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l. BEVEZETES

Régota ismert, hogy a szénhidratok fontos szerepet jatszanak a kiilonbozo jelatviteli és
anyagcsere  folyamatokban,  jelentds  szerepilk van a  fehérjék  megfeleld
sejtfalak kialakitasaban, illetve a molekularis felismerésben, valamint az immunitis ¢és
gyulladasok kialakuldsdban is szerepet jatszanak. Az utobbi években a poszt-transzlacios
modosulasok jelentdségének feltarasa kapcsan jelentdsen novekedett a komplex szénhidratok
analizise iranti érdekl6dés. Az O-, és N-glikanok azonos jelentOségliek az €16 szervezetekben,
mégis az N-glikanokat joval szélesebb korben tanulmanyozzak, mivel a legtobb O-glikan
felszabaditasahoz sziikséges specifikus enzimek nem &llnak rendelkezésre. Knock-out
technikdval kezelt egereken bizonyitottdk, hogy a glikoproteinek szénhidrat részének
eliminacidja stlyos egészségiigyi kovetkezményekkel jarhat. A glikozilacioért felel6s
transzferdzok hidnya, vagy mutacidja letdlis a magzati fejlédés soran. A glikokonjugatumok
szénhidrat tartalma valtozo, ahogy fehérjénként valtozoé lehet az aktudlisan betoltott
glikozilaciés helyek szama is (makroheterogenitds). Az antitesteken viszonylag kevés cukor
van (2-5%-a az IgG molekula tomegének), mig mas glikoproteinek nagymértékben
glikozilaltak lehetnek, ilyen a haptoglobin (19%), az eritropoetin (40%), az al-acid
glikoprotein (45%) vagy a kiilonb6zé mucinok (40-80%). A glikoproteineknek tobb
glikoforméja létezhet a betoltott glikozilezési helyeken, ami széles strukturdlis diverzitast
eredményez (mikroheterogenitas). A glikanok szerkezeti heterogenitasa a glikozidazok és a
glikozil-transzferazok expresszios szintjét6l valamint aktivitasatol fiigg, ami patologias
koriilmények kozott megvaltozhat. Ezért az atfogd glikozilacids analizis 0 utakat kinal a
biomarker kutatasban, mivel a glikozilacidés valtozasok érzékeny indikatorai lehetnek a
szervezetben zajlo aktualis biokémiai mechanizmusoknak. Glikan biomarkerek segitségével
lehetséges a betegségek korai stddiuma diagnosztizalasa, emellett elkeriilhetdvé valhat
szamos 1iddigényes ¢€s invaziv eljaras alkalmazasa. A glikozilaciés valtozasok klinikai
jelentéseégének felismerése a glikomika, mint ) tudoméanyag bevezetésének sziikségességét
eredményezte. A myeloma multiplex (MM) egy régéta ismert malignus hematologiai
betegség, melyben a csontveld plazmasejtjei koros mértékben szaporodnak, megzavarva ezzel
a csontveld normalis miikddését, stlyos kovetkezményeket vonva maga utdn. A csontvelében
elszaporodd koros sejtek miatt a normalis csontvelémiikddés ledll, emiatt sulyos
vérszegénység alakul ki. Myeloma multiplex-ben az akut és kronikus veseelégtelenség is

gyakori a malignus plazma sejtek altal kivalasztott nagy mennyiségli paraprotein



kovetkeztében. A paraproteinek, olyan abnormalis immunglobulin fragmentumok, vagy
immunglobulin kénnyti lancok (kappa, vagy lambda), melyek a szérumban keringenek ¢és a
koéros immunglobulin termeld 6ssejt proliferacios klon jelenlétére utalnak. Az MM soran
lezajlé malignus transzformacié megvaltoztathatja a fehérjék glikozilacidjat, ami fokozza a
pro-inflammatorikus glikoformak expresszidjat. A paraproteinek N-glikozilacios profiljanak

vizsgalata prognosztikai jelentdségii lehet a myeloma multiplex betegség kezelése soran.

A gyogyszeripar novekvd igényt mutat a glikozilacio felé, mivel a fehérje gydgyszerek
hatékonysagat jelentdsen modositja a glikozilacio, kiilondsen a monoklonalis antitestekét. A
modern Kkapillaris elektroforézis rendszerek konnyen alkalmazhatéak, de a Klinikai
gyakorlatba torténd integracidjuk tovabbi fejlesztéseket kivan. Mivel a glikdin minta
elokészitési eljaras jol robotizalhato, lehetdség lenne nagy mennyiségli minta egyideji és
gyors analizisére. Napjainkban széleskoriien elterjedt reduktiv aminalasos derivatizalasi
modszer natrium-cianoborohidridet alkalmaz a cukor-fluorofor Shiff-bazis redukalassal
torténd stabilizdldsira. Ez a jelolési eljaras rendkiviil hatékony és konnyen kivitelezhetd,
ugyanakkor a folyamat soran keletkez6 hidrogén cianid nagy volumenii alkalmazas esetén
jelentés  problémaforras. Korabbi  tanulmanyok mind [RuCly(mtppms),]  mind
[IrH.ClI(mtppms);] hasznalata esetén kivald Kkatalitikus aktivitasrél szamoltak be
hidrogénezési folyamatokban, illetve kiilonféle telitetlen szénvegyiiletek (pl.: aldehidek)
transzfer hidrogénezése esetén, valamint a hangyasav bontdsanal.

A gyogyszeriparban egyre jelentdsebb a bioterapias készitmények fejlesztése, ezen beliil is
kiilonosen a monoklonalis antitestek gyartasa. Ez gyors klonszelekciot igényel, ami miatt az
elvalasztasi eljardsok hatékonysaganak ¢és ateresztoképességének fejlesztése jelentds
érdeklodésre tart szamot. Willams és mtsai. az ezredfordulon jelentésen csokkentették a CE
eljarasok elvalasztasi idejét ,.Sequential Injection Before Analysis” (SIBA) protokolljuk
kidolgozasaval a felbontési hatékonysag csokkenése nélkiil oligonukleotidok analizisére, és
novelték a kapillaris elektroforézis rendszerben torténd oligonukleotid analizis
ateresztOképességét is. A SIBA protokoll alkalmazasa esetén a mintakomponenseket
elektrokinetikusan injektaltak egymas utan még az elvalasztas megkezdése el6tt. Tobb
alternativ minta injektalasi és elvalasztasi megoldast is publikaltak mas kutatocsoportok, de

ezen mddszerek csak egy minta komponens elvalasztdsara voltak alkalmasak.



