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Roviditések jegyzéke

ADCC — Antigén fliggé cellularis citotoxicitas (antigen-dependent cellular cytotoxicity)
AFP — Alpha-fetoprotein

ANOVA — Egyvaltozds variancia-analizis

APTS — 8-aminopirén-1,3,6-triszulfonsav

Ar-ion — Argon-ion

Asn — Aszparagin

BFS — Nem bevont falu szilika kapillaris (bare fused-silica)

BGE — Hattér elektrolit (background electrolyte)

CDC — Komplementfligg6 citotoxicitas (complement-dependent cytotoxity)
CE-LIF — Kapillaris elektroforézis 1ézer indukalt fluoreszcens detektalassal
CGE — Kapillaris gél elektroforézis (capillary gel electrophoresis)

EDTA - Etilén-diamin-tetraecetsav

EOF — Elektroozmotikus aramlas (electroosmotic flow)

ER — Endoplazmatikus retikulum

Fc — Kristalyosithato fragmens (fragment crystallizable)

Fab — Antigén-kot6 fragmens (fragment antigen-binding)

GIcNAC — N-Acetil-gliikozamin

GU — gliikdzegység

HCN — hidrogén cianid

HPLC - Nagyteljesitményli folyadék kromatografia (high performance liquid
chromatography)

ID — Bels6 atméro6 (internal diameter)



1gG — Immunoglobulin G

IgG « — IgG kappa konnytilanc

19G A — IgG lambda konnytilanc

IMWG — Nemzetkdzi myeloma munkacsoport (international myeloma working group)

[IrH,Cl(mtppms)s] - cisz,mer-iridium-dihidrido-kloro-trisz(meta-monoszulfonalt-
trifenilfoszfin natrium) (trisodium cis-mer-chloro-dihydrido-
tris(diphenylphosphinobenzene-m-sulfonato) iridium(lll))

ISS — Nemzetkozi besorolasi rendszer (international staging system)

LOD — Detektalasi hatar (limits of detection)

MICZE — multiple-injection capillary zone electrophoresis

MM — Myeloma multiplex

mtppms-Na — meta-monoszulfonalt-trifenilfoszfin natrium sé6ja

PCA - Fékomponens analizis (principal component analysis)

PBS — Foszfat-pufferelt oldat PNGase-F — Peptid-N-glikozidaz F

RNase B — Ribonukleaz B

RSD — Relativ standard deviaci6 (relative standard deviation)
[RuCly(mtppms),] — ruténium-dikloro-bisz(meta-monoszulfonalt-trifenilfoszfin

natrium)-dimer (disodium dichloro-bis(diphenylphosphinobenzene-m-sulfonato)

ruthenium(I1))
SIBA — Analizis el6tti sorozatos injektalas (sequential injection before analysis)
SWDMI — Szeparacios ablak-fiiggd sorozatos injektalas

THF — Tetrahidrofuran



. BEVEZETES

A myeloma multiplex egy régota ismert malignus hematologiai betegség, melyben a
csontveld plazmasejtjei koros mértékben szaporodnak, megzavarva ezzel a csontveld
normalis mukodését, sulyos kovetkezményeket vonva maga utan. A csontveldben
elszaporodd koros sejtek miatt a normalis csontveldmiikodés leall, 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 kénnyt lancok (kappa, vagy lambda), melyek a szérumban keringenek és a
koros immunglobulin termeld 6ssejt proliferacios klon jelenlétére utalnak [1]. A myeloma
sejtek nagy mennyiségben termelnek paraproteineket, valamint Bence-Jones fehérjéket
(BJP), amelyek abnormalisan magas fehérje szintet eredményeznek a vérkeringésben. Ezek
a fehérjék a vesékben Kivalasztodva karositjdk annak nefron tubulusait. Mindent
Osszevetve, bar a teljes immunglobulin szint szignifikansan emelkedik MM-ben, ezen
immunoglobulinok tilnyomu tobbsége malignus plazmasejt eredetii, vagy paraprotein,
azaz nem hatékony monoklondlis forma, ami jelentdsen csokkenti a normalis
immunrendszeri miikodést és stlyosan karositja a vesét. A betegek t6bb mint 50%-aban
IgG eredetii paraprotein termelddik, a fennmaradod rész kozel azonos ardnyban oszlik meg

az IgA és IgD alosztalyok kozott.

A vizsgalataim kedvez6 eredménnyel zarultak, igy a kidolgozott modszer alkalmazhato
lenne a hétkoznapi diagnosztikaban. Mivel ez a minta el6készitési eljaras jol robotizalhato,
lehetéség lenne nagy mennyiségii minta egyidejii €s gyors analizisére. Ennek megfelelden
munkdm masik {6 célkitlizése volt, hogy a jelenleg rutinszeriien alkalmazott jeldlési
eljarasnal kornyezetkimélébb és biztonsagosabb cukor jel6lési modszert dolgozzak Kki.
Napjainkban széleskorien elterjedt reduktiv aminalasos derivatizalasi modszer natrium-
cianoborohidridet alkalmaz a cukor-fluorofor — Shiff-bazis redukalassal —torténd
stabilizalasara. Ez a jelolési eljaras rendkiviil hatékony ¢és konnyen kivitelezhetd,
ugyanakkor a folyamat soran keletkezé hidrogén cianid nagy volumenii alkalmazas esetén
jelentés problémaforras. Korabbi tanulmanyok mind [RuCly(mtppms);] mind
[IrH.Cl(mtppms)s] hasznalata esetén kivalo Kkatalitikus aktivitasrol szamoltak be
hidrogénezési folyamatokban, illetve kiilonféle telitetlen szénvegyiiletek (pl.: aldehidek)

transzfer hidrogénezése esetén [2, 3], valamint a hangyasav bontasanal [4].
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Napjainkra rendkiviil robosztus, minimalis mintamennyiséget (fmol) igényld, hatékony
elvélasztds technikai moédszerré valt a l1ézer indukalt fluoreszcens detektdlds kapillaris
elektroforézis rendszerben. Tobb kutatocsoport is kidolgozott hatékony és gyors minta
elvalsztasi eljarasokat, azonban ezek vagy egyetlen minta komponens elvalasztisara

alkalmasak, vagy nem kapillaris elektroforetikus rendszerekre lettek optimalizalva.



II.  ELMELETI HATTER

Régota ismert, hogy a szénhidratok fontos szerepet jatszanak a kiillonbozé jelatviteli €s
anyagcsere  folyamatokban, jelentds szerepiik van a  fehérjék  megfeleld
térszerkezetének/konformaciojanak kialakitasaban, stabilitasaban, minéség ellenérzésében
a sejtfalak kialakitasaban, illetve a molekularis felismerésben, valamint az immunitas és
gyulladasok kialakulasaban is szerepet jatszanak. Az emlds sejtekben két f6 glikozilacios
tipust talalhatunk, amellyel a glikdnok a fehérjékhez kapcsolodhatnak [11]. Az N-kotott
glikanok az aszparagin (Asn) oldallanc nitrogénjén keresztiil kapcsolodnak a fehérjéhez
ko-transzlacidsan és poszt-transzlaciés modositasok soran alakul ki a végleges szerkezetiik.
Az O-kotott glikanok a szerin (Ser), vagy treonin (Thr) oldallanci hidroxiljanak oxigén
atomjan keresztiil kapcsolodhatnak a polipeptid lanchoz, amely folyamat a Golgi-
késziilékben végbemend poszt-transzlacidos modositas. Az O-glikdnok altalaban kisebb
méret struktardk, mig az N-glikdnok komplexebb felépitéstiek és tobbszorosen elagazoak
lehetnek (1. ébra) [12]. A membranfehérjéken és az ¢él6 szervezetek altal szekretalt
folyadékokban is megtalalhatd mind a két féle tipusu glikdn modositas [13]. Habar, mind a
két tipust glikan azonos jelentdségli az ¢€l6 szervezetekben, az N-glikdnokat joval
sz¢élesebb korben tanulmanyoztak, mivel a legtobb O-glikan felszabaditasdhoz sziikséges
specifikus enzimek nem allnak rendelkezésre [14]. A fehérjék megfeleld feltekeredésében,
stabilitasdban ¢és effektor funkcioinak kialakulasdban mind a két glikozilacios tipus

nélkiilozhetetlen jelentdségli [15].

| I
| |
I
| I
I |
GalNAc
|
-- ) e )

1. abra: N- és O-kotott glikanok jellegzetes szerkezeti felépitése.



Az utobbi években a poszt-transzlacios modosulasok jelentéségének feltarasa kapcsan
jelentésen novekedett komplex szénhidratok analizise iranti érdeklédés [5]. A fehérjék
glikozilacoja egy erdsen konzervalt folyamat, mely soran dolikol-pirofoszfathoz kotott
MangGlcs oligoszacharid a polipeptid szekvencia aszparaginjahoz (Asn) kotédik (Asn-X-
Thr/Ser, ahol X#Pro) ko-transzlaciés modositas soran [5, 6]. A folyamat tovabbi részében
a MangGlcs egység részben lebomlik és kiilonb6zo glikozil-transzferazok kialakitjak a
végleges glikan struktarat [7, 8]. A glikanok monoszacharid egységekbdl épiilnek fel,
melyek szamos pozicioban és eltérd kotddési tipussal kapcsoldodhatnak egymashoz, igy
nagyszami kombinacids lehet6ség adott szerkezeti variancidjuk tekintetében [9]. A
glikobiologia f6 feladata, hogy feltarja a fehérjékhez kapcsolodd szénhidratok struktiranak
jelentdségét és vizsgalja, miként vesznek részt ezek az oligoszacharidok a biologiai
folyamatokban [10]. A glikanok funkcidja rendkiviil sokféle lehet, de altalaban két nagy

csoportba soroljuk Oket:

e aglikanok altal kozvetitett belsd funkciok:
- asejtfal struktarajanak 6 alkotoelemei
- ésrészt vesznek az extracellularis molekulafelismerésében

- befolyasoljak a fehérje stabilitast és oldhatosagot

e glikan kdlcsonhatés alapu, kozvetitett funkciok:
- sejt-sejt és sejt-matrix kolcsonhatasok kozvetitése és szabalyozasa
- glikdn struktarak altali informacié kozvetitése intra- és extracellularis
szinten

- intra- és extracellularis jelatvitel

Habar,az O-, és N-glikanok azonos jelentdségiiek az él6 szervezetekben, az N-glikanokat
joval szélesebb korben tanulmanyoztak, mivel a legtobb O-glikdn felszabaditasahoz
sziikséges specifikus enzimek nem allnak rendelkezésre [11]. A fehérjék megfeleld
feltekeredésében, stabilitasaban és effektor funkcidik kialakulasaban mind a két

glikozilacios tipus nélkiilozhetetlen jelentdségii [12].



A fehérjék primer polipeptid szekvenciaja kozvetleniil a génekben kodolt, mig a
glikan struktarakat felépitd monoszacharid egységeket kotés-specifikus glikozil-
transzferazok épitik fel, tehat a glikanok masodlagos géntermékeknek tekintheték [5].
Ugyanakkor a szénhidrat egységeket egymashoz kapcsold, és igy a glikanokat 1étrehozo,
specifikus enzimek szerkezete bar a genomban kodolt, expressziojuk az adott biologiai
kornyezettol fiigghet [13]. Knock-out technikaval kezelt egereken bizonyitottak, hogy a
glikoproteinek szénhidrat részének eliminacidja sulyos egészségiigyi kovetkezményekkel
jarhat [14]. A glikozilacioért felelGs transzferazok hianya vagy mutacidja letalis a magzati
fejlodés soran [15]. A glikokonjugatumok szénhidrat tartalma valtozo, ahogy fehérjénként
valtoz6 lehet az aktualisan betoltott glikozilacios helyek szama is (makroheterogenitas)
[16]. Az antitesteken viszonylag kevés cukor van (a teljes tomegiik kevesebb, mint 2-5%-a
az 1gG molekula tomegének), mig mas glikoproteinek nagymértékben glikozilaltak
lehetnek, ilyen a haptoglobin (19%), az eritropoetin (40%), az al-acid glikoprotein (45%)
vagy a kiillonb6zé mucinok (40-80%) [17]. A glikoproteineknek tobb glikoformaja 1étezhet
a betoltott glikozilezési helyeken, ami széles strukturalis diverzitast eredményez
(mikroheterogenitas) [18]. A glikanok szerkezeti heterogenitasa a glikozidazok és a
glikozil-transzferazok expresszios szintjétdl, valamint aktivitasatol fiigg, ami patologias
koriilmények kozott megvaltozhat. Ezért az atfogd glikozilacios analizis 1) utakat kinal a
biomarker kutatasban, mivel a glikozilacios valtozasok érzékeny indikatorai lehetnek a
szervezetben zajloé aktualis biokémiai mechanizmusoknak [19]. Glikan biomarkerek
segitségével lehetséges a betegségek korai stadiumt diagnosztizalasa, emellett
elkeriilhetévé valhat szamos iddigényes ¢és invaziv eljaras alkalmazasa [20]. A
glikozilacios valtozasok klinikai jelentoségének felismerése a glikomika, mint uj

tudomanyag bevezetésének sziikségességét jelentette [21].

I1.1. Az N-glikozilaci6 ¢s jelentdsége

Az N-glikozilacié az egyik leggyakoribb poszt-transzlacids modositas az eukariota
sejtek membran ¢és szekretalt fehérjéin egyarant [22]. Harom aszparaginhoz kotott glikan
tipust kiilonboztetiink meg, melyek (2. abra) mindegyike tartalmazza a k6zos trimannozil-
kitobioz alap struktarat, vagy mas néven core strukturat. A komplex tipusu glikanok

nagymértékben elagazoak lehetnek (multi-antennas struktarak), ahol a core strukturdhoz

10



kapcsolodo elagazo szénhidrat karok kiilonb6zé monoszacharid egységeket tartalmaznak.
A mannoéz tipusi glikdnok esetén a core struktirdhoz kapcsolédd karokat mannoz
egységek épitik fel [23], mig a hibrid tipust glikanok esetén a Manal-3 kart komplex, a

masikat Manal-6 iranyban pedig csak mannoz tartalmi egységek épitik fel [5].

Komplex Mannozilalt Hibrid
| Man | | Man | | Man | | Gal | | Man Il Man |
I I I I I I
| Man | | Man || Man | IGICNAC' [ Man || Man |
I | | \_/ | N
1 v £ T AY 7
[ Man | [ Man | [ ™an ] [ Man |
N/ N/
5
S | I |
& GleNAc
| I |
GleNAc
I < T W T

2. abra: Komplex, mannozilalt vagy hibrid tipusu N-glikdnok sematikus dbrazolasa.
Az N-glikanok bioszintézise a kovetkezd harom nagy lépésben torténik:

- Dolikol-kotott prekurzor oligoszacharid szintézise
- A prekurzor oligoszacharid kotése az épiil6 polipeptid lancra

- Az oligoszacharid végleges szerkezetének kialakulasa a Golgi-késziilékben

A glikoproteinek ko-transzlaciésan kotott MangGles oligoszaharid csoportja poszt-
transzlaciosan modosul és igy alakul ki az endoplazmatikus retikulum (ER) lumenében,
illetve a Golgi késziilékben a végleges cukor struktara. Az ER lumenében kapcsolédnak a
fehérjéhez a prekurzor oligoszacharidok, majd a szénhidrat lanc processzalasa a Golgi
késziilékben fejezddik be (3. abra).

