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AAL Aurelia aurentia lektin

ACA Amaranthus caudatus agglutinin
AHA Arachis hypogea agglutinin
AFP-L3  alfa-fetoprotein-L3

AlA Artocarpus integrifolia agglutinin
Asn aszparagin

BCR B-sejt receptor

Gal galektin

CA125 szénhidrat antigén 125

CRC vastagbélrak

DNT duplan negativ T-sejtek

DolP dolichol foszfat

DPT duplan pozitiv T-sejtek

ER - endoplazmatikus retikulum

Gal - galaktoz

GalNAc - N-acetil-galaktézamin

Glc - gliikéz

GIcNAc -  N-acetil-gliikézamin

GPI - glikozil-foszfatidil-inozitol

GSA |-  Griffonia simplicifolia agglutinin |
HC - egészséges kontroll

HCC - hepatocellularis karcinéma
HE4 - emberi mellékhere fehérje 4
1doA - iduronsav

LacNAc - N-acetil-laktozamin

LCA - Lens culinaris lektin

MAA - Maackia amurensis lektin

Man - manéz

MO - monocitak

NKT - természetes olosejtek

NSCLC - nem Kissejtes tiidérak

OST - oligoszacharil-transzferaz
PBMC -  periférias vér mononuklearis sejtek
PD-1 - programozott sejthalal receptor-1
Pro - prolin

PSA - Pisum sativum lektin

PWM - Phytolacca americana lektin
SNA - Sambucus nigra lektin

Gall - galektin-1

Gal3 - galektin-3

RBC - vorosvérsejt

FUT - fukozil-transzferaz

Ser - szerin

Sigl - Siglec-1

SLE - szisztémas lupus erythematosus
STn- szialil-Thomsen-nouveau antigén
TCR - T-sejt receptor

Tg - tiroglobulin

Thr - treonin

Tn- Thomsen-nouveau antigén

UEA |-  Ulex europaeus agglutinin |

WFA - Wisteria floribunda agglutinin
Xyl - xiléz



BEVEZETES

A glikozilacié soran cukormolekuldk, mint példaul az Gszetett glikan
lancok vagy az egyedi cukor molekuldk kovalensen kapcsolodnak
kiilonboz6 szerves molekuldkhoz. Ezek a szénhidrat-lancok Gsszetételiikben
¢és mennyiségiikben is kiilonbozoek lehetnek, 1étrehozva igy az egyedi sejt-
és szovet-specifikus glikan kodot. Az Gsszetett glikdn kod felépiilését az
intracellularis kornyezet befolyasolja. Mivel a glikozilaci6é fontos szerepet
jatszik az alapvetd biologiai folyamatokban, igy a glikan kod megvaltozasa
modulalhatja az egyes immunvélaszokat. A glikozilaciés mintazatok
tanulmanyozasa fontos informaciokat nyajthat a betegségek molekularis
mechanizmusair6l, illetve potencialis célpontokat kinalhat terdpias
beavatkozasokhoz. Hozzdjarulhat kiilonboz6 diagnosztikai  eszk6zok
fejlesztéséhez és a személyre szabott orvoslas kialakitasahoz. Az kiilonb6z6
betegségekben bekdvetkezd glikozilacios valtozasok minél szélesebb kori
ismerete emiatt kiemelten fontos.

A lektinek olyan fehérjék, amelyek képesek szelektiven felismerni a
szénhidrat-lancokat és reverzibilisen megkotni azokat. A magas szelektiv
kotddési képességiiknek koszonhetéen a lektinek alkalmazhatok egyedi
szénhidrat-lancok vizsgalatadhoz. Munkank soran egy fluoreszcens festékkel
jelolt lektin alapu tobbparaméteres aramlasi Citometrids panelt allitottunk
Ossze az immunsejtek glikan kodjanak megismeréséhez. Az egyedi
szénhidrat kotd lektineket kiilonbozd fluoreszeens festékekkel jeloltiik,
lehetdvé téve ezzel tobbféle glikozilacids mintazat parhuzamos vizsgalatat.

A glikan kodban torténé valtozasok kifejezetten jelent6sek azokban a
betegségekben, ahol az immunrendszer tulzottan aktiv, vagy pedig
nagymértékben elnyomott. Igy egyes autoimmun betegségek, illetve tumor-
asszocialt allapotok segithetnek a megvaltozott glikozilaciés mintazatok
szerepének megértésében. A CT26 egy mutaciokban gazdag egér
vastagbélrak sejtvonal, amely egy gyakran hasznalt preklinikai modell.
Jelenlegi munkank soran CT26 sejteket oltottunk BALB/c egerek 1épébe egy
vastagbélrak modell 1étrehozasahoz. A masik betegség, amit a glikozilacios
mintazat vizsgalatdhoz valasztottunk a huméan szisztémas lupus
erythematosus (SLE) amely egy az immunrendszer rendkiviil talzott
aktivitasaval jellemz6 autoimmun betegség.