II.  CELKITUZESEK

A myeloma multiplex betegek tobb mint 50%-aban IgG eredetli paraprotein termelédik, a
fennmarado rész kdzel azonos ardnyban oszlik meg az IgA ¢és IgD alosztalyok kozott. Ennek
ismeretében az volt a célom, hogy az immunoglobulin G paraproteint (IgG) termel6 myeloma
multiplexben szenvedd betegek totdl szérum és a szérum 1gG frakcio glikozilaciojat
vizsgaljam kapillaris elektroforézis rendszerben 1ézer indukalt fluoreszcens detektalassal (CE-
LIF), és megallapitsam, hogy a moddszer segithet-e a betegek pontos diagnozisdnak

felallitasaban a gyakorlati klinikai diagnosztikaban.

A [RuCly(mtppms),] és [IrH.Cl(mtppms)s] komplexekrél feltételeztem, hogy alkalmasak
lehetnek a glikan jel6lés soran a reduktiv aminalasi folyamatban kialakulod imin-intermedierek
hidrogénezésére (redukcios 1épés). A f6 N-glikan tipusokat jol reprezentald neutralis human
IgG, a szialilat fetuin és mannozilalt szarvasmarha ribonukledz B N-glikdnok alkalmas
standardként szolgaltak a modszerfejlesztési vizsgalataim soran.

Napjainkra rendkiviil robosztus, minimalis mintamennyiséget (fmol) igényld, hatékony
elvalasztds technikai modszerré valt a lézer indukalt fluoreszcens detektalds kapilldris
elektroforézis rendszerben. Célul tliztem ki egy tjfajta minta injektalasi metodika fejlesztését,

melyben rovidebb elvalasztasi id6 mellett is megtarthatd az informacié gazdag minta analizis.



1. ANYAGOK ES MODSZEREK

II1.1. Etikai engedély
A HBR/052/00437-2/2015 szamon nyilvantartott etikai engedély jovahagyasa utan a
Debreceni Egyetem Altalanos Orvostudomanyi Karanak II. sz. Belgyogyészati Intézet,
Haematologia Tanszékével, és a Semmelweis Egyetem, Altalanos Orvostudomanyi Kar, 1. sz.
Belgyogyaszati Klinika, Hematologiai Osztalyaval egylittmiikodésben egészséges ¢és
kiilonb6z6é stadiumu, valamint kezelés eldtti és utani myeloma multiplex-ben szenvedd

személyektdl gyiijtottiink szérum mintékat.

I11.2. Human szérum ¢€s standard glikoprotein mintak

A vizsgalatba 6 kezeletlen, 6 kezelés alatt allo és 6 remissziés myeloma multiplex-es pacienst
vontunk be, illetve 6 egészséges, azonos korcsoportba tartozd nétél és férfitdl gyijtottiink
kontroll szérum mintat kicsapodast gatld szérumcsovekbe (BD Diagnostics, Franklin Lakes,
NJ). Jelen vizsgalatbol kizartuk a fert6z0 betegségben, vagy kronikus gyulladasos
betegségben, illetve egyéb mas tumoros elvaltozasban szenvedd betegeket, tovabba a
kabitoszerfiiggd pacienseket. A levett vérmintakat azonnal centrifugaltuk 30 percen keresztiil
7500 x g-vel, majd a szérum frakciot tovabbi felhasznalasig -70 °C-on taroltuk.

A borjubdl szarmaz6 fetuint, a szarvasmarha hasnyédlmirigy eredetli ribonukledz B-t és a
human szérum immunoglobulin G glikoproteineket a Sigma-Aldrich (St. Louis, MO) cégtdl

vasaroltuk.

111.3. Vegyszerek
A Sigma-Aldrich (St. Louis, MO) cégtdl szereztem be a nagy tisztasaigat HPLC vizet, az
etilén-diamin-tetraecetsavat, a natrium-hidrogénkarbonatot, natrium-dihidrogén-foszfatot,
natrium-hidroxidot, glicin-hidrokloridot, a hangyasavat, az ecetsavat, a ciszteint, a
jodoacetamidot ¢és a natrium-cianoborohidridet (1 M, THF-ben). A G7 puffert és az NP-40
oldatot a New England Biolabs vallalattol vasaroltuk (Ipswich, MA). A PNGase F enzimet a
ProZyme (Hayward, CA), a papaint az AppliChem (Darmstadt, Germany) cégektdl rendeltiik.
A 8-aminopirén-1,3,6-triszulfonat fluorofor jelold anyagot, a maltooligoszacharid 1étrat és az
NCHO szénhidrat elvalaszto puffert a SCIEX (Brea, CA) cégtdl vettiik. A NEB Denatural6
puffer-t, az 1x-Glyco puffer 2-t és az 1% NP-40 oldatot a New England Biolabs (Ipswich,



MA) cégétdl szereztik be. Az Agencourt CleanSEQ magneses gyongyoket a Beckman

Coulter (Indianapolis, IN) cégtdl vasaroltuk.

111.4. M6dszerek

A myeloma multiplex mintdk analizis¢hez kontroll szérum minta alkalmazasa mellett
kidolgoztam egy modszert a szérumbol torténd IgG N-glikozilacié vizsgalatara, tovabba egy
masik eljarast total szérumbol torténd N-glikan analizisre.

A myeloma multiplex vizsgalatban résztvevo betegeket harom f6 csoportba soroltam:

1) kezeletlen betegek — minden frissen diagnosztizalt beteg, akik még nem részesiiltek

kezelésben ¢és klinikai vizsgalati eredményeik alapjan ISS Il-es stadiumba lettek
besorolva;

2) kezelt betegek — akik a mintavétel idején, valamilyen a myeloma multiplex kezelésére
specifikus ellatasban részestiltek;

3) remisszioban lévd betegek — a mintavétel idején a kezelésnek koszonhetéen

betegségiik tiinetmentes fazisaban voltak.
A kontroll csoport tagjai egészséges kozépkoru személyek voltak, melyben a nemek azonos

aranyban voltak képviselve.

A standard glikoproteinek feldolgozasara a kutatdcsoportunk altal mér korabban publikalt

modszereket alkalmaztam.

I11.4.1. Papainos emésztés
Elsé Iépésben a papaint feloldottam 1x-es PBS oldatban 10 mg/ml végkoncentracioban.
Masodik 1épésben ebbdl az oldatbol 1 ml-t dsszekevertem 4 ml 0,2 M EDTA-t és 0,2 M
ciszteint tartalmazo 1 x PBS pufferben (pH 6,5). Ebbdl a reagensbdl 100 pL-t adtam 100 pL
szérum mintahoz, majd a keveréket 37 °C-on 4 h keresztiil inkubaltam. A reakciot 20 pL

jodoacetamid hozzaadasaval (0,3 M 1 x PBS-ben oldva) allitottam le.