Az N-glikozilacio folyamatanak elsé lépése az N-Acetil-gliikozamin (GlcNAc)
egységek dolicholhoz kotédése. A dolichol egy ismétlodd izoprén egységekbdl allo lipid
molekula, ami az ER membranjadhoz kotott. A cukormolekulak pirofoszfat kotésen
keresztiil kapcsolodnak a dolicholhoz [9] és az oligoszacharid lanc kiilonboz6
cukormolekuldk hozzaadasaval 1épcsézetes modon kibdviil, kialakitva egy prekurzor
oligoszacharid struktarat. Ennek a prekurzor oligoszacharidnak a képzdédése két fazisban
torténik: az elsé fazis az ER citoplazmatikus oldalan zajlik, mig a masodik fazis az ER

lumen részében megy végbe. A kész prekurzor molekula 2 GICNAC-bol, 9 mann6zbdl és 3
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gliikoz molekulabdl tevodik dssze és készen all az épiil6 polipeptid lancra torténd atvitelre.
Ezt a reakcidt a dolichol és a szénhidrat molekula kozotti GICNAc-pirofoszfat kotés
hasitasabol felszabaduld energia biztositja. Az oligoszacharil transzferaz enzim felelds
azért, hogy felismerje a konszenzus szekvenciat és a prekurzor glikant az épiilé polipeptid
lanc megfelelé konszenzus szekvenciajahoz kosse. Az N-glikozilacio tehat egy ko- és
poszt-transzlaciés modositas eredménye. Miutan a glikan prekurzor a képz6dé polipeptidre
kertilt, exoglikozidaz enzimek (ami csak a glikan nem redukald végén hasit [9]) levagjak a
harom gliikoz egységet a szerkezetr6l. A glikozidaz egy exoglikozidaz (3. abra) [9]. Errél a
gliikoz hasitasi 1épésrdl azt feltételezik, hogy mindségellendrzési 1€pésként funkcional az
ER-ben feltekeredd fehérje kialakulasakor. Helyes fehérje szerkezet esetén a glilkozidaz I
¢s gliikkozidaz 1II eltavolitjak a gliikoz egységeket. Az Osszes gliikkdz egység eltavolitasa
jelzi, hogy a fehérje készen all az ER-bdl a Golgi-késziilékbe torténd atszallitasra. Ha
azonban a fehérje nem megfeleléen tekeredett fel, a glitkozidazok nem aktivalddnak, és igy
a glikoprotein nem hagyhatja el az endoplazmatikus retikulumot. Normal esetben egy
chaperone fehérje (calnexin/calreticulin) a részlegesen feltekeredett fehérjéhez kotddik,
hogy segitse a fehérje teljes feltekeredését és tovabbitasat. A kovetkezo 1épés a Golgi-ban
1év6 fehérje cukorvazanak tovabbi modositasa. Ezeket a modositasokat glikozil-
transzferazok és glikozidazok katalizaljak (3. abra). A cisz-Golgi késziilékben egy sor
mannozidaz enzim eltavolitja a felesleges mannéz egységeket, mig a Golgi medialis
részében a glikozil-transzferazok kiilonféle cukor egységeket adnak a core glikan
szerkezetéhez, ami végiil a harom leggyakoribb fent emlitett glikan tipust eredményezi,
tehat a magas mannoz, a hibrid vagy a komplex glikanokat. Habar a fehérje glikozilacio
mechanizmusa mar az 1980-as években ismert volt, a folyamat biologiai jelentésége még

mindig nem teljesen egyértelmii.
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3. abra: N-glikan érés sematikus dbrazolasa.

A glikanok biomarkerként torténd felhasznalasa mellett, napjainkban szamos
kutatocsoport foglalkozik a glikoproteinek cukor szerkezetének befolyasolasan keresztiili
autoimmun és tumor ellenes hatasok lehet6ségének vizsgalataval. De Freitas és
munkatarsai in vitro human kolorektalis karcinoma sejteken vizsgaltak a swainsonin és
tunikamicin hatdéanyagok hatdsait az N-glikdn bioszintézis sordn, mivel ezek gatoljak a
glikanok képzdédését [24]. Eredményeik alapjan arra a kovetkeztetésre jutottak, hogy az N-
glikan bioszintézis gatlasa fokozta a kemoterapias szerek hatékonysagat [24], tovabba
igazoltak, hogy az N-glikozilacié tunikamicinnel torténé gatlasa fokozta az E-kadherin
medialt sejt-sejt adhéziot és gatolta a differencialatlan karcindoma sejtek proliferacidjat
[25]. A swainsonin a tunikamicinnél kevésbé toxikus hatdanyag és a Golgi a-mannozidaz
kompetitiv inhibitora. Allatkisérletekkel igazoltak, hogy a swainsonin mind per os, mind
parenteralis modon alkalmazva csokkentette a tumorok ndvekedését, gatolta a
metasztazisok kialakulasat, és novelte a tulélés idotartamat a sebészi tumor eltavolitason
atesett egereknél [26, 27]. A swainsonin a human melanoma MeWo tumor xenograftok
novekedését is gatolta egerekben [28]. Ezen eredmények azt mutatjak, hogy a
glikozilacionak jelentds szerepe van a malignus sejtek osztoddsaban és metasztatizalo
képességében, tovabbad a tumoros sejtek burjanzasa fékentarthatdé a rakos sejtek
glikozilacidjanak megvaltoztatasaval egérben. A humdan glikozilacidé pontos szerepének és
miikodésének feltérképezése utan a glikozilaciot befolyasold készitmények sikeres daganat

ellenes szerekké valhatnak.
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I1.2. Magas szialsav tartalmu glikoproteinek: A Fetuin N-glikozilacidja

A magzati szarvasmarha fetuin N- és O-kotott glikan stukttrakat is tartalmazo, ~
48.4 kDa tomegii fehérje, amely a majban szintetizalodik és onnan szekretalodik a
véraramba. A fetuin a hordozofehérjék csaladjaba tartozik, amelyek a véraramban 1évo
szamos metabolit szallitasat ¢és rendelkezésre allasat biztositjak. A fetuin nagy
mennyiségben van jelen a magzati vérben, innen ered a neve "fetuin™ (fetus latinul
magzat). A fetalis marhaszérum tobb fetuint tartalmaz, mint albumint, mig az allat kifejlett
korara megfordul az aranyuk. A fetuin szerkezetét részletesen vizsgaltak szamos
modszerrel tobbek kozott tomegspektrometriaval [29, 30], nagy nyomast folyadék
kromatografiaval (HPLC) [31] és kapillaris elektroforézissel (CE) [32] is. Ezek a
tanulmanyok azonos kovetkeztetésekre jutottak, miszerint a fehérje erdsen szialilalt N-
glikén strukturakat és O-glikanokat is tartalmaz az Asn99, Asn156, Asnl76, és Ser271,
Thr280, Ser282 ¢és Ser341 poziciokban. A 4. abra a fetuin N-glikanjainak kapillaris

elektroforetikus (CE-LIF) analizisét mutatja be 1ézer indukalt fluoreszcens detektalassal.

F3 |

4,0 45 5,0 5,5 6,0
Idé (perc)

4. abra: APTS jelolt fetuin N-glikan struktarak (CE-LIF elektroferogram)
(F1: A3S(6)1G3S(6,6,3)3; F2: A3S(6)1G3S(3,6,3)3; F3: A3G3S(6,6,3)3; F4:
A3G35(3,6,3)3.
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I1.3. Magas mannoz tartalmu glikoproteinek: Az Ribonukleaz B N-

glikozilacigja

A szarvasmarha-hasnyalmirigy RNaz B egy globularis glikoprotein, melynek
molekulatomege ~15 kDa. Az RNase B egyetlen doménbd6l all és csak magas
manndéztartalmt N-kotott glikanokat tartalmaz az Asn34 pozicioban. Ezen a ponton a core
struktaran keresztlil valtozo méreti, 5-9 mannodzt tartalmazé szénhidrat kapcsolodhat a
fehérjéhez. Ez a jelenség az N-glikozilezési hely mikroheterogenitasat eredményezi és a
fehérje szamos kiilonbozoen glikozilalt variansként fordul elé (5. abra) [33]. A magas
mannoz tartalmu cukrok osszetételét és szekvencidjat szamos analitikai modszerrel széles
korben tanulmanyoztak, példaul MS [34], H-NMR [35], HPLC [36] és kapillaris
elektroforézis [37]. Ezen vizsgalatok gyakorlatilag azonos kovetkeztetésekre jutottak és az

eredmények megegyeztek abban, hogy a kiilonb6z6 polimerizacidos foki manndz

struktirdk milyen ardnyban vannak jelen a felszabaditott glikan keverékben.

RNase B

Man 5

Man 6

Man 7

Man 8

J

t

Man 9

10.00 12.00

5. abra: Ribonukleaz B APTS jelolt glikan struktarainak CGE-LIF analizise

(Man; M=mannoz) [37].
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I1.4. Féként neutralis cukrokat taralmazo fehérjék: Az 1gG N-glikozilacioja

Az immunglobulinok az adaptiv immunrendszer f& szekrécios fehérjéi és
legfontosabb feladatuk a szervezet kiilsé korokozokkal szembeni védelme [38]. Emberben
az immunoglobulinok 5 alosztalya ismert, ugymint IgA, IgD, IgE, IgG és IgM [39].
Mindegyik alosztaly glikozilalt lehet az Fc (kristalyosithato fragmens), vagy az Fab
(antigén-kot6 fragmens) részen, de a két egység egyidejlileg is tartalmazhat szénhidratokat
[40]. Az Fc és az Fab rugalmas csuklorégion keresztiil kapcsolodik az IgG, IgA és IgD
tipusok esetében, mig az IgM ¢és IgE esetén egy merevebb doménon keresztiil valésul meg
[40]. Minden immunoglobulin két azonos 50-77 kDa-0s, osztalyonként specifikus
nehézlancbol all (6t tipusa van: vy, 6, a, pu és €) és egy, vagy tobb diszulfid hid révén
kapcsolodnak [41]. A nehézlancok szintén diszulfid hid kotéssel kapcsolodnak a 25 kDa-0s
konnytlancokhoz. Emberben két tipusii kdnnytilancot ismeriink a A és k konnytlancokat
[42]. A nehéz lancok molaris tomegének 2-3%-at adja a glikozilacié (IgG: 150 kDa), de
legfeljebb csak 12-14% az Fab fragmensen glikozilalt immunglobulinok esetén is (IgM,
IgD, IgE) [43]. Fontosnak tartom megjegyezni, hogy mig a nehézlancon az Asn 297
pozicioban egy konzervalt N-glikan kothely van, addig a konnyid lancokon nincsenek

konzervalt kotéhelyek.

Emberben az 1gG molekulat y nehézlancok és lambda (L) vagy kappa (k) konnytilancok
épitik fel. A y lanc 450 aminosavat tartalmaz. Tovabbi besorolas négyféle IgG alosztalyt
killonboztet meg: 1gGl (66%), 19G2 (23%), 1gG3 (7%) és 1gG4 (4%), melyek vy lanc
szekvenciajukban és a diszulfid hidak eloszlasaban kiilonbdznek egymastol [44].
Egészséges emberben az 1gGl szérum immunoglobulin atlagos koncentracidja 10-15
mg/ml. Az 1gG1 molekulak egy konzervalt N-glikozilacios helyet tartalmaznak az Fc
régioban (Asn 297), de mint fentebb mar emlitettem, az Fab régioban is eléfordulhat
variabilis N-, vagy O-glikozilaci6 [45]. A kozelmultban bevezetésre keriilt monoklonalis
antitest alapu terapias gyogyszerek hatasossaga révén széles korben tanulmanyozott az 1gG
molekula és annak glikozilacioja (6. abra) [46]. Az Fc fragmentum Cp2 doménjén a fent
emlitett Asn 297-es konzervalt pozicioban kiilonb6z6 glikoformak lehetnek jelen [47],
melyek még a két szalon lévo struktarajukban is killonbozhetnek. A glikoformak nagy
heterogenitisa a kiilonb6z6 monoszacharid épitéelemek pozicionalis és  kotési
valtozatossagai miatt alakul ki. Leggyakrabban komplex biantennas struktarak

kapcsolédnak az Fc fragmentumhoz, melyek al-6 core fukozilaltak is lehetnek. Az
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antennak N-acetil-gliikozamin, galaktoz, fukoz és szialsav egységeket tartalmazhatnak,
emiatt akar 32 kiilonféle struktara is kialakulhat [48]. Az IgG Fc glikanok jelenléte és
megfelelé szerkezete elengedhetetlen az optimalis Fc y receptor kotédéshez [49], mely az

effektor funkciok alapjat képezi.

IgG Fc glikanok minden alosztaly receptor és effektor funkcidi esetén sziikségesek az
optimalis antitestkotéshez, igy ezek az IgG-k védenek a korokozokkal szemben és
szabalyozzak a terapias antitestek szamos tulajdonsagat [50]. Az 1gG Fc negyedleges
szerkezetét ¢és termodinamikus stabilitdsat az erdsen konzervalt Asn-297 glikdnok
biztositjak [51]. A terminalis monoszacharid egységtdl fliiggéen a glikan befolyasolja a
fehérje alapvetd funkcidit, példaul a szervezetbeni keringési id6t, a komplementfiiggd
citotoxicitast (CDC), az antigén fliggd citotoxicitast (ADCC) és a gyulladascsokkentd
hatast [52-55].

Antigén
kotohely

NH;

Glikénok*-@ :L_D» Glikanok*
Fc
\\
CH, CH, Nehéz lancok
- — NH,
Diszulfid hid
kotések

6. abra: 1gG sematikus abrdja és konzervalt glikozilacios helye (*Asn 297 pozicidban

konzervalt szénhidrat kdthely).

Az Fc szialilacio biztositja a gyulladasgatld hatast a2,6-kotott szialsavak esetén. A core
GIcNACc-hoz kapcsolddd al,6-kotott fukdz csokkenti az ADCC-t, mivel a core fukozilacio
nélkiili IgG nagyobb affinitassal kotddik az Fc yRIlla receptorjahoz. A terapias IgG ADCC
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aktivitdsanak javitasa érdekében szdmos stratégiat fejlesztettek ki az antitest core fukoz
tartalmanak csokkentésére, példaul csokkentik a fukozil-transzferaz gén expresziojat, vagy
tultermeltetik a GnTIII enzimet, amely a bisecting GICNAc kotéséért felel [56]. A human
szérum IgG glikozilacioja valtozo mértékben mddosulhat olyan tényezdk hatasara, mint az

¢letkor, a terhesség, a gyulladasos betegségek és a tumoros elvaltozasok [57].

Az IgG szénhidrat szerkezetében bekovetkezé6 modositasok jelentésen befolyasoljak a
fehérje egyes tulajdonsagait. Az IgG CDC aktivitdsa felére csokkent galaktozildcid
hianyaban, [58-60]. Mas kutatocsoportok azt figyelték meg, hogy magas mannéz tartalmu
cukrok jelenléte (Man5-Man9) csokkenti a szérumban keringé IgG fél-élet idejét [61, 62]

mivel kikotédnek a majban talalhato mannoz koto lektinekhez.