CELKITUZESEK

Munkam soran célom az volt, hogy a daganatokhoz kapcsolodd és
autoimmun allapotokban bekévetkezd glikozilacios valtozasokat vizsgaljam
egy glikdan kod mintdzaton alapuld technologiat felhasznalva. Ennek
érdekében kiilonb6z6 fluoreszcens festékekkel jelolt lektin alapu tébbszini
aramlasi citometriai protokoll kidolgozasa volt a célom.

1. cél: A lektinek specifikus felismerési és kotédési képességeit kihasznéalva
megismerni az egyes sejtek felszini glikozilacios mintazatat, igy
e létrehozni egy fluoreszcens festékkel jelolt lektin alapu
tobbszinli Aramlasi citometrias panelt, és optimalizalni
azt.

2. cél: Az immunrendszer miikddésében bekdvetkezd valtozasok fontos
szerepet jatszanak a rak eldrehaladasdban, azonban az immunsejtek felszini
glikozilacids szerepe még nem teljesen tisztazott a tumoros allapotokban.
Ezért célom volt
e megvizsgalni a Kkiilonb6z6é immunsejt populaciék felszini
glikozilaciés valtozasait az egér CT26 altal Kivaltott
vastagbélrak modellben, kiilonods tekintettel a szialilaciora
és fukozilaciéra.

3. cél: Azok az enzimek, amelyek felelések a glikozilacids mintazatok
kialakitasaért fontos szerepet jatszhatnak a rakkal kapcsolatos
immunrendszeri folyamatokban is, ezért tovabbi célom volt
e teljes proteomikai analizist végezni a vastagbélrak altal
kivaltott primer 1ép és attétes maj tumorokon, kiilonos
figyelmet szentelve a glikozilaciéban részt vevé
enzimekre.

4. cél: Az autoimmun betegségek az immunrendszer szabalyozasanak
ellenkezd végét képviselik, ahol az immunrendszer inkabb tulreagal a
szupresszio helyett. Igy célom volt
e megvizsgilni  szisztémas lupus  erythematosusban
szenved6 paciensek immunsejt populacidinak glikozilaciés
mintazatat a kifejlesztett lektin alapu dramlasi citometriai
panel segitségével.



ANYAGOK ES MODSZEREK

Allatok

Az egereket steril koriilmények kozott tartottuk Makrolon® ketrecekben
22-24°C-on  (40-50% paratartalom), 12/126ra vilagossag/sotétség
szabalyozassal. Az allatoknak szabad hozzaférésiik volt a vizhez és a
sterilizalt standard ételhez (VRF1, autoklavozhatd, Akronom Kft., Budapest,
Magyarorszag). A vizsgalatban felhasznalt allatokat a ,,Guiding Principles
for the Care and Use of Animals” alapjan gondoztak, amelyek a Helsinki
Nyilatkozatra épiilnek, és jovahagyasra keriiltek az Orszagos Onkologiai
Intézet etikai bizottsaga altal. Az allatok tartasa az Europai Parlament és az
Eurépai Unidé Tanacsanak 2010/63/EU iranyelvének ¢és ajanlasainak
megfeleléen tortént az allatok védelmér6l tudomanyos célokra torténd
felhasznalasara vonatkozdan. A laboratoriumi éllatok tenyésztéséhez ¢és
kisérletek végrehajtdsahoz az engedélyszam: PEI/001/1738-3/2015 és
PE/EA/1461-7/2020.

Szovetkultira

A CT26 sejteket az ATCC-t61 szereztiik be, és RPMI-1640 tapoldatban
(BioSera, Boussens, Franciaorszag), 10% FBS szérummal (BioSera,
Boussens, Franciaorszag) ¢és 1% penicillin/streptomycin-el  (BioSera,
Boussens, Franciaorszag) kiegészitve T75 sejtkultira palackokban szell6z6
sapkakkal (Sarstedt, Niimbrecht, Németorszag), szabalyozott 5% CO?
mellett 37 °C-on tartottuk. A sejteket legfeljebb 25 passzalasig vagy 60 napig
tartottuk fent az olvasztast kovetéen. A sejtek rendszeresen sziirve voltak
mycoplasma fert6zésre.

