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1. BEVEZETES

Az elvalasztastechnika jelentdsége nem csupan a tudomanyos vilagban, de a mindennapokban is
fontos, mivel a kutatasi eredmények gyakorlati alkalmazasai mindennapjaink szerves részét
képezik. Az elvalasztastechnikaban régota nagy szerepet jatszo elektroforézis olyan bioanalitikai
modszer, ahol az eltéré elektroforetikus mozgékonysaggal rendelkezé toltott részecskék
elektromos erdtérben kiilonbozd sebességgel mozognak, igy egymastdl elvalaszthatok. Az
elektroforézist, mint elvalasztasi technikat a svéd Nobel-dijas Arne Tiselius vezette be 1937-ben.
1950-es évektdl a hagyomanyos lap gélelektroforézis modszert rutinszeriien hasznaljak a
nagyméretli biopolimerek, mint példaul nukleinsavak, fehérjék és komplex szénhidratok méret
szerinti elvalasztasara. Ugyan a hagyomanyos lap gélelektroforézis az egyik legszélesebb korben
alkalmazott elvalasztastechnikai modszer a molekularis biologiaban és a biokémidban, azonban
hossza elemzési id6t igényel, emellett Kkis elvalasztisi hatékonysaggal rendelkezik és nehezen

automatizalhato.

A Kkapillaris gélelektroforézis (capillary gel electrophoresis, CGE) a hagyomanyos lap
gélelektroforézis automatizalt miiszeres valtozata, amely a folyadékkromatografia és a
hagyomanyos lap gélelektroforézis elényeit 6tvozi. A CGE modszer nemcsak a biopolimerek
elvalasztasara hasznalhatd, hanem egyéb teriileteken is, ahol eddig elektroforézist nem
alkalmaztak (pl. ¢lelmiszeranalitika, kriminalisztika, kornyezetvédelem, stb.). Ezenkiviil az
elvalasztast rovid mérési id6, nagy elvalasztasi hatékonysag, kozvetlen detektalasi technika és
teljes automatizalhatosag jellemzi, amely hozzajarult a Human Genom Projekt (HUGO)
tervezettnél joval korabbi befejezés¢hez. Bar az els¢ CE késziilékek egyszerti pufferoldatban
tették lehetdvé az elvalasztast, f6bb elényei azonban a hagyomanyos lap gélelektroforézissel
szemben, hogy sokféle gél-matrix hasznalhatd (pl. agardz, poliakrilamid, PEO, PVP vagy SDS-
gél alapu t6ltott kapillarisok), emellett Osszetételik széles tartomanyban valtozhat. Az
elvalasztasokhoz legtobbszor keresztkotott vagy linedris polimer alapi géleket hasznalnak. A
modszer alkalmazasi teriilete nem csupan az analitikai elvalasztasokra korlatozodik, hanem
segitségével molekuldk kozotti kolesonhatasok tanulmanyozasa és enzimKinetikai mérések is

megoldhatok.

Emellett az utobbi években egyre inkabb elétérbe keriilt a mikrocsip (lab-on-a chip) alapu
mikroelektroforetikus elvalasztas is, amely bioldgiailag fontos molekulak hatékony és gyors

elvalasztasara is alkalmas.



2. CELKITUZESEK

A kapillaris gélelektroforézis (CGE) napjaink egyik legdinamikusabban fejléd6 analitikai
modszerének tekinthetd, leginkabb rutinszerien a gyogyszeripar és az orvosbioldgia teriiletén
alkalmazzak. A dolgozat els6 része a téma irodalmi hatterét ismertette. Bemutattam a kapillaris
gélelektroforézis legfontosabb elméleti és gyakorlati elveit, a miiszerek felépitését, kapillaris
bevonati technikakat, valamint a leggyakrabban hasznalt gél toltet tipusokat. Részletesen
ismertettem néhany detektor tipus miikodési elvét, mint példaul UV-Vis, dioda soros, 1ézer-
indukalt és LED fluoreszcens detektor, stb. Végiil egy rovid attekintést adtam a kapillaris
gélelektroforézis legfontosabb alkalmazasi teriileteir6l, valamint a legujabb mikrocsip alapt (lab-
on-a-chip) mikroelektroforetikus elvalasztasokrol. F6 hangsulyt a nukleinsavak, a fehérjék és az

komplex szénhidratok vizsgalata képezte.

Ezen irodalmi bevezetd utan a bemutatésra keriild munka célkitiizései a kovetkezok voltak:

1. A kutatasom elsé célja volt, eddig kereskedelmi forgalomban nem kaphato 0j, ultragyors,
LED indukalt fluoreszcens detektorral felszerelt, automatizalhat6 kapillaris elektroforetikus
rendszer bevezetése és fejlesztése a bioanalitika teriiletére, amely lehetdvé tette akar nagy
mintaszamok esetén is a gyors elvalasztast. A rendszer megbizhatosaganak ellendrzésére
~1000 darab nagy molekulasulyu genomialis DNS (QDNS) minta tisztasagat és degradacios
fokat vizsgaltam. Tovabba a migracidés id6 reprodukalhatsag, a kimutatdsi hatar és a
detektor linearitds értékeket is meghataroztam Osszehasonlitva a hagyomanyos lap

gélelektroforézis technikaval.

2. A reprodukalhatosagi kisérleteket kovetéen haplotipizald mddszerek validalasat hajtottam

mikro-RNS ko6t6 SNP-K vizsgalataval.

3. A novekvé gliko-biomarker kutatas és terapias antitestek hatalmas piaca miatt egyre inkabb
nagy sziikség van mesterséges szénhidrat antigének létrehozasara. Igy a kisérleti munka
tovabbi célja volt, hogy ujszerii szintézismodszert dolgozzak ki a szénhidratok
makromolekularis hordozokhoz valdé kovalens kotésére, elektroforetikus analitikai
modszereket fejlesszek ki jellemzésiikre, valamint elvégezzem a glikokonjugatumok ellen

termelt 0j cukorhoz specifikus kot6d6 antitestek immunologiai vizsgalatat.
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A Kkidolgozott metodika segitségével igy lehet6ség nyilik olyan szélesebb spektrumu
glikankonyvtar 1étrehozasara is, amely alapjan konnyebben, gyorsabban és olcsobban lehet

kiilonboz6 betegségeket diagnosztizalni glikozidacios profiljuk alapjan.

4. Az értekezés kovetkezé részében tovabbi célom volt fehérjékhez kapcsolddd N-glikan
szerkezeti adatbazis kidolgozdsa egy 1j, egycsatornas, LED- alapu kapillaris
gélelektroforézis késziilékhez. 8-aminonaftalin-1,3,6-triszulfonsav (ANTS) fluoreszcens
festékkel jelolt N-glikan adatbazis ellendrzését human immunglobulin G (hIgG) és
szarvasmarha ribonukleaz B (RNaz B) glikoproteinekrdl lehasitott szénhidratokkal
végeztem. A téma Wjszerliségét az adta, hogy a CGE-LEDIF analizisekhez szerkezeti
adatbazisok napjainkban nem allnak rendelkezésre, igy a migracios tulajdonsagokat tisztitott
standardok elektroferogramjai alapjan vagy mas analitikai modszerekkel (NP-HPLC, MS)
korrelaltatva van lehet6ség kiértékelni. Viszont a létrehozott adatbazis megkonnyitheti a
kutatok tovabbi munkait, mivel nem sziikséges nagyszami standardot minden elemzés soran
megfuttatni a kiértékeléshez, igy a mobilitasok alapjan a szerkezet azonosithato, elGsegitve

ezzel a biomarker-kutatast és a gydgyszerfejlesztést.

5. Az értekezés utolso részében céljaim kozott szerepelt linearis lancu, glikoz egységekbdl
felépiilé maltooligoszacharid, valamint elagazé lanct, 19G glikoproteinr6l lehasitott
komplex  N-glikan  szerkezet-mobilitas  Osszefiiggéseinek  vizsgalata  kapillaris
elektroforézissel. A téma jszeriiségét az adta, hogy korabbi munkak sem a puffer adalékok
(polietilén-oxid, linearis poliakrilamid, etilén-glikol, stb.), sem pedig az -elvalasztasi
hémérséklet hatasait nem vizsgaltak gliikoz egységekre (GU) nézve, annak ellenére, hogy

ezeket az adatbazis stabilitast jelentdsen befolyasolo tényezéknek tekintik.



