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1. Bevezetés és célkitlzések

A glikomika, mint tudomanyteriilet a biologiai rendszerek szénhidrat (glikén)
szerkezeteit és azok funkcigjat tanulményozza. A vizsgélat targyat elsddlegesen az €16
szervezetekben el6forduld cukor oligomereker képezik, ugyanakkor dolgozatomban a
glikomikai modszerek kozé¢ sorolom azokat a glikdn analitikai eljarasokat is, melyek a
kiilonboz6 biologiai eredetli gydgyszerek, az angol terminoldgiat magyarositva biologikumok
szénhidrat struktarait vizsgaljak, mivel ezek egyre szélesebb korii elterjedése komoly hajtoerdt
jelent a kapcsolddo diszciplindk fejlédésében. A poszt-genetikai éra egyik legnagyobb kihivasa
a fehérjék poszt-transzlaciés modosuldsainak megfeleld szintl feltarasa és azok funkciodinak
megértése, beleértve a glikozilaciot is. A glikdn analitikai eljarasok fejlettsége ¢s
kidolgozottsdga jelentdsen elmarad a genetikai ¢és proteomikai moddszerekétol, és ez
hatvanyozottan igaz azokra a kapcsolt eljarasokra, amelyek a kapillaris elektroforézist (CE)
mint nagyhatékonysagu folyadékfazisu elvalasztasi modszert alkalmazzak.

A Dbiologiai mintdk analizise kiilondsen nagy kihivasok elé¢ allitjdk az
elvalasztastechnikai szakembereket, mivel mind a vizsgalandé célmolekula mind az azt
tartalmazé matrix kémiai, fizikai és biokémiai tulajdonsagai jelentdsen eltérhetnek a
tradicionalisnak tekintett analitikai kémia vizsgalatanak targyatol. A kiilonb6zd biologiai
mintdk mennyiségi és mindségi vizsgalatdnak egyik kiillondsen Osszetett teriilete a fentebb mar
emlitett glikanok analizise, mely szamos szerkezetvizsgalo modszer alkalmazasat koveteli meg.
Ezen mddszereken beliil a CE a legtobbet alkalmazott folyadék kromatografias méodszerekhez
képest ortogonalis technikdnak tekinthetd. A CE egy olyan nagy felbontoképességii
elvalasztastechnikai mddszer, mely kombinalja a kiilondsen nagy elméleti tanyérszamot a
gyakorlati szempontbol fontos gyors elvalasztasi idével €s kis mintasziikséglettel, mely a
biologiai mintdk esetében gyakran korlatozo tényezo egy adott mérési feladat megoldasanal. A
kapillaris elektroforézis az elsd alkalmazasai oOta eltelt 6t évtizedben sokat fejlédott mind
elméleti mind gyakorlati szempontbdl, ugyanakkor még mindig szdmos rendkiviil fontos
aspektusa nem kertilt részletes feltarasra.

A CE relativ ujszeriisége miatt eddig munkassagom tobb teriileten is kapcsolddik a
modszer fejlesztéséhez €és alkalmazasdhoz. Ennek megfelelden értekezésemet is tobb témakor
feldolgozasa koré szerkesztettem, ezek a minta el0készités fejlesztése, az elvalasztas jelenségek
elméleti hatterének feltardsa €s leirasa, a kapott elektroferogramok feldolgozasa és kiértékelése,

valamint az 1) mddszerek alkalmazasa.

Egy adott feladat megoldasdhoz sziikséges analitikai stratégia kidolgozasa soran a
mintael6készités meghatarozo szerepét nem lehet megfeleléen hangstlyozni, mégis sokszor a
sikertelenség oka az, hogy nem sikeriil a matrix dsszetettségét megfeleld mdédon csdkkenteni

crer

mintael6készités targykoréhez kapcsolodd munkaink és eredményeink koézé sorolom a
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mikrofluidikai chipek fejlesztését és alkalmazéasat; a vér, mint az egyik leggyakoribb ¢és
legfontosabb biologiai matrix kiilonb6zd feldolgozasi paramétereinek vizsgalatat, azok hatasat
az elemzésre nézve; és a megfeleld offline — online prekoncentracids technikak kidolgozasat és
alkalmazasat a kapillaris elektroforézis elvéalasztasok megvalositdsaban. Ugyancsak a
mintaelokészités targykoréhez kapcsoldodnak azok a vizsgalataink, amik immun-affinitds alapt
patogén — tobbek kozott ritka sejt €s virus — csapdak megvalosithatosagat célozzak terapias

céllal.