Lépbeoltas

Az sejtszuszpenziokat CT26 monolayer kultirakbol készitettikk, PBS
(BioSera, Boussens, Franciaorszag) oldattal mostuk le, majd Medium 199-
ben (Lonza) higitottuk. 2x10° tumorsejtet fecskendeztiink (50 pL
végtérfogatban) a felnétt him BALB/c egerek 1épébe, ahonnan Attétes
koloniak alakultak ki a majban. Altatas utan a bort leborotvaltuk, majd etil-
alkoholos torlékendével megtisztitottuk. Ezutan egy 6-8 mm-es bemetszést
végeztiink a 1ép mellett (bal oldali bemetszés, kb. 2 cm-rel a hasi kdzépvonal
baloldalan). A 1épet dvatosan kihtiztuk a hasiiregb6l, majd befecskendeztiik a
sejtszuszpenziot a 1ép als6 harmadaba. Ezutdn a 1épet Ovatosan
visszahelyeztiik, majd a hasfalat és a bort sebészi uton lezartuk. A kezelt
allatokat a 22. napon dolgoztuk fel. A daganatokat makroszkopikusan
értékeltiik az immunhisztokémiai vizsgalat eldtt.



Immunhsztokémia

Az immunhisztokémiat (IHC)a korabban leirt médon, némi médositassal
(Neuperger et al., 2021; Puskas et al., 2016) végeztiik. Roviden, az egereket
22 napos felaldoztuk. A majakat és a 1épeket eltavolitottak, majd 4%-0s
formalinban egy éjszakan at fixaltuk, ezutan paraffinba agyaztuk és 3 pum-es
vastagsagll szakaszokra vagtuk Rotary mikrotommal (RM2235, Leica). Az
IHC-t Leica BOND-MAX immunohisztokémiai gépen végezték. Az THC-
hez hasznalt elsédleges antitestek a kovetkezok voltak: anti-arginaz 1
(GenomeMe, IHC400-100, 1:800), anti-CD45 antitest (Biocare, CM016B,
1:200), anti-CDX2 antitest (Cellmarque, 235R-15, 1:200), anti-pan-
cytokeratin antitest (Cellmarque, 313M-14, 1:600), anti-vimentin antitest
(Novocastra, NCL-L-VIM-V9, 1:500) egy éjszakas inkubécioval. A
festékrendszerben (Bond Polymer Refine Detection, DS9800, Leica) a
masodlagos antitestet, loretek peroxidazzal votl jelolve (HRP), és DAB-3
(3'-diaminobenzidin) volt a kromogén a detektalasdhoz. Hematoxilint
(készletben kaphatd, Leica) hasznaltunk kontrasztfestéshez. A Zeiss Axio
Imager Z1 mikroszkopot (okular 10x, objektivek 10x, 40x), a Zeiss
AxioCam MRm kameraval és AzioVision SE64 4.9.1 szoftverrel (Carl Zeiss
AG, Oberkochen, Németorszag) hasznaltuk a vizualizaciohoz.

Periférias fehérvérsejt izolacio

A leukocitakat a kordbban leirtak szerint izolaltuk (Balog et al., 2019).
Roviden, a vért frissen vettiik szivpunkcioval egerekbdl. A kezelt EDTA-
tartalmu teljes vért 400 x g-on 10 percig centrifugaltuk, majd eltavolitottak a
feliilluszot. A vorosvérsejtek lizalasat 5 ml ACK pufferrel (0,155 M NHA4CI,
10 mM KHCO3, 0,1 mM Na2EDTA, pH 7,3, GIBCO, Cat. A1049201,
Thermo Fischer Scientific, New York, USA) végeztiikk szobahémérsékleten 5
percig. A mintakat 70 um-es porusméretii sejtszlirére helyeztiik, és kétszer
10 ml PBS-sel mostuk. Ezutan a sejteket 12 x 75 mm-es FACS csdvekbe
pipettaztuk (VWR International, Pennsylvania, USA), majd 100 pL
festéshez hasznalt oldatba higitottuk (PBS 1% FBS-sel, GIBCO, Life
Technologies, Paisley, UK, és 0,1% natrium-azid, Sigma-Aldrich, Saint
Louis, USA).