3. ANYAGOK ES MODSZEREK

3.1 Vegyszerek

5-amino-2-naftalén-szulfonsav (ANSA), D-(+)-maltéz monohidrat, human immunglobulin G
(hIgG), szarvasmarha ribonukleaz B (RNaz B), etilén-glikol, polietilén-oxid, dithiothreitol,
jodoacetamid és minden mas vegyszer a Sigma-Aldrich Kft-t61 (St. Louis, MO, USA)
szarmaztak.  8-aminonaftalén-1,3,6-triszulfonsav. = (ANTS) és az  N-glikdn  standard
glikanstrukturakat a Prozyme (Hayward, CA, USA) szolgaltatta. A linedris poliakrilamid oldatot a
Polysciences-tol (Warrington, PA, USA) rendeltem. A maltooligoszacharidot és 8-aminopirén-
1,3,6-triszulfonat (APTS) fluoreszcens festéket a SCIEX (Brea, CA, USA) bocsatotta
rendelkezésemre. A pufferek elkészitéséhez Millipore Milli-Q (Billerica, MA, USA) ultratiszta

vizet hasznaltam, azokat 0,45 pm porusatmérdjit Acrodisc membransziiron (Millipore) szlirtem.

3.2. Nagy molekulasilyia gDNS mintdk vizsgalata kapilliris— és hagyomanyos lap

gélelektroforézissel

A ¢gDNS mintdkat a Debreceni Egyetem Klinikai Genomikai Ko6zpont bocsatotta
rendelkezésemre. A kapillaris elektroforetikus elvalasztasokhoz 75 — 20 000 bazispar k6zotti, mig
a reprodukalhatdsagi vizsgalatokhoz 100 — 3 000 bp tartomany DNS létrat (Biocenter, Szeged,
Magyarorszag) hasznaltam. A gDNS mintak vizsgalata egy fluoreszcens érzékeldvel felszerelt, uj
DNA-CE kapillaris elektroforézis (BiOptic, New Taipei City, Tajvan) rendszer segitségével
tortént. Az elvalasztasok egy 11 cm effektiv (15 cm teljes hosszlisaghi), 75 um belsdé atmérdji
(360 pum kiilsé atmér6jii) boritatlan falt szilika kapillarisokban torténtek. A fluoreszcens
detektalashoz sziikséges gél-puffer etidium-bromid festéket tartalmazott. Az alkalmazott
fesziiltség 533 V/em (8 kV) volt egy nagyfesziiltségii tapegység (EMCO, Sutter Creek, CA, USA)
hasznalatdval. Az adatok kiértékelésére Q-Analyzer (BiOptic) szoftver szolgalt. A lap
gélelektroforetikus elvalasztasokhoz 75 — 20 000 bp tartomanyt DNS 1étrat hasznaltam. A gDNS
mintdk elvalasztasa egy E-Gel iBas tapegységgel (Thermo Fisher Scientific, Darmstadt,
Németorszag), valamint azok valos-idejii detektalasa egy kék fényil transzilluminator (Thermo
Fisher Scientific) segitségével torténtek. Az el6re megontdtt gélek 2 % agardzt és etidium-
bromidot tartalmaztak. Az adatok kiértékelésére egy kameraval felszerelt (C-4000ZOO0OM,
Olympus, Budapest, Magyarorszag) képelemz6 szoftver (Alpha DigiDoc AD-1201, Bio-Science,
Budapest, Magyarorszag) szolgalt.



3.3. Molekularis haplotipizalas

3.3.1.  Allél-specifikus PCR

A ¢gDNS mintakat a Semmelweis Egyetem Orvosi Vegytani, Molekularis Bioldgiai és
Patobiokémiai Intézet bocsatotta a rendelkezésemre. A vizsgalat protokolljat az Egészségiigyi
Tudomanyos Tanacs Tudomanyos és Kutatasetikai Bizottsag (ETT-TUKEB ad.328/K0/2005,
ad.323-86/2005-1018EKU) hagyta jova. A gDNS mintak egészséges dnkéntesektdl szarmaztak, a
mintak begyljtése non-invaziv (szajnyalkahartyan) modon tortént, azok tisztitisa a cég altal
ajanlott protokollt kovetve zajlott. Az egypontos nukleotid polimorfizmusok (rs1046322 és
rs9457 SNP) amplifikacidja allél-specifikus PCR modszer hasznalataval tortént. A PCR-hez a
HotStarTagq DNS polimeraz Kitet alkalmaztam, kovetve a cég altal ajanlott protokollt (Qiagen,
Valencia, CA, USA). A reakcidelegy 10 pl térfogatban zajlott és az aldbbi OsszetevOket
tartalmazta: 4 ng gDNS, 0.5 U HotStarTaq DNS polimeraz, 1x PCR puffer, 1x Q oldat, 200 uM
dATP, dCTP, dGTP és dTTP, 1 uM a szenz és antiszenz primerek (Sigma Genosys, Woodlands,
TX, USA). A primer szekvencia megtervezésére az Oligo 5.0 verzi6 szolgalt (Molecular Biology
Insights, Cascade, CO, USA). A PCR termociklus els6 1épése egy kezdeti denaturacio volt 95 °C-
on 15 percen at, ez a 1épés a DNS-polimeraz aktivalasa miatt volt sziikséges. Ezutan kovetkezett
40 ciklus 3 1épésbdl: 94 °C — 30 sec denaturalasbol, 55 °C — 30 sec annealasbol és 72 °C — 1 min
extenziobdl allt, majd egy 10 perces 72 °C-os végs6 extenzids 1épés zarta a reakciot. Az elkésziilt

termékeket a PCR késziilék 8 °C-on tartotta a tovabbi felhasznalasaig.

3.3.2. PCR-termékek vizsgdlata agaroz lap gélelektroforézissel

Ezutan a PCR-termékeket (~ 20 ng) 2 %-os agardz gélen valasztottam el, a futtatas idGtartama 45
perc, az alkalmazott fesziiltség 110 V volt. Az elvéalasztashoz 100 — 1 000 bp tartomanya DNS
1étrat hasznaltam kontrollnak (Thermo Fisher Scientific). A 2 %-0s agaréz gél etidium-bromidos
(0.5 pg/ml 1 x TAE oldatban) festéket tartalmazott. A fényképezés UV fény alkalmazasaval
tortént Gel-Doc XR gél dokumentacios berendezés (Bio-Rad, Hercules, CA, USA) segitségével.

3.3.3. PCR-termékek vizsgalata kapillaris gélelektroforézissel

A PCR termékek vizsgalata egy fluoreszcens detektorral felszerelt, ij DNA-CE kapillaris

elektroforézis rendszerrel (BiOptic) tortént. Az elvalasztasok egy 11 cm effektiv (15 cm teljes

hosszlisagn) 75 pm bels6 atmérdjii (360 pm kiils6 atmér6jit) boritatlan falu szilika kapillarisokban

torténtek. Az elvalasztasokhoz molekulasuly markereket (20 bp és 5000 bp, BiOptic) hasznaltam,
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hogy javitsam a mérések pontossagat. A mintainjektalas elektrokinetikusan tortént, az alkalmazott
fesziiltség 400 V/em (6 kV) volt. Az adatok kiértékelésére Q-Analyzer (BiOptic) szoftver

szolgalt.