I11.4.2. IgG Fc fragmentjének tisztitasa
220 uL papain emésztett szérum oldatot hasznaltam minden minta tipus esetén (egészséges
kontroll, kezeletlen, kezelt és remisszioban 1év6 MM betegek) a 20 pL térfogatd Protein A
affinitas tolteti pipetta hegyekhez (Phynexus, San Jose, CA). 200 uL 1 x koté puffert (0,7 M
NaH,POy4, 0,7 M NaCl, pH 7,4) adtam minden szérum mintahoz, majd 200 pL 0,7 M



NaH,PO, 0,7 M NaCl oldattal (pH 7,4) mostam a Protein A tolteteket és a mintakat
atengedtem a mikro-oszloptolteteken. Ezutan 200 pL 140 mM NacCl oldattal mostam a mikro-
oszoplokat és végiil 200 puL of 15% ecetsav oldattal (pH 2,0) eludltam a felk6tédott Fc
fragmenseket. Minden elualt mintat 10 kDa sziir6t tartalmazé eppendorf csébe vittem at és
centrifugaltam 10 percig 11270 x g-vel, majd 100 uL HPLC tisztasagl vizzel is mostam 10
percig 11270 x g-vel centrifugalva a maradék ecetsav eltavolitasa céljabol. Az IgG Fc frakcio
N-glikan struktirainak felszabaditdsahoz a lentebb leirt PNGase F emésztést alkalmaztam a
szlirén, majd a felszabaditott N-glikanokat a késobb targyalt APTS jelolo eljarassal

derivatizaltam.

111.4.3. IgG «/A konnytilancok tisztitasa

A fentebb leirt papain emésztéses keverékbdl 100 L. adtam minden 100 uLL szérum mintahoz
(egészséges kontroll, kezeletlen, kezelt és remisszioban 1évé MM betegek), majd 4 oras 37
°C-on torténd inkubacidé utdn 20 pL jodoacetamid oldattal leéllitottam a reakciot (15 min, 25
°C). Ezutan tisztitottam CaptureSelect LC-kappa (Hu) és CaptureSelect LC-lambda (Hu)
tolteti affinitas mikro-oszlopokon (20 uL toltet térfogat, PhyNexus, San Jose, CA). 200 uL
koto puffert (1 x PBS) adtam minden szérum mintdhoz, majd ugyanezen oldatbol 200 pL-rel
kondicionaltam a tolteteket. A minta felk6tddése utan 200 plL 1 x mosé puffer I-el (0,7 M
NaH,PO, 0,7 M NaCl pH 7,4) mostam a pipetta hegybe toltott beadeket. A kdvetkezo
lépésben 200 puL 1 x moso puffer 1l-vel (140 mM NaCl) mostam a tolteteket, végiil 200 puL
0,1 M glicin-HCI oldattal (pH 2,0) elualtam az IgG kappa/lambda koénnytilancokat. Minden
elualt mintat 10 kDa sz{ir6t tartalmazoé eppendorf csObe vittem at és 10 percig centrifugaltam
11270 x g-vel, majd 100 pL HPLC tisztasagu vizzel is mostam a mintakat (11270 x g-vel, 10
percig), hogy eltavolitsam a maradék glicin-HCI-t tartalmazo feliilluszot. Az IgG /A
konnytilanc frakciok N-glikan strukturainak felszabaditasahoz a lentebb leirt PNGase F
emésztést végeztem el a szlir6n, majd a felszabadult N-glikanokat a késébbiekben részletezett

APTS jelold eljarassal derivatizaltam.

111.4.4. Glikoproteinek N-glikan emésztése és cukrok fluorofor jelolése
10 kDa sziir6t tartalmazé eppendorf csében (VWR, Radnor, PA) 10 pL térfogatra higitottam
minden paciens 1 pl szérum mintéjat (egészséges kontroll, kezeletlen, kezelt és remisszioban
1évé mieldma multiplexes betegek) HPLC tisztasagh vizzel (Millipore, Darmstadt, Germany).

A centrifugalt IgG Fc és «/A konnytilanc frakciokat is 10 pL térfogatra higitottam HPLC



vizzel. Ezutan minden mintdhoz 1 pL denaturalo puffert (400 mM DTT, 5% SDS) adtam
majd 65 “C-on 10 percen keresztiil inkubaltam. Ezekhez a szérum mintakhoz, tovabba az IgG
Fc és «/A konnytilanc frakciokhoz a denaturacios 1épés utan 29 uLL NaHCO3 puffert (20 mM,
pH 7,0) és 1 uL PNGase F enzimet (200 mU, 2,5 U/ml, Prozyme) adtam, majd 37 “C-on 16
oran at inkubaltam. Az emésztés végén 100 pL HPLC tisztasaghh vizet adtam minden
reakciokeverékhez ¢és 7500 x g-vel, 10 percig centrifugaltam. A felszabaditott N-glikanokat
SpeedVac-ben (Thermo Scientific, Schaumburg, IL) beszaritottam a flourofor jeldléshez.

A jel6lés soran 6 uL. 20 mM 8-aminopirén-1,3,6-triszulfon savat (APTS) (15% ecetsavban
feloldva) és 2 uL 1 M-0s natrium-cianoborohidrid (NaCNBHj3) oldatot (THF-ben oldva)
adtam a beszaritott N-glikan mintdkhoz majd 37 °C-on 16 6ran keresztiil inkubaltam. A jeldlt
mintakat CleanSeq magneses gyongyok (Beckman Coulter, Indianapolis, IN) segitségével
tisztitottam meg a feleslegesben adott fluorofor festékanyagtol egy korabban mar publikalt, a
laboratoriumunkban kidolgozott eljaras segitségével. A jel6lés utan tisztitott mintak azonnal
alkalmasak voltak CE-LIF rendszerben torténd analizisre. Amennyiben nem analizaltam Oket

azonnal -20 °C tarolva hosszu iddn keresztiil stabilak maradtak.

II1.4.5. Standard glikoprotein minta elokészités
puffert (400 mM DTT, 5% SDS) adtam, majd 65 °“C-on 10 percen keresztiil inkubaltam.
Ezutan 2,5 pulL. G7 puffert, 2,5 uL. NP-40 oldat és 1 uL PNGase F enzimet adtam a mintakhoz
¢s 60 °C, 20 percig emésztettem. A felszabaditott N-glikan struktirakat fluoreszcens APTS
festékkel jeloltem, majd magneses gyongyok alkalmazasa mellett egy korabban mar publikalt
glikan tisztitast végeztem, hogy eltavolitsam a feleslegben adott fluoreszcens festéket a

mintakbol.