Lépsejt izolacié

A 1épeket frissen dolgoztuk fel a korabban mar leirt protokoll szerint,
kisebb moddositasokkal (Kotogany et al., 2020). Roviden, miutan a lépet
homogenizaltuk és egy 100 pm-es sejtsz{irén atsziirtik (VWR, Radnoe, PA,
USA) mostuk steril PBS-sel. Ezutan 1400 rpm, 5 percig centrifugaltuk, majd
a pelletet steril PBS-ben felszuszpendaltuk. A vorosvérsejt lizalast 5 ml ACK
(0,155 M NH4CI, 10 mM KHCO3, 0,1 mM Na2 EDTA, pH 7,3, GIBCO,
Cat. A1049201, Thermo Fischer Scientific, New York, USA) oldattal
szobahémérsékleten 5 percig végeztiikk. A mintdkat 70 pm-es porusméretii



sejtszlir6n Ujra atsziirtiik és kétszer 20 ml PBS-sel mostuk. Ezutan a sejteket
12 x 75 mm-es FACS csovekbe (VWR International, Pennsylvania, USA)
pipettaztuk, majd 100 uL festésre hasznalt oldatba (PBS 1% FBS-sel,
GIBCO, Life Technologies, Paisley, UK, és 0,1% natrium-azid, Sigma-
Aldrich, Saint Louis, USA) higitottuk.

Lectin labeling

For fluorescent labeling of lectins, conjugation kits (Lightning-Link,
Abcam, Cambridge, US) were used according to the manufacturer’s
instructions. Aleuria Aurantia lectin (AAL, Cat. L-1390-2, Vector
Laboratories, Newark, USA) was labeled with APC (ab201807,
Lot.GR3388854-1), Sambucus nigra lectin (SNA, Cat. 21510104
Glycomatrix, Ohio, USA) was labeled with PE/Cy7 (ab102903, Lot.
GR3390407-1), human sialoadhesin, Siglec-1/CD169 recombinant protein
(Siglec-1, Cat. 5197SL050, Fischer Scientific, Massachusetts, USA) were
labeled with PE/Texas Red (ab269899, Lot. GR3395603-2), galectin-1
(Gal1, Cat. 450-39, PreproTech, London, UK) was labeled with Alexa Fluor
488 (ab236553, Lot. GR3394511-1), galectin-3 (Gal3, 450-38, PreproTech,
London, UK) was labeled with APC/Cy7 (ab102859, Lot. GR3396716-1),
Phytolacca americana lectin (PWM, Cat. L8777, Sigma-Aldrich, Saint
Louis, USA) was labeled with Alexa Fluor 700 (ab269824, Lot.
GR3393759-2) dye by the lectin amine groups. The list of the selected
lectins for cytometry is listed in Table 3. Before experiments, we optimized
the concentration of antibodies and labeled lectins by titration on a flow
cytometer (C40313, CytoFLEX LX N3-V5-B3-Y5-R3-10, Beckman Coulter,
Indiana, USA).

Lektin jelolés

A lektinek fluoreszcens festékekkel vald jelolése konjugald
kitekkel (Lightning-Link, Abcam, Cambridge, USA) tortént a gyartd
utasitasai szerint. Az Aleuria Aurantia lektint (AAL, Cat. L-1390-2, Vector
Laboratories, Newark, USA) APC-vel (ab201807, Lot.GR3388854-1)
jeloltiik, a Sambucus nigra lectint (SNA, Cat. 21510104 Glycomatrix, Ohio,
USA) PE/Cy7-tel (ab102903, Lot. GR3390407-1) jeloltik, a human
sialoadhesin, Siglec-1/CD169 rekombinans fehérjét (Siglec-1, Cat.
5197SL050, Fischer Scientific, Massachusetts, USA) PE/Texas Red-del
(ab269899, Lot. GR3395603-2) jeloltiik, a galektin-1-et (Gall, Cat. 450-39,
PreproTech, London, UK) Alexa Fluor 488-al (ab236553, Lot. GR3394511-
1) jeloltiik, a galektin-3-at (Gal3, 450-38, PreproTech, London, UK)
APC/Cy7-tel (ab102859, Lot. GR3396716-1) jeloltiik, a Phytolacca
americana lektint (PWM, Cat. L8777, Sigma-Aldrich, Saint Louis, USA)
pedig Alexa Fluor 700-zal (ab269824, Lot. GR3393759-2) jelols
fluoreszcens festékkel jeloltiik fel a fehérje amin-csoportjanal. A kisérletek



aramlasi citometrids késziiléken (B75408, CytoFLEX S V4-B2-Y4-R3,
Beckman Coulter, Indiana, USA).