3.4. Egerek immunizalasa mesterséges szénhidrat antigénekkel

3.4.1. Neoglikoproteinek szintézise

Acetildcios lépés: Kereskedelmi forgalomban kaphatd maltéz hidroxil csoportjait acetileztem
natrium-acetattal és ecetsavanhidriddel, amely reakcié a peracetilezett 2,3,4,6-tetra-O-acetil-a-D-
gliikopiranozil-(1—4)-1,2,3,6-tetra-O-acetil-f-D-gliikopirandz vegyiiletet eredményezte.
Véddcsoport-eltavolitdsi 1épés: a kovetkez6 1épésben az anomer acetil csoportot tavolitottam el
hidrazin-acetattal és a képzddott 2,3,4,6-tetra-O-acetil-a-D-gliikopiranozil-(1—4)-2,3,6-tri-O-
acetil-g-D-gliikopirandz hemiacetalt triklor-acetimidat donorra alakitottam 4t izzitott kalium-
karbonat jelenlétében. Az anomer (o, B) konfiguraciot NMR késziilékkel ellendriztem. Spacer
hozzdaddsi lépés: a glikozil-donort tisztitas nélkiil reagaltattam a 7-(1,3-dioxan-2-il)-heptan-1-
ollal, ezzel kialakitva a formil-heptil aglikonnal rendelkezé maltoz szarmazékot. Konjugdldsi
lépés: A konjugalasi 1épés elott eltavolitottam a vegyiiletrdl az acetal véddcsoportot, savas
hidrolizissel. Ezutan a képz6dott aldehidet reduktiv aminalassal hozzakapcsoltam a BSA-hoz,
melynek soran a maltéz szarmazék szabad aldehid csoportjat reagéltattam a BSA lizin
egységeinek g-amino csoportjaival, majd a képz6d6 Shiff-bazist NaCNBHzs-val redukaltam, igy
nyertem a stabil szekunder amint, azaz a neoglikoproteint, mesterséges szénhidrat antigént. A
konjugalasi reakciot a BSA mennyiségéhez képest kiilonbozd szénhidrat felesleg alkalmazéasa
esetén valositottam meg, ezzel megkaptam a BSA-32-maltoz, a BSA-50-maltéz, a BSA-59-

maltdz és a BSA-66-maltoz konjugatumokat.

3.4.2. Neoglikoproteinek vizsgalata SDS-CGE és MALDI-TOF MS miiszerekkel

A reduktiv aminalassal eldallitott szénhidrat antigének tisztasaganak és homogenitasanak
meghatarozasa egy lézer alapu fluoreszcens detektorral felszerelt, kapillaris elektroforézis
rendszerrel (P/ACE MDQ, SCIEX) tortént. Az elvalasztasok egy 10 cm effektiv (30 cm teljes
hosszasaga), 75 um bels6 atmérdjii (360 pm kiils6 atmér6jii) boritatlan fala szilika
kapillarisokban torténtek, a neoglikoproteinek elvalasztasara kifejlesztett pufferrel (SDS-MW,
SCIEX). Az alkalmazott fesziiltség 500 V/em (15 kV) volt. A MALDI MS méréseket Bruker
gyartmanytt BIFLEX 1I™ tipusu, repiilési id6 (TOF) tomeganalizatorral felszerelt, valamint
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pozitiv reflektronnal ellatott tomegspektrométeren végeztem. A mintamolekulak gaz fazisba
juttatasa és ionizalasa nitrogén lézer (A= 337 nm), valamint 3ns impulzusidé alkalmazasaval
tortént. Tobbszori, altalaban 100-nal tobb impulzust hasznaltam 19 kV gyorsitd és 20 kV
reflektron fesziiltség mellett.

3.4.3. Neoglikoproteinek vizsgdlata ELISA teszttel

A szénhidrat specifikus antitestek kimutatasahoz, a legkisebb (32 szénhidrat egység/mol) és a
legnagyobb (66 szénhidrat egység/mol) cukorszammal rendelkezd szénhidrat antigéneket kisérleti
egerekbe (BALB/c, 9) juttattam, majd a vérmintabol nyert szérumot ELISA teszttel vizsgaltam.
Roviden, a megszintetizalt szénhidrat antigéneket mikrotiter lemez feliiletéhez kotottem, majd 37
°C-on 1 6raig inkubaltam. Az antigén mennyiségének optimalizalasihoz 10 pg/ml, és felez6
higitasokat (1,25 — 0,08 pg/ml) hasznaltam. Mig az inhibicids vizsgalatokhoz 0,2 ng/ml BSA és
0,2 pg/ml szénhidrat antigéneket alkalmaztam BSA, BSA-32-malt6z és BSA-66-maltoz inhibitor
jelenlétében (0,1 — 1,6 pg/ml). A nem kotédott antigéneket mosassal eltavolitottam és az
aspecifikus kotShelyeket blokkoltam PVP-blokkolo pufferrel, majd inkubaltam 37 °C-on 30
percig. A mosasi 1épés utan az egérbdl nyert szérum mennyiségének az optimalizalasdhoz el§szor
1 000 — 128 000-szeres higitast hasznaltam a 10 pg/ml antigén feliileti k6t6dés esetében, mig 4
000-szeres szérum mennyiséget alkalmaztam felezd higitdasok és inhibicids kisérletek szamara.
Ezt kovette 1 ora inkubacié 37 °C-on. Miel6tt a masodik HRP- enzimmel jelzett immunglobulin
(IgG) antitestet hozzaadtam volna az immunkomplexhez, a mikrotiter lemezt 4x mostam mosé
pufferrel, majd 1 oraig inkubaltam 37 °C-on. A kdvetkez6 4 mosasi 1épés utan, a mintakat TMB
szubsztrat oldattal kezeltem 10-15 percig, a reakcio ledllitasa utan az igy kialakult szinintenzitast
450 nm-en ELISA leolvaso (Multiscan Ascant, Thermo Fisher Scientific, Hudson, NH, USA)

segitségével mértem.

3.5. Szénhidrat-szerkezeti adatbazis létrehozasa kapillaris gélelektroforézissel

3.5.1. Minta-eldkészités az elektroforetikus elvdlasztdshoz

A glikoproteinek emésztéséhez (50 pg human IgG és szarvasmarha RNaz B) a GlykoPrep Kittet
hasznaltam, kovetve a cég altal ajanlott protokollt (Prozyme). A maltodextrin létra, a D-(+)-
maltdéz monohidrat, a szabad N-glikan szerkezetek és a cukor standardok fluoreszcens jel6lése egy

reduktiv aminalasi lépésben tortént ANTS festék (Aex 356 nm Aem 512 nm) hozzaadasaval, majd



egy éjszakan keresztiil inkubaltam 37 °C-on. A jelolt mintakat CU toltetekkel (Prozyme)

tisztitottam meg a szabad festék ¢s a sotartalom eltavolitas érdekében.

3.5.2. Glikdnok elvilasztisa kapilliris gélelektroforézissel

A szénhidratok vizsgalata egy fluoreszcens detektorral felszerelt (excitacio/emisszio: 350-390
nm), j kapillaris elektroforézis rendszerrel (GL1000, BiOptic) tortént. Az elvalasztasok egy 11,5
cm effektiv (15,5 cm teljes hosszisagu), 50 pm belsd atmérdjii (360 wm kiilsé atmér6jii) N-CHO
kapillarisokban torténtek, az N-glikdnok elvalasztasara kifejlesztett géllel és pufferrel (BiOptic).
Az elvalasztasokhoz molekulasily markereket (ANTS-G2 és ANSA-G2) hasznaltam, hogy
javitsam a mérések pontossagat. Az alkalmazott fesziiltség 387 V/ecm (6 kV) volt. Az adatok
kiértékelésére Q-Analyzer (BiOptic) szoftver szolgalt. Roviden, a kapott migracio idoket relativ
migracios id6kké szamitottam at a molekulastily markerek hasznalataval. Az N-glikanokat gliikoz
egységekbol allo oligoszacharid 1étraval Osszevetve, az analizis utan a skalarol interpolalva

minden egyes cstcshoz hozzarendeltem egy megfelel glitkkdz egységet (GU).

3.6. Hoémérséklet és hattérelektrolit-osszetétel valtoztatasanak hatasa a szénhidratok

elvalasztasara

3.6.1. Minta-eldkészités az elektroforetikus elvilasztishoz

A glikoprotein mintar6l (hIgG) redukalast (50 mM dithiothreitol, 65 °C 15 perc) és alkilalast
kovetden (50 mM jodoacetamid, 37 °C 30 perc), natrium-bikarbonat puffer és PNGaz F
(Prozyme) enzim hozzaadasaval tortént meg az N-glikanok lehasitasa egy éjszakas 37 °C-0s
inkubaléds soran. A tisztitishoz karboxil tipusi magneses gyongyoket (SCIEX) hasznaltam. A
lehasitott glikanok beszaritdsa vakuum-centrifugaban tortént, amit APTS fluoreszcens jeldlés
kovetett 50 °C-on 1 6ran keresztiil. A jellt mintakat magneses gyongyokkel tisztitottam meg a
szabad festék és a sotartalom eltavolitds érdekében. A 20 — 50 °C-os hattérelektrolit oldatok
viszkozitasanak méréséhez egy beépitett hiit¢/fiitd lemezzel rendelkezé AR 550 tipust reométer

késziiléket hasznaltam (TA Instruments, New Castle, Németorszag).