A glikanok toltés/hidrodinamikai térfogatuknak megfelelden kiilonbozd sebességgel
vandorolnak a nagyobbak lassabban, a kisebbek vagy tobb toltotéssel rendelkezok
gyorsabban. A csucsok elvalasa alapjan azonositani lehet egy ismeretlen szénhidrat
struktarat, mivel linearis gliikozoligomerek esetén a migracios id6 a monomer egységek
szamaval aranyosan novekszik. A linearis gliikoz oligomerekben 1évé monomerek szamat

gliikozegységben (GU) fejezik ki. A GU szamitasat a kdvetkez6 egyenlet irja le:

Gn+ MT,—-MT
GUx = AL
MTn41 — MTy

(eq 1)

ahol GUy: az ismeretlen glikan gliikozegysége, Gn: az X glikant mgel6z6é homooligomer
gliikozegysége, az MT'x: az ismeretlen glikan korrigalt migracios ideje, MTy: az X glikant
megel6z6 homooligomer migracios ideje, MTni1: az X glikant kdveté homooligomer
migracios ideje. A glikdnok rendkiviili sokfélesége miatt a mar azonositott strukturak
publikalasa és adatbazisban vald gyiijtése igen nagy jelentségli. Az elmult évtizedben
szamos kezdeményezés volt atfogd adatbazisok létrehozasara, ilyen példaul a Consortium
for Functional Glycomics, a Glycosciences.de, a BCSDB, a GlycoSuiteDB, a GlycoBase
¢és a EUROcarbDB, melyek célja a glikanok szerkezeti azonositasanak megkonnyitése [48,
63]. Alabb egy standard IgG fehérje kapillaris elektroforézis rendszerben elvalasztott N-

glikan profilja lathato (7. abra), az azonositott strukturak feltiintetésével [48].
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7. abra: Immunoglobulin G N-glikozilacios elektroferogramja kapillaris elektroforézis

rendbszerben 1ézer indukalt fluoreszcens detektalassal [48].

I1.5. Myeloma multiplex

A myeloma multiplex (MM) a plazmasejtek rosszindulatu klonalis proliferacidja, és
napjainkban is a gyogyithatatlan betegségek kozé soroljak. A betegég diagnozisat a
legutobbi  nemzetk6zi myeloma munkacsoport altal meghatarozott (IMWG)-
kritériumoknak megfeleléen allitjak fel, amely id6igényes és egyben bonyolult feladat
foképp az aspecifikus klinikai tiinetek miatt [64, 65]. A leggyakrabban hasznalt eljarasok a
myeloma multiplex diagnosztizalasara a laboratoriumi, képalkoto és csontvelé biopszias
vizsgalati eredmények kombinacidjat alkalmazzak a diagnozis felallitasahoz [65, 66]. A
betegség tanulmanyozéasa soran szamos onkogén mechanizmust fedeztek fel, amelyek
befolyasoljdk a transzlacids mechanizmusokat, a hiszton metilaciot, a véralvadast €s a
paraprotein képzddését [67]. Az N-glikozilacioban bekovetkezd valtozasok jelentds
szerepet jatszhatnak kiilonb6z6 human malignus betegségek soran, ideértve a myeloma
multiplexet [68-70], ahol igazolt, hogy a paraproteineket specifikus glikan profilok
jellemzik [71]. A paraproteinek, olyan abnormalis immunglobulin fragmentumok, vagy
immunglobulin kdnnyt lancok (kappa, vagy lambda), melyek a szérumban keringenek és a

koros immunglobulin termeld &ssejt proliferacios klon jelenlétére utalnak [1]. Rendkiviil
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fontos tény, hogy a paraproteinek glikozilacioja, illetve azok profiljanak valtozasa a
betegség elérehaladasat jelezheti [72]. Fiziologias koriilmények kozott az IgG1 molekulak
N-glikozilaciéja a Cy2-domén erésen konzervalt Asn297 pozicioban talalhaté az Fc
régioban. Az Fc-fragmens ezen konzervalt N-glikozilezési helyén kiviil a keringd human

1gG fehérjéknek csak koriilbeliil 20-30%-a glikozilalt a Fab-fragmentumon is [73, 74].

A malignus transzformacidé megvaltoztathatja a fehérjék glikozilaciojat, ami fokozza a pro-
inflammatorikus glikoformak expressziojat [5]. A csontveld follikularis limfoma sejtjeinek
szomatikus mutacioi azt mutattak, hogy az expresszalt IgG molekulak nehéz és konnyl
lancaiban nagyszamti N-glikozilaciés modosulas alakul ki, ami arra utal, hogy a
glikanoknak szerepe lehet a tumor patogenezisében [75]. Kutatasok tovabba igazoltak,
hogy myeloma multiplex betegek szérumaban tobbszordsen szialilalt biantennaris glikanok
vannak jelen az IgG konny lancban [74], és habar funkcidjuk még ismeretlen, az 1gG
proliferacioval. Glavery és munkatarsai bizonyitottak, hogy csokken a megtapadasi és a
metasztatizalo képesség a ST3GALSG szialil-transzferaz génkiiitott MM csontveld sejtekben
[76]. Konnyli lanc myeloma multiplex (LCMM) soran a core fukozilacié csokkenését, a
bisecting glikoformak megjelenését és a glikoproteinek fokozott szialilaltsagat figyelték
meg [77]. A kozelmultban egy irorszagi Kutatocsoport is alacsony galaktozilaltsagu és
fukozilaltsagu glikozilacios profilt talalt MM betegeknél [78]. Az MM betegeket az IMWG
kritériumok mellett a szérum béta-2-mikroglobulin (32-M) és az albumin Szint
meghatarozasa utan diagnosztizaljak, és felallitjak a betegség prognoézisat [64, 79]. Bar a
nemzetkdzi besorolasi rendszer (ISS) besorolast csak 2005 ota alkalmazzak, bizonyitottan
hatékonyabb a myeloma harom szakaszaba torténd besorolaskor. Ezek a szakaszok a
varhaté talélési ratakat probaljak elére jelezni, és ennek kapcsan hatékonyabb myeloma

kezelési stratégiakat javasolnak [80].

A paraproteinek N-glikozilacios profiljanak vizsgalata prognosztikai jelentéségli lehet a
myeloma multiplex betegség kezelése soran melyet leggyakrabban folyadék kromatografia
(LC), kapillaris elektroforézis (CE), magneses magrezonancia spektroszkopia (NMR) és
tomegspektrometria (MS) [71, 81-85] segitségével vizsgalnak. Ezen modszereknek szamos
elénye van, ugyanakkor mindig a céloknak megfeleléen kell a vizsgalati eszkozt
valasztani, mert mindegyiknek meg van a maga hatranya is. llyen probléma lehet, hogy

nagy minta mennyiséget igényelnek (NMR), vagy bonyolult a hétkdznapi alkalmazasuk
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(MS). A CE-LIF elényei kozé sorolhaté, hogy minimalis mintaigényii (akar fmol) és

konnyen alkalmazhat6 eszkoz [86].

I1.6. Glikozilaci6 szerepe a biomarker kutatasban

A glikozilaciés valtozdsok szédmos patoldgias allapotban jol ismertek, példaul
genetikai rendellenességek, gyulladasos betegségek ¢és rakos betegségek esetén is
igazoltak. Ezeknek a valtozdsoknak a betegség specifikus biomarkerekként torténd
detektaldsa oriasi lehetOségeket rejt magdban. A glikdn biomarkerek révén szdmos
betegség korai stadiumban diagnosztizalhatova valhat, és elkeriilhetévé valna az olyan
bonyolult és fajdalmas diagnosztikai eljaras, mint példaul a biopszia. A glikanok
analizisének gyakorlati jelentdségére jo példa Callewaert és munkatarsainak munkdja,
ugyanis Ok vizsgaltak eldszor glikanokat a majcirrdzis nem invaziv diagnosztikai
igazolasara. Osszehasonlitottdk a glikdn profilokat madjcirrézisos és cirrézisban nem
szenved6 paciensek klinikai vizsgdlati adataival és egyértelmiien el tudtdk kiiloniteni a

cirrdzisban szenvedd betegeket a tobbi pacienstdl [87].

Jelenleg klinikai biomarkerként csak a transzferrin és az alpha-fetoprotein fehérjék
glikozilaci6s modosulatait alkalmazzak. A transzferrin egy majban képz6dé glikoprotein,
melynek f6 funkcidja a vas transzportja. Szamos malignus folyamat soran, mint a
petefészekrak, mellrdk, vagy vastagbélrdk, novekedett a transzferrin glikan stukturdk
eldgazasainak szama, illetve a fukozilaltsig mértéke. Egy madasik nagyon érdekes
modosulés a transzferrin glikozilacidjanak hidnya idiilt alkoholizmus esetén. Ennek oka,
hogy transzferrin glikozilalasaért felel6s glikan transzferazokat gatolja az acetaldehid, ami
csokkenti a glikozilalt transzferrin képzddését és né a szénhidrat hidnyos transzferrin
szintje. Ennek a jelenségnek koszonhetden a szénhidrat-hianyos transzferrin j6 biomarkere

a hossza tavu alkoholfliggéség megallapitasanak [88-90].

Az alpha-fetoprotein (AFP) egy olyan glikoprotein, amit normal esetben a maj termel a
magzati fejlédés és a hepatocitdk regeneraldsa soran. Megfigyelték, hogy a core al-6
fukozilalt szérum alpha-fetoprotein szint megemelkedik maj karcindma esetén és alkalmas
biomarker a betegség korai felismerésére [91]. Tovabba, a paciensek szérumabol 90%-0s
valoszinliséggel elére jelezhetd a maj karcindma kialakulasa [92]. Az AFP fokozott
fukozilaltsdga lektin affinitds alap eljarassal egyszerlien igazolhat6, mivel a Lens

culinaris lektin kiemelked6 affinitast mutat a fukozilalt glikan tartalmu fehérjék irant.
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Ahogy a transzferrin [93] és az alpha-fetoprotein [94] esetében igazolt, a glikanok kivalo
biomarkerek lehetnek. Megfelel6 klinikai vizsgalatok elvégzése utan, a myeloma multiplex
betegek esetén is jol alkalmazhatdo gyors eljaras lenne egy szénhidrat analizis alapt
diagnosztikai eljaras, ugyanis a betegtl a vérvétel soran gyiijtott vér kis mennyisége is
elegend6 a teljes glikan analizis elvégzéséhez. Ezek az eljarasok azonban nagyon lassan
integralodnak a klinikai gyakorlatba, aminek tobb oka is van. Az egyik legjelentésebb
probléma, hogy a cukor struktrdk azonositasara hasznalt miszerek hasznalata ¢&s
karbantartdsa bonyolult, szakképzett személyzetet igényel, tovabba iddigényes
folyamatokrol van sz6. A modern kapillaris elektroforézis eszkdzok kdnnyen hasznalhatok,
azonban a klinikumba torténd integralédasukhoz indokolt néhany tovabbi fejlesztés
elvégzése, mint példaul a gyorsabb elvalasztasi id6 biztositdsa, €S a nagy betegszdmra valo
tekintettel a multikapillaris rendszerek bevezetése. A nagy mintaszam ezen feliill maga utan
vonna egy kevésbé toxikus jelolési eljaras sziikségességét. A kovetkezOkben ezen

problémak megoldasahoz sziikséges elméleti alapokra szeretnék kitérni.

I1.7. Hagyomanyos APTS jeldlés €s hatranyai

A terapids fehérjék glikozilaciojanak ismerete és a betegségekben jelen 1évo
glikobiomarkerek kutatasa gyors és érzékeny, nagy ateresztoképességii glikoanalitikai
modszereket igényel [95, 96]. A felszabaditott és derivatizalt oligoszacharidok elemzésére
tomegspektrometrids és NMR alapu strukturalis vizsgalati technikdk alkalmazasa mellett
foként folyadékfazisu bioanalitikai modszereket (folyadékkromatografia - LC és kapillaris
elektroforézis - CE) alkalmaznak [97, 98]. A komplex szénhidratok jellemzése folyadék
fazist elvalasztasi rendszerekben optikai detektorral kromofér/fluorofor jelolés hianyaban
meglehetésen nehézkes, mivel a szénhidratok nem rendelkeznek sem fényabszorbcios sem
fluoreszcens csoportokkal [99]. Kapillaris elektroforézis elvalasztas esetén a 8-amino-
pirén-1,3,6-triszulfonat (APTS) az egyik leggyakrabban alkalmazott reduktiv amindci6s
alapt derivatizalo molekula, amely az elektromigracié szempontjabol kulcsfontossaga
harom negativ tdltéssel és magas fluoreszcens hatasfokkal rendelkezik, ezért kiemelked6en
alkalmas CE-LIF modszer esetén [100, 101]. Az APTS jelolt glikanok lézer indukalt
fluoreszcencidjanak (LIF) kimutatidsi hatarértéke a rendkiviil alacsony femtomolaris
tartomanyban van [102]. A reduktiv aminacios reakciok legszélesebb korben alkalmazott

redukaloszere a natrium-ciano-borohidrid [103]. Ezen reduktiv aminacios szer nagyon

22



magas kihozatalt biztosit az oligoszacharidok jelolése soran. A 8. &bran lathato
derivatizaciés reakcio elsé 1épésében a szénhidrat nyitott gylirlis formaja reverzibilis
reakcié keretében reagdl az APTS primer amin csoportjaval és egy vizmolekula
kilépésével Schiff-bazis képzddik. A reakcid masodik, irreverzibilis 1épésében a Schiff-

bazist stabil egységgé redukaljuk.

R'—NH, Schiff bazis

fluoreszcens anyag
reagens

jelolt glikan

8. abra: Reduktiv aminalason alapulé cukor jel6lési reakeio fluoreszcens agenssel

(R: a cukor molekula tobbi része; R': fluorofor festék).

Mivel a reakcido soran felhasznalt natrium-cianoborohidridb6l hidrogén-cianid (HCN)
szabadul fel, javasolt az alternativ redukaloszerek alkalmazasa, mint példaul natrium-
triacetoxi-borohidrid (NaBH(OAc);) [104, 105], boran-dietil-amin és 2-pikolin-boran
[103]. A gydgyszeripar részér6l egyre jelentésebb igény mutatkozik a glikanok

vizsgalatara, igy a fent emlitett HCN probléma jelentdsége is novekszik.
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[1.8. Iridium- és ruténium-foszfin komplexel valo reduktiv aminalas elméleti

alapjai

A H, gazzal, vagy oldhaté hidridekkel (pl. NaBH4;, NaBH3;CN, stb.) torténd
hidrogénezést Gsszehasonlitva a telitetlen szubsztratok (alkének, karbonilok, iminek, etc.)
transzfer hidrogénezésével, ez utobbi modszer figyelemre méltd eldnyoket hordoz
magaban. Ezekben a reakciokban ugyanis a hidrogén koézvetleniil atviheté egy donor

molekularol (D) a szubsztrat telitetlen helyére:

DH2 + R(R’) C=N-R” — R(R’)CH-NH - R” + D

Ahol D: donor molekula. R és R’: aril, alkil. Szintézis céljara hasznalt legjelentdsebb
hidrogén donorok kozé tartozik a 2-propanol, a formiatok és a hangyasav (gyakran a két
utobbi keveréke). Szamos homogén vagy heterogén katalizatort alkalmazhatunk ezekben a
reakciokban, de a nemesfémek foszfin komplexei a legaktivabbak [106]. Ha hidrogén
donorként hangyasavat hasznalunk, figyelembe kell venni a HCOOH katalitikus bomlasat
is, amikor H, és CO, keletkezik. Fontos megjegyezni, hogy a komplex katalizalja a
hidrogénezést gaz halmazallapoti Hp-al is [107], bar ez, mint mellékreakcid nem gatolja a
telitetlen szubsztrat redukcidjat, ugyanakkor nagyobb mennyiségli HCOOH-t igényel
gazfazisban. A Ru (Il) - és Ir (I1l) - komplexek hasznalatat elésegiti a jo vizoldhatosaguk
[108]. A hangyasav és a meta-monoszulfonalt-trifenilfoszfin natrium séja (mtppms) nem
mérgezOek és a katalizatorok vizes oldatainak hasznélata nem rejt magaban semmilyen

egeészsegligyl kockazatot.