111.4.6. Az [IrH,Cl(mtppms);] cisz,mer-iridium-dihidrido-kloro-trisz(meta-
monoszulfonalt-trifenilfoszfin natrium) és a [RuCly(mtppms),] ruténium-
dikloro-bisz(meta-monoszulfonalt-trifenilfoszfin  natrium)-dimer  vegyiiletek
eldallitasa
Az [IrH,Cl(mtppms)s] (trisodium cis-mer-chloro-dihydrido-tris(diphenylphosphinobenzene-
m-sulfonato)  iridium(Ill)) ¢és a  [RuCly(mtppms),]  (disodium  dichloro-bis
(diphenylphosphinobenzene-m-sulfonato) ruténium(ll)) hazilag szintetizalt komplexeket a

Fizikai Kémiai Tanszék (Debreceni Egyetem, Debrecen) munkatarsaitol kaptam a
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kisérletekhez. Mindkét komplex nagyon jol oldodik vizben és egyszertien eldallithaté az
IrCl3-:3H,0 és a RuCl3-3H,0 halogenid prekurzorokbol monoszulfonalt trifenil-foszfinnel

(mtppms) reagaltatva.

[11.4.7. Tridium- és ruténium-foszfin komplex alapi APTS jelolés

A kontroll APTS jel6lés soran 6 pLL 40 mM 8-aminopirén-1,3,6-triszulfonsavat (APTS) (20%
ecetsavban oldva) és 1,5 uL 1 M-0s natrium-cianoborohidridet (NaBH3CN) (THF-ben oldva)
adtam a beszaritott maltooligoszacharid, fetuin, RNase B és human szérum glikan mintakhoz,
majd 55 °C-on, 60 percig inkubaltam a reakcidkeverékeket. Az APTS jelolés Ir-, vagy Ru-
komplex altal kozvetitett reduktiv aminalassal tortént, ahol 6 uL 40 mM APTS (20%
ecetsavban oldva), 1,5 uL tomény (98%) hangyasavat és 1,5 pL vizoldhatd iridium(lll)
dihidrid komplexet (5 mg/mL), vagy 1,5 uL vizoldhat6 ruténium komplexet (5 mg/mL) adtam
a beszaritott glikdn mintdkhoz. A reakcid keveréket 55 °C-on inkubaltam 10, 20, 40 és 60
percen keresztiil. A jelolt mintdkat CleanSeq magneses gyongyok (Beckman Coulter,
Indianapolis, IN) segitségével tisztitottam meg a felesleghen adott festékanyagtol a
kutatocsoportunk altal korabban publikalt eljaras alkalmazasaval. A tisztitott mintdk azonnal
alkalmasak voltak a CE-LIF mérésre, de késobbi mérésekhez -20 °C tarolva legalabb egy évig
eltarthatok voltak.

I11.4.8. Kapillaris elektroforézis

A kapillaris elektroforézis méréshez 1ézer indukalt fluoreszcens (LIF) detektorral felszerelt
késziiléket (PJACE MDQ, SCIEX, Brea, CA) hasznaltam. A detektalas 488 nm Ar-ion
1ézerrel valo megvilagitassal és 520 nm emisszios filter haszndlataval tortént. Az elvéalasztas
soran 20 cm vagy 50 cm effektiv hosszasagl (30 cm vagy 60 cm teljes hosszusagn), 50 pum
belsdé atmérdjii (365 um kiilsé atméréd) NCHO kapillarissal (SCIEX, Brea, CA) hasznaltam,
illetve 50 cm effektiv hossziisagn (60 cm teljes hosszlisagt), 50 pum atméréjii BFS
kapillarissal is dolgoztam. A kapillarisokat minden esetben NCHO szeparald géllel toltdttem
fel (SCIEX, Brea, CA).

A mintakat 1 psi (6894 Pa) nyomassal injektaltam 5 masodpercig. Az elvalasztasok soran
forditott polaritdsu lizemmodban 30 kV elektromos potencial alkalmazasa mellett 25 °C-on,
vagy 37 °C-on vélasztottam el a mintakomponenseket.

Szeparacids ablak-fliggd sorozatos injektalas soran forditott polaritdst modban, nyomas alapt

injektalast hasznaltam 1,2 psi nyomassal 0,15 percig injektalva a mintat, vagy harom-Iépéses



elektrokinetikus injektalast alkalmaztam, ahol eldszor 0,1 psi, 0,1 perc injektaltam HPLC
tisztasagu vizet, majd 2,3 kV, 0,1 percig a mintat, végiil 0,1 psi, 0,1 percig a szeparalo puffert
injektaltam. Az elvalasztas forditott polaritdsi modban tortént 30 kV elektromos potencial
alkalmazasa mellett. Az adatok gytijtésére és feldolgozasara a 32 Karat 9.1 software-t
(SCIEX, Brea, CA) hasznaltam.

I11.4.9. Statisztikai analizis
A statisztikai szamitasok soran fokomponens analizist (PCA) és egy valtozds variancia
analizist (ANOVA) alkalmaztam, tovabba meghataroztam a standard hibat az SPSS 22 (IBM
Corp.) program alkalmazasaval a %-os csucsteriiletek alapjan, amiket a 32 Karat software
(SCIEX, Brea, CA) hasznalataval hataroztam meg. A vizsgalati csoportok kozotti
cstcsintenzitasok Osszehasonlitasara Tukey post hoc tesztet alkalmaztam. A kiilonbségeket

akkor tekintettem szignifikansnak, ha a P érték 0,05, vagy annal kisebb volt.
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IV. EREDMENYEK

IV.1.1. Kontroll személyek és MM betegek szérum N-glikan profiljanak
0sszehasonlitasa
A munka kezdeteként egészséges kontroll személyek szérum mintdinak N-glikan profiljat

vizsgaltam. 14 olyan cslicsot azonositottam, amelyeknek a cstcsteriilete >1% volt. Ezek
kozott egyarant eléfordultak kettd vagy tobb szidlsavat (1-4), illetve egy szidlsavat tartalmazo

(5-8), valamint neutralis (9-14) glikan strukttrak.

A kontroll mintdban meghatarozott total szérum N-glikan profilt Osszevetettem eldre
megszabott kritériumok alapjan a harom MM beteg csoport (frissen diagnosztizalt, kezelt és
remisszid) totdl szérum N-glikdn mintdival. A kezeletlen, a kezelés alatt allo és a
remisszioban 1évé MM betegcsoportok jelentds csucs profilbeli eltéréseket mutattak a kontroll
csoporttal dsszehasonlitva. A frissen diagnosztizalt kezeletlen betegcsoportban szignifikdnsan
kiilonbozott a szidlsavas és neutralis N-glikan strukturak aranya a kontroll csoporthoz képest.
A szidlsavas és neutrdlis N-glikan struktirdk aranya kontroll total szérum szinten 2,97
(74,78%/25,22%) volt, mig a kezeletlen betegcsoportban 0,39 (28,16%/71,84%), tehat épp

ellentétes iranyu volt a szidlsavas/neutralis N-glikdnok ardnya, ami igen jelentds valtozas.