3.6.2. Linedris és elagazo lanciu szénhidrdtok elektroforetikus vizsgdlata

Az APTS jelolt szénhidratok vizsgalata egy fluoreszcens detektorral (Aex 488 nm és Aem 520 nm)
felszerelt PA 800 Plus (SCIEX) kapillaris elektroforézis késziilék segitségével tortént.
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Az elvalasztasok egy 21 cm effektiv (31 cm teljes hosszisaghi), 50 um belsé atmér6jii (360 pm
kilsé atmér6jii) N-CHO kapillarisokban torténtek. A késziilék beépitett h{itd rendszert
tartalmazott, hogy enyhitsem a hdmérséklet-valtozasbol esetlegesen szarmazo hibakat. Az N-
glikanok elvalasztasa 20 — 50 °C-on tortént, az alabbi pufferekkel és gélekkel kiegészitve: i) 25
mM litium-acetat (pH: 4.75), ii) 25 mM litium-acetat (pH. 4.75) + 0 — 60 % etilén-glikol, iii) 25
mM litium-acetat (pH: 4.75) + 0 — 3.0 % linearis poliakrilamid (MW 10,000), iv) 25 mM litium-
acetat (pH: 4.75) + 0,4 % 300 kDa polietilén-oxid. Az alkalmazott fesziiltség 400 V/cm (12 400
V) volt, katodos injektalassal és anodos detektalassal. A mintak injektalasa nyomassal tortént, 0,5
psi (3,445 kPa) 5 masodperc id6tartammal. APTS jelolt maltozt (APTS-G2) hasznaltam bels
standardként minden egyes mintainjektalashoz. A relativ migracios id6ket és a GU értékeket a
fent emlitett médon hataroztam meg. A glikkoz egységekbdl felépiil oligoszacharid 1étra (DP 7-
12) és az 1gG N-glikanok (FA2, FA2[6]G1, FA2[3]G1, és FA2G2) hidrodinamikai térfogatat a
TURBOMOLE 6.3 verzioju (COSMOIlogic GmbH, Leverkusen, Németorszag) kvantumkémiai

programmal szamoltam Ki.

4. EREDMENYEK

4.1. Nagy molekulasilyd gDNS mintak vizsgalata kapillaris— és hagyomanyos lap

gélelektroforézissel

Az értekezés els6 részében egy 1j, egycsatornas, LED- alapu fluoreszcens detektorral felszerelt,
kapillaris gélelektroforézis miszer keriilt bevezetésre. Megbizhatosaganak ellendrzésére
nagyszamu (~1000 darab) gDNS minta tisztasagat ¢s degradacios fokat vizsgaltam kvantitativ
PCR-hoz valé minta-el6készitéshez és teszteltem a rendszer reprodukalhatosagat. A méret
meghatarozasara a kapillaris elektroforetikus elvalasztasokhoz 75 — 20 000 bazispar kozotti DNS
1étrat hasznaltam. Intakt, nem-degradalt gDNS minta 2 000 bazispar koriili tartomanyban mutatott
elektroforetikus mintazatot, mig a degradalt gDNS minta az alacsonyabb bazispar koriili régioban
(~0 — 100 bp) volt megfigyelhets. Osszehasonlitva a hagyomanyos lap gélelektroforézis
modszerrel, a degradalt gDNS mintdk 2 % agar6z gélen nem voltak lathatéak, mig az &sszes
degradalt gDNS minta egyértelmiien kimutathato volt CGE elvélasztassal. A CGE
reprodukalhatosagi vizsgalatokhoz 100 — 3 000 bp tartomanya DNS létrat hasznaltam. Ennek
atlagos migracids ideje 88,22 — 143,22 masodperc kozé esett, relativ szorasa (RSD%) 0,5118 —

0,7477 % kozott volt, azaz kivalo reprodukalhatdsagi paramétereket mutatott.
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4.2. Molekularis haplotipizalas

A dolgozatom masodik részében, a reprodukalhatosagi kisérleteket kovetden, haplotipizalo
modszerek validalasat végeztem el a kapillaris gélelektroforézis miiszeren a WEFS1 gén 3’
vizsgalataval. Az irodalombol jol ismert, hogy a wolframin az endoplazmatikus retikulumban
(ER) talalhato olyan transzmembran fehérje, amely nagy mennyiségben a hasnyalmirigy béta-
sejtjei és a kozponti idegrendszer neuronjai altal termelédik. A WFSI génben kialakult mutacidk
Wolfram szindromat (Gn. kétoldali latéideg sorvadast) okoznak, melynek gyakran tarsulnak
fiatalkori nem autoimmun eredetii diabetesszel egyiitt jaré progressziv neurodegenerativ

betegségekkel.

A genetikai variansok molekularis haplotipizalasa allél-specifikus amplifikacios modszerrel
(ASA), majd kapillaris gélelektroforézissel tortént, amely gyors és megbizhato genetikai adatokat
nyqjtott  barmely egypontos-nukleotid polimorfizmusrol (SNP). A rs9457 és rs1046322
helyezkednek el. A genetikai variansok kromoszomalis lokalizacidjanak meghatarozasihoz egy
szenz rs1046322 és egy antiszenz rs9457 specifikus primert hasznaltam a PCR kisérletekben.
Haplotipizalaskor, az ,,egycsoves” reakcid ugyanazon a lokuszon egy allél vizsgalatara, azaz egy
haplotipus kombinacié meghatarozasara alkalmas, mig kovetkezésképpen ,.kétcsoves” reakcio
sziikséges a teljes genotipus €s haplotipus vizsgalatahoz. A ,kétcsoves” amplifikacios modszerrel
létrehozott haplotipusok bazispar méretét kapillaris gélelektroforézissel és hagyomanyos lap
gélelektroforézissel hataroztam meg. A méret meghatarozasara a kapillaris elektroforetikus
elvalasztasokhoz 50 — 3 000 bazispar kozotti DNS 1étrat hasznaltam. Az elvalasztasokhoz kettd
molekulastly markert (20 bp és 5000 bp) alkalmaztam, hogy javitsam a mérések pontossagat. Az
elsé ,.kétcsoves” amplifikacios kisérletbél szarmazo 454 bp, 500 bp és 583 bp dupla-szala DNS
(dsDNS) fragment kapillaris elektroforézissel mért és szamolt értékeire a kovetkez6t kaptam: 437,
488 és 541 bp. Mig a masodik “kétcsoves” amplifikacios kisérletbdl szarmazod 399, 457, 504 és
591 bp dsDNS fragment kapillaris elektroforézissel mért és szamolt értékeire pedig a kdvetkezot
kaptam: 384, 437, 488 és 541 bp, amely 95%-nal nagyobb pontossagot mutatott.

Ezenkiviill a CGE-LEDIF igen hatékony, gyors analizist tett lehetévé, gyakran 4 percnél is

rovidebb elvalasztasokkal, valamint pontos mPCR minta bazispar értékeinek kalkulalasaval (2,4 —

9,2%). Tovabba annak érdekében, hogy meghatirozzam a kapillaris elektroforézis miszer

kimutatasi hatdr és a detektor linearitisi értékeit, egy 576 bp-os WFS1 PCR-fragmenst
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hasznaltam. A késziilék érzékenysége higitd pufferben 0,08 ng/ul és desztillalt vizben 0,002 ng/ul
volt. Fontos megjegyezni, hogy injektalaskor a vizben higitott PCR mintak sokkal nagyobb
mintabevitelt eredményeztek, mivel a puffer-ionok nem versenyeznek a mintamolekulakkal, igy
nagyobb érzékenységet tudtam elérni. Ezzel szemben a pufferrel tortént mintahigitassal pontosabb
CGE méréseket lehetett kapni. A detektor linearitasi értékek meghatarozasakor egy lineéris
detektor vélaszt kaptam 0,08 — 10,0 ng/ul kdzotti koncentracié tartomanyban, melynek értéke R?=

0.9997 volt.