Festés és aramlasi citometria

A sejtfelszini festés a csoportunk altal mar korabban leirt modon tortént
néhany modositassal (Honfi et al., 2022; Szebeni et al., 2022). Roviden, az
extracellularis festéshez az antitest- és lektin koktélt frissen izolalt
fehérvérsejtekhez adtuk 100 pl festéshez hasznalt PBS oldatban (PBS, 1%
FBS, Gibco, Life Technologies, Paisley, UK, 0,1% natrium-azid, Sigma-
Aldrich, Saint Louis, USA). A fluoreszcens festékkel jelolt lektineket
egészséges allatbol szarmaz6 leukocitdkon 2,5 pg/ml, 1 pg/ml, 0,5 pg/ml és
0,1 pg/ml koncentracidban titraltuk Az antitestkoktél tartalmazta az eFluor
450 anti-egér CD3-at (Cat. 48-0032-82, Clone 17A2, Thermo Fischer
Scientific, Waltham, Massachusetts, USA), a BV605 anti-egér CD11b-t (Cat.
101237, klén M1/70, BioLegend, San Diego, USA), a BV650 anti-egér
CD19-et (Cat. 115541, klon 6DS, BioLegend, San Diego, USA), a
PerCP/Cyanine5.5 anti-egér CD45-6t (Cat. 103132, Klon 30-F11) 80x
higitasban, az AAL-t, Gall-et, Siglec-1-et 100x higitasban, az SNA-t 10x
higitisban, a PWM-et, Gal3-at, HPA-t 5x higitasban és az életképességet
biztositdé eFluor 506-os festék 1000x higitasban (Cat. 65-0866-14, Thermo
Fischer Scientific, Waltham, Massachusetts, USA). A sejteket 4°C-on 30
percig inkubéltuk. Minden antitestet a gyartd utasitdsai szerint hasznaltunk.
A sejteket 500 pL PBS-sel mostuk, majd 5 percig centrifugaltak 500 g-vel. A
sejteket 400 uL PEB-ben felszuszpendaltuk, és Cytoflex LX aramlasi
citométerrel (C40313, CytoFLEX LX N3-V5-B3-Y5-R3-10, Beckman
Coulter, Indiana, USA) vizsgaltuk, majd a CytExpert v.2.4.0.28 szoftverrel
(Beckman Coulter, Indiana, USA) elemeztiik a futasokat.

Proteomika

A proteomkai analizis a Szegedi Biologiai Kutatokdzpont, A HUN-REN
SzBK és HCEMM kutaté és szolgaltatd proteomikai Kutatocsoportjaban
tortént. A maj- és lépszovetmintadkat 10% SDS/50 mM TEAB oldatban
homogenizaltak egy TissueLyser (Qiagen) segitségével. A Kkapott
lizatumokat centrifugaltak (14,000 fordulat percenként 10 percig), majd a
feliiluszo fehérjetartalmat a BCA koloriméteres modszerrel (Thermo
Scientific) hataroztak meg, és 100 pg fehérjét emésztettek az S-Trap mini
protokoll szerint (https://protifi.com/pages/protocols). Roviden, a fehérje
diszulfid hidakat TCEP (Tris(2-karboxietil)foszfin) segitségével redukaltak,
¢és a szabad tiolcsoportokat MMTS (S-metil metantioszulfonat) blokkoltak,
majd kovetkezett egy 2 6ras emésztés tripszinnel (2,5 pg/minta) 47 °C-on. A
kapott peptidkeverékeket leszaritottak, majd TMTpro 16plex izobarikus
jelolokkel (Thermo Scientific) lattak el a gyartéi protokoll szerint. A



mintakat 1:1 aranyban kombinaltak, majd a magas pH-ju forditott fazist
peptidfrakcionald készlettel (Thermo Scientific) valasztottak szét a gyartoi
protokoll szerint. A frakciokat 6sszekeverték, hogy négy végso frakcid (1+5,
2+6, 3+7, 448) keletkezzen, majd vakuumszaritottdk és kb. 1 pg peptid
mennyiséget toltottek C18 EvoTips (Evosep) kromatografiara LC-MS
elemzéshez. A peptidjelek forditott fazisti szétvalasztasa egy Evosep One
HPLC (Evosep) segitségével tortént, alkalmazva a ,,15 SPD” 88 perces
gradienset, majd SPS-MS3 adatgydijtés tortént egy Orbitrap Fusion Lumos
Tribrid (Thermo Scientific) késziilékkel, amely egy FAIMS Pro
ionmobilitasi eszkézzel van felszerelve. Az adatokat két kompenzaciods
fesziiltséggel (-70 és -50 V) gyiijtotték az MS3 HCD spektrumokbol. A
magas felbontasi MS3 adatok a legfeljebb 6 legnagyobb intenzitasu
toredékionbdl lettek generalva, amelyek egyszerre lettek izoldlva minden
CID MS2 téredékbdl, amelyet a linearis ioncsapban szereztek be.