A CE alapu elvalasztasok elméleti alapjainak vizsgalata a kutatasaink egyik
legfontosabb teriilete, ahol eredményesen tudtuk alkalmazni tobbek kozott a doktori
kutatdomunkdm sordn megszerzett termodinamikai és szamitdsos kémiai ismereteimet is. A
fizikai-kémiai és analitikai kémiai teriiletek ilyen jellegli kombindcioja lehetdséget biztositott
szamunkra, hogy olyan fundamentdlis elméleti vizsgalatokat végezhessiink el, amik
megprobaljak részletesen megmagyarazni egy-egy analitikai feladat megoldasa soran a
meghataroz6 elvalasztasi mechanizmusok szerepét. Annak ellenére, hogy a modellezés és
szimulacié nem sorolhat6 kozvetleniil az elméleti vizsgalatok eszkoztarahoz, az elméleti jellegli
munkaink k6z¢ sorolom a kapillaris elektroforézis — témegspektrométer kapcsolast numerikus

modszerekkel vizsgdlo kozleményeimet is.

A kapillaris elektroforézist alkalmazo N-glikdn elvalasztdsi modszerek kozvetlen
kimenetét az elektroferogramok jelentik, melyek kiértékeléséhez csak korlatozott szamban
allnak rendelkezésre manualis eljarasok ¢€s mesterséges inteligencian alapuld szoftver
eszkozok. A legtobb késziilekgyartd fejlesztett valamilyen szoftveres analizis eszkozt,
ugyanakkor ezek alkalmazhatdsaga a legtobb esetben egy sziik teriiletre vagy feladatra
korlatozodik. Az értekezésben bemutatott eredményeink jelentds része a bioinformatika /
glikoinformatika targykoréhez kapcsolodik. Uj szamolasi algoritmusokat és az ezek
segitségével létrehozott Un. glikdéz egység adatbazisokat kozoltiink, melyek az N-kotott
glikanok kapillaris elektroforézis alapti szerkezetmeghatarozasanak nélkiilozhetetlen eszkozei.

A CE-hez altalunk kifejlesztett valamennyi 0j eljarast igyekeztiink olyan teriileteken
alkalmazni, ahol feltételeztiik, hogy az 0j modszerrel az eddigieknél részletesebb feltarhatod egy
adott betegség diagnosztizalhatosdganak vagy monitorozhatosaganak N-glikozilacids hattere.
Ilyen teriiletnek bizonyultak tobbek kozott a tiidobetegségek (COPD, tiidogyulladas, tiidérak),
a prosztatarak, illetve a cukorbetegség.

2013-6ta foglalkozom bioanalitikaval Guttman Andrés professzor szakmai mentoralasa
mellet. Az elmult idészakban minden teriileten kivaldo munkatarsakkal dolgozhattam egyiitt, az
értekezésben bemutatott miden projekt szintli eredmény k6zos munka. Ezt fontosnak tartom
hangsulyozni, annak ellenére, hogy az elvarasoknak megfeleléen igyekeztem minden esetben
bemutatni, hogy mi volt az én egyéni, személyes hozzajaruldasom az adott probléma

megoldasaban.
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2. Anyagok és maédszerek