IV.1.2. Az Fc ¢s Fab «/A konnytilanc frakciok N-glikozilacios profilja

A kisérletek kovetkezd szakaszaban papinnal emésztett total szérumbol IgG Fc frakcionalast
végeztem Protein A, valamint IgG Fab «/A konnytilanc frakcionalast IgG Fab «/A konnytilanc

specifikus affinitas alapt mikro-oszlopokkal.

A totdl szérumban taldlhaté N-glikdnok neutrdlis struktirdinak nagyrésze (~25%) az
immunoglobulin frakciobol szarmazik. Felhivnam a figyelmet arra, hogy az ISS II stadiumu
betegek esetén a szérum immunoglobulinok mennyisége 5-7 g/dL (albumin szint: 3-5 g/dL),
mig egészséges személyek esetén az immunoglobulin szérum szintje 0,7-1,6 g/dL k6zott van
(albumin szint: <3 g/dL). Erdekes modon, az IgG Fc frakcié N-glikan profilja nem mutatott
olyan jelentds valtozasokat, mint amit total szérum szinten tapasztaltam, bar a cslicsarany
valtozasok hasonld tendencidt mutattak. Az eredmény hatterében az allhat, hogy a szérum
glikoproteinek glikozilaciés modosuladsa globalis jelenség lehet az MM betegekben, azaz nem

csak a malignus IgG frakciot érinti. A szidlsavas komplex cukrok (1-8 csucsok) ardnya
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szignifikans mértékben csokkent, a neutralis oligoszacharidok (9-14 cstcsok) aranya pedig
mind a harom vizsgalt MM betegcsoportban megnovekedett. A szidlsavas és neutralis N-
glikan forma aranyok a kovetkezOképpen alakultak: a kontroll csoportban IgG Fc szialsavas
¢s neutralis N-glikan strukturdk aranya 0,22 (18,26%/81,74%), mig a kezeletlen betegeknél a
szidlsavas ¢€s neutralis N-glikan formék aranya 0,08 (7,49%/92,51%), a kezelt betegek esetén
pedig 0,11 (10,19%/89,81%), mig a remisszidban 1évd pacienseknél ugyanezen strukturak

aranya 0,14 (12,55%/87,45) volt.

Az 1gG Fab kontroll csoport esetén nem talaltam szialsavas struktirakat, amib6l kovetkezbleg
a neutrdlis N-glikan formak aranya 100%. A frissen diagnosztizalt betegek estén néhany
szidlsavas glikan struktarat sikeriilt azonositanom, igy itt az IgG Fab szialsavas és neutralis N-
glikdn struktardk aranya 6,96 (87,44%/12,56%). A kezelés alatt allo és remisszioban 1évo
MM betegek kappa és lambda konnyiildnc fragmentumainak N-glikozilacids profiljaban a
kontroll csoporthoz hasonléan nem detektaltam szidlsavas strukturdkat, ennek megfeleléen az

IgG Fab neutralis N-glikanok mennyisége itt is 100% volt.

IV.1.3. A statisztikai analizis eredményei
A statisztikai analizis soran eldszor a total szérum mintakbol kapott adatokat értékeltem ki. Itt

a két fokomponens tengely 47,3% ¢s 17,2%-nek adddott, ami a teljes adathalmaz 64,5%-at
fedte le és ez az érték elegendd volt ahhoz, hogy az adatokat négy diszkrét, egymastol jol
elkiilontilé csoportra tudjam bontani (egészséges kontroll, frissen diagnosztizalt, kezelés alatt

allo és remisszidban 1évé MM betegek).

A papainnal emésztett [gG Fc lancok N-glikan profilja esetében a két fékomponens tengely
45,6% ¢s 16,1%-nak adodott, ami a teljes adathalmaz 61,7%-at fedte le. Ez bar az egészséges
kontroll és a myeloma multiplex betegek elkiilonitését lehetdvé tette, de az MM csoporton

beliili alcsoportok elkiilonitésre mar nem bizonyult elegenddnek.

Az egyvaltozds variancia-analizis (ANOVA) statisztikai szempontbdl —szignifikans
kiilonbséget mutatott a vizsgalt négy csoport atlagos szazalékos csucs alatti tertilet
(PeakArea%) értékeiben a teljes szérum mintak kovetkezd cukor egységei esetén:
A3G(4)35(6,6,6)3; A2G(4)25(6,6)2; A2G(4)25(3,3)2; F(6)A2BG(4)25(6,6)2;
A2[6]G(4)25(6)1; F(6)A2G(4)2S(3)1; F(6)A2GB(4)2S(3)1; F(6)A2B; F(6)A2[6]G(4)1;
F(6)A[3]G(4)1; F(6)A2[6]1BG(4)1; F(6)A2G(4)2. Az IgG nehézlanc mintdk esetén a
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F(6)A2G(4)2S(3)1; F(6)A; F(6)A2B; F(B)A[3]G(4)1; F(6)A2[6]BG(4)1; F(6)A2BG(4)2

struktardk mutattak szignifikans eltérést.

Ahhoz, hogy meg tudjam hatdrozni a feldolgozott MM mintdk alapjan milyen
kovetkeztetéseket lehet levonni a teljes populdciora nézve, a mintavételi eloszlas jellemzdinek
ismeretére volt sziikség. Amennyiben a populacié atlag normalis eloszlasu, az atlag
mintavételi eloszlas is normal eloszlast kovet, ahol a mintabdol nyert atlag megegyezik a
populacidbeli paraméterrel. A standard hiba a fentebb leirt mintavételi eloszlas szorasa, tehat
azt mutatja meg, hogy amikor tobb azonos elemii véletlen mintat vesziink egy sokasagbdl,
akkor a mintdk atlaga mennyire szor a populacié paramétere koriil. Minél kisebb a standard
hiba értéke annal jobban megkozelitettiik az atlag tényleges értékét. Szamitdsaim alapjan a
standard hiba értéke minimalis, tehat az eredményeim kozelitenek az atlag tényleges

értékéhez.