A peptidazonositast és a mennyiségi meghatarozast a Proteome Discoverer
szoftver (v3.0) segitségével végezték. A peptidjekeket és fehérjéket a
Sequest HT keresdmotorral az UniProt fehérje adatbazis egér részének
(v2023-08-07, 17734 sor) felhasznalasival azonositottak. A viszonylagos
mennyiségi meghatarozast a TMT (S/N) értékek alapjan végezték el,
amelyeket az MS3 HCD spektrumokbol nyertek ki. Az egyedi és vagott
peptideteket elfogadtdk a tumor és a kontroll mintacsoportok fehérje
mennyiség alapu Osszehasonlitasahoz (elfogadasi paraméterek: Sequest HT
Xcorr>1, eléfutd ion egyiittes izolacios kiiszob MS1-ben <50%, atlagos
TMT jelentésségi S/N az MS3 HCD spektrumokban >10, SPS
tomegmegfelelés az MS2-ben >50%. Magabiztosan azonositott fehérjéket
elfogadtdk  |log2FoldChange[>1  (beallitott  p-érték<0,05). amelyek
kiilonb6zden expresszalodtak.)

SLE betegek

Az SLE-betegeket  az 2019-es  Eurdpai  Reumatoldgiai
Szovetség/Amerikai Reumatologiai Kollégium osztalyozasi kritériumainak
megfeleléen valasztottuk ki, ha aktiv betegségiik volt (legyen az ujonnan
diagnosztizalt vagy visszaesd), ami legalabb 6-0s SLEDAI-2K pontszamot
jelentett (Aringer et al., 2019; Gladman et al., 2002). Azokat a betegeket
zartak ki, akiknél egyidejiileg mas gyulladasos allapot (pl. fert6zés) vagy
atfedé rendszerbetegség, kivéve az antifoszfolipid szindrémat vagy a
Sjogren-szindromat klinikailag aktiv glandularis tiinetekkel. Az Ujonnan
diagnosztizalt betegek kezeletlenek voltak, mig a visszaes6é betegek
fenntarté immunszuppressziv kezelés alatt alltak, de a kortikoszteroid dozis
legalabb 5 mg/nap prednizolon kizard tényezd volt.



Etikai nyilatkozat

A Dbetegeket a Szegedi Tudomanyegyetem Reumatologiai és
Immunolégiai Intézetének vizitjeinek alkalmaval toboroztak. Az egészséges
kontrollokat a BRC vagy a Szegedi Tudomanyegyetem Onkéntes
munkatarsai alkottak. A résztvevOket egy orvos tajékoztatta a kutatasrol.
Minden résztvevotdl irasbeli beleegyezésiiket kérték, és a kutatast egyetemi
figgetlen etikai Dbizottsag feliilvizsgalta és jovahagyta. A tanulmany
tervezetének részleteit és a biologiai anyagok kezelését az SZTE Emberi
Vizsgalati Ertékeld Bizottsagdhoz nyuijtottak be a 21/2011 és 149/2019-
SZTE projektazonositd kodok alatt. A laboratoriumi vizsgalatokat és
értékelésiiket anonimizalt modon végezték, személyes adatok nélkil. A
vizsgalat Helsinki Nyilatkozat legujabb verzidjanak elveihez igazodott.

Periférias fehérvérsejt izolaciéo SLE betegekbél

A leukocitdkat a csoportunk altal kordbban leirt moédon (Gemes et al.,
2023; Neuperger et al., 2023) izolaltuk. Roviden, 20 mL periférids vért
gyijtottiink egy EDTA vérvételi csébe (Becton Dickinson, Franklin-Lakes,
USA), majd a sejteket standard siirliségi gradiens centrifugalassal izolaltuk
Leucosep csovekkel (Greiner Bio-One, Kremsmiinster, Ausztria). Az
esetleges maradék vorosvérsejteket lizalaltuk, a leukocita-pelletet 2 mL
ammonium-klorid-kalium lizis pufferben (ACK: 0,15 M NH4CI, 10 mM
KHCO3, 0,1 mM Na2EDTA, pH 7,3; Merck, Darmstadt, Németorszag)
szuszpendaltuk, majd szobahémérsékleten 2 percig inkubaltuk. A mintékat
kétszer mostuk 10 ml foszfatos sooldaPBS-el (Merck), majd meghataroztuk
sejtszamot és a viabilitast trypan kék (Merck) teszttel. Az 4 x 10° sejtet
aliquotokat ~ fagyasztottunk  FBS-t  (FBS, Capricorn  Scientific,
Ebsdorfergrund, Németorszag) tartalmazo 10% (v/v) dimetil-szulfoxiddal
(DMSO, Merck) folyékony nitrogénben (Messer, Bad Soden, Németorszag).

Adatok vizualizacidja és statisztikai elemzése

A FACS adatok vizualizalasahoz a GraphPad Prism szoftvert hasznaltak
(8.0.1-es verzio Windowshoz, GraphPad Software). A
folyadékkromatografiai statisztikai elemzéshez kétoldalas,
heteroszkedasztikus Student t-probat végeztiink az altalanos szignifikancia
(beallitva * p< 0,05) értékelésére két adott kisérleti csoport kdzott, paros
Osszehasonlitassal. Az abrakat BioRender webes platform segitségével
készitettiik el.