11.9. Kapillaris gél elektroforézis

Egy tipikus kapillaris gél elektroforézis (CGE) késziilék az elvalaszto kapillarisbol,
egy nagyfesziiltségii tapegységbdl, megfeleld detektald egységbdl és adatgyiijté eszk6zbol
all, amint az a 9. abran lathat6. CGE rendszerben a kapillaris effektiv hossza altalaban 10-
100 cm kozott valtozhat, mig belsé és kiilsé atmérgjiik 20-100 um i.d. és 150-360 pum o.d.
kozotti tartomanyban mozog [109]. Egy-, vagy tobbkapillarisos rendszerek 1éteznek, ahol a

szilika kapillaris bels6é falat az elvalasztasi feladatnak megfeleléen tobbféleképpen
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modosithatjuk (kovalensen vagy dinamikusan), hogy megvaltoztassuk vagy teljesen
eliminaljuk az elektroozmotikus aramlast (EOF), valamint megakadalyozzuk a
mintakomponensek esetleges adszorpciojat [109, 110].

A CGE eszkozokbe a mintabevitel elektrokinetikus vagy nyomassal vald injektalasos
modszerrel torténhet [111]. Az elektrokinetikus injektalasi megoldas az egyetlen lehetéség
amennyiben az elvalaszto gél puffer magas viszkozitast. Elektrokinetikus injektalas soran
a toltott minta molekulak elektromos térerésség hatasara a kapillarisba kényszeriilnek, mig
nyomasinjektalas esetén az ideiglenesen nyomas ala helyezett mintatartobol a minta oldat a
kapillarisba aramlik (az alacsonyabb nyomas fel¢). A s6-mentes vizes oldatokbol torténd
elektrokinetikus mintainjektalas nagy mennyiségli minta bejutasat eredményezi, mivel a
puffer ko-ionok nem versenyeznek a mintamolekulakkal, igy kiemelkedéen jo detektalasi
érzékenység érheté el (LOD) [112]. Fontos tovabba a reprodukalhatdo eredmények
érdekében, hogy a kapillaris homérséklete az elvalasztas soran megfelelé pontossaggal
legyen szabalyozva [113].

Az elvalasztas soran a minta molekulak a kapillarisban 1év6 szeparald pufferben
elektromos téreré hatasara toltésikknek megfeleléen vandorolnak, és ennek megfeleléen
kell a detektalas helyét meghatarozni (normal vagy forditott polaritas). A legtobb modern
kapillaris elektroforézis késziilek 30 kV elvalasztasi fesziiltség alkalmazasat is lehet6vé
teszi, valamint 15-65 °C homérséklet tartomanyban miukodtethetd. A detektalas
megoldhato optikai modon UV/UV-Vis rendszerekkel, pasztazoé didda array, LIF, vagy
olyan specialis modszerekkel, mint az elektrokémiai, vezetoképességi, vagy
tomegspektrometrias detektalas [114]. Ez utobbi esetben elektrospray modszer

alkalmazasanal altalaban az elvalaszto kapillaris vége a sprayer hegye [115].
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Polimer oldattal

toltott kapllla\ns Lézer
Adat d Detektor
feldolgozas ablak

Bemeneti % Kimeneti
puffer OOO o) puffer
Minta
tarto talca

9. abra: A CGE-LIF rendszer forditott polaritasti miikodési modjanak vazlatos

bemutatasa.

11.9.1. Elektroforetikus mobilitas

Az elektroforetikus elvalasztasi modszerek azon az elven mitkodnek, hogy az oldott
anyagok elektromos térben toltés/hidrodinamikai térfogatuknak megfeleléen kiilonb6z6
sebességgel vandorolnak [116]. A toltéssel rendelkezé részecskék elektromos térersség
hatasara torténd vandorlasat Newton masodik térvénye irja le:

n(E2)=e0 1) @

dt?

ahol, m a tomeg és d’x/dt® a gyorsulés. A strlodasi erd (Fr) az ellenkezé iranyba hat, ahol f

a transzlacios surlodasi egyiitthato, dx és dt a tavolsag €s id6 komponensek:

F=1(5) (¢ 3
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Egyensuly esetén a minta molekulak allandé sebességgel (V) vandorolnak:

= _pe
=L (eq 4)

A transzlacios surlddasi egyiitthato (f) aranyos a hattér elektrolit viszkozitasaval (1), amit a

kovetkezo egyenlettel irhatunk le [117]:
f=c-n (eq 5)

ahol ¢ konstans értékét a molekulak alakja befolyasolja (gomb alaku részecskék esetén c

=6zr, ahol r a molekula sugara) [118].

Az elektroforetikus mobilitas (u) gy definialhatd, mint a térerGsségre normalizalt
vandorlasi sebesség, V/E, és a kovetkezOképpen fejezheté ki a fenti egyenletek
6sszevonasaval:

_roQ
u=p=o5 (@)

o<

Az Eyring-Polanyi egyenlet [119] szerint a hattér elektrolit viszkozitasat a kovetkezd
egyenlet irja le:

n=A-ebalRT (eq 7)

Ebben az egyenletben A a pre-exponencialis faktor, E; a mintakomponens
elektromigraciojahoz sziikséges aktivacios energia, R az univerzalis gaz allando6 és T az
abszolut homérséklet. Fontos megjegyezni, hogy az elektroforetikus mobilitasi értékeket
korrigalni kell az oldat hémérséklet-fliggd viszkozitas valtozasaval (1,1%/°C) [120]. Az
elektroforetikus mobilitast (u) a fentiek alapjan az alabbi egyenlettel fejezhetjiik ki (const a
c és A elemek 6sszevonasat jeloli):

Q -
p=——-e Fa/RT (eq 8)

const

A gyakorlatban az E, értékeket az Arrhenius-diagramok [121] meredekségébdl hatarozzuk
meg ugy, hogy az elektroforetikus mobilitas logaritmusat az abszolit homérséklet

reciprokanak fiiggvényében abrazoljuk:

_ Q Eg
Zn,u Zl’l konst RT

(eq 9)
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CGE-ben az elvalasztas hatasossagara jellemzo elméleti tanyérszamot (N) a 10-es egyenlet
irja le, ahol u az elvalasztandé mintakomponens elektroforetikus mobilitasa, | a kapillaris
effektiv hossza az injektalastol a detektalasi pontig, D pedig a vandorl6 mintakomponens

diffuzios egyiitthatoja.
E-l
N=u - (eq 10)

Az elvalasztas felbontasat (Rs) [122] két mintakomponens elektroforetikus mobilitasa

kozotti mobilitas (Au) kiillonbségbdl szamitva a kovetkezo egyenlettel jellemezhetjiik:

R, = 0.18" Au /% (eq 11)

Az 10 és 11-es egyenletek alapjan a nagyobb elvalasztasi hatékonysag (N) és ennek
megfeleléen a nagyobb felbontas (Rs) az alacsonyabb diffuzids egyiitthatdé és a magasabb
alkalmazott elektromos térer6sség eredménye. A 12-es egyenlet szerint a magas
felbontoképesség elérésének korlatozo tényezdje elsésorban a kapocsfesziiltség hatasara
fejlédo tn. Joule-hé (Qj), ahol r = az oszlop belsd sugara, L = a kapillaris teljes hossza, és |

= az aram:

P
Q== (12

A migracios id6 reprodukalhatosaga és a Joule-hd korlatozasaval oOsszefiiggd CGE
problémakra fontos megoldas a korszerti kapillaris elektroforézis rendszerekben 1évo
homérseklet-szabalyozo termosztat (folyadék, vagy léghtités) alkalmazasa az elvalasztas

soran [123].

11.9.2. Kapillaris elektroforézis mintainjektalasi eljarasok

A gyors és nagyszamu mintaclemzés bevezetése minden ,,omics” teriileten,
igy a modern biofarmakologiai kutatasok bioanalitikai szegmensében is jelentds
eloérelépést hozott. Ez a fejlodés 1j lehetdségeket biztositott olyan modszerek
kidolgozasdhoz, amelyek a gyogyszeripari fejlesztések alapjaul szolgaltak és lehetové
tették a fehérje alapu gyogyszerkészitmények gyors és hatékony analizisét [124]. A
jelenlegi gyogyszeripari kutatasok egyik kiemelt teriilete a terapias glikoproteinek
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szénhidratszerkezetének a funkcidval torténd Osszefiiggéseinek megértése ¢és a glikomika
fontossaganak felmérése [125]. A gydgyszeriparban egyre jelent6sebb a bioterapias
készitmények fejlesztése, ezen beliil is kiilondsen a monoklonalis antitestek gyartasa. Ez
gyors klonszelekciot igényel, ami miatt az elvalasztasi eljarasok hatékonysaganak és
ateresztOképességének fejlesztése jelentds érdeklodésre tart szamot. Willams és mtsai.
[126] az ezredfordulon jelentésen csokkentették a CE eljarasok elvalasztasi idejét
»Sequential Injection Before Analysis” (SIBA) protokolljuk kidolgozasaval a felbontasi
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. Veuthey és mtsai. [127] kapillaris
elektroforézist alkalmaztak alternativ modon ismételt injektalasra kKismolekulas
gyogyszeripari termékek esetében gy, hogy a mintakat és elektrolit zonakat az elvalasztas
megkezdése eldtt juttattak a kapillarisba. Az optimalizalt elektrolit zonak (2 x hosszabb,
mint a minta zona) jobb felbontast biztositottak. Egy masik tipusu tobbszords
mintainjektalas esetén csokkentették az egy mintdra esd elvalasztasi idot, és sikeresen
alkalmaztak a modszert UV és MS detektalas soran [128]. Staub és mtsai. [129] CE-UV-
ESI-TOF/MS  eljarast alkalmaztak inzulin gyors azonositisara ¢és mennyiségi
meghatarozdsdra. Ennek sordn négy mintat injektaltak hattér elektrolittal és belsd
standarddal egyiitt. Egy masik megkozelitésben tobbszorés mintainjektalasi eljarast
dolgoztak ki kapillaris zonaelektroforézis rendszerben (MICZE: multiple-injection
capillary zone electrophoresis) szalbutamol vizsgalatara [130]. Hét minta sorozatot
injektaltak, amelyek mindegyike harom azonos mintat tartalmazott és egyetlen futtatas
alatt tortént meg az elvalasztas. Ez 6sszesen huszonegy egymast kovetd injektalast jelentett
(hat standard ¢és tizen6t minta), amely szalbutamolt és oxprenolol markert is tartalmazott.
Az injektalt mintakat hattér elektrolit (BGE) dugodk kiilonitették el egymastol és részleges
eletroforézissel fokuszaltak, majd egy rutinszer(i kapillaris zonaelektroforézis protokollal
valasztottak el az 6sszes bevitt mintat. Egy masik érdekes megkozelités a kapillaris
eletroforézis rendszerek atereszt6 képességének novelésére az igynevezett multiszegmens
injektalasi eljaras [131]. Ezzel a megkozelitéssel a teljes Kkapillarist koriilbeliil
egyharmadaig, ismétlédéen minta és BGE zonakkal toltik fel miel6tt a tényleges CE
elvalasztast megkezdenék. Tehat, csak az Osszes elvalasztani kivant egység beinjektalasa
utan indul meg a tényleges minta elvalasztds. Ezekben a multiszegmentes injektalasi

eljarasokban eddig csak a nyomassal torténd injektalast alkalmaztak és igazoltak és MS-el
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torténd detektalas megvalosithatosagat. Hudson ¢és munkatarsai CESI-MS modszert
alkalmaztak 100 cm hosszu kapillarissal, de ez a modszer csak egyetlen mintakomponens

optikai azonositasara volt alkalmas, igaz nagyszama mintabol [132].
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1. CELKITUZESEK

A myeloma multiplex betegek tulélési esélyeit és életmindségét jelentdsen befolyasolja
az allapotuk mielébbi felismerése. A betegek jelentds tobbsége IgG eredetii paraprotein
termeld. Ennek ismeretében az volt a célom, hogy az immunoglobulin G paraproteint (IgG)
termel6 myeloma multiplexben szenvedd betegek teljes szérum és a szérum 1gG frakcio
glikozilaciojat vizsgaljam kapillaris elektroforézis rendszerben 1ézer indukalt fluoreszcens
detektalassal (CE-LIF), és megallapitsam, hogy a modszer segithet-e a betegek pontosabb

és gyorsabb diagndzisanak felallitasaban.

Mivel ez a minta elokészitési eljaras jol robotizalhatd, lehetdség lenne nagy
mennyiségli minta egyidejii és gyors analizisére. Ennek megfeleléen munkdm maésik {6
célkitizése volt, hogy a jelenleg rutinszerlien alkalmazott jel6lési eljarasnal
kornyezetkimélébb és  biztonsagosabb szénhidrat jelolési modszert dolgozzak ki.
Napjainkban széleskoriien elterjedt reduktiv aminalasos derivatizalasi modszer natrium-
cianoborohidridet alkalmaz a cukor-fluorofor  Shiff-bazis redukalassal —torténd
stabilizalasara, mely kornyezet és egészségkarosito hatasu HCN-ot termel. lrodalmi
adatokbol kiindulva, azt feltételeztem, hogy a RuCly(mtppms),] és [IrHCl(mtppms)s]
vegyiiletek alkalmasak lehetnek glikan jellés soran a reduktiv aminalasi folyamatban
kialakul6 imin-intermedierek hidrogénezésére (redukcios 1épés). A f6 N-glikan tipusokat
jol reprezentald nagyrészben neutralis human IgG, a szialilalt fetuin és mannozilalt
szarvasmarha ribonukleaz B aszparagin kotott cukrai alkalmas standardként szolgaltak a

modszerfejlesztési vizsgalataim soran.

Tovéabba célul tliztem ki egy ujfajta minta injektalasi metodika fejlesztését, melyben
rovidebb elvalasztasi id6 mellett is megtarthatd az informacié gazdag minta analizis, azaz

jelentdsen novelhetd az iddegység alatt mért mintdk szama.
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IV. ANYAGOK ES MODSZEREK

IV.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, I.
sz. Belgyogyaszati Klinika, Hematologiai Osztalyaval egyiittmiikodésben egészséges ¢€s
kiilonb6z6 stadiumi, valamint kezelés el6tti és utani myeloma multiplex-ben szenvedd

személyektdl gyljtottiink szérum mintakat.