A Kkapillaris elektroforézis elvalasztasok megvalositasahoz mind egyedileg, sajat
kezlileg épitett eszkozoket, mind kereskedelmi forgalomban beszerezhetd késziilékeket -
Beckman Coulter MDQ ¢és PA800+, valamint CESI - hasznaltunk (Beckman Coulter, Brea,
Egyesiilt Allamok). Mivel a bemutatott munkéak jelentés része talmutat a konvencionalis
technikak 1j teriileten torténd alkalmazasan, a legtobb esetben az eredményeket a korabbi
eljarasok tovabbfejlesztésével vagy radikalis atalakitasaval értiik el, ezért az alkalmazott
modszerek ¢és eljarasok bemutatasa csak olyan mértékii, hogy az eredmények Onalldan
értékelhetdek legyenek a kapcsolddd szakcikkek részletes atbongészése nélkiil is. Gyakran
alkalmaztuk azt a megkdozelitést, hogy amig a kereskedelmi forgalomban kaphat6 berendezések
megengedték az 0j Otletek és elképzelések kiprobalasat, addig azokat hasznaltuk, mig az
Osszetetteb vagy valamilyen okbdl kockézatosabbnak tekintett koncepcidkat az egyedi
berendezésben teszteltiik, lasd az tigynevezett ,.fapados CE”-t az 1. abran. Osszeségében
elmondhatd, hogy az elvélasztdsok minden esetben poliimid kiils6 bevonata
kvarckapillarisokban (Polymicro Technologies, Phoenix, Egyesiilt Allamok) térténtek platina
elektrodok alkalmazdsa mellet lézer indukalt fluoreszcens vagy UV detektaldssal. Az
elvalasztasi paraméterek, tobbek kozott a kapillarisok hossza, belsd atmérdje, az injektalas
modja, az elvalasztds hdmérséklete, az elvalasztd fesziiltség mértéke, mind a vizsgélataink és
fejlesztd munkank targyat képezték. Kiemelten fontos volt a kiillonbozd elvalasztasi
modszerekhez - kapillaris zonaelektroforézis, micellaris elektrokinetikus kromatografia,
kapillaris gélelektroforézis, kapillaris izoelektromos fokuszalas, kapillaris izotachoforézis -
tartozo kozegek kémiai Gsszetételének vizsgalata és az 0j kompoziciok kifejlesztése.

Amennyiben a kapillaris elektroforézis elvalasztast tomegspektrometriaval csatoltuk,
ugy minden esetben elektrospray ionizaciot alkalmaztunk. A pordézus nano-elektrospray
emitterek vizsgalatat Thermo LTQ és Thermo Q-Exactive tomegspektrométereken (Thermo
Fisher Scientific, Waltham, Egyesiilt Allamok) végeztiik John R. Yates laboratoriuméban a The
Scripps Research Institute-ban (La Jolla, CA, Egyesiilt Allamok). Az emitter-tii nélkiili
mikrochip interfész teszteléséhez Bruker maXis impact (Bruker, Billerica, Egyesiilt Allamok)
késziiléket hasznaltuk Frantisek Foret kutatdcsoportjaban az Institute of Analytical Chemistry-
ben (Brnd, Cseh Koztrasasag).

Az inverz gazkromatografias méréseket SMS 1GC-SEA késziiléken végeztiik (Surface
Measurement Systems, London, Egyesiilt Kirdlysag). A mikrochipek ¢és a sejtek
megfigyeléséhez Nikon Eclipse Ni fluoreszcens mikroszkopot és Nikon D5000 digitalis
kamerat hasznaltunk. A sejtek és sejtes modellrendszerek fiziologiai és kémiai tulajdonsdgainak
elemzéséhez Gallios aramlasi citométert alkalmaztunk (Beckman Coulter, Brea, CA, Egyesiilt
Allamok). A PDMS mikrochipeket oligomer és térhalosito adalék (Dow Corning, Midland, MI,
Egyesiilt Allamok) felhasznalasaval készitettek a szamunkra a Debreceni Atommagkutatd
Intézet és a Budapesti Energiatudomanyi Kutatokdzpont munkatarsai. A vérmintadkbol Hermle
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Z 216 MK (Gosheim, Németorszag) centrifugaval készitettiink szérumot. A mintaeldkészités
automatizalasdhoz Beckman Coulter Biomek 3000 folyadékkezeld robot alkalmaztunk. Az
egydoménes antitestek immobilizalasahoz Ni-IMAC tdltetes pipetta hegyeket hasznaltunk
(Biotage, Uppsala, Svédorszag). A vizeletmintdk toményitése 10 kDa tn. spin-filterekkel
tortént (Pall, New York, Egyesiilt Allamok).

A numerikus 4ramlastani szimuldciokat COMSOL Multiphysics (COMSOL AB,
Stockholm, Svédorszag) rendszerben futtattuk, mig a kiillonb6z6 algoritmusokat és az azokat
implementalo szoftvereket Matlab (MathWorks, Natick, MA, Egyessiilt Allamok) programozoi
kornyezetben fejlesztettiik.