EREDMENYEK

Glikan mintazat egér vastagbélrak modellen

A vastagbélrakos egerek harom kiilonb6z6é tipusi immunsejtjeinek
feliiletén szignifikans kiilonbségeket talaltunk a median fluoreszcencia
intenzitasban (MFI) az egészséges kontrollokhoz viszonyitva. Az AAL lektin
kotédése a fukdz/arabindz szénhidratokhoz jelentdsen magasabb volt
mindharom immunsejt tipus feliiletén a tumoros egerek 1épsejtjeinél az
egészséges kontroll sejtekhez képest. Ezzel szemben az AAL kotédése az
leukocitdk esetében szignifikansan alacsonyabb volt a CD11* mieloid sejtek
esetében. Az SNA lektin kotédése a szialsav csoportokhoz szignifikansan
magasabb volt a CD3* T-sejtek és a CD11b* mieloid sejtek felszinén a
tumort hordozo6 egerek esetében az egészséges kontrollokhoz képest. Az N-
acetilgliikozaminhoz kotdd6 PWM lektin is kiilonbségeket mutatott a
sejtfeliilethez vald kot6désben. A PWM kotédése szignifikansan magasabb
volt a Iépben és a vérben is a CD11b* mieloid sejtek felszinén. A siglec-1
kotédése a szidlsavhoz szignifikansan alacsonyabb volt a CD11b* mieloid
sejtek felszinén és a CD19* B-sejtek felszinén a 1épbdl szarmazé sejtek
esetében az egészséges kontrollhoz képest. Az N-acetillaktozamint felismerd
galektin-1 kotédése szignifikansan alacsonyabb volt a CDI11b* mieloid
sejteken a leukocitaknal.
Mindemellett szignifikans kiilonbségeket talaltunk a reaktiv sejtek
szazalékaban a vastagbélrakot hordozé egerek harom kiilonb6z6
immunsejtpopulaciojaban egészséges kontrollokkal Osszehasonlitva. A
siglec-1-hez kot6d6 sejtek szama jelent6sen magasabb volt mindharom
tipusi immunsejtben a 1épbdl szarmazd sejteken a kontrollokhoz képest.
Tovabba az SNA-hoz k6t6d6 sejtek szama szignifikansan magasabb volt a
vastagbélrakot hordozo egerek 1épének CDI11b* és CDI19* sejtjeiben az
egészséges kontrollhoz képest, azonban a leukocitdk esetében az SNA
reaktiv sejtek szama szignifikansan alacsonyabb volt a tumoros egerek CD3*
T-sejtjeinél az egészséges kontrollokhoz képest. A PWM lektin
leukocitakhoz valo kotédése szignifikansan magasabb volt mind a CD11b*
mieloid sejtek mind pedig a CD19* B-limfocitadk esetében az egészséges
kontrollhoz képest. A Gall Iépsejtekhez valé kotddése szignifikansan
magasabb szamot mutatott a CD3* T-sejteknél, azonban a Gal3 kotddése
alacsonyabb volt a leukocitakhoz CD3* T-sejtek esetében a vastagbélrakos
egerekben az egészséges kontrollokhoz képest.



Egér vastagbélrak proteomikai elemzése

A proteomikai elemzést a HUN-REN Biologiai Kutatokdzpont
Proteomikai  Kutatolaboratoriumaban  végezték. A  teljes proteom
analiziséhez a Database for Annotation, Visualization and Integrated
Discovery (DAVID) -et hasznaltik, és a KEGG (Kyoto Encyclopedia of
Genes and Genomes) Utvonal elemzése kimutatta, hogy a vastagbélrakot
leginkabb érinté metabolikus tulajdonsagok kozé tartozik az aminosavak
bioszintézise, a glikolizis/gluconeogenezis, a szénhidrat-anyagcsere, a
komplement és a koagulacids kaszkad. A metasztatikus majban &sszesen
2164 fehérjét érintd valtozasokat figyeltink meg, ahol 730 szignifikansan
csokkent és 1434 pedig nétt a kontroll majhoz viszonyitva. Ebbdl kiindulva
olyan endogén lektineket gyljtottink Ossze, amelyek a glikozilacidban
kozvetleniil részt vesznek ¢és szignifikdns valtozasokat mutattak az
egészséges kontrollokhoz képest. A galectin-1, galectin-3 és a C-tipust
mannéz receptor 2 mennyisége szignifikdnsan megndtt mind a majban, mind
pedig a lépben, azonban a galectin-9 szignifikdnsan csokkent mindkét
szervben az egészséges kontrollhoz képest. A glikozildcidan kozvetleniil
részt vevl enzimek, mint példaul a  gliikoziltranszferazok,
galaktoziltranszferazok, —manoziltranszferazok ¢és fukoziltranszferazok
szignifikansan emelkedett szinteket mutattak.