IV.2. Human szérum ¢és standard glikoprotein mintak

A vizsgalatba 7 kezeletlen, 7 kezelés alatt allo és 7 remisszios myeloma multiplex-
es pacienst vontunk be, illetve 7 egészséges, azonos korcsoportban 1évé nétol és férfitol
gyijtottiink kontroll szérum mintat kicsapodast gatld szérumcsévekbe (BD Diagnostics,
Franklin Lakes, NJ, USA). Jelen vizsgalatbol kizartuk a fert6z6 betegségben, vagy
kronikus gyulladasos betegségben, illetve egyéb mas tumoros elvaltozasban szenvedd
betegeket, tovabba a kabitoszer-fliggd pacienseket. A levett vérmintadkat azonnal
centrifugaltuk 30 percen keresztiil 7500 X g¢-vel, majd a szérum frakciot tovabbi
felhasznalasig -70 °C-on taroltuk.

A borjubol szarmazo6 fetuint, a szarvasmarha hasnyalmirigy eredetii ribonukledz B-t és a
human szérum immunoglobulin G glikoproteineket a Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, USA)

cégtol vasaroltuk.

IV.3. Vegyszerek

A Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, USA) cégtdl szereztem be a nagy tisztasagu
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

32



¢és az NP-40 oldatot a New England Biolabs vallalattol vasaroltuk (Ipswich, MA, USA). A
PNGase F enzimet a ProZyme (Hayward, CA, USA), a papaint az AppliChem (Darmstadt,
Germany) cégektdl rendeltiik. A 8-aminopirén-1,3,6-triszulfonat fluorofér jelol6 anyagot, a
maltooligoszacharid 1étrat és az NCHO szénhidrat elvalaszté puffert a SCIEX (Brea, CA,
USA) cégtdl vettilk. A NEB Denaturalo puffer-t és az 1x-Glyco puffer 2-t a New England
Biolabs (Ipswich, MA, USA) cégétdl szereztiik be. Az Agencourt CleanSEQ magneses
gyongyoket a Beckman Coulter (Indianapolis, IN, USA) cégtdl vasaroltuk.

IV.4. Modszerek

A myeloma multiplex mintdk analiziséhez kontroll szérum minta alkalmazasa
mellett kidolgoztam egy moddszert a szérumbol torténd IgG N-glikozilacioé vizsgalatara,
tovabba egy masik eljarast total szérumbol torténé 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 ll-es stddiumba lettek

besorolva;

2) kezelt betegek — akik a mintavétel idején, valamilyen a myeloma multiplex

kezelésére specifikus ellatdsban részesiiltek;

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

betegségiik tlinetmentes fazisaban voltak.

A kontroll csoport tagjai egészséges kozépkorti személyek voltak, melyben a nemek

azonos aranyban voltak képviselve.

A standard glikoproteinek feldolgozasara a kutatocsoportunk altal mar korabban publikalt

modszereket alkalmaztam [98].
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IVV.4.1. Papainos emésztés

Els6 Iépésben a papaint feloldottam 1x-es PBS oldatban 10 mg/ml
végkoncentracioban. Masodik 1épésben ebbdl az oldatbol 1 ml-t 6sszekevertem 4 ml 0,2 M
EDTA-t és 0,2 M ciszteint tartalmaz6 1 x PBS pufferben (pH 6,5). Ebbél a reagensb6l 100
uL-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.

IV.4.2. 1gG Fc fragmentjének tisztitasa

220 pL papain emésztett szérum oldatot hasznaltam minden minta tipus esetén
(egészséges kontroll, kezeletlen, kezelt és remisszidban 1évé MM betegek) a 20 pL
térfogati Protein A affinitas toltetli pipetta hegyekhez (Phynexus, San Jose, CA, USA).
200 pL 1 x kotoé puffert (0,7 M NaH,PO,4, 0,7 M NaCl, pH 7,4) adtam minden szérum
mintahoz, majd 200 puL 0,7 M NaH,PO, 0,7 M NaCl oldattal (pH 7,4) mostam a Protein A
tolteteket és a mintdkat atengedtem a mikro-oszloptdlteteken. Ezutdn 200 pL 140 mM
NaCl oldattal mostam a mikro-oszoplokat és végiil 200 puL of 15% ecetsav oldattal (pH
2,0) elualtam a felk6todott Fc fragmenseket. Minden elualt mintat 10 kDa sziir6t
tartalmazo eppendorf csébe vittem at és centrifugaltam 10 percig 11270 x g-vel, majd 100
puL HPLC tisztasagu vizzel is mostam 10 percig 11270 x g-vel centrifugalva a maradék
ecetsav eltavolitasa céljabol. Az IgG Fc frakcio N-glikan struktarainak felszabaditasahoz a
lentebb leirt PNGase F emésztést alkalmaztam a sz{irén, majd a felszabaditott N-glikanokat

a késobb targyalt APTS jelolo eljarassal derivatizaltam.

IV.4.3. 1gG «/A konnyllancok tisztitasa

A fentebb leirt papain emésztéses keverékbol 100 pL-t adtam minden 100 pL
mintahoz (egészséges kontroll, kezeletlen, kezelt és remisszidoban 1évé MM betegek), majd
4 oras 37 °C-on torténd inkubacio utan 20 pL jodoacetamid oldattal leallitottam a reakciot
(15 min, 25 °C). Ezutan tisztitottam CaptureSelect LC-kappa (Hu) és CaptureSelect LC-
lambda (Hu) toltetti affinitas mikro-oszlopokon (20 pL toltet térfogat, PhyNexus, San Jose,
CA, USA). 200 pL koté puffert (1 x PBS) adtam minden szérum mintdhoz, majd
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ugyanezen oldatbol 200 pL-rel kondicionaltam a tdlteteket. A minta felkotédése utan 200
puL 1 x moso puffer I-el (0,7 M NaH,PO4 0,7 M NaCl pH 7,4) mostam a pipetta hegybe
toltott beadeket. A kovetkez6 1épésben 200 puL 1 x moso puffer Il-vel (140 mM NaCl)
mostam a tolteteket, végiil 200 uL 0,1 M glicin-HCI oldattal (pH 2,0) elualtam az IgG
kappa/lambda konnytilancokat. Minden elualt mintat 10 kDa sz{ir6t tartalmazo eppendorf
csébe vittem at és 10 percig centrifugaltam 11270 x g-vel, majd 100 uL. HPLC tisztasagu
vizzel is mostam a mintakat (11270 x g-vel, 10 percig), hogy eltavolitsam a maradék
glicin-HCI-t tartalmaz6 feliiluszot. Az IgG k/A konnytilanc frakciok N-glikan struktarainak
felszabaditasahoz a lentebb leirt PNGase F emésztést végeztem el a sziir6n, majd a
felszabadult N-glikdnokat a késobbiekben részletezett APTS jelolé eljarassal

derivatizaltam.

IV.4.4. Glikoproteinek N-glikan emésztése és cukrok fluorofor jelolése

10 kDa sztr6t tartalmazo eppendorf csében (VWR, Radnor, PA, USA) 10 uL
térfogatra higitottam minden paciens 1 pl szérum mintajat (egészséges kontroll, kezeletlen,
kezelt és remisszioban 1évé mieldéma multiplexes betegek) HPLC tisztasagh vizzel
(Millipore, Darmstadt, Germany). A centrifugalt IgG Fc és «/A konny(lanc frakciokat is 10
pL térfogatra higitottam HPLC vizzel. Ezutan minden mintdhoz 1 pL denaturald 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 konnytlanc frakciokhoz a denaturacios 1épés
utan 29 uL NaHCOj; 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 6ran at inkubaltam. Az emésztés végén 100 uL
HPLC tisztasagi vizet adtam minden reakcidokeverékhez és 7500 x g-vel, 10 percig
centrifugaltam. A felszabaditott N-glikanokat SpeedVac-ben (Thermo Scientific,

Schaumburg, IL, USA) beszaritottam a flourofor jelléshez.

A jelolés soran 6 uL 20 mM 8-aminopirén-1,3,6-triszulfon savat (APTS) (15% ecetsavban
feloldva) és 2 uLL 1 M-0s natrium-cianoborohidrid (NaCNBH3;) oldatot (THF-ben oldva)
adtam a beszaritott N-glikan mintakhoz majd 37 °C-on 16 6ran keresztiil inkubaltam. A
jelolt mintakat CleanSeq magneses gyongyok (Beckman Coulter, Indianapolis, IN, USA)
segitségével tisztitottam meg a feleslegesben adott fluorofor festékanyagtol egy korabban
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mar publikalt, a Horvath Laboratoriumban kidolgozott eljaras segitségével [98]. A jelolés
utan tisztitott mintak azonnal alkalmasak voltak CE-LIF rendszerben t6rténd analizisre.
Amennyiben nem analizaltam 6ket azonnal -20 °C tarolva hossza idon keresztiil stabilak

maradtak.

IV.4.5. Standard glikoprotein minta el6készités

cyey

denaturalé puffert (400 mM DTT, 5% SDS) adtam, majd 65 °C-on 10 percen keresztiil
inkubaltam. Ezutan 2,5 uL. G7 puffert, 2,5 uL 1%-0s NP-40 oldat és 1 ul. PNGase F
enzimet adtam a mintdkhoz és 60 °C, 20 percig emésztettem. A felszabaditott N-glikan
strukturakat fluoreszcens APTS festékkel jeldltem, majd magneses gyongyok alkalmazéasa
mellett egy korabban mar publikalt [133] automatikus glikan tisztitast végeztem, hogy

eltavolitsam a feleslegben adott festéket a mintakbol.

IV.4.6. Az [IrH,Cl(mtppms)z] cisz,mer-iridium-dihidrido-kloro-trisz(meta-
monoszulfonalt-trifenilfoszfin natrium) (trisodium cis-mer-chloro-dihydrido-
tris(diphenylphosphinobenzene-m-sulfonato) iridium(I1I)) és a
[RuCl,(mtppms),] ruténium-dikloro-bisz(meta-monoszulfonalt-trifenilfoszfin
natrium)-dimer (disodium dichloro-bis(diphenylphosphinobenzene-m-

sulfonato) ruthenium(ll)) vegyiiletek eléallitasa

Az [IrH.Cl(mtppms)s] (trisodium cis-mer-chloro-dihydrido-
tris(diphenylphosphinobenzene-m-sulfonato)  iridium(Il)) és a [RuCly(mtppms),]
(disodium dichloro-bis (diphenylphosphinobenzene-m-sulfonato) ruténium(ll)) (10. abra)
hazilag szintetizalt komplexeket (Fizikai Kémiai Tanszék, Debreceni Egyetem, Debrecen)
kaptam a kisérletekhez [4, 134]. Emlitésre méltdé a Ru(Il)-komplexnek stabil dimer
szerkezete (10. abra, habar itt az egyszeriiség kedvéért monomer formaban abrazoltam).
Mindkét komplex nagyon jol oldodik vizben és egyszeriien eldallithato az IrCls-3H,0 [4]
és a RuCl3-3H,0O [134] halogenid prekurzorokbol monoszulfonalt trifenil-foszfinnel
(mtppms) [134] reagaltatva.
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10. abra: A reduktiv aminalasi reakcioban hasznalt vizoldhato ruténium

[RUuCly(mtppms);] és iridium [IrH,Cl(mtppms)s] komplexek.

IV.4.7. Iridium- és ruténium-foszfin komplex alapu APTS jelolés

A kontroll APTS jelolés soran 6 pL. 40 mM 8-aminopirén-1,3,6-triszulfonsavat
(APTS) (20% ecetsavban oldva) és 1,5 uL 1 M-0s natrium-cianoborohidridet (NaBH3;CN)
(THF-ben oldva) adtam a beszaritott maltooligoszacharid, fetuin, RNase B és human
szérum glikan mintakhoz [98], majd 55 °C-on, 60 percig inkubaltam a reakciokeverékeket.
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
vizoldhat6 iridium(III) dihidrid komplexet (5 mg/mL) vagy 1,5 uL vizoldhato ruténium
komplexet (5 mg/mL) adtam a beszaritott glikdn mintakhoz. A reakci6 keveréket 55 °C-on
inkubaltam 10, 20, 40 és 60 percen keresztiil. A jelolt mintakat CleanSeq magneses
gyongyok (Beckman Coulter, Indianapolis, IN, USA) segitségével tisztitottam meg a
feleslegben adott festékanyagtol a kutatocsoportunk altal korabban publikalt eljaras [98]
alkalmazasaval. A tisztitott mintak azonnal alkalmasak voltak a CE-LIF mérésre, de

késobbi mérésekhez -20 °C tarolva legalabb egy évig eltarthatok voltak.

IV.4.8. Kapillaris elektroforézis

A Kkapillaris elektroforézis méréshez 1ézer indukalt fluoreszcens (LIF) detektorral
felszerelt késziiléket (P/ACE MDQ, SCIEX, Brea, CA, USA) hasznaltam. A detektalas 488

nm Ar-ion lézerrel valé megvilagitassal és 520 nm emisszios filter haszndlatdval tortént.

Az elvalasztas soran 20 cm vagy 50 cm effektiv hosszusagu (30 cm vagy 60 cm teljes
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hosszasagu), 50 um belsé atméréji (365 pum kiilsé atméré) NCHO kapillarist (SCIEX,
Brea, CA, USA) hasznaltam, illetve 50 cm effektiv hosszusagu (60 cm teljes hosszsagun),
50 um atméréji BFS kapillarissal is dolgoztam. A kapillarisokat minden esetben NCHO
szeparalo géllel toltottem fel (SCIEX, Brea, CA, USA).

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

Szeparacids ablak-fiiggd sorozatos injektalas soran forditott polaritdsu médban, nyomas
alapu injektalast hasznaltam 1,2 psi nyomadssal 0,15 percig injektdlva a mintat, vagy
harom-1épéses elektrokinetikus injektalast alkalmaztam, ahol elészor 0,1 psi, 0,1 perc
injektaltam HPLC tisztasagu vizet, majd 2,3 kV, 0,1 percig a mintat, végil 0,1 psi, 0,1
percig a szeparal6 puffert injektaltam. Az elvalasztas forditott polaritasi modban tortént 30
KV elektromos potencial alkalmazasa mellett. Az adatok gyijtésére és feldolgozasara a 32
Karat 9.1 software-t (SCIEX, Brea, CA) hasznaltam.

IVV.4.9. Statisztikai analizis

A statisztikai szamitasok soran fokomponens analizist (PCA) [135] és egyvaltozos
variancia analizist (ANOVA) [136] alkalmaztam, tovabba meghataroztam a standard hibat
az SPSS 22 (IBM Corp.) program alkalmazasaval a %-o0s cstcsteriiletek alapjan, amiket a
32 Karat software (SCIEX, Brea, CA, USA) hasznalataval hataroztam meg. A vizsgalati
csoportok kozotti csucsintenzitasok dsszehasonlitasara Tukey post hoc tesztet alkalmaztam
[137]. A kiilonbségeket akkor tekintettem szignifikansnak, ha a p érték 0,05, vagy annal
kisebb volt.
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V. EREDMENYEK

V.1.1. Kontroll személyek és MM betegek szérum N-glikan profiljanak
Osszehasonlitasa

A munka kezdeteként egészséges kontroll személyek szérum mintainak N-glikan
profiljat vizsgaltam. Minden mintabdl két parhuzamos vizsgalatot végeztem egyidejiileg és
Osszesen Ot alkalommal mértem le a begyiijtott mintdkat. Ruhak és mtsai. 2010-ben
publikalt teljes szérum elektroferogramjat [138] reprezentativ céllal tiintetem fel a 11.
abran. Ezen az abran a kutatocsoport 6sszesen 35 struktarat tudott azonositani. Részben ez
a publikacié alapozta meg a teljes szérum vizsalataim soran talalt csticsok azonositasat,
ahol 14 olyan csticsot azonositottam, amelyeknek a csucsteriilete >1% volt (1. tablazat).
Ezek kozott egyarant eléfordultak ketté vagy tobb szialsavat (1-4), illetve egy szialsavat
tartalmaz6 (5-8), valamint neutralis (9-14) glikan struktarak.

