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Figuur 1: Deglycosylatie van Gc-globuline subtypes tot 

vorming van GcMAF [5]

Gc-macrofaagactiverend eiwit (GcMAF), een plasmaproteïne gevormd na enzymatische

deglycosylatie van Gc-globuline, beschikt over macrofaagactiverende eigenschappen

waardoor het mogelijk toegediend kan worden als adjuvans voor het natuurlijk

afweersysteem [1], [2]. Het doel van deze masterproef is onderzoeken of

membraangebonden β-galactosidase en neuraminidase op respectievelijk geactiveerde

humane B- en T-cellen inzetbaar zijn voor de in vitro transformatie van serum Gc1F en

Gc2-globuline tot GcMAF (Figuur 1) [3], [4].

Doelstelling

Conclusie

De β-galactosidase en neuraminidase enzymactiviteit

van PMA-geactiveerde leukocyten na variabele

incubatietijden in humaan serum op 37°C wordt

achterhaald met behulp van fluorescentiemetingen,

uitgevoerd met de Victor X4 Multilabel Plate Reader

van PerkinElmer. Het fluorescentie signaal van 4-MU

wordt gemeten waarna de overeenkomstige

enzymactiviteit kan worden berekent uitgaande van

een standaard ijkcurve. Het substraat MUNANA wordt

door neuraminidase gehydrolyseerd waardoor het

fluorescerend product 4-MU vrijkomt, dat bij een

golflengte van 460 nm wordt gemeten (Figuur 2).

Materiaal en methode

Figuur 2: Enzymatische hydrolyse van MUNANA door

neuraminidase

Figuur 3: Enzymatische hydrolyse van 4-MUGal door β-galactosidase

Voor het bepalen van de β-galactosidase

enzymactiviteit wordt gebruik gemaakt

van het substraat 4-MUGal dat

enzymatisch gehydrolyseerd wordt tot de

vorming van het fluorescerend product

4-MU (Figuur 3). Het emissiesignaal van

het product wordt gemeten in basisch

midden bij een golflengte van 460 nm.

Resultaten

Figuur 5: Relatieve β-galactosidase-enzymactiviteit ten opzichte van

0 uur incubatie van serum met en zonder toevoeging van

geïmmobiliseerde β-galactosidase op de vaste drager Toyopearl na

variërende incubatietijden in 100% serumpool B op 37°C

Figuur 6: Relatieve membraangebonden β-galactosidase-

enzymactiviteit ten opzichte van 0 uur incubatie van PMA-

geactiveerde leukocyten na variërende incubatietijden op 37°C in

100% serum, 10% serum met PBS en 10% serum met groeimedium

KMEM/F-12

Figuur 4: Relatieve β-galactosidase-enzymactiviteit ten opzichte van 0

uur incubatie van PMA-geactiveerde leukocyten met serum,

niet-geactiveerde leukocyten met serum en celvrij serum na

variërende incubatietijden in 100% serumpool B op 37°C

Een traag stijgende enzymexpressie van membraangebonden β-galactosidase op geactiveerde

leukocyten wordt waargenomen na incubatie in 100% serum met slechts een geringe

enzymactiviteitstijging van vrije enzymen in het serum. De bekomen resultaten geven een positieve

indicatie voor het gebruik van geactiveerde B-cellen voor de eerste deglycosylerende reactie van serum

Gc1F- en Gc2-globuline voor het bekomen van GcMAF. Voor het construeren van een ijkcurve bij het

gebruik van de neuraminidase-enzymactiviteitmetingen, dient een optimalisatie van het bestaande

protocol te worden doorgevoerd. Voordat een eenduidige conclusie kan getroffen worden over de

mogelijkheid om PMA-geactiveerde humane B- en T-cellen in te zetten voor de transformatie van Gc1F-

en Gc2-globuline naar GcMAF, dient de verandering in membraangebonden neuraminidase-

enzymactiviteit op geactiveerde T-cellen bij incubatie met humaan serum te worden onderzocht.