1. abra Laboratoriumban ésszeallitott — ugynevezett fapados — lézer indukalt fluoreszcens detektorral felszerelt
kapillaris elektroforézis keésziilék. 1) nagyfesziiltségii tapegyseég, 2) detektor 3) kapillaris 4) adatgyiijto egység — Raspberry
pi3 5) elektréda.
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Tézispontok

1. Korlatozott mennyiségben elérheté bioldgiai eredetii mintak glikomikai célu
feldolgozasahoz mintaelokészitési eljarasokat fejlesztettiink. A kidolgozott médszerek
segitségével kozvetleniil az elvalasztéo Kkapillarisban dusithatok a jelolt analitok,
ujrafelhasznalhat6 modon enzimatikus tton emészthetéek a glikanok, illetve
meghatiaroztuk a human vérmintak stabilitasat életszeri tarolasi és szallitasi
koriilmények mellet.

1.1. Kifejlesztettiink egy prekoncentracios technikat, mely kozvetett, azaz ,,off-line” és
kozvetlen azaz ,,on-line” moédon is alkalmazhaté N-glikanok lézer indukalt
fluoreszcens detektalasu kapillaris elektroforézis elvalasztiasa soran. Feltartuk,
hogy a moddszer a glikdnok szarmazékképzéséhez hasznalt 8-aminopirén-1,3,6-
triszulfonat (APTS) és a kapillarisban kialakitott cirkoniummal mddositott polietilén-
glikol-metakrilat-foszfat alapu, akrilamiddal és bisz-akrilamiddal ko-polimerizalt
monolit kozotti erds fém-affinitds kolcsonhatason alapul. Az eljaras paramétereinek
optimalizacidjat kovetén az uj modszer alkalmasnak bizonyult az APTS jeldlt N-
glikénok jelentds mértékii szelektiv dusitasahoz. ,,off-line” médon malto-oligoszacharid
sztenderd elvalasztdsa esetén 9-24 szeres dusulast sikeriilt elérni, mig ,,on-line” modon
elsdként szamoltunk be a mdodszer megvaldsithatosagat [1].

1.2. Uj N-glikan felszabaditasi médszert dolgoztunk ki PNGase F enzim migneses
mikrogyongyok felszinére torténé immobilizaldsaval. Az immobilizalt
mikrogyongyok a konvenciondlis technikdkhoz képest jelentdsen gyorsabb (tiz vs.
hatvan - kilencven perc), ugyanakkor hatékonyabb emésztést tesznek lehetdvé. A
mikrogyongyok egy magnes segitségével egyszeriien elkiilonithetéek a minta matrixtol,
igy lehetdvé téve a gyongyok ujrafelhasznalasat egy kovetkezd deglikozilacios
reakcioban [2].

1.3. Glikomikai vizsgalatokhoz levett vérmintak tarolasi koriilményeit tanulmanyozva
azt talaltuk, hogy a Kkapillaris elektroforézis elvalasztassal teljes vérbol
meghatarozott N-glikan profilalkotast nem befolyasolja a vizsgalat elotti 24 oras
5°C-o0s inkubalas. Eletszerti vérvételi eljarasokat feltételezve nem minden esetben
biztosithaté a mintak hiitésnek azonnali megkezdése (pl.: az asszisztens ,,06sszevar” tobb
mintat vagy mas siirgds eset érkezik), ezért szisztematikusan megvizsgaltuk, hogy a
vérvételt kovetd esetleges tobb oras szobahdmérsékletli tarolds milyen hatéssal van a
kapott profilra. Tovabba kimutattuk, hogy sztenderd modon vett szérum minta
feldolgozasa soran a szidlsavas szerkezetek degradacidja szobahdmérsékleten
megkezdddik mar kilencven perc elteltével. Négy és fél ora elteltével a szidlsavas
szerkezetek mennyisége megkdzelitleg a felére csokken. Ezek alapjan javaslatot
tettiink a szérum mintak glikomikai célu feldolgozasanak standardizalasara [3].