A GU értékek glikan-specifikusak, melyeket adatbazisokban gytijtenek, illetve standard
fehérjék esetén konyvtarak forméjaban tarolnak. A szénhidratok azonositasat GU értékiik
alapjan  hataroztam meg, amelyhez a sziikséges kalibracios gorbét standard
maltooligoszacharid 1étra analizisével allitottam fel , tovabba a Jarvas és mtsai. [63] altal

kidolgozott programot (www.GUcal.hu), a NIBRT adatbazist (https://glycobase.nibrt.ie) és

korabban publikalt irodalmi adatokat [138] hasznaltam fel. Nem egyértelm(i esetekben
exoglikozid4az alapu szénhidrat szekvenalast alkalmaztam. A kiértékelés soran kapott
struktarakat az 1. tablazatban mutatom be, tovabba itt tiintettem fel az egészséges kontroll,
a frissen diagnosztizalt, a kezelt és remisszioban 1évd MM betegek szérum mintai N-

glikanjainak szazalékos eloszlasat.

19+20+21
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11. abra: Teljes szérum referencia N-glikan profiljanak kapillaris elektroforetikus (CE)
analizise Ruhak és mtsai. publikaciojabol [138].
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Az altalam vizsgalt kontroll mintabol meghatarozott total szérum N-glikan profilt
Osszevetettem elére megszabott kritériumok alapjan a harom MM beteg csoport (frissen
diagnosztizalt, kezelt és remisszid) total szérum N-glikan mintaival. Ahogy a 12. 4bran
lathato, a kezeletlen (B elektroferogram), a kezelés alatt allo (C elektroferogram) és a
remisszioban 1évé (D elektroferogram) MM betegcsoportok jelentés csucs profilbeli
eltéréseket mutattak a kontroll csoporttal Osszehasonlitva. A frissen diagnosztizalt
kezeletlen betegcsoportban (B) szignifikansan kiilonb6zott a szialsavas és neutralis N-
glikan struktirak aranya a kontroll csoporthoz képest. A szialsavas és neutralis N-glikan
struktarak 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 iranyG volt a

szidlsavas €s neutralis N-glikan struktardkardnya, ami igen jelentds kiilonbség.
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12. abra: Egészséges kontroll (A), frissen diagnosztizalt (B), kezelés alatt allo (C)
¢és remisszioban 1év6 (D) MM betegek APTS-el jelolt total szérum N-glikan
profiljanak kapillaris elektroforetikus (CE-LIF) analizise. Elvalasztasi
koriilmények: NCHO kapillaris 50 cm effektiv hossz (teljes hossz 60 cm, 50 pm
ID); NCHO szeparalo6 puffer; Elvalasztasi hoémérséklet: 25 °C; Alkalmazott
fesziiltség: 30 kV (0,17 perc ramp) forditott polaritas; Injektalas:1,0 psi, 5 sec.
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1.

tablazat: A vizsgélat soran meghatarozott N-glikanok GU értéke, szerkezete és

os eloszlasa. A csucsok szamozasa csucsok szamozasa a 12 - 14. abraknak

megfelelden van feltiintetve.

0%-

Csucs Telies szérum elikén GUce- Glikan Kontroll | Kezeletlen Kezelt Remisszié
szama ) g egység struktura Teriilet % | Teriilet % |Teriilet % | Terulet %
* ) ‘ oomom
1 A3G(4)35(6,6,6)3 4,50 : - l 2,65 1 2,78 3,84
*x 0
A m.
2 A2G(4)25(6,6)2 4,57 - o 38,23 20,72 16,38 45,16
-
- m
3 A2G(4)25(3,3)2 4,76 * g 7,83 2,3 1,79 10,36
-
o
* &
e ]
a F(6)A2[6]G(4)25(6,6)2 | 5,83 . 4,17 1,04 1,38 7,17
o
% .
5 F(6)A2BG(4)25(6,6)2 | 5,89 —=a 2,64 - 0,81 1,39
.
* Q
R
6 A2[6]1G(4)25(6)1 6,65 - 9,51 1,4 5,14 8,61
-
| ﬁ l. : |
7 F(6)A2G(4)2S(3)1 7,07 o ; 5,4 1,7 5,85 5,93
.
8 F(6)A2BG(4)25(3)1 7,12 » - 4,31 - 1,96 -
o
o
‘ e =
9 F(6)A2 7,67 6,71 7,08 13,93 1,01
-
" -
10 F(6)A2B 8,13 =omw - 6,11 - -
.
11 F(6)A2[6]G(4)1 8,67 - 6,08 29,65 9,93 7,59
“ D omm
12 F(6)A2[3]G(4)1 9,00 5,91 6,79 14,22 1,93
—
13 F(6)A2[6]BG(4)1 9,09 4,25 3,08 22,68 3,93
-
=R
o ‘ m
14 F(6)A2G(4)2 10,17 2,24 19,13 3,16 3,08
x O
| DO
15 F(6)A2[6]BG(4)1S(6)1 | 6,01 =omm - 21,78 - -
"
. o
16 A2BG(4)25(6)1 6,41 e - 17,05 - -
p—
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V.1.2. Az Fc és Fab /A konnytilanc frakciok N-glikozilacios profilja

A kisérletek kovetkezO szakaszaban papinnal emésztett total szérumbodl 1gG Fc
frakcionalast végeztem Protein A, valamint IgG Fab «/A konnytlanc frakcionalast 1gG Fab
/A konnyilanc specifikus affinitds alapu mikro-oszlopokkal. Minden mintabdl két
parhuzamost vizsgaltam egyidejiileg és Osszesen 6t alkalommal mértem le a begytijtott
mintakat. A 13. abra a négy vizsgalati csoport Fc frakcidinak N-glikan emésztését kdvetod
CE-LIF eredményeit mutatja be. A 14. abra az Fab «/A konnytilancok N-glikan profiljait

abrazolja.

A total szérumban talalhatdo N-glikanok neutralis struktarainak nagyrésze (~25%)
az immunoglobulin frakciobol szarmazik. Felhivnam a figyelmet arra, hogy az 1SS I
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 kozott van (albumin szint: <3 g/dL) [80, 139]. Erdekes modon, amint ezt a 13. abra is
reprezentalja, az IgG Fc frakcio N-glikan profilja nem mutatott olyan jelentds valtozasokat,
mint amit totil szérum szinten tapasztaltam, bar a cslcsarany valtozasok hasonlo
tendenciat mutattak. Az eredmény hatterében az allhat, hogy a szérum glikoproteinek
glikozilacios modosulasa globalis jelenség lehet az MM betegekben, azaz nem csak a
malignus klon altal termelt IgG frakciot érinti. A szialsavas komplex cukrok (1-8 cstacsok)
aranya szignifikans mértékben csokkent, a neutralis oligoszacharidok (9-14 csucsok)
aranya pedig mind a harom vizsgalt MM betegcsoportban megndvekedett. A szialsavas és
neutralis N-glikan forma aranyok a kovetkezOképpen alakultak: a kontroll csoportban (A
elektroferogram) az IgG Fc szidlsavas és neutralis N-glikan struktarak aranya 0,22
(18,26%/81,74%), mig a kezeletlen betegeknél (B elektroferogram) a szialsavas és
neutralis N-glikan formak aranya 0,08 (7,49%/92,51%), a kezelt betegek esetén (C
elektroferogram) pedig 0,11 (10,19%/89,81%), mig a remisszioban 1év6 pacienseknél (D
elektroferogram) ugyanezen struktarak aranya 0,14 (12,55%/87,45) volt.

42



7 14
2 10 Y i
9
11, 12 C
7 33 14
10 v I\
7] 11
9
L B B
10 N A 14

11

10 11 12 13 14 15 Idé (perc) )
I I I | T | I I — GU

GU5 GU7 GU9 GUn

13. abra: Egészséges kontroll (A), frissen diagnosztizalt (B), kezelés alatt allo (C) és
remisszioban 1év6 (D) MM betegek IgG Fc frakcidjanak N-glikan profilja. Az

elvalasztasi koriilmények azonosak voltak az 12. abran leirtakkal.

A 14. abra a Fab kappa (k) és lambda (A) konnytilancok PNGase F emésztés utani
APTS jelolt N-glikan profiljait mutatja be. Az 1gG Fab kontroll csoport (A
elektroferogrammok) esetén nem talaltam szialsavas struktarakat, amib6l kovetkezoleg a
neutralis N-glikdn formak aranya 100%. A frissen diagnosztizalt betegek estén néhany
szialsavas glikan struktarat sikeriilt azonositanom (B elektroferogrammok), igy itt az 1gG
Fab szialsavas és neutralis N-glikan struktarak aranya 6,96 (87,44%/12,56%). A kezelés
alatt allo (C elektroferogrammok) és remisszioban 1évé (D elektroferogrammok) MM
betegek kappa ¢és lambda konnyiilanc fragmentumainak N-glikozilacidés profiljaban a
kontroll csoporthoz hasonloan nem detektaltam szidlsavas strukturakat, ennek megfeleléen

az 1gG Fab neutralis N-glikanok mennyisége itt is 100% volt.
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14. abra: Egészséges kontroll (A), frissen diagnosztizalt (B), kezelés alatt allo (C) és
remisszioban 1év6 (D) MM betegek 1gG Fab frakcidjanak APTS jelolt N-glikan

profilja. Az elvalasztas koriilményei megegyeztek az 12. abran leirtakkal.

V.1.3. A statisztikai analizis eredményei

A statisztikai analizis soran el6szor a total szérum mintakbol kapott adatokat
értékeltem ki. Itt a két fokomponens tengely 47,3% és 17,2%-nek adodott, ami a teljes
adathalmaz 64,5%-at fedte le és ez az érték elegendd volt ahhoz, hogy az adatokat négy
diszkrét, egymastol jol elkiiloniilé csoportra tudjam bontani, amit a 15. abran mutatok be
(egészséges kontroll, frissen diagnosztizalt, kezelés alatt allo és remisszidban 1évé MM

betegek).
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15. abra: A vizsgalt csoportok (egészséges kontroll, frissen diagnosztizalt, kezelés alatt allo

¢s remisszioban 1évé MM betegek) total szérum glikoforma eltéréseinek fékomponens

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

csoporton beliili alcsoportok elkiilonitésre mar nem bizonyult elegendének (16. abra).
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16. abra: A vizsgalt csoportok (egészséges kontroll, frissen diagnosztizalt, kezelés alatt 4116
és remisszioban 1évé MM betegek) IgG Fc glikoforma eltéréseinek fékomponens analizise

a fokomponens tengelyek %-os értékeivel abrazolva.

A 17. és 18. abra mutatja be azokat a komplex cukor struktirakat, amelyek szignifikans
valtozast mutattak a total szérum, illetve az IgG Fc fragmentumainak N-glikan analizise
kapcsan a négy vizsgalt csoportban. Az egyvaltozos variancia-analizis (ANOVA)
statisztikai szempontbol szignifikdns kiilonbséget mutatott a vizsgalt négy csoport atlagos

szazalékos csucs alatti teriilet (PeakArea%) értékeiben az alabb bemutatott cukrok esetén.
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17. ébra: A szignifikans eltérést mutatd N-glikan struktarak total szérum mintakban.
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18. abra: A szignifikans eltérést mutatd N-glikan struktirak papain emésztett Ig G

nehézlanc mintakban.

Ahhoz, hogy meg tudjam hatarozni a feldolgozott MM mintak alapjan milyen
kovetkeztetéseket lehet levonni a teljes populaciora nézve, a mintavételi eloszlas
jellemzoéinek ismeretére volt sziikség. Amennyiben a populacié atlag normalis eloszlasu, az
atlag mintavételi eloszlas is normal eloszlast kovet, ahol a mintabol nyert atlag megegyezik
a populaciobeli paraméterrel. A standard hiba a fentebb leirt mintavételi eloszlas szorasa,
tehat azt mutatja meg, hogy amikor tobb azonos elemii véletlen mintat vesziink egy
sokasagbol, akkor a mintak atlaga mennyire szor a populacidé paramétere koriil. Minél
kisebb a standard hiba értéke annal jobban megkozelitettiik az atlag tényleges értékét. Az
alabbiakban az egyes N-glikan strukturdkhoz tartoz6 PeakArea% értékek standard hibéjat
mutatom be a total szérum (2. tablazat) és IgG frakcio (3. tablazat) N-glikanjainak szintjén.
A szérum A3G(4)35(6,6,6)3 komponensére kapott atlag + standard hiba értéke kontroll
minta esetében 2,496 + 0,158% volt. A felsé indexben 16v6 a és b betiik azt jelzik, hogy az
adott struktarara vonatkozdan milyen kapcsolat van a vizsgalati csoportok kozott. A frissen
diagnosztizalt csoport esetén ez a cukor struktira nem jelent meg a mintaban. A kontrollal
Osszevetve a kezelt csoport nem mutatott jelentds kiilonbséget igy mind a két csoportnal
szerepel az a betli. A remisszios betegek mintai Sem kiilonboztek a kontrolltol

szignifikdnsan igy itt is mind a két csoporthoz keriilt egy b betii. Azonban a kezelt és
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remisszios CSOpPOrtok kozott szignifikans eltérést talaltam ennek a strukturanak a jelenlétére

vonatkozolag ennek megfelelden kiilonboznek a betlik is, melyek a szignifikans eltérést

jelolik. Tovabba minél kisebb a standard hiba értéke a vizsgalt csoportokon beliil az

eredmények annal jobban kozelitették az atlag tényleges értékét. A legtobb esetben a

standard hiba egy alatt volt, tehat a legtobb csucs értéke kozelitette az atlag tényleges

értékeét.
2. tablazat: Teljes szérum N-glikan struktirainak atlag PeakAreas% + standard hiba
értékei. n = 7 kisérleti csoportonként. * A sorokon beliil, a felsd indexben szerepld
eltér betiik szignifikans eltérést jelolnek (p <0,05) egyvaltozos variancia analizis
alapjan (ANOVA).
Csucs Struk Kisérleti csoportok
truktiara

Szama Kontroll Kezeletlen Kezelt Remisszio
1 A3G(4)35(6,6,6)3 2,496+0,158% - 1,340+0,324* | 3,194+0,458"
2 A2G(4)25(6,6)2 37,78+0,925% | 17,28+0.913° | 25,42+2,513° | 46,24+1,520°
3 A2G(4)25(3,3)2 7,783+0,224° - 2,410+1,093° 8,653+1,103%
4 F(6)A2[6]G(4)25(6,6)2 | 3,890+0,236% | 3,393+0,197% | 2,839+0,817% | 4,761+0,820%
5 F(6)A2BG(4)25(6,6)2 | 2,954+0,275® | 1,023+0,138% | 3,619+0,934° | 2,303+0,455®
6 A2[6]G(4)2S(6)1 7,991£0,336° | 1,486+0,221° | 4,914+0,628° | 8,121+0,684°
7 F(6)A2G(4)25(3)1 4,883+0,166° | 2,384+0,165° | 2,640+0,636" | 3,566+0,421%
8 F(6)A2BG(4)25(3)1 3,923+0,233% - 2,777£0,810® | 1,209+0,181°
9 F(6)A2 6,183+0,229" | 10,55+1,631* | 11,81£2,425% | 7,009+0,702°
10 F(6)A2B 0,764+£0,076* | 4,274+0,487® | 5,921+1,714° | 1,070+0,283"
11 F(6)A2[6]G(4)1 5,527+0,445% | 24,86+2,666° | 13,19+1,186° | 3,424+0,756°
12 F(6)A2[3]G(4)1 3,694+0,186* | 16,19+4,006° | 11,31£2,854® | 2,021+0,478°
13 F(6)A2[6]BG(4)1 1,641£0,112* | 4,799+1,296° | 3,483+0,798" | 1,280+0,273°
14 F(6)A2G(4)2 5,644+0,398* | 13,77+1,910° | 6,091+0,537% | 1,667+0,379
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3. tablazat: IgG N-glikan struktarak atlag PeakArea% + standard hiba értékei. n =7
kisérleti csoportonként. % A sorokon beliili eltérd felsé indexben szereplé betiik
szignifikans eltérést jelolnek (p <0,05) egyvaltozos varianciaanalizis alapjan
(ANOVA).