4.3. Mesterséges immunizacié szénhidrat antigénekkel

Napjainkban a szénhidrat-specifikus antitestek vizsgalata igen fontos szerepet jatszik a gliko-
biomarker kutatds teriiletén, mivel ezeket az antitesteket, mint diagnosztikai markert (pl.
neoglikoprotein-alapu antibakterialis és antitumor vakcinak, stb.) hasznaljak a betegségek
diagnosztizalasara. A szénhidrat antigének mesterséges szintézise kétféleképpen torténhet: a
glikanok véletlenszerlien vagy meghatarozott ponton (pl. hidmolekulan keresztiil) kapcsolédnak a
hordozo fehérjéhez, ezzel kialakitva a kovalens kotést az oligoszacharid redukald vége és a

fehérje aminocsoportjai kozott.

Az értekezés kovetkez6é részében célul tliztem ki kereskedelmi forgalomban kaphaté maltdz
marha szérum albuminhoz (BSA) torténé konjugalasat reduktiv aminalassal. A BSA-t, mint
hordozo fehérjét azért valasztottam, mivel természetes formaban a glikozilacios modositasoktol
mentes. Annak érdekében, hogy megdérizzem a maltoz szerkezetet, a szénhidratot formil-heptil [7-
(1,3-dioxan-2-il)-heptan-1-ol] hidmolekulan keresztiil kapcsoltam hordozo fehérjéhez. A fehérje
mennyiségéhez képest kiilonb6z6 mennyiségii szénhidrat felesleg alkalmazasa esetén valositottam
meg a konjugalast és a kapott neoglikoproteinek molekulatomegét MALDI-TOF
tomegspektrométerrel hataroztam meg. Végezetiil az eredményekbdl meghataroztam a hordozo
fehérjére felvitt kotott szénhidrat egységek (32, 50, 59 és 66 szénhidrat egység/mol) szamat. Ez az
eredmény a hordozé fehérje 60 szabad aminocsoport esetében meglepé lenne, de Schwartz és
munkatarsai részletes vizsgalatai kimutattak, hogy szekunder aminokon kiviil tercier aminok is
keletkeznek reduktiv aminalaskor. Tovabba a reakciotermékek tisztasagat és homogenitast SDS-
alapu kapillaris gélelektroforézissel is vizsgaltam. Az eredmények azt mutattak, hogy minél tobb
szénhidrat egységet sikeriilt hordoz6 fehérjéhez kapcsolni reduktiv aminalassal, annal kisebb volt
a jelintenzitas és anndl tovabb tartott a mintdk elvalasztisa. Ennek az az egyszerii oka, hogy
kevesebb festék tudott hozzakotédni a fehérje még megmaradt szabad aminocsoportjaihoz.
Ezutan a legkisebb (32 szénhidrat egység/mol) és a legnagyobb (66 szénhidrat egység/mol)
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cukorszammal rendelkez6 szénhidrat antigént kisérleti egerekbe (egértorzs: BALB/c) juttattam és
a szénhidrat specifikus antitestek kimutatasahoz a kinyert vérmintabdl szarmazé szérumot (10
ng/ml) indirekt ELISA kisérletekkel vizsgaltam. Az eredmények azt mutattak, hogy immunizalast
kovetden a magasabb szénhidrat tartalmu antigénekre joval nagyobb immunvalasz jott 1étre, azaz
tobb 1gG poliklonalis antitest termelédott, mint az alacsonyabb cukorszamu glikokonjugatum
ellen. Ha az antigén mennyiségét lecsokkentettem felez6 higitasban (1,25 — 0,08 pg/ml), akkor
nagyobb immunvalasz jott 1étre a neoglikoproteinekre, mint a hordozé fehérjére. Masrészrél, nem
tortént IgG antitesttermelés maltéz és egyéb cukrok, mint példaul gliikoz, izomaltdz, laktdz,

galaktdz és maltodextrin inhibitorok hozzaadasaval.

Az elért eredmények azt mutatjak, hogy a makromolekularis hordozohoz kotdtt szénhidrat
molekuldk olyan specifikus epitopokat tartalmaznak, amelyek egyediek és alkalmasak specifikus

ellenanyag termelésének kivaltasara.

4.4, Szénhidrat-szerkezeti adatbazis létrehozasa kapillaris gélelektroforézissel

A biofarmakologia terapias glikoproteinek irant tdmasztott igényei megkovetelik a nagy
felbontast, reprodukalhatd analitikai modszerek bevezetését a glikozilacios vizsgalatokhoz. A
kapillaris gélelektroforézis nagy érzékenységii, robosztus és megbizhatdo eszkoz a glikanok
mélyrehatd szerkezeti jellemzésére a biomedicina és a gyogyszeripar teriiletein egyarant. Az
idéigényes exoglikozidazos glikanszekvenalo 1épések helyett, a szerkezeti adatbazisok
megkonnyithetik a kutatok munkajat, mivel nem sziikséges nagyszamu standardot minden
elemzés soran megfuttatni a kiértékeléshez. Ugyanakkor a modszer specifikus az adott késziilékre

és gél-puffer rendszerre.

A dolgozat negyedik részében komplex cukrokhoz kapcsoléddo ANTS fluoreszcens festékkel
jelolt N-glikan adatbazis keriilt bevezetésre egy uj, egycsatornas, LED- alapu kapillaris
gélelektroforézis késziilék hasznalatahoz. Az adatbazis egy egyszerli és hatékony modja a gyors
szerkezeti értékelésnek, melynek alapja ismeretlen glikoproteinbdl szarmazé N-glikanok relativ
migracios idejébol szamolt GU értékek Osszehasonlitasa a standardok GU értékeivel. Az ANTS
jelolt N-glikan adatbazis jelenleg 25 oligoszacharidot tartalmaz, ezek tobbnyire a gydgyszeripar
teriiletén hasznalt, azaz terapias antitestek N-glikozilacios szerkezeti vizsgalataihoz sziikségesek.
Az atfogé N-glikan adatbazis létrehozasakor elészor a glikan standardokat reduktiv aminalassal
ANTS fluoreszcens festék segitségével megjeldltem, majd megtisztitottam a szabad festék és a
sotartalom eltavolitds céljabol. Ezek utdn megmértem egyesével a mintdkat a kapillaris
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gélelektroforézis késziiléken. Végiil a normalizalt migraciés idoket és a GU értékeket
meghataroztam az anyagok ¢és modszerek cimii fejezetben leirtaknak megfeleléen. Az
elvalasztasokhoz molekulasuly markereket (ANTS-G2 és ANSA-G2) hasznaltam, hogy javitsam
a mérések pontossagat. Az adatbazis tartalmazza az glikan standardok nevezéktanat, grafikus

abrazolasat, pontos molekulatomegét, GU értékét valamint a szorasi értékeket.

Az adatbazis ellenérzését human immunglobulin G és szarvasmarha ribonukledz B
glikoproteinekr6l endoglikozidaz enzimmel lehasitott N-glikanokkal végeztem el. Roviden, a
glikoproteinekrél elészor endoglikozidaz PNGaz enzim segitségével leemésztettem a N-
glikanokat, a szénhidratokat reduktiv aminalassal ANTS fluoreszcens festék segitségével
megjeloltem, majd megtisztitottam a szabad festék és a sotartalom eltavolitas céljabol. Ezek utan
a mintakat a szénhidratok meghatarozasara szolgald kapillaris gélelektroforézis késziiléken
vizsgaltam. Az eredmények azt mutattak, nagyon kis kiilonbség mutatkozott a glikoproteinekbdl
szarmaz6 N-glikanok ¢és a standard N-glikanok GU értékei kozott (hlgG: <0.14 GU, RNaz B:
<0.13 GU). A jovében az igy kapott GU eredményeket, mint referencia értékeket alkalmazni lehet

a gyors szerkezeti vizsgalatokhoz az ismeretlen N-glikan mintak esetében is.