IV.2.1. Iridium- és ruténium-foszfin komplexek hatasa a fluorofor jelolés

kihozataldra
Az [IrH,Cl(mtppms)s] és [RuCl,(mtppms),] vegyiiletek segitségével transzfer hidrogénezést

alkalmaztam (HCOOH — H, + CO;) a NaBH3CN-os jelolés alternativajaként egyszerli és
komplex szénhidratok fluoroforral torténd jelolése soran a reduktiv aminalasi reakcidban.
Standard maltooligoszacharid 1étrat, valamint PNGase F emésztéssel fetuin, ribonukleaz B és
human szérumbdl szarmazé N-glikdn mintdkat jeloltem a fent emlitett két katalizatorral
kozvetitett transzfer hidrogénezési modszer segitségével. Az APTS jeldlés hatékonysagat CE-
LIF alkalmazéasaval kvantitative vizsgaltam. A standard maltooligoszacharid 1étra
elektroferogramjaival a kiilonb6z6é redukald szerek segitségével folytatott fluorofor jelolés
hatékonysagat hasonlitottam 0ssze. A mennyiségi értékeléshez a maltopentdz (G5 oligomer)
atlagos csucsmagassagat hatdroztam meg. Az eredmények alapjan az APTS jelolt maltopentoz
csucsintenzitasa nagy hasonlosagot mutatott a NaBH3CN és a [IrH,Cl(mtppms)s] komeplex
segitségével tortént jelolés soran, mig azonos molaris koncentracio esetén a [RuCly(mtppms);]

komplexes jelolés esetén alacsonyabb csticsintenzitast kaptam.
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IV.2.2. Biologiai mintak fluorofor jeldlése iridium- és ruténium-komplexek
segitségével
A transzfer hidrogénezést, mint alternativ és hatékony redukcios eljarast, bioldgiai
szempontbol relevans mintak (fetuin, ribonukledz B és humén szérum) N-glikan struktirain is
megvalositottam NaBH3CN, illetve [IrH,Cl(mtppms)s] és [RuCly(mtppms),;] komplexek
alkalmazaséaval. A CE-LIF elektroferogrammok igen hasonl6 jelolési hatékonysagot mutattak
a NaBH3CN és [IrH,Cl(mtppms)s] esetében. A [RuCly(mtppms);] szintén igen hatékonyan
alkalmazhatd, azonban a fent emlitett két vegyiilethez hasonld jeldlési teljesitményhez
magasabb (2,5-szeres) koncentracioban kellett alkalmaznom az APTS jel6lési reakcio soran.
Kiemelném, hogy a fetuin erdsen szialilat N-glikan strukturai nagyobbak voltak, ami arra utal,
hogy ezek a jelolési reakciok stabilabbak, szignifikdnsan kisebb a szialsav vesztés. A
ribonukleaz B ¢és a human szérum glikoproteinek N-glikdn profiljai esetén mind a harom

tipust fent emlitett jelolési eljaras soran azonos jelolési hatékonysagot értem el.

IV.3.1. A szeparécids ablak-fiiggd sorozatos injektalads miikodési elve
A szeparacios ablak-fiiggd sorozatos injektalas (SWDMI) egy olyan multiplex injektalasi

koncepci6 a kapillaris elektroforézis elvélasztasi folyamata soran, ahol elére meghatdrozott
idokozonként injektaljuk a mintdkat mikdzben az elézdleg injektalt mintdk mar részei az
elvalasztasi folyamatnak. Az azonos glikoprotein (IgG N-glikan) mintakat egymas utan
injektaltam mikdzben az elvalasztasi folyamat zajlott. Ilyen sorozatos injektalasra és nagy
ateresztOképességli moddszerekre, a biotechnologiai szférdban fontos klonszelekcios
vizsgalatok sordn van sziikség, példaul az IgG N-glikanok analizise esetén. A tényleges
szeparalasi lépések szdma megegyezik az injektalt mintak szaméval. A szeparicios ablak
definicié szerint a teljes elvalasztds migracios id6 szegmense, ami ahhoz sziikséges, hogy
elvaljon az dsszes minta komponens egy injektalas utani elvalasztasi ciklusban. Minden egyes
minta injektalasa akkor torténik, amikor a kordbban injektalt minta els@ cslicsa athalad a
detektoron, figyelembe véve az elére meghatarozott szeparacios ablakot. Az SWDMI modszer
egyarant alkalmazhat6 nyomadssal torténd, valamint elektrokinetikus injektalas esetében is.
Kisérleteim soran kereskedelmi forgalomban is kaphato standard IgG fehérjét haszndltam
mintaként, mivel ennek a glikozilacidja részleteiben is ismert €s ennek kapcsan rendszeresen

alkalmazzak validalasi eljarasok soran, tovabba jelentds gyogyszeripari érdeklddés ovezi.
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IV.3.2. Nyomassal torténd injektalas SWDMI méddban
Négy IgG N-glikan CE-LIF profiljat hasznaltam a nyomadssal injektalt SWDMI elvalasztés

protokoll beéllitasdhoz. Az analizis 20 cm-es effektiv hosszsagu kapillarison tortént. Ennél
az injektalasi modnal az el6zdleg injektalt minta elsé csucsanak megjelenésekor (ami ebben
az esetben az APTS csucs 1,28 percnél), megszakitottam az elvalasztast €s beinjektaltam a
kovetkezd mintat. A mintak beinjektalasa 0,15 percen keresztiil 1,2 psi nyomassal tortént,
majd az elvalasztast 30 kV (0,1 perc ramp time) kapocsfesziiltség alkalmazasaval folytattam.
Miutan megjelent az elektroferogrammon a szabad, el nem reagalt APTS csucs, leallitottam
az elvalasztast és beinjektaltam a masodik mintat a fenti injektalasi paramétereket alkalmazva
miutan a rdadott fesziiltség hatasara tovabb folyt a minta elvéalasztasa. Az elsé IgG minta
glikédn strukturainak megfelelé cstcsok az elsé ciklus sordn 2,61 percnél kezdtek megjelenni,
¢és a szeparacios ablak 1,14 perc hosszisagu volt. Kiemelném, hogy a mintakomponensek
tényleges elvalasat nem szakitottak meg az egymast kdvetd injektalasi 1épések, igy azok
rendben elhaladtak a detektor ablak eldtt, ennek koszonhetéen a csticsmintazat mindig
pontosan azonosithatd volt. Ebben az esetben a szeparacios iddablak pontos meghatarozasa
(1,14 perc) alapjan a masodik minta APTS cstlicsa az elsé IgG minta utolsé csticsdhoz kozel
3,77 percél volt lathatd. A masodik mintat az elsé ciklus kézepén injektaltam be és az elsd
ciklus a masodik ciklusi minta elvalasztasanak kozepén fejez6dott be. Ekkor injektaltam a
harmadik mintat a masodik minta injektalasi paramétereinek megfeleléen majd a negyedik
mintat akkor injektaltam, amikor a masodik minta APTS csucsat a harmadik ciklus soran
detektaltam. Ennek a koncepcionak az alkalmazasaval a négy minta teljes analizise kevesebb,
mint 10 percet vett igénybe. Felhivnam a figyelmet arra, hogy négy teljes ciklusban torténd

elvalasztas ugyanerre a négy mintara 36 percet vett volna igénybe.