Cstcs ) Kisérleti csoportok

szama Struktira Kontroll Kezeletlen Kezelt Remisszio
7 F(6)A2G(4)25(3)1 9,759+0,294° 5,647+1,3412 7,479+0,837% 5,620+1,516%
9 F(6)A2 17,57+1,214° 17,85+3,887° 36,84+4,066™ 31,02+3,804%
10 F(6)A2B 3,297+0,142% | 4,943+0,955% 2,315+0,637° 5,807+0,983"
11 F(6)A2[6]G(4)1 23,76+0,473% | 28,04+4,467° 28,39+2,596° 25,16+1,998°
12 F(6)A2[3]G(4)1 10,52£0,284* | 17,15+3,150° 10,30+0,719° 13,810,571%
13 F(6)A2[6]BG(4)1 | 4,750£0,312% | 13,79+3,826" 1,428+0,182° 1,814+0,3437
14 F(6)A2G(4)2 20,48+1,050° | 12,57+1,977° 10,59+1,382° 10,80+1,418°

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

Az [IrH,Cl(mtppms)s] és [RuCly(mtppms),] vegyiiletek katalitikus hatasat
kihasznalva transzfer hidrogénezést alkalmaztam (HCOOH — H; + CO,) a NaBH3;CN-o0s
jelolés alternativéjaként egyszerli és komplex szénhidratok fluoroférral torténd jelolése
soran a reduktiv aminalasi reakciéban. Standard maltooligoszacharid 1étrat, valamint
PNGase F emésztéssel fetuin, ribonukleaz B és human szérumbdl szarmazo N-glikan
mintakat jeloltem a fent emlitett két katalizatorral kozvetitett transzfer hidrogénezési
modszer segitségével. Az APTS jelolés hatékonysagat CE-LIF alkalmazasaval kvantitative
vizsgaltam. A vizsgalatot haromszor ismételtem meg és egyidejliileg 5 parhuzamos
mintaval  dolgoztam. Ennek sordn a  standard maltooligoszacharid  létra
elektroferogramjaival a kiilonb6z6 redukalo szerek segitségével folytatott fluorofor jelolés
hatékonysagat hasonlitottam 6ssze a 19 A abran. A mennyiségi értékeléshez a maltopent6z
(G5 oligomer) atlagos csucsmagassagat hataroztam meg. Amint az 19 B abran is lathato az
APTS jelolt maltopent6z csucsintenzitasa nagy hasonlosagot mutatott a NaBH3CN és a
[IrH.Cl(mtppms)s] komeplex segitségével tortént jelolés soran, mig azonos molaris
koncentraci6 esetén a [RuCly(mtppms),]

komplex jelolés esetén alacsonyabb

csucsintenzitast kaptam.
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19 A. abra: APTS jel6lt maltooligoszacharid mintak CE-LIF analizise NaBH3CN (a)
hasznalataval, illetve [IrH,Cl(mtppms)s] (b) vagy [RuCl,(mtppms),] (c) katalizatorokkal (a
két utobbi HCOOH hidrogén donor alkalmazasa mellett, 60 perces inkubacios id6 esetén).
G5: maltopent6z. Elvélasztasi koriilmények: BFS kapillaris 50 cm effektiv hossz (teljes
hossz 60 cm, 50 um ID); NCHO elvalaszto puffer; Elvalasztasi hdmérséklet: 20 °C;
Alkalmazott fesziiltség: 30 kV (0,17 perc ramp) forditott polaritas; Injektalas: 1,0 psi, 5 sec.

Intenzitas
O Bk N W b U1 O NN 0 W

10 20 40 60

Idé (perc)

19 B. 4abra: A maltopentdz cstcs intenzitasa reduktiv aminéldsi reakcioban NaBH3CN

(sotétsziirke), HCOOH/[IrH,Cl(mtppms)s] (fekete) és HCOOH/[RuUCIl(mtppms),] (sziirke)
alkalmazasaval. Mindegyik esetben 55 °C volt az inkubalasi hdmérséklet.
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V.2.2. Bioldgiai mintak fluorofor jel6lése iridium- és ruténium-komplexek
segitségével

A transzfer hidrogénezést, mint alternativ és hatékony redukcids eljarast, biologiai
szempontbol relevans mintdk (fetuin, ribonukledz B ¢és human szérum) N-glikan
struktarain is megvalositottam NaBH3CN, illetve [IrH,Cl(mtppms)s] és [RuCly(mtppms),]
komplexek alkalmazasaval. Amint a 20. abran lathato, a CE-LIF elektroferogrammok igen
hasonld jelolési hatékonysagot mutattak a NaBH3CN és [IrH,Cl(mtppms)s] esetében. A
[RuCly(mtppms),] szintén igen hatékonyan alkalmazhatd, azonban a fent emlitett két
vegylilethez hasonld jeldlési teljesitményhez magasabb (2,5-szeres) koncentraciéban
kellett alkalmaznom az APTS jelolési reakcio soran. A bioldgiai mintak esetén minden
mérést 0t alkalommal végeztem el és egyidejiileg harom parhuzamos mintaval dolgoztam.
Kiemelném, hogy a fetuin (20 A. abra) 11 percnél elvald erdsen szialilalt N-glikan
struktarai (kozépsé (b) és fels6 (c) elektroferogrammok) nagyobbak voltak (a 20. A abran
csillaggal jeloltem a megfeleld strukturakat), ami arra utal, hogy ezek a jel6lési reakciok
stabilabbak, szignifikansan kisebb a szialsav vesztés. A 20 B és C abrakon a ribonukleaz B
¢és a human szérum glikoproteinek N-glikan profiljait abrazoltam. Lathato, hogy mind a

harom tipust fent emlitett jelolési eljaras soran azonos jel6lési hatékonysagot értem el.
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20. abra: APTS jelolt fetuin (A), ribonukleaz B (B) és human plazma (C) N-glikanjainak
CE-LIF analizise NaBH3CN (a), [IrH,CI (mtppms)s] (b) vagy [RuCl, (mtppms)_] (c)
katalizatorok hasznalataval (ez utobbi kett6 HCOOH hidrogén donor alkalmazasa mellett).
Az elvalasztas koriilményi megegyeztek a 19. abran feltiintetettekkel.

V.3.1. A szeparacios ablak-fliggd sorozatos injektalas mitkkodési elve

A szeparacios ablak-fiiggé sorozatos injektalas (SWDMI) egy olyan multiplex
injektalasi koncepcid a kapillaris elektroforézis elvalasztasi folyamata soran, ahol eldre
meghatarozott idokozonként injektaljuk a mintakat mikozben az elézdleg injektalt mintak
mar részei az elvalasztasi folyamatnak. Ahogy a 21. abra bemutatja, azonos glikoprotein
(IgG N-glikan) mintakat egymas utan injektaltam mikozben az elvalasztasi folyamat

zajlott. llyen sorozatos injektalasra és nagy ateresztOképességli modszerekre, a
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biotechnologiai szféraban fontos klonszelekcids vizsgalatok soran van sziikség, példaul az
IgG N-glikanok analizise esetén. A tényleges szeparalasi 1épések szama megegyezik az
injektalt mintak szamaval. A szeparacidés ablak definicid szerint a teljes elvalasztas
migracios idé szegmense, ami ahhoz sziikséges, hogy elvaljon az 6sszes minta komponens
egy injektalas utani elvalasztasi ciklusban. Minden egyes minta injektalasa akkor torténik,
amikor a korabban injektalt minta elsé csucsa athalad a detektoron, figyelembe véve az
elére meghatarozott szeparacios ablakot. Az SWDMI moddszer egyarant alkalmazhato
nyomassal torténd, valamint elektrokinetikus injektalas esetében is. Kisérleteim soran
kereskedelmi forgalomban is kaphato standard IgG fehérjét hasznaltam mintaként, mivel
ennek a glikozilacigja részleteiben is ismert és ennek kapcsan rendszeresen alkalmazzak

validalasi eljarasok soran, tovabba jelentds gyogyszeripari érdeklédés ovezi.

AV

VW

VA

VWA

21. abra: Elvalasztasi ablak-fliggd sorozatos injektalas (SWDMI) sematikus abrazolasa.
Egymas utan injektalt minta dugokat kiilonb6z6 mintazattal jeldltem.

V.3.2. Nyomassal torténd injektalas SWDMI modban

A 22. abra négy IgG N-glikan minta CE-LIF profiljat mutatja be nyomassal
injektalt SWDMI elvalasztas alkalmazasakor. Az analizis 20 cm-es effektiv hosszsagh
kapillarison tortént. A négy injektalas eredményeképpen kapott elektroferogram részeket a
C1-C4 jelolt blokkok reprezentaljak. Ennél az injektalasi modnal az elézdleg injektalt
minta els6 csticsanak megjelenésekor (ami ebben az esetben az APTS csucs 1,28 percnél),
megszakitottam az elvalasztast és beinjektaltam a kovetkez6 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 reagélt APTS csucs, leéllitottam az elvalasztast és

beinjektaltam a masodik mintat a fenti injektalasi paramétereket alkalmazva miutan a
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raadott fesziiltség hatasara tovabb folyt a minta elvalasztasa. Az els6é 1gG minta glikan
strukturainak megfeleld csucsok az elsé ciklus (C1) soran 2,61 percnél kezdtek megjelenni,
és a szeparacios ablak 1,14 perc hosszusagi volt. Kiemelném, hogy a minta komponensek
tényleges elvalasat nem szakitottdk meg az egymast kovetd injektalasi 1épések, igy azok
rendben elhaladtak a detektor ablak el6tt, ennek kdszonhetden a csticsmintazat mindig
megfeleléen azonosithatd volt. Ebben az esetben a szeparacidos idéablak pontos
meghatarozasa (1,14 perc) alapjan a masodik minta APTS csticsa az els6é IgG minta utolso
csticsahoz kozel 3,77 percél volt lathatd. A masodik mintat a C1 ciklus kozepén
injektaltam be és az els6 ciklus a C2 minta elvalasztasanak kozepén fejez6dott be. Ekkor
injektaltam a harmadik mintat a masodik minta injektalasi paramétereinek megfeleléen és
ennek megfeleléen a negyedik mintat akkor injektaltam, amikor a masodik minta APTS
csticsat a C3 ciklus soran detektaltam. Ennek a koncepcionak az alkalmazéasaval 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.
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22. abra: APTS-el jelolt IgG N-glikan strukturak szeparacios ablak-fiiggd nyomassal
torténd sorozatos injektalasa (SWDMI). A C1-C4 intervallumok az injektalasi ciklusokat,
valamint azok idejét jelolik. Az APTS cstcsokat csillag jeloli (*). A keretben 1évo
nagyitott abran az 1gG N-glikanok legfontosabb csucsait jeloltem be: FA2; FA2(6)G1;
FA2(3)G1; FA2G2. Elvalasztasi koriilmények: NCHO kapillaris hossza 30 cm (20 cm
effektiv hosszisag), 50 um ID, NCHO szeparal6 puffer, Alkalmazott fesziiltség: 30 kV,
Elvalasztasi hdmérséklet: 25 °C. Injektalas: 1,2 psi, 0,15 perc.
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V.3.3. Elektrokinetikus injektalas SWDMI modban

Az SWDMI eljarassal végzett elektrokinetikus injektalasnak nagyon hig mintak
analizise esetén van jelentésége, vagy magas viszkozitasu elvalaszto gél alkalmazasanal.
esetében is, ahogy azt a 23. abra bemutatja. Az abran az IgG szénhidratok mellett
csillaggal jelolt szabad APTS lathatd, melynek nagyobb mennyisége az elektrokinetikus
injektalassal magyarazhato. Az elektrokinetikus injektalas részeként a mintat megelézéen
egy ion depletalt zonat alakitottam ki viz elektrokinetikus injektalasaval. A mintak
elektrokinetikus injektalasa utan nyomasos puffer adagolast alkalmaztam, ami az

elvalasztas soran elkiilonitette egymastol a mintakat.

Az SWDMI elektrokinetikus injektalasi modjanak hasznalataval kapott eredmények
kapcsan szeretném kiemelni, hogy elektrokinetikus injektalas esetén a két extra injektalasi
lépéshez (HPLC viz injektalasa és a szeparalo puffer injektalasa) kapcsolddod
talcamozgasok 0Osszességében hosszabb 1ddot igényeltek, mint a nyomassal torténd
injektalas esetén. Ennek tudhatd be, hogy elektrokinetikus injektalas alkalmazasaval 288
percig tartott 96 minta elvalasztasa, mig ugyanennyi minta analizise csak 240 percet vett
igénybe a nyomassal torténd SWDMI mddszerrel. Ezért, ha a minta koncentracidja
megfeleld és/vagy alacsony viszkozitasu elvalasztd puffert hasznalunk az analizishez,
akkor a nyomassal injektalt SWDMI modszer alkalmazasa célszeriibb a gyorsabb

elvalasztasi 1d6 miatt.
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23. 4bra: 1gG N-glikanok elektrokinetikus injektalasa szeparacids ablak-fliggd sorozatos
injektalas esetén. A keretben 1év6 nagyitott abra az IgG N-glikdnok legfontosabb cstcsait
jeloli: FA2; FA2(6)G1; FA2(3)G1; FA2G2. Az elvalasztési koriilmények megegyeznek a

22. abran leirtakkal. Injektalasi paraméterek: HPLC viz: 0,1 psi 0,1 perc (normal polaritas);
minta: 2,3 kV 0,1 min (forditott polaritas); elvalaszto puffer: 0,1 psi 0,1 min (normal

polaritas).

V.3.4. Az elvalasztasi homérséklet hatasa SWDMI modban

A fentiekben ismertetett sorozatos injektalasi kisérletek soran az elvalasztast 25 °C-
os kapillaris homérsékleten végeztem. A teljes analizis id6 tovabb csokkentését a
homérséklet 37 °C-ra vald emelésével tudtam elérni SWDMI modban. A 24. abran
bemutatom a 25 °C-on (alsé elektroferogram) és 37 °C-on (fels6 elektroferogram)
elvalasztott IgG N-glikan mintak elektroferogramjait. Az analizis szempontjabol fontos N-
glikian minta csucsok (FA2; FA2(6)Gl; FA2(3)Gl; FA2G2) ezen a magasabb
hémérsékleten is jol elvaltak egymastol, amint azt a 22. abran lathato fels6 elektroferogram
mutatja. Fontosnak tartom megjegyezni, hogy az IgG N-glikan profil csucsaranyai

valtozatlanok maradtak. Magasabb hémérsékleten a teljes analizis id6 96 minta esetén 230
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perc volt, ami tartalmazta az Osszes injektalassal és elvalasztassal kapcsolatos
talcamozgasokat. A csucs teriilet reprodukalhatéosaga (RSD) 10,75% volt, mig a migracios

1d6 reprodukalhatosaga 0,5% RSD alatt volt.