4.5. Hoémérséklet és hattérelektrolit-osszetétel valtoztatasanak hatasa a szénhidratok

elvalasztasara

Dolgozatom utolso részében linearis, gliikoz egységekbdl felépiild maltooligoszacharid, valamint
elagazd lanct — IgG glikoproteinrdl lehasitott — komplex N-glikan szerkezetek elektroforetikus
mobilitasainak valtozasait vizsgaltam kapillaris elektroforézissel. Kiilonb6z6 homérsékleten (20 —
50 °C) és eltér6 osszetételli puffer rendszerekkel (pl. 0 — 60 % etilén-glikol, 0 — 3,0 % linearis
poliakrilamid és 0,4 % 300 kDa polietilén-oxid) tanulmanyoztam az APTS-el jelolt N-glikanok

vandorlasait.

A linearis poliakrilamid lanc-atfedd tulajdonsaga 1,5 %-os koncentracional valosult meg, igy az
alatti (0 %, 0,5 % és 1,0 %) és feletti (2,0 % és 3,0 %) koncentracidkat vizsgaltam. Az aktivalasi
energia (Ea) polimerizacios fok (DP) fliggvényében valo abrazolasanak eredményei azt mutattak,
hogy a maltooligoszacharid DP7 (maltohept6z) fokanal egy toréspont keletkezett a magasabb
linearis poliakrilamid koncentracional. Ennek a magyardzata, hogy a maltooligoszacharid
konformacidja megvaltozott, azaz véletlenszeriien tekered6 (DP <7) szerkezetb6l megnyult hélix
(DP> 7) struktara alakult ki. A konformacié valtozas oka, hogy a maltoheptoz (DP 2-7)

polimerizacids fokig az aktivalasi energia glikoz egységenként 212 J/mol értékkel novekedett,
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mig a feletti (DP 7-15) novekedés 1ényegesebb kisebb (68 J/mol) volt. A drasztikus Ea kiilonbség
(144 J/mol) oka, hogy az maltooligoszacharid DP7 alatt kevesebb hidrofil tulajdonsaggal
rendelkezett, igy jobban kapcsolatba tudott keriilni a linearis poliakrilamid lanccal —(CH2-
CH(CO-NH?2)-CH2)-LPA, amely magasabb Ea szintet eredményezett. Mig a magasabb (2,0 % és
3,0 %) linaris poliakrilamid koncentracio esetében az atlapolas emelkedésével kevesebb szabad
lineéris poliakrilamid lanc maradt, amely kapcsolatba tudott volna keriilni az oldott cukrokkal,
ezaltal az Ea csokkent. Azonban a teljes (0 — 3,0 %) linedris poliakrilamid tartomanyban az Ea
értékek pozitivak voltak, ami arra utal, hogy nem tortént minta/matrix deformacid. Tovabba,
megfigyeltem, hogy azonos viszkozitasi értékek mellett, az oligoszacharid (DP 2-7) Ea értéke 72
J/mol és 212 J/mol volt 10%-os etilén-glikol és 2%-os linearis poliakrilamid tartalmua gél-puffer
rendszereknél. Viszkozitasi értékeik a kovetkez6k voltak: 10 % EG (20°C) = 1.28 mPa.s; 10 %
EG (50 °C) = 0.74 mPa.s; 2 % LPA (20 °C) = 1.30 mPa.s; 2 % LPA (50 °C) = 0.82 mPa.s. Ez a
drasztikus kiilonbség (140 J/mol) az oldott anyag és oldat kozott fellépd kolcsonhatassal
magyarazhato. Az oligoszaccharid DP> 7 feletti Ea értékei nagyon hasonloak voltak (72 vs. 68
J/mol) viszkozitast modositd puffer rendszerekben, amely arra utal, hogy a kialakult hélix

struktara csokkenti a minta/matrix kolcsonhatasokat.

Ezenkiviil, tovabbi eredmények azt mutattak, hogy ha a hattérelektrolit oldathoz (25 mM litium
acetat, pH: 4.75) viszkozitas novels etilén-glikolt adtam vagy anélkiil tortént a mérés, CGE
elvalasztaskor a — kétantennas IgG glikoproteinrdl lehasitott — N-glikanok GU értéke csokkent a
hémérséklet emelésével (20 — 50 °C). Azaz, 25 mM litium-acetat valamint 10 % etilén-glikol + 25
mM litium acetat oldatban az 1gG N-glikan GU értékei atlagosan —0.89 GU-al és —0.39 GU-al
valtoztak a hOmérséklet novelésének hatasara. Azonban, ha a hattérelektrolit oldat linearis
poliakrilamidot vagy polietilén-oxidot tartalmazott, az N-glikanok GU értéke nétt a hémérséklet
emelésével (20 — 50 °C). Azaz, 2 % linearis poliakrilamid és 0.4 % polietilén-oxid tartalma
elektrolit oldatban az I9gG N-glikan GU értékei atlagosan +0,23 GU-al és +0,38 GU-al valtoztak a
hémérséklet emelésének hatasara. Ez esetben ennek valdszintsithetd oka, a minta és a gélben levé
polimerlancok kozotti kdlcsonhatas vagy a viszkozitasbdl eredd deformacios hatasok. Az Ea
abrazolasaval a hidrodinamikai térfogat fliggvényében, az Ea valtozasra a kiilonbozé puffer-
rendszerekben (EG, LPA és PEO) eltéré eredményeket kaptam linearis és elagazé lancu cukor
struktiirakat esetén: 0,3 J/mol és 0,9 J/mol per A% (EG); 0,4 J/mol és 1,0 J/mol per A (LPA); 0,06
J/mol és 0,3 J/mol per A® (PEO). Az eredmény igazolja, hogy polimer adalék hozzaadasaval az
oldott minta és polimer lancok kozott, fizikai kolcsonhatas és egyéb deformacios hatasok

torténhetnek.

16



5. MEGBESZELES

Nagy molekulasilyii gDNS mintak vizsgadlata kapillaris gélelektroforézissel

A legtobb bioanalitikai laboratorium a mai napig a hagyomanyos lap gélelektroforetikus technikat
alkalmazza a DNS tulajdonsagainak meghatarozasahoz. Azonban a modszer id6- és
munkaigényes, emellett kis elvalasztasi hatékonysaggal rendelkezik és nehezen automatizalhato.
Otvozve a fluoreszcens detektor érzékenységét a konnyen Kicserélheté puffer-rendszerek
varialhatosagaval, valamint a mérés és a kiértékelés teljes automatizalhatosagaval, a kapillaris
gélelektroforézis helyettesitheti a hagyomanyos lap gélelektroforézis technikat. A dolgozatom
elsé részében az egylittmikodd partnereink segitségével célul tiiztem ki egy 1), egycsatornas,
LED fluoreszcens detektorral felszerelt, ultragyors kapillaris gélelektroforézis rendszer
bevezetését, amely lehetévé tette akar 96 minta gyors analizisét is. A kapillaris elektroforetikus
késziilék megbizhatdsaganak ellendérzésére ~1000 darab gDNS minta tisztasagat és degradacios
fokat vizsgaltam, amely lehetéséget nyujtott a degradalt és intakt gDNS mintdk gyors
elkiilonitésére. A tisztasagelemzés mellett a rendszer ismételhetdségének ellendrzésére migracios
id6 szerinti reprodukalhatdsagi vizsgalatokat végeztem, melynek eredménye kivald paramétereket
mutatott (relativ szoras <0,75 %), ~0.1 ng/uL kimutatasi hatarértékkel. A kapott eredmények
fontos informaciokat nyujtottak a késobbi kvantitativ PCR vizsgalatokhoz, ahol az ép, nem

degradalt DNS mintak kulcsfontossaguak voltak.