IV.3.3. Elektrokinetikus injektalas SWDMI modban

Az SWDMI eljarassal végzett elektrokinetikus injektalasnak nagyon hig mintdk analizise
esetén van jelent0sége, vagy magas viszkozitast elvalasztd gél alkalmazasanal. Ez a modszer
szénhidratok mellett szabad APTS lathatd, melynek nagyobb mennyisége az elektrokinetikus
injektalassal magyarazhat6. Az elektrokinetikus injektalas részeként a mintat megel6zden egy
ion depletdlt zonat alakitottam ki HPLC viz elektrokinetikus injektalasaval. A mintak
elektrokinetikus injektalasa utan nyomasos puffer adagolast alkalmaztam, ami az elvélasztas

soran elkiilonitette egymastdl a mintakat.
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Az SWDMI elektrokinetikus injektalasi modjanak hasznalataval kapott eredmények kapcsan
szeretném kiemelni, hogy elektrokinetikus injektalas esetén a két extra injektalasi 1épéshez
(HPLC viz injektalasa és a szeparald puffer injektaldsa) kapcsolodd talcamozgédsok
Osszességeében hosszabb idot igényeltek, mint a nyomassal torténd injektalas esetén. Ennek
tudhaté be, hogy elektrokinetikus injektalas alkalmazasaval 288 percig tartott 96 minta
elvdlasztdsa, mig ugyanennyi minta analizise csak 240 percet vett igénybe a nyomassal
torténd SWDMI modszerrel. Ezért, ha a minta koncentracidja megfelelé és/vagy alacsony
viszkozitdsu elvalasztdo puffert hasznalunk az analizishez, akkor a nyomaéssal injektalt

SWDMI modszer alkalmazasa célszerlibb a gyorsabb elvalasztasi id6 miatt.

IV.3.4. Az elvalasztasi hdmérseklet hatdisa SWDMI modban
A fentiekben ismertetett sorozatos injektalasi kisérletek soran az elvalasztast 25 °C-0s

kapillaris hdmérsékleten végeztem. A teljes analizis id6 tovabb csokkentését a hémérséklet 37
°C-ra valé emelésével tudtam elérni SWDMI modban. Az analizis szempontjabol fontos N-
glikdn minta csticsok (FA2; FA2(6)G1; FA2(3)G1; FA2G2) ezen a magasabb homérsékleten
is jol elvaltak egymastol. Fontosnak tartom megjegyezni, hogy az IgG N-glikdn profil
csucsaranyai valtozatlanok maradtak. Magasabb homérsékleten a teljes analizis id6 96 minta
esetén 230 perc volt, ami tartalmazta az Osszes injektalassal és elvalasztassal kapcsolatos
talcamozgasokat. A cstcs teriilet reprodukalhatésaga (RSD) 10,75% volt, mig a migracios ido

reprodukalhatdsaga 0,5% RSD alatt volt.
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V. MEGBESZELES

V.1. Myeloma multiplexes betegek szérum N-glikozilacidja
Vizsgalataim soran egészséges kontroll személyek szérum N-glikdn mintéit hasonlitottam

Ossze myeloma multiplexes betegek (frissen diagnosztizalt kezeletlen, kezelés alatt allo és
remisszioban 1év0) szérum mintaival. Ennek soran a human szérum teljes N-glikan analizisét
végeztem el, illetve papainos emésztés utan az IgG fehérjék Fc és Fab «/A fragmentumainak
az N-glikan jellemzése is megtortént.

A fokomponens analizis egyértelmiien elkiilonitette a négy vizsgalati csoportot (kontroll,
frissen diagnosztizalt kezeletlen, kezelés alatt allo és remisszidban 1évé MM betegek) a teljes
szérum N-glikozilacios analizis eredményei alapjan. A papainnal emésztett IgG lambda és
kappa fragmentumainak N-glikozilaciés mintazata azonban nem mutatott ilyen jelentds és
egyértelmil kiilonbségeket, itt ugyanis csak az egészséges kontroll és a myeloma multiplex
betegségben szenveddk kozotti eltérés volt egyértelmiien igazolhato.

A szialsavas és neutralis glikoformak aranya jelentésen modosult szérum N-glikom szinten.
Az egyvaltozds variancia-analizis (ANOVA) teszt statisztikailag szignifikdns valtozasokat
mutatott (p <0,05) 12 szérum N-glikdn esetében, mig IgG fragmentumok szintjén hat N-
glikdn esetén taldltam a szignifikans eltérést.

Eredményeim alapjan megéllapitottam, hogy a teljes szérum szintli N-glikozilacids mintazat
vizsgadlata magasabb informéaciotartalmt, tovabba az eljards alkalmazasa egyszeriibb ¢és
gyorsabb, mert nem igényel extra emésztési és tisztitasi 1épéseket, igy klinikai kornyezetben

is egyszerlien alkalmazhato.

V.2. Alternativ reduktiv aminécids eljarasok
Szénhidratok kapillaris elektroforézise soran csaknem kizardlag a toltéssel rendelkezd

fluorofor agenssel vald jelolés alkalmazott. Ennek sordn a leggyakrabban natrium-
cianoborohidrides reduktiv aminécids jelolési eljaras alternativdjaként vizoldhato Ir(IIl) és
Ru(ll) foszfin komplexek, nevezetesen [IrH,Cl (mtppms)s] és [RuCly(mtppms),] altal
katalizalt hangyasavas hidrogénezési eljardsokat vizsgaltam. Ezen komplexek konnyen
szintetizalhatok és nagy aktivitast katalizatorként hasznalhatok hangyasav hidrogénre és
szén-dioxidra torténd szelektiv bontasa soran.

Az [IrH,Cl (mtppms)s] alkalmazasa a reduktiv aminalasi reakcié soran nagyon hasonld
jelolési hatékonysagokat mutatott a hagyoméanyos NaBH3CN hasznalatanak kihozatalaval.

Ehhez képest a jelent6sen olcsobb [RuCl, (mtppms);] valamivel alacsonyabb aktivitast
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mutatott a NaBH3CN-el 0sszehasonlitva, azonban nagyobb koncentracioban (2,5 x)
alkalmazva elértem a kivant hatékonysagot.

Nagyon fontos megjegyezni, hogy ezen komplexeket szénhidrat jelolésre alkalmazva
elkeriilhetd az akut mérgezO hatasu hidrogén-cianid felszabadulas a NaBH3CN tartalmu
reakcid keverékbdl, igy nem kell szamolni az egészségiigyi karosodas kockazataval ipari

1éptékii alkalmazasa soran.