2. Patogén csapdaként funkcionalé mikrofluidikai eszkozoket terveztiink, vizsgaltunk és
alkalmaztunk cirkulal6 raksejtek vérarambol torténo elkiilonitéséhez.
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2.1. Elsoként alkalmaztunk inverz gazkromatografiat levegd plazmaval kezelt
polidimetilsziloxan feliilletek kvantitativ feliileti energetikai jellemzéséhez. A
polidimetilsziloxdn a mikrofluidikai eszkozok egyik leggyakrabban alkalmazott
szerkezeti anyaga. Kimutattuk, hogy a levegdplazmds kezelés nem befolyasolja a
feliileti energia diszperziv komponensét, ugyanakkor bizonyitottuk, hogy a feliileti
hidrofobicitas valtozasat az elektron-donor hajlam (Lewis-bazicitds) novekedése
okozza. Megallapitottuk, hogy az altalunk alkalmazott kisérleti paraméterek mellet a
levegdplazma kezelés optimalis idétartama 6t masodperc, mig a hidrofobicitas mértéke
harmincnyolc ora alatt visszaall a kezelés el6tti szintre [4].

2.2. Numerikus aramlastani modellezés segitségével vizsgaltuk és optimalizaltuk
polidimetilsziloxan alapi mikrofluidikai sejtcsapdak funkcionalis szerkezetét.
Aramlastani modelleket készitettiink, ¢és szimuldltuk veliik a mikrofluidikai
sejtcsapdakban varhatoan kialakuld sebesség-eloszlasokat figyelembe véve a minimalis
helyigényt és maximalis feliiletet, mint tervezési kritériumokat. Az egységes sebesség-
eloszlas kialakitasanak érdekében optimalizaltuk a folyadékosztd, valamint a fajlagos
korlatozé tényezok figyelembevételével [5, 6].

2.3. Megnovelt funkcionalis feliilletii, dontott mikro-oszlopokat alkalmazé
mikrofluidikai sejtcsapdak aramlastani viselkedést vizsgaltuk képelemzés
segitségével. A sejtcsapda aramlasi terébe elhelyezett dontdtt oszlopokkiilonleges
aramlastani viselkedést idéznek eld, melynek nyomonkdvetése és aramlastani
jellemzése manudlisan csak korlatozott modon végezhetd el. A képelemzés segitségével
értelmeztiilk a funkciondlis feliilet és a folyadék foétomegével aramlo sejtek kozott
kialakul6 kolcsonhatds mechanizmusat [7].

2.4. Nagy ateresztOképességii technologiat fejlesztettiink ki cirkulalo raksejtek és
virusok humin vérarambol torténdé immun-affinitas alapa szelektiv és
nagyhatékonysagu eltavolitisahoz terapias céllal. A diagnosztikai céli sejtcsapdak
fejlesztése soran felismertiik, hogy az ateresztOképesség novelésével, valamint a
megfeleld aramléastani hasonlosag megdrzésével biztosithatdé a funkcionalis feliiletre
immobilizalt antitest €s az &ramlo patogén feliiletén talalhatd antigén kozotti kapesolat
hatékony kialakuldsa. Hemodializis membran, valamint iiveg mikrogyongyok feliiletére
rogzitettiink kiilonb6zé immun-affinitds molekuldkat és bizonyitottuk a technologiai
megvalosithatosagat vastagbél karcinoma, illetve SARS-CoV-2 virus kifogasa soran [8,
9] [L, I1].

3. Kapillaris elektroforézis — elektrospray ionizacios tomegspektrométer interfészek
mikodését tanulmanyoztuk szimulacios és kisérletes modszerekkel, illetve uj emitter-
ti nélkiili mikrofluidikai interfészt fejlesztettiink [I1I].

3.1. Porozus nano-elektrospray kapillaris emitter alkalmazasanal minden esetben
sziikkséges valamilyen modon biztositani a hattér elektrolit aramlasat a
tomegspektrométer iranyaba, mivel csak igy tarthato fent az aramkor zarasa és az
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elektrospray. Numerikus dramlastani szimuldciokkal kimutattuk, hogy a konvektiv
aramlasnak jelentds hatdsa van az elvalasztds hatékonysagara, amit kisérletes iton
meghatdrozott elméleti tanyérszamokkal jellemeztiink. Kvantitativ mddon vizsgaltuk,
hogy a konvektiv aramlassal megegyezd, illetve azzal ellentétes iranyt elekroozmotikus
aramlés az adott rendszeren beliil milyen eredd elvalasztasi hatékonysagot indukal [10].