Molekularis haplotipizaldas kapillaris gélelektroforézissel

A wolframin az ER-ben talalhatd olyan transzmembran fehérje, amely nagy mennyiségben a
hasnyalmirigy béta-sejtjei és a kozponti idegrendszer neuronjai altal termelddik. A WFS1 génben
talalhato genetikai variaciok hozzajarulhatnak a Wolfram szindroma és 2. tipusu cukorbetegség
kialakulasdhoz. A tobbszords polimorfizmus egyidejii tanulmanyozasa (pl. haplotipizalas) egyre
haplotipizalas segitségével meghatarozhato a két allél relativ kromoszomalis elhelyezkedése,
ezaltal jobban megérhet$ a szomszédos SNP-k biologiai hatasa is. Munkacsoportunk korabban
mar sikeresen kidolgozott egy molekularis geno- és haplotipizalé modszert dopamin D4 receptor
génre lézer-indukalt fluoreszcens detektor hasznédlatdval. Azonban a legtdbb laboratoriumban
jelenleg még nem 4all rendelkezésre érzékeny, ultragyors és LED indukalt molekuldris

haplotipizalasi technika, amely segitségével a haplotipus egyértelmiien meghatarozhato.
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Ezért a dolgozatom masodik részében a reprodukalhatosagi kisérleteket kdvetéen haplotipizald
talalhato rs1046322 és rs9457 mikro-RNS koté SNP-k hasznalataval. A készillék elvalasztasi
hatékonysagat a gyors elemzési id6 (< 240 s), a pontos mPCR bazispar értékeinek meghatarozasa
(2.4 - 9.2 %), valamint 0,08 — 10,0 ng/ul kozotti koncentracié tartomanyban a Kitiing detektor
linearitasi értékek (R?= 0.9997) jellemezték. A késziilék érzékenysége 0,002 ng/ul volt, desztillalt
vizben higitott mintdra nézve. A CGE-LEDIF késziilékkel kidolgozott haplotipizalasi metodika

nagyszamu klinikai minta vizsgalatara is alkalmas lehet.

Mesterséges immunizdcio szénhidrdat antigénekkel

Napjainkban az antiglikan antitestek el6allitasa egyre nagyobb jelentdséggel bir a glikozilacios
markerek felderitésében. Igy a dolgozatom kdvetkez részében célul tiiztem ki néhany cukorhoz
specifikusan kot6dé antitest termeltetését egerekben és azok vizsgalatdt immunkémiai
modszerrel. Az eredmények jol tikrozték a szelektiv ellenanyag kotédést a kiilonbozd
glikozidacids fokkal rendelkezé szénhidrat antigénekhez. Masrészrdl, a szénhidrat specifikus
antitest termel6dését szintén alatamasztotta, hogy maltoz és egyéb cukrok (pl. gliikoz, izomaltdz,
galaktdz, laktoz és maltodextrin) ellen immunvalasz nem jott 1étre. Tovabbi 1épésben meg kellett
hatérozni, hogy vajon egy 0j immunogén epitop alakult ki a mesterséges szénhidrat antigénen,
vagy csupan a cukorkonjugalasi 1épéskor a polipeptid lancon 1étrej6tt konformacio-valtozas idézte
el6 az immunvalasz kialakulasat. Azonban irodalmi ismeretek alapjan, nem talaltam olyan
glikozilacios hatast, amely a BSA alapfehérje szerkezetében konformacio-véltozast okozna. A
jovében a kidolgozott metodika segitségével lehet6ség nyilik bonyolultabb betegségekre
specifikus antiglikin antitest létrehozasara is, amely alapjan konnyebben, gyorsabban és

olcsobban lehet a betegségeket glikozidacios profiljuk alapjan diagnosztizalni.

Szénhidrat-szerkezeti adatbazis létrehozdasa kapillaris gélelektroforézissel

Napjainkban a gliko-biomarker kutatds egyre nagyobb teret nyer és a terapids antitestek
felhasznalasa is széleskorti, melyek eldirjak a nagy mintaszamot gyorsan analizald, megbizhato és
preciz bioanalitikai eljarasok alkalmazasat. Az elvalasztastechnikaban is fontos szerepet jatszo
kapillaris elektroforézis technikdval a glikdnok szerkezetének meghatirozéasara is lehetdség
nyilik. Azonban, a CGE-LEDIF elvalasztasokhoz napjainkban adatbazisok nem allnak
rendelkezésre, amelyek nemcsak a kutatok munkajat, de a betegségek kialakulasaért felelGs
szénhidrat szerkezeti variansok felderitésében is segithet. Az értekezés kovetkezd részében célul
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tiztem ki egy ANTS fluoreszcens festékkel jelolt N-glikin GU adatbazis bevezetését egy 1j,
egycsatornas, LED- alapt elektroforetikus késziilék hasznalatahoz. Fontos megjegyezni, hogy
munkacsoportunk kordbban mar bevezetett egy APTS fluoreszcens festékkel jelolt GU adatbazist
lézer-indukalt fluoreszcens detektalashoz. Az adatbazis pontossaganak ellenérzését human
immunglobulin G és szarvasmarha ribonukleaz B mintardl leemésztett szénhidratokkal végeztem.
Az eredmények jol tikkrozték a glikoproteinekrél szarmazo N-glikanok és a standard N-glikanok
kozotti értékekben talalhatd elhanyagolhato kiilonbséget (IgG: <0.14 GU, RNaz B: <0.13 GU).
Habar a glikdnok szerkezetileg kiilonboznek egymastol, de néhany esetben exoglikozidazos
emésztés sziikséges a cukrok egyiittes vandorlasanak elkeriilésérél. A jov6ben ez az 1ij alkalmazas

lehetdséget nytjthat szamos klinikai minta gyors vizsgalatara is.

Hdomeérséklet és hattérelektrolit-osszetétel valtoztatasanak hatdsa a szénhidrdtok elvalasztasdara

A biopolimerek fizikai-kémiai tulajdonsagainak jellemzésére sokaig a térhalés vagy linearis
polimer géllel toltott kapillaris elektroforetikus eljarasokat alkalmaztak, azonban napjainkban
kizarolag a linearis polimer géleket hasznaljak ugyanezen célokra. Masrészr6l, az aktivalasi
energia meghatarozasanak alkalmazasaval lehet6ség nyilik a hémérséklet altal kivaltott
deformacios valtozasok hatasait vizsgalni linearis polimer gélekben. Az értekezés utolséd részében
célul tliztem ki linearis lancu, gliikkoz egységekbdl felépiilé maltooligoszacharid valamint elagazo
lanch, 1gG-r8l lehasitott komplex N-glikan szerkezetek elektroforetikus mobilitas valtozasait
vizsgalni kapillaris elektroforézissel. Kiilonb6z6 hémérsékleten (20 — 50 °C) és eltérd dsszetételi
gélekkel (pl. 0 — 60 % etilén-glikol; 0 — 3 % linaris poliakrilamid és 0,4 % 300 kDa polietilén-
oxid) tanulmanyoztam az APTS-el jelolt N-glikanok vandorlasat. Az eredmények jol tikkrozték a
hémérséklet emelkedésével a gliikoz egység (GU) értékek eltolodasat linearis és elagazo lanch
szénhidrat szerkezeteknél egyarant, amely a kiilonb6z6 mintakomponensek hémérséklet-fiiggd
aktivalasi energia értékek eltéréseibdl adodtak. Igy kiilondsen fontos hangstlyozni a hémérséklet
kontrol hasznalatat, ha a mar meglévd adatbazisbol szeretnék meghatarozni a GU értékeket

minden egyes glikan szerkezetekhez.
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6. OSSZEFOGLALAS

A kapillaris gélelektroforézis napjaink egyik legdinamikusabban fejldd6 analitikai modszerének
tekinthetd, melyet legféképpen nukleinsavak, fehérjék és szénhidratok elvalasztisara hasznalnak.
Egyiittmiikddd partnereink segitségével egy 1j, egycsatornas, LED- alapu fluoreszcens detektorral
felszerelt, kapillaris gélelektroforézis rendszer keriilt bevezetésre a bioanalitika teriiletére. A
kapillaris elektroforetikus elvalasztast rovid mérési id6, nagy elvalasztasu hatékonysag, modern
detektalasi technika és teljes automatizalhatosag jellemzi, szemben a hagyomanyos lap
gélelektroforézissel. Ezen okokbdl dolgozatom elsé részében a rendszer megbizhatdsaganak
ellen6rzésére nagy molekulasilya genomialis DNS minta (~1000 darab) tisztasagat és
degradacios fokat vizsgaltam. Relativ szérasa (RSD) <0,75 % volt, amely kivalo

reprodukalhatdsagi paramétereket mutatott.