V.3. Szeparacids ablak-fiiggd sorozatos injektalasi protokoll értékelése
Az 0j generacios fehérje terapids szerek gyogyszeripari részesedése napjainkban jelentdsen

novekvd tendenciat mutat. Ezeknek a biologiai terdpids szereknek tobb mint a fele
monoklondlis antitest, melyek glikozilacios profiljanak elemzéséhez gyors, nagy ateresztd
képességli elvalasztasi modszerek sziikségesek. Munkdm sordn szeparacids ablak-fliggd
sorozatos injektalasi moddszert dolgoztam ki, mely egyarant alkalmazhatd6 a nyomassal
torténd, valamint elektrokinetikus injektalasi méodszerek esetén. A modszerek hatdsossagat
IgG molekuldk {6 N-glikdn struktGrainak kapillaris elektroforetikus —analizisével
demonstraltam.

A szeparacios ablakot gy definidltam, mint az a migracios id6, amely az Osszes
mintakomponens tényleges elvalasztasat (a mintakomponens elvalasztasahoz sziikséges ido,
mely nem tartalmazza a minta beinjektalasi idejét) magaban foglalja, beleértve a mintaban
1évé szabad APTS festéket képviseld csucsot is, amely ez esetben a szeparacids idéablak
kezdépontja. Az egymast kovetd mintainjektalasokat akkor hajtottam végre, amikor az
elézoleg injektalt minta APTS csucsa elérte a detektor ablakot. A megkozelités hatékonysagat
egycsatornds CE rendszer alkalmazasdval igazoltam 96 minta analizisével. A modszer
egyszerlien alkalmazhato és jelentdsen lerdviditette a 96 minta analizisének idejét 864 percrol
240 percre. Megjegyezném, hogy elektrokinetikus injektalas modban az eljaras hosszabb idot
(96 minta esetén 288 perc) igényelt az automata kapillaris elektroforézis késziilék extra
talcamozgatasa és pozicionaldsa miatt. A nyomassal torténd injektalas mod soran kevesebb
talcamozgassal kellett szamolnom, emiatt a teljes folyamat ideje is rovidebb volt (96 minta
esetén 240 perc) megkozelitve igy a mintak tényleges elvalasztasahoz sziikséges id6t. Mivel
itt minimalis tdlcamozgatasra volt sziikség az automata kapillaris elektroforézis késziilékben,
aminek kivitelezése minimalis id6t vett igénybe és szinte azonnal megkezdddott a minta
tényleges analizise. A teljes folyamat idejét tovabb tudtam csokkenteni a hdémérséklet
emelésével, mely sordn 25 °C-r6l 37 °C-ra ndveltem az elvélasztasi hdmérséklet, igy 230

percre sikeriilt leszoritani a teljes analizis id6t 96 minta esetén.
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VI.  OSSZEFOGLALAS

Myeloma multiplex betegségben szenvedd betegek total szérum és IgG / paraprotein Fc és
Fab «/A fragmentumainak N-glikdn analizisét dolgoztam ki CE-LIF rendszerben, abbol a
célbol, hogy a modszer alkalmazasa segitséget nyhjthat-e a betegek pontos diagnozisanak
felallitasdhoz a gyakorlati klinikai diagnosztikaban. Kisérleteim soran megallapitottam, hogy
mind totdl szérum N-glikom mind IgG paraprotein Fc és Fab /A fragmentum N-glikan profil
szinten is szignifikdnsan modosult a szidlsavas és neutralis glikoformak aranya. Az adatok
statisztikai kiértékelése soran egyértelmiien magasabb informacidértékiinek talaltam a teljes
szérum N-glikozildciés profilokat, mely esetben minden vizsgalati csoport (frissen
diagnosztizalt, kezeletlen, kezelés alatt all6 €s remisszidban 1év0) egyértelmiien elkiilonithetd
volt. Ezen felismerésnek rendkiviili jelentésége van, ugyanis segitségével a betegek pontos
ISS besorolasa lehetdvé teszi a megfeleld kezelési stratégia kivalasztasat, igy hosszabb talélés

¢s jobb életmindség érheto el.

A modern bioldgiai gyogyszerek glikoforméinak vizsgélata és a glikanok jovobeli klinikai
biomarkerként valé alkalmazédsa kapcsan alternativ fluorofor jelolési modszert dolgoztam ki
az egyébként nagy mintaszdm esetén a konvenciondlisan hasznalt NaBH3CN-bol fejlodo
HCN abszolvalasara. Vizsgalataim soran IrH,Cl (mtppms)s és [RuCl, (mtppms),] vegyiiletek
altal hangyasavbol katalizalt transzfer hidrogénezését hasznaltam egyszerli és komplex
szénhidratok APTS-el torténé jelolése soran reduktiv aminalasi reakcioban. Az [IrH,Cl
(mtppms)s] kozel azonos jelolési hatékonysagokat mutatott a hagyomanyos NaBH3;CN
redukalészer alkalmazasaval, mig a joval olcsobb [RuCl, (mtppms),] valamivel nagyobb
koncentracioban (2,5 x) adva biztositotta a kivant hatékonysagot. Ezen alternativ jelolésre
hasznalt anyagok esetén nem szabadul fel a NaBH3CN alkalmazasakor keletkezd akut
mérgezd hatasu hidrogén-cianid, emiatt kornyezetbaratabb, tovabba nem kell szdmolni

egészseégligyl karosodas kockdzataval nagyszamu minta analizise esetén.

Nagy mintaszdmi CE-LIF elvélasztas esetére dolgoztam ki a szeparacids ablak-fliggd
sorozatos (SWDMI) modszert, mely szignifikdnsan csokkentette a teljes analizisidét 864
percrél 240 percre. A szeparacios ablakot Uigy hatdroztam meg, mint az a migracios i1do
tartomany, amely az 0Osszes mintakomponens tényleges elvalasztdsait magaban foglalja,
beleértve a mintaban 1év6 szabad APTS festéket képviseld csucsot is, melyet a szepardcios

idéablak kezddpontjanak tekintettem. Az SWDMI moddszer elektrokinetikus injektalas
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modban hosszabb 1d6t vett igénybe (288 perc 96 minta esetén). Nyomassal torténd injektalas
soran ugyanezen szamu minta analizisére kevesebb tdlcamozgas miatt a folyamat ideje
rovidebb volt, mindossze 240 perc, ami megkozelitette a mintak tényleges elvalasztasdhoz
sziikséges 1dOt. Tehat a minta injektalasi protokoll ebben az esetben minimalis tdlca mozgasi
1épést igényelt. 96 mintara a teljes folyamat id6t tovabb tudtam csokkenteni a hdmérséklet 25

°C-r6l 37 °C-ra emelésével, amivel 230 percre sikeriilt leszoritani a teljes folyamatidot.
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