37°C

25°C

M |

1dé (perc)

24. abra: APTS-el jelolt human IgG N-glikan struktarak CE-LIF elvalasztasa 25 °C-on
(also elektroferogram) és 37 °C-on, nyomassal injektalt SWDMI moddban. Elvalasztasi
kortilmények: NCHO kapilléris hossza 30 cm (20 cm effektiv hosszasag), 50 pm ID,
NCHO szeparal6 puffer, Alkalmazott fesziiltség: 30 kV, Elvalasztasi hémérséklet: 25 °C,
illetve 37 °C. Injektalas: 1,2 psi, 0,15 perc.
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V1. MEGBESZELES

VI1.1. Myeloma multiplexes betegek szérum N-glikozilacidja

Az N-glikdnok biomarkernént valé alkalmazasa szdmos fejlddési rendellenesség
[140, 141], auotoimmun betegség [142-145] és daganatos elvaltozas esetén rutinszer(ivé
valhat a jovOben, ugyanis szamos irodalmi adat igazolja a glikozilacids valtozasok
meglétét. Prosztata rdkban szenvedd pdaciensek teljes szérumédban csokkent a core
fukozilacid, mig az 02,3-szialilaci6 aranya novekedett az egészséges kontroll, vagy a
benignus prosztata hyperplasia-val diagnosztizalt paciensek mintaiban 1év6 aranyokhoz
képest [146, 147]. Petefészek rakban szenvedé betegekben a szérum IgG galaktozilacioja
csokkent, azonban novekedett a szialilacio mértéke a szérumban keringé haptoglobin béta-
lanc, az alphal-acid glikoprotein és az alphal-antichymotrypsin esetében. Ezek a
valtozasok egyiittesen a glikoproteinek féléletidejének novekedését okoztak [148, 149],
melynek kovetkeztében az apopotozis mértéke csokkent, ami kedvezett a rakos sejtek
talélésének és rossz prognoézist jelentett a betegek szamara. A progndzis megallapitasa
befolyasolja a terapia beallitasat, ami életmentd lehet a paciensek szamara. Tovabba N-
glikozilaci6 modosulasokat talaltak nyel6csé rakos, gyomorrakos, vastagbél rakos,
hasnyalmirigy rakos, epehdlyag rakos, tiidorakos [147] és tiid6 dagatos betegségekben
szokatlanul magas mannozilaciét mutattak, melyek kolcsonhatasba 1éptek mannoz
specifikus lektinekkel kiilonosen a dendritikus sejt specifikus fehérjével [154]. Ez a
hematologiai betegségben, mint akut lymphoblaszt leukémiaban és Hodgkin lymphomaban
is ismert az N-glikozilacid6 modosulasa [71]. Az emlitett hematoldgiai betegségek esetén a
glikozilaciés modosuldsok befolyasoljak a betegség lefolyasat és akar diagnosztikai
értékiiek is lehetnek. Ahogy korabban mar emlitésre keriilt mieldéma multiplex-ben is tobb
glikozilaciés modosulas ismert. Ezért vizsgalataim soran egészséges kontroll személyek
szérum N-glikdn mintait hasonlitottam 0ssze myeloma multiplexes betegek (frissen
diagnosztizalt kezeletlen, kezelés alatt allo €s remisszidoban 1évd) szérum mintaival. Ennek
soran a human szérum teljes N-glikan analizisét végeztem el, illetve papainos emésztés

utan az 1gG fehérjék Fc és Fab /A fragmentumainak az N-glikan jellemzése is megtortént.
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A fékomponens analizis egyértelmiien elkiilonitette a négy vizsgalati csoportot (kontroll,
frissen diagnosztizalt kezeletlen, kezelés alatt allo €s remisszioban 1évé MM betegek) a
teljes szérum N-glikozilacios analizis eredményei alapjan. A papainnal emésztett IgG
lambda és kappa fragmentumainak N-glikozilacios mintazata azonban nem mutatott ilyen
jelentds és egyértelmli 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 egyvaltozos variancia-analizis (ANOVA) teszt statisztikailag szignifikans
valtozasokat mutatott (p <0,05) 12 szérum N-glikan esetében, mig IgG fragmentumok
szintjén hat N-glikan esetén talaltam a szignifikans eltérést.

Mint fentebb emlitettem jelenleg két fehérje N-glikozilacio profilirozast hasznalnak
diagnosztikai céllal a klinikumban. Az egyik ilyen fehérje a transzferrin, melyen a
glikozilacio hianya az idiilt alkoholizmus jele, mivel a glikozil transzferazokat gatolja a
szervezetben képzdé acetaldehid [88-90]. A masik az alpha-fetoprotein, mely esetben a
core al-6 fukozilacio szintje emelkedik m4j karcindmas betegekben [91, 92]. A mieloma
multiplex-es kisérleti eredményeim alapjan megallapitottam, hogy a teljes szérum szintii
N-glikozilaciés mintazat vizsgalata magasabb informaciotartalmu, tovabba az eljaras
alkalmazéasa egyszeribb és gyorsabb, mert nem igényel extra emésztési és tisztitasi

lépéseket, igy klinikai kornyezetben is egyszeriien alkalmazhato lenne.

V1.2. Alternativ reduktiv aminacios eljarasok

Szénhidratok kapillaris elektroforézise sordn csaknem kizardlag a toltéssel
rendelkezé fluorofor agenssel vald jelolés alkalmazott. Ennek soran a leggyakrabban
natrium-cianoborohidrides reduktiv aminacios jel6lési eljaras alternativajaként vizoldhato
Ir(ITT) és Ru(Il) foszfin komplexek, nevezetesen [IrH,Cl(mtppms)s] és [RuCly(mtppms);]
altal Kkatalizalt hangyasavas hidrogénezési eljarasokat vizsgaltam. Ezen komplexek
konnyen szintetizalhatok és nagy aktivitasti katalizatorként hasznalhatok hangyasav
hidrogénre és szén-dioxidra torténd szelektiv bontasa soran.

Az [IrHCl(mtppms)s] alkalmazéasa a reduktiv aminalasi reakcié soran nagyon hasonld
jelolési hatékonysagokat mutatott a hagyomanyos NaBH3CN hasznalatanak kihozatalaval.

Az ehhez képest jelentésen olcsobb [RuCly(mtppms),] valamivel alacsonyabb aktivitast
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mutatott a NaBH3;CN-el 0Osszehasonlitva, azonban nagyobb koncentracioban (2,5 X)
alkalmazva elértem a kivant hatékonysagot.

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

1éptékii alkalmazasa soran.

V1.3. Szeparacios ablak-fliggd sorozatos injektalasi protokoll értékelése

Az 10j generaciés fehérje terapias szerek gyogyszeripari részesedése napjainkban
jelentdsen novekvod tendenciat mutat. Ezeknek a biologiai terapias szereknek tobb mint a
fele monoklonalis antitest, melyek glikozilacios profiljanak elemzéséhez gyors, nagy
atereszté képességii elvalasztasi modszerek sziikségesek. Munkam soran Szeparacios
ablak-fliggé sorozatos injektalasi modszert dolgoztam ki, mely egyarant alkalmazhato a
nyomassal torténd, valamint elektrokinetikus injektalasi modszerek esetén. A modszerek
hatasossagat 1gG molekulak 6 N-glikan strukturainak kapillaris elektroforetikus
analizisével demonstraltam.

A szeparacios ablakot ugy definialtam, mint az a migracios id6, amely az Gsszes minta
komponens tényleges eclvalasztasat (a mintakomponens elvalasztasahoz sziikséges ido,
mely nem tartalmazza a minta beinjektalasi idejét) magaban foglalja, beleértve a mintaban
1évé szabad APTS festéket képviseld csticsot is, amely ez esetben a szeparacios idéablak
kezdépontja. Az egymast koveté mintainjektalasokat akkor hajtottam végre, amikor az
elézoleg injektalt minta APTS csicsa elérte a detektor ablakot. A megkozelités
hatékonysagat egycsatornas CE rendszer alkalmazasaval igazoltam 96 minta analizisével.
A mobdszer egyszerlien alkalmazhat6 és jelentésen lerdviditette @ 96 minta analizisének
idejét 864 percrdl 240 percre. Megjegyezném, hogy elektrokinetikus injektalas modban az
eljaras hosszabb id6t (96 minta esetén 288 perc) igényelt az automata kapillaris
elektroforézis késziilék extra tdlcamozgatasa €s pozicionalasa 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. Tehat ebben az esetben csak minimalis talcamozgatasra

volt sziikkség az automata kapillaris elektroforézis késziilékben, aminek kivitelezése
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minimalis id6t vett igénybe és szinte azonnal megkezdddott a minta tényleges analizise. A
teljes folyamat idejét tovabb tudtam csokkenteni volt a homérséklet emelésével, mely
soran 25 °C-r6l 37 °C-ra noveltem az elvalasztasi hémérséklet, igy 230 percre sikeriilt

leszoritani a teljes analizis id6t 96 minta esetén.
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VII. OSSZEFOGLALAS

Myeloma multiplex betegségben szenvedd betegek total szérum és IgG / paraprotein Fc és
Fab w/A fragmentumainak N-glikan analizisét dolgoztam ki CE-LIF rendszerben, abbdl a
célbol, hogy a modszer alkalmazasa segitséget nyujthat-e a betegek pontos diagnozisanak
felallitasahoz a gyakorlati klinikai diagnosztikaban. Kisérleteim soran megallapitottam,
hogy mind total szérum N-glikom mind IgG paraprotein Fc és Fab /A fragmentum N-
glikan profil szinten is szignifikdnsan modosult a szialsavas és neutralis glikoformak
aranya. Az adatok statisztikai  kiértékelése soran  egyértelmlien magasabb
informacioértékiinek talaltam a teljes szérum N-glikozilacioés profilokat, mely esetben
minden vizsgalati csoport (frissen diagnosztizalt, kezeletlen, kezelés alatt allo ¢és
remisszioban 1éve) egyértelmiien elkiilonithetd volt. Ezen felismerésnek rendkiviili
jelentdsége van, ugyanis segitségével a betegek pontos ISS besoroldsa lehetévé teszi a
megfeleld kezelési stratégia kivalasztasat, igy hosszabb talélés és jobb életmindség érhetd
el.

A modern biolégiai gyogyszerek glikoformainak vizsgalata és a glikanok jovébeli klinikai
biomarkerként vald alkalmazasa kapcsan alternativ fluorofor jelolési modszert dolgoztam
Ki az egyébként nagy mintaszam esetén a konvencionalisan hasznalt NaBH3CN-bol fejl6do
HCN abszolvalasara. Vizsgalataim soran [IrH,Cl(mtppms)s] ¢és [RuCly(mtppms)]
vegyliletek altal hangyasavbol katalizalt transzfer hidrogénezését hasznaltam egyszerii és
komplex szénhidratok APTS-el torténd jel6lése soran reduktiv aminalasi reakcioban. Az
[IrH.Cl(mtppms)s] kozel azonos jelolési hatékonysagokat mutatott a hagyomanyos
NaBH3;CN redukaloszer alkalmazasaval, mig a joval olcsobb [RuCly(mtppms),] valamivel
nagyobb koncentracioban (2,5 X) adva biztositotta a kivant hatékonysagot. Ezen alternativ
jelolésre hasznalt anyagok esetén nem szabadul fel a NaBH3CN alkalmazasakor keletkez6
akut mérgez6 hatasti hidrogén-cianid, emiatt kornyezetbaratabb, tovabba nem Kkell
szdmolni egészségligyi karosodas kockazatdval nagyszdmi minta analizise esetén.

Nagy mintaszamua CE-LIF elvalasztas esetére dolgoztam ki a Szeparacids ablak-fliggd
sorozatos injektalasi (SWDMI) modszert, mely szignifikansan csokkentette a teljes
analizisidét 864 percrdl 230 percre. A szeparacios ablakot ugy hataroztam meg, mint az a
migraciés id0 tartomany, amely az Osszes minta komponens tényleges elvalasztasat
magaban foglalja, beleértve a mintdban 1évé szabad APTS festéket képviseld csticsot is,
melyet a szeparacidés idéablak kezdépontjanak tekintettem. Az SWDMI modszer
elektrokinetikus injektalas modban hosszabb id6t vett igénybe (288 perc 96 minta esetén).
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Nyomassal torténd injektalds soran ugyanezen szami minta analizisére kevesebb
talcamozgas miatt a folyamat ideje rovidebb volt, mindossze 240 perc, ami megkozelitette
a mintdk tényleges elvalasztasahoz szilikséges 1d6t. Tehat a minta injektalasi protokoll
ebben az esetben minimalis tdlca mozgasi [épést igényelt. 96 mintara a teljes folyamat 1d6t
tovabb tudtam csokkenteni a hémérséklet 25 °C-rol 37 °C-ra emelésével, amivel 230

percre sikeriilt leszoritani a teljes folyamatidot.
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VI. SUMMARY

| studied the N-glycosylation of Fc and Fab x / A fragments of total serum and IgG of
myeloma multiplex patients in CE-LIF to determine which test method would be better
suited to provide results in practical clinical diagnostics. The ratio of sialilated and neutral
N-glycoforms in total serum and IgG paraprotein Fc and Fab x / A fragments was
significantly altered at the N-glycan level. Statistical data processing showed that the total
serum N-glycosylation possessed higher information content since all patient groups
(newly diagnosed, untreated, treated and remission) were clearly separable. This
information is of great significance because allows accurate ISS classification of patients
i.e., the selection of a proper treatment strategy, thus achieving longer survival and better
quality of life.

| developed an alternative marking methodfor the pharmaceutical industry to examine of
glycoforms by using transfer hydrogenation with IrH,CI (mtppms); and [RuCl, (mtppms).]
in the reduction amination reaction carbohydrates by APTS. The IrH,Cl (mtppms)s
exhibited nearly the same labeling efficiency as of the conventional NaBH3;CN, while the
much cheaper [RuCly(mtppms),) provided the desired efficacy only at a slightly higher
concentrations (2.5 x). The use of these agents do not release acutely toxic hydrogen
cyanide, therefore, offer a more environmentally friendly solution and eliminate the health
risks, which accompanies the use of NaBH3CN in large scale applications.

Finally, 1 developed the separation window dependent multiple injection (SWDMI)
method for the easier and faster CE-LIF analysis of a large number of samples. The
separation window was determined as the migration time window covering the actual
separation of all sample components including the peak representing the APTS dye, what
was the starting point of the time window. Every consecutiveinjection was implemented at
the timepoint when the APTS peak of the preced-ing injection reached the detection
window. The SWDMI method required longer processing time when electrokinetic
injection was used (288 minutes for 96 samples). By the application of pressure injection,
the total processing time was shorter due less tray movement requiring, only 240 minutes
for 96 samples. Increasing the separation tempearture from 25 to 370C, further reduced the
total processing time to 230 min.
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