Aramlasi citometrias eredmények SLE-s betegeken

Szignifikans novekedést tapasztaltunk az AAL és a Gal3 lektin
kotddésében a CD3* T-sejteken és a CD4* T-sejteken. Ezen kivil az SLE
CD8Mo" T-sejtek jelentdsen megndvekedett Gal3 kotddést mutattak az
egészséges kontrollokhoz képest. A CD3* T-sejtek, beleértve a CD4* T-
sejteket is, szignifikansan megnovekedett AAL, Gall, SNA és Siglec-1
kotédést mutattak SLE-ben. A CD8* T-sejtek, beleértve a fobb alcsoportot, a
CD8Mo" T-sejteket is, jelentésen megnovekedett AAL, SNA és Siglec-1
kotddést mutattak SLE-ben, mig az SLE CDS8Y™ T-sejtek is jelentésen
magasabb mennyiségben kotddtek az SNA-hoz és a Siglec-1-hez. Az DNT-
sejtek csak a Siglec-1 kotdédésében mutattak jelentds novekedést SLE-ben. A
nyugalmi allapotban 1évé NK-sejt alcsoportokban jelentds novekedést
figyeltink meg a Gal3 kotédésében mind a CD56 NK-sejtekben, mind a
CD56Mo" NK-sejtekben. Az SLE betegek nyugalmi allapotban 1év6
klasszikus monocitaiban szignifikans csokkenést tapasztaltak a Gall, Gal3
és SNA kotédésben.



OSSZEFOGLALAS

A glikdin mintazatok valtozasa képes modositani a kiilonbozo
betegségekben, példaul rakos allapotokban eléforduldé immunolégiai
valaszokat, gyulladast és az immunreakcidkat. A lektinek szelektiven
felismerik az egyedi szénhidrat-lancokat, és reverzibilisen kotddhetnek
azokhoz. A szelektiv specificitisuknak ¢és kotési tulajdonsagaiknak
koszonhetden egyedi szénhidrat-lancok térképezésére hasznalhatjuk fel dket.
Munkam soran sikeresen kifejlesztettem az immunsejtek glikan kodjanak
elemzéséhez egy fluoreszcens festékkel jelolt lektin-alapa multiparametrikus
aramlasi citometria panelt és sikeresen optimalizaltam azt. Egér vastagbélrak
modellt hoztunk létre annak vizsgalatara, hogy a daganatban megvaltozott
glikozilacios mintazat hogyan hat az egyes immunsejtek populaciokra. Az
egyedi szénhidrat-kot6 lektineket kiilonb6z6 fluoreszeens festékekkel lattuk
el, lehetdve téve ezzel az Osszetett glikan kod parhuzamos térképezését. A
korabban kivalasztott hat lektin kot6dését vizsgaltuk a fehérvérsejtekhez,
mint példaul a galectin-1 (Gall), siglec-1 (Sigl), Sambucus nigra lectin
(SNA), Aleuria aurantia lectin (AAL), Phytolacca americana lectin (PWM)
és galectin-3 (Gal3). Az aramlasi citometrias analizis a 1épsejtek fokozott
SNA és AAL kot6dését mutatta a CD3*T-sejtekhez és CD11b* mieloid
sejtekhez, valamint a siglec-1 és AAL kotédésének novekedését a daganatos
egerek CD19* B-sejtjeihez. A tumoros egerek majanak és lépének teljes
proteomikai elemzése szignifikans kiilonbségeket mutatott az expresszalodo
fehérjékben. Ezen beliil a glikozilacioban részt vevd enzimekre és endogén
lektinekre  Osszpontositottunk, és szamos szignifikans kiilonbséget
azonositottunk a tumoros szdévetekben az egészséges kontrollokhoz képest.
Masrészrol  sikeresen felhasznaltuk a lektineken alapuld tobbszinii
citometrias panelt az immunsejtek glikozilacidos mintdzatainak vizsgalatara
olyan autoimmun betegekben, akik szisztémas lupusz eritematozuszban
szenvednek. Ez a vizsgalat azt mutatta, hogy a megvaltozott sejtfelszini
fukozilacié kiemelkedd jellemzdje a szisztémas lupusz eritematozuszben
szenved6 betegek immunsejt populacidinak.
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