3.2. A Kkapillaris elektroforézis — elektrospray ionizacios tomegspektrométer
kapcsolasoknal alkalmazott por6zus nano-elektrospray emitterek lehetové teszik
a rendkiviil kis térfogataramui (5-20 nl/perc) elektro-porlasztast. Kisérletekkel
igazoltuk a kiilonbozd, gydgyszeripari szempontbol fontos modell vegytiletek eltérd
ionizalhatdsagat. Az ionszupresszio jelenségét vizsgalva megallapitottuk, hogy egy
terdpias antitest esetében az elektrospray térfogataramat 250 nl/percrdl 20 nl/percre
csokkentve egy nagysagrenddel nd a tomegspektrometrids detektdlds érzékenysége
[11].

3.3. Emitter-tii nélkiili mikrofluidikai interfészt fejlesztettiink ki kapillaris
elektroforézis — elektrospray ionizaciés tomegspektrométer Kkapcsolashoz.
Numerikus aramlastani szimulaciok segitségével olyan 0j modon mukddd nano-
porlasztot dolgoztunk ki, melyben a stabil elektrospray kialakitdsdhoz nincsen sziikség
emitter-tiire, igy mikrofluidikai eljarasokkal is egyszeriien és reprodukalhaté6 mdodon
eldallithatd. Megallapitottuk, hogy a hangsebesség tartomanyaban miikodd porlaszto
900 nL/perc térfogataram mellet is képes gyakorlatilag fluktuacié mentes (szoras: 0,1%)
elektrospray hosszu tavu fenntartaséra [12].

4. Oligoszacharidok elektroforetikus migraciojat tanulmanyozva az un. aktivalasi
energia elméleten keresztiil bizonyitottuk, hogy a minta és a hattérelektrolit kozott
kolcsonhatas alakul ki, melynek mértéke kozvetleniil fiigg a malto-oligoszacharid
molekula polimerizacios fokatol és jelentos kiilonbséget mutat hetes polimerizacios
fok alatt és felett. Igazoltuk, hogy a linedris maltooligoszacharidok, valamint az
elagazo lancu komplex N-glikan szerkezetek gliikoz egység értékei eltéré mértékben
tolodnak el a hdmérsékletvaltozas fiiggvényében.

4.1. 8-aminopirén-1,3,6-triszulfonattal szarmazékképzett, kiilonb6zé polimerizacios
foku malto-oligoszacharid homolog sor elemeinek elvalasztasat vizsgaltuk az
Arrhenius egyenletb6l szamolt aktivalasi energia értékek osszehasonlitasaval.
Kimutattuk, hogy a 8-aminopirén-1,3,6-triszulfonattal jelolt Osszetett szénhidratok
elektroforetikus mobilitdsa egyenesen ardnyos a molaris tomegiik minusz 2/3-ik
hatvanyaval. Megallapitottuk tovabba, hogy polietilén-oxidot az Gn. &sszefonodasi
hatarkoncentracio felett tartalmazd hattérelektrolit esetében a jelolt oligoszacharidok
méretének novekedésével csokken az elektromigracio aktivalasi energidja, mig a

crer

oldott anyag (minta) méretétdl [13, 14].
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4.2. Lézer indukalt fluoreszcens detektorral felszerelt kapillaris elektroforézis
elvalasztassal vizsgaltuk a viszkozitas modosito és polimer adalékanyagok hatasat
a jelolt oligoszacharidok elektromigraciojara. Kimutattuk, hogy a malto-
megvaltozott konformaciojuk miatt — a molekulamérettol fiiggo, eltéré aktivalasi
energia sziikséglet kapcsolodik. A hattérelektrolitban 10% etilénglikolt, mint
viszkozitds modosito adalékot, vagy 2% linearis poliakrilamidot, mint polimer adalékot
tartalmazd megegyez6 viszkozitast kozegben vizsgalva a 2-7 polmerizacids fokua
kiilonbséget allapitottunk meg. A jelentds kiilonbség oka, hogy a minta és a
hattérelektrolit kozott kolcsonhatas alakul ki. 7-es polmerizacios fok felett a mért
kiilonbség nem jelentds (72 és 68 J/mol), ami arra utal, hogy zart konformacié esetén a

kolesonhatas mértéke nem jelentds [14, 15].

