazva elkészilt az CE-LIF analizisre kész
preparalt minta, barmiféle vakumcentrifuga és egész éjszakas inkubacio nelkil. Az optimalizalt
lepéseket Gsszerakva 4 orara sikerult redukalni a glikanok preparaciés idejet. Tovabbi celunk a
kifejlesztett eljarassal, egy tobbcsatornas pipettorra torténd integralasa és nagyobb mintaszamon

torténd kiprobalasa.
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5. Diszkusszié

5.1. Haptoglobin N-glikozilacios valtozasai

Kutatasunk célja a haptoglobin glikanjainak teljeskorti szerkezeti feltérképezése volt illetve azok
valtozasainak vizsgalata normal, akut gyulladdsos, krénikus gyulladasos és daganatos
paciensekben, kulonos tekintettel az eladgazési és fukozilacids fokokra. Megndvekedett elagazasi
fok volt kimutathaté minharom betegségcsoportban, ahol a COPD csoport mutatta a
legkiemelked6ébb valtozast. Ennek hatterében az A2G2 glikan arany nagy mértékii csokkenese és
az A3G3 struktdra relativ novekedése allt. A fukozilacios fok kis mértékli csokkenést mutatott
pneumoniaban és COPD-ben, mig tiidérakban szignifikansan magasabb értékek voltak
megfigyelhetdek. Elkulonitve a core- és arm-fukozilaciot az is kimutathatd volt, hogy a
pneumoniaban és COPD-ben megfigyelt alacsonyabb fukozilacio, a core-arm-fukozilacid
fukozilacié miatt minimalis kilonbség mutatkozott a teljes fukozilacids-fok meghatarozasanal.
Ez a megfigyelés azt sugallja, hogy rendkiviil fontos a kiilonb6z6 tipust fukozilacios fokok
elkllonitett meghatarozasa mivel el6fordulhat, hogy nem mutathatdo ki kiilonbség a teljes
fukozilacidéban mivel a két tipusu fukozilacié kioltja egymast. Fontos azt is megjegyezni, hogy a
fukozilacios fok legnagyobb mértékii novekedése tiidérakban volt kimutathato, aminek a
hatterében az arm-fukozilacio szignifikans emelkedése allt.

5.2. 1gG glikozilécios valtozasok anti-TNFa hatasara

Az egyik leggyakoribb 1gG glikozilacios valtozds a csokkent termindlis galaktozilacio
gyulladasos betegségekben mint példaul Rheumathoid arthritis (RA) és Chron betegség (CD).
Egyik legfontosabb célunk az volt, hogy megvizsgaljuk hasznosithat6-e az 19G glikozil&cié mint
biomarker egy gyulladasos betegség kezelése soran és segitségével elkiilonthetok lesznek-e a jo
illetve rossz valaszado készséggel rendelkezd paciensek. Ellentétben az RA eredményekkel, CD-
ben kimutathat6 volt szignifikans valtozas 2 héttel a kezelés utan. A valaszadok csoportjaban az
FA2G2S1 glikan ardnya szignifikansan magasabb volt a kezelés utan, amit a transzkriptomikai
adatok is alatamasztottak minthogy magasabb szialil-transzferaz illetve alacsonyabb szialidaz
aktivitas volt kimutathat6 a valaszadd CD paciensekben. Ezek az eredmények 6sszefliggésben
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vannak korabbi publikaciokkal ahol leirtdk a terminalis szidlsavval rendelkezd glikanok

fontossagat az IgG anti-inflammatorikus hatasainak kifejtésében.
5.3. Méagneses gyongy alapu mintapreparalas

Az egyre novekvo gliko-marker kutatas és a terapids antitestek hatalmas piaca miatt nagy
szlikség van automatizalhatd, nagy mintaszamot viszonylag gyorsan analizalni tudo eljarasokra,
melyek ugyanakkor megbizhatéak és preciz adatot szolgaltatnak. A jelenleg glikozilacio
vizsgalatra hasznalt eljarasok soran a mintapreparalads rendszerint napokig tart tovabba draga és
nehezen automatizalhatd laboratériumi eszkzoket sziksegeltetnek. Kisérleteink soran egy olyan
eljarast fejlesztettiink ki, mely segitségével nincs szikség tobbnapos mintaprepardlasra €s
minden 1épés konnyedén robotizélhatd, lehetdvé téve ezzel egy automatizalhatod
glikanpreparalast a biomarkerkutatas és a gyogyszerfejlesztés szamara. Az eredeti kdzel 50 6ras
preparacios id6t sikerilt 4 orara redukalni tovabba nincs sziikség vakumcenrifugaciora, mely

nagy mértékben megkdnnyiti az eljaras automatizalhatdsagat.
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6. Osszefoglalas

A glikozil&cié biomarker potencialja kertilt bemutatasra ebben a tézisben, a haptoglobin és 1gG
glikoproteinekre fokuszalva. A haptoglobin glikozilaciojanak valtozdsai mar szamos korabbi
publikacioban leirdsra kertltek, mi viszont a glikanok elagazasi és fukozilacios fokanak
valtozésaira forditottunk kiemelt figyelmet. A taldlt eredmények megegyeznek a korébbi
tanulméanyokban leirtakkal minthogy emelkedett fukozilacios és elagazasi fokot sikerilt

kimutatni a haptoglobin glikanjain a gyulladasos és daganatos tiidébetegségekben.

A valaszaddk azonositasa rendkivil fontos olyan hosszan tartd koltséges kezelések esetén mint a
bioldgiai terapidk. RA-ben és CD-ben a jelenlegi pontozos rendszerek segitségével hdnapokba
telik a valaszaddék azonositdsa. Az 1gG glikozilacié koztudottan valtozik ezekben a
betegségekben, mely magaban hordozza a lehetéséget, hogy markerként hasznositsuk. A CD
paciensekben 2 héttel az anti-TNFa kezelés utan sikeriilt kimutatni szignifikans valtozast mely
alapjan megkilonboztetheték a valaszadok és nem-valaszadok. Ez az eredmény magaban
hordozza annak lehetdségét, hogy a jovOben az IgG glikozilaciot esetleges biomarkerként

hasznéljak ebben a betegségben.

A jelenlegi glikanpreparalési technol6giakat tobb napos inkubalas, manualis pipettazas és a
vakum-centrifuga nélkuldzhetetlensége jellemzi. Erre jelenthet megoldast az altalunk Gjonnan
kifejlesztett magneses gyéngy alapd mintapreparalasi eljards mely minddssze 4 ora alatt képes
akar 96 mintat elkésziteni vakumcentrifuga szlkségessége nélkil és teljes mértékben
automatizalhat6. Ez nagy mértékben megkonnyitheti a kutaték dolgét a jovében, mindamellett
megnovelheti a kisérletek precizitasat és reprodukalhatosagat.
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