A dolgozatom masodik részében haplotipizald moddszerek validalasat végeztem el a CGE
SNP-k hasznalataval. A migracidés idd reprodukéalhatosag, a kimutatasi hatar és a detektor
linearitas értékeket is meghataroztam Osszehasonlitva a hagyomanyos lap gélelektroforézis
technikaval. A CGE-LEDIF igen hatékony, gyors elemzést tett lehetévé, gyakran 4 percnél is
rovidebb elvalasztasokkal, valamint pontos mPCR minta bazispar értékeinek szamolasaval (2.4 —
9.2 %). A késziilék érzékenysége 0,08 ng/ul (higité pufferben) és 0,002 ng/ul (desztillalt vizben)
volt. Fontos megjegyezni, hogy injektalaskor a vizben higitott MPCR mintak sokkal nagyobb
mintabevitelt eredményeztek, mivel a puffer-ionok nem versenyeznek a mintamolekulakkal, igy
nagyobb érzékenységet lehetett elérni. Ezzel szemben a pufferrel tortént mintahigitassal
pontosabb CGE méréseket kaptam. Tovabba a detektor linearitasi értékek meghatarozasakor
egyértelmi linearis detektor valaszt kaptam 0,08 — 10,0 ng/ul kozotti koncentracio tartomanyban,

melynek értéke R?= 0.9997 volt.

Dolgozatom harmadik részében a gliko-biomarker kutatas céljabol neoglikoproteinek (szénhidrat
antigén) szintézisét €s azok vizsgalatat végeztem elektroforetikus és tomegspektrometrias
modszerekkel. Annak érdekében, hogy megdrizzem a maltoz szerkezetet, a szénhidratot formil-
heptil [7-(1,3-dioxan-2-il)-heptan-1-ol] hidmolekulan keresztiil kapcsoltam a hordozo fehérjéhez
(BSA) reduktiv aminalassal. Az igy eldallitott mesterséges szénhidrat antigének ellen egerekben
termelt 4j cukorhoz specifikusan k6t6d6 antitestek kimutatdsa ELISA teszttel tortént. Az

eredmények azt mutattdk, hogy immunizalast kdvetGen a magasabb szénhidrat tartalmu
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antigénekre (66 szénhidrat egység/mol) joval nagyobb immunvélasz jott létre, mint az
alacsonyabb cukorszamu (32 szénhidrat egység/mol) glikokonjugatum ellen. Ha az antigén
mennyiségét lecsokkentettem felez6 higitasban (1,25 — 0,08 pg/ml), akkor nagyobb immunvalasz
jott létre a szénhidrat antigénre, mint a hordozd fehérjére. Masrészrdl, nem tortént IgG
antitesttermelés maltéz €s egyéb cukrok, mint példaul glikoz, izomaltdz, laktoz, galaktdoz és
maltodextrin hozzaadasaval. fgy megallapithato, hogy makromolekularis hordozohoz kotott
szénhidrat molekulak olyan specifikus epitopokat tartalmaznak, amelyek egyedick és alkalmasak

specifikus ellenanyag termelésének kivaltasara.

A dolgozat negyedik részében fehérjékhez kapcsolodo ANTS fluoreszcens festékkel jelolt N-
glikan szerkezeti és GU adatbazist vezettem be egy 0j, egycsatornas, LED- alapu kapillaris
gélelektroforézis késziilék hasznalatdhoz. Az adatbazis jelenleg 25 oligoszacharidot tartalmaz,
ezek tobbnyire a gyogyszeripar teriiletén hasznalt, mint példaul terapias antitestek N-glikozilacios
szerkezeti vizsgalataihoz sziikségesek. Az adatbazis validalasat human immunglobulin G és
szarvasmarha ribonukleaz B glikoproteinekrdl lehasitott N-glikanokkal végeztem el. Az
eredmények megmutattadk az elhanyagolhatd kiilonbséget a glikoproteinekbdl szarmazo N-
glikdnok és a standard N-glikdnok GU értékei kozott (hIgG: <0.14 GU, RNaz B: <0.13 GU). Igy a
rendelkezésre allo adatbazis megkonnyitheti a kutatok tovabbi munkait, mivel nem sziikséges
nagyszamu standardot minden elemzés soran megfuttatni a kiértékeléshez. Ugyanakkor a CGE-
LEDIF igen hatékony, gyors analizist tett lehetdvé, gyakran 240 masodpercnél is rovidebb

elvalasztasokkal.

A dolgozatom utolso részében linedris, glikoz egységekbdl felépiilé maltooligoszacharid (DP1-
15), valamint elagaz6 lanct — IgG glikoproteinr6l lehasitott — komplex N-glikan szerkezetek
elektroforetikus mobilitas valtozasait, nevezetesen a hémérséklet-fiiggé GU értékek eltolodasat,
vizsgaltam kapillaris elektroforézissel. Kiilonb6zé hémérsékleten (20 — 50 °C) és eltérd
Osszetételii puffer rendszerekkel (0 — 60 % etilén-glikol, 0 — 3 % linearis poliakrilamid és 0,4 %
300 kDa polietilén-oxid) tanulmanyoztam az APTS fluoreszcens festékkel jelolt N-glikanok
elektroforetikus vandorlasat. Az eredmények azt mutattak, hogy a GU érték eltolodasa felteheten
a kiilonbozé mintakomponensek hémérséklet-fiiggd aktivalasi energia eltéréseibdl erednek, ezért
hangsulyozni kell a hdmérséklet kontrol hasznalatit minden egyes glikan szerkezetének

vizsgalatakor.
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7.

UJ EREMENYEK, MEGALLAPITASOK ES AZOK JELENTOSEGE

Munkam soran egy 1Uj, egycsatornas, fluoreszcens detektorral felszerelt, kapillaris
gélelektroforézis rendszert fejlesztettem tovabb, valamint egy fehérjéhez kapcsolodd N-
glikan adatbazist vezettem be a bioanalitika teriiletére. Az adatbazis jelenleg 25
oligoszacharid szerkezetet tartalmaz.

A glikén adatbazis fejlesztése soran kapott mobilitds eredményeket felhasznalva munkam
soran vizsgaltam a linearis lancu maltooligoszacharid és az elagazo lancu dsszetett N-glikan
szerkezetek egymashoz képesti elektroforetikus mobilitds valtozasait kiilonbdzo
pufferrendszerekben a hoémérséklet fiiggvényében. Megallapitottam és bebizonyitottam,
hogy nem a viszkozitastol, hanem az adalékanyagtol fiigg a linearis glikdz egységek
elektroforetikus mobilitisa, mivel aktivalasi energia (Ea) igényiik eltér a kiilonb6z6
pufferendszerekben.

Tovabba bebizonyitottam, hogy a poliakrilamid alapu géleknél a linearis szénhidrat lancban
a maltoheptoznal egy toréspont keletkezik, melyet egy konformacio-valtozas okoz (vagyis
linearis szerkezetli lancbol helikalisan tekered6 szal alakul ki). Azt talaltam, hogy ez a
konformacio-valtozas az oka a kiilonb6z6 hattérelektrolit oldatokban talalt eltéré Ea
igénynek. Azaz, a maltoheptéz (DP 2-7) polimerizacios fokig az elvalasztas Ea igénye
gliikoz egységenként 212 J/mol értékkel novekszik, mig az e feletti (DP 7-15) novekedés
lényegesen kisebb (68 J/mol). A 144 J/mol kiilonbség oka, hogy a maltooligoszacharidok
DP 7 alatt kevésbé hidrofil tulajdonsaggal rendelkeznek, igy jobban kapcsolatba tudnak
kertilni a linearis poliakrilamid lanccal, amely magasabb Ea igényt eredményez.

Tovabba megallapitottam, hogy az dsszetett N-glikan szerkezetek elektroforetikus mobilitasa
a homérséklet fiiggvényében valtozik a kiilonbozé hattérelektrolit oldatokban. Vagyis a
viszkozitast noveld etilén-glikol tartalmt gélekben az N-glikanok GU értékei a hémérséklet
emelésével csokkenek, mig linedris poliakrilamid és polietilén-oxidot tartalmazé gélekben
az GU értékek a hdmérséklet emelésével ndvekednek. A ndvekedés oka a minta €s a gélben
levé polimerlancok kozott kialakult kdlesonhatas illetve a viszkozitasbol eredé deformacios
hatasok. Kisérleteim alapjan megallapitottam, hogy a GU értékek eltolédasa a linearis és
elagazd lancu szénhidratok esetében a homérséklet-fiiggd Ea eltérésekbdl erednek, ezért

kiilondsen fontos a hdmérséklet kontrol hasznalata a glikan szerkezetek analizisekor.
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