5. N-glikanok kapillaris elektroforézis elvalasztas alapu szerkezetmeghatarozasahoz 1j
gliikoz egység szamolasi eljarast, szoftvert és Kkiillonb6zo szarmazékképzo
molekulakhoz tartozo adatbazisokat hoztunk létre.

5.1. A mintaval egyiitt injektalt harom belso sztenderd segitségével szamolt virtualis
malto-oligoszacharid létrat alkalmaz6 gliikoz egység szamolasi eljarast dolgoztunk
ki. Ez az 0 eljaras sziikségtelenné teszi az N-glikanok kapillaris elektroforézis
elvalasztds alapi megfeleld pontossagi szerkezetmeghatiarozasahoz minden minta
analizis mellet sziikséges malto-oligoszacharid homoldg sor futtatasat, amely igy felére
csokkenti a glikdnok analizis idejét. A javasolt mddszer megbizhatosagat human
immunglobulin G molekuldrél enzimesen lehasitott N-glikanok gliikoz egység
szamolasan keresztiil mutattuk be, ahol a relativ szoras 1,07%-nal kisebbnek adddott
[16, 17] [IV].

5.2. N-glikanok gliikoz egység értékének automatikus szamolasahoz kifejlesztettiink
egy uj, publikusan elérheté alkalmazast, mely a beépitett adatbazis segitségével
képes javaslatot tenni az adott csiicshoz tartozé szénhidrat-oligomer szerkezetére
vonatkozoan. A konvencionalis — egy vagy két belsé sztenderdet, mint a csticseltolodas
illesztésére szolgalod eljarast alkalmazd — megkdzelitésen alapuld glikéz egység
szamolo alkalmazast dolgoztunk ki és tettiink elérhetové (https://gucal.hu/) kiillonb6zo
kapillaris elektroforézis rendszerekhez kapcsoldddan. Az alkalmazas adatbazisat
harmonizaltuk az tn. GlycoStore gylijteménnyel is, igy ez jelenleg az egyik legtobb
bejegyzést tartalmazo N-glikdn gliikk6z egység értéket tartalmazo forras [18-21].

6. Tiidobetegségekben elofordulé N-glikan biomarkerek vizsgalatahoz dolgoztunk ki uj
mintaelokészitési eljarasokat és kombinaltuk azokat mestersége inteligencia alapu
adatbanyaszati modszerekkel.
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6.1 Gépi tanulast és lézer indukalt fluoreszcens detektalasu kapillaris elektroforézis
elvalasztast alkalmazo modszereket fejlesztettiink tiidérakos betegek szérum
mintainak N-glikan profiljanak elemzéséhez. Az 0j kombinalt eljaras segitségével
tizenhét, tiidddaganat eltavolitd beavatkozason atesett betegtdl szarmazd mintdn
igazoltuk, hogy a teljes szérum profilbol kivalasztott huszonegy glikan, melyek relativ
csucs alatti teriilete nagyobb 1%-nal, mind kiilonalloan mind szerkezeti alcsoportokba
sorolva felismerhetd korrelaciot mutathatnak diszkrét ¢és folytonos klinikai
paraméterekkel. Az altalunk meghatarozott N-glikdn panel — megfelelé validaciot
kovetéen — alkalmas lehet a daganateltavolité mitét varhaté kimenetelének
elorejelzésétre [22]. Tovabba, harmincharom tiidérdkos betegtél szarmazo
kilencvennyolc szérum minta vizsgdlatdval igazoltuk, hogy az N-glikdn profil
elemzése Gtjan nagy pontossaggal prediktalhato a kezelésre hasznalt kemoteréapias szer
hatékonysaga [23-25] [V].

6.2. Uj mintael6készitési modszert dolgoztunk ki és optimalizaltunk annak
részlépéseit tildorakban és / vagy kronikus obstruktiv tiidobetegségben szenved6
betegek szérum N-glikan profiljanak nagyfelbontasi meghatarozasahoz.
Homérséklet gradienst és megndvelt reakcididot alkalmaztunk a denaturacid minél
nagyobb hozamu lejatszddtatasdhoz. A teljes mintael6készitési protokoll egy napon
beliili, illetve egymast kovetd napokon vizsgalt reprodukalhatosaganak hibaja 3,5%
alattinak adodott. Az 0j eljarés segitségével nagy betegszamu mintan (kilencven beteg
csoportonként)  vizsgaltuk  egészséges,  tiidordkos, kronikus  obstruktiv
tiildébetegségben, illetve tiidérakban és kronikus obstruktiv tiidébetegségben szenvedd
betegek pool-ozott mintdinak N-glikan profiljat. A profilban 61 kiilonallo szerkezetet
azonositottunk és bizonyitottuk, hogy a vizsgalt korképek hatasara 0j szerkezet egyik
esetben sem jelent meg, csak mennyiségi valtozasok valtak detektalhatova. Az 1j
eljaras segitségével javaslatot tettiink egy 13 N-glikan szerkezetet tartalmazo gliko-
biomarker panelre, melynek elemei szignifikans valtozast (legalabb 33%-os kiilonbség
a relativ csucsalatti teriiletben) mutattak a vizsgalt koros és egészséges mintak kozott
[26].

7. Olyan kapillaris elektroforézis elvalasztas alapa diagnosztikai modszert fejlesztettiink
ki, mely alkalmas a humaian vizeletben talilhat6 prosztata specifikus antigén N-
glikozilacios mintazatanak Kkiilonboz6 korképek okozta megvaltozasanak
detektalasara. Az eljaras egydoménes antitestet alkalmaz a prosztata specifikus antigén
vizeletbdl torténd szelektiv és nagyhozamu immunprecipitalasdhoz, majd lézer indukalt
fluoreszcens detektalast kapillaris elektroforézis elvalasztas segitségével elvalasztja és
detektalja az enzimatikus uton felszabaditott N-glikan elegy komponenseit. Bizonyitottuk,
hogy az 0j technoldgia alkalmas az 02,3- és 02,6-szialilalt izomerek elvélasztasara, melyek
mas eltérések mellet a legfontosabb klinikai informaciot szolgéltatjak [27] [VI].



jarvasg_461 26

8. HMG-CoA-reduktaz gatloval kezelt 2-es tipusu diabéteszben szenvedé betegek
vérszérum ¢és teljesvér mintait vizsgalva javaslatot tettiink egy N-glikan biomarker
panelre, mely alkalmas lehet a betegség korai fazisi kimutatasara. Lézer indukalt
fluoreszcens detektalast kapillaris elektroforézis elvalasztasi modszert fejlesztettiink és
optimaltunk, mellyel vizsgéltuk 21 személy (10 egészséges onkéntes és 11 2-es tipusu
diabéteszben szenvedd beteg) mintdinak N-glikan profiljat. A profilok 6sszehasonlitasa
alapjan megallapitottuk, hogy az FA2G1S1 és A2BG2S1 glikéan szerkezetek koncentracioja
jelentds mértékben - 6,4 és 8,2-szeres - emelkedik 2-es tipusu diabétesz esetében [28].

9. Uj elvalasztasi sémat dolgoztunk ki N-glikanok Kapillaris elektroforézis
elvalasztasahoz, ami kihasznilja a ligos pH-n jelentkezé jelentés meértékii
elektroozmotikus aramlast, ami az adott elvalasztasi elrendezésben az
elektromigracioval ellentétes iranyu, és igy lehetové teszi, hogy a feleslegben
alkalmazott APTS be se Keriiljon a kapillarisba az elvalasztias soran. Mérésekkel
bizonyitottuk, hogy a konvencionalisan hasznalt tobblet festék eltavolitasi 1épések soran
bizonyos szénhidrat oligomerek elvesznek a mintdbdl, azaz az egyes strukturdk relativ
aranya megvaltozik és igy sériil a kémiai informéciotartalom. Az altalunk javasolt Uj
megkozelitésnek koszonhetden nincs sziikség a felesleges jelold eltavolitasara. Az 1j
elvélasztasi sémahoz nem hasznélhatéd a klasszikus GU érték alaptu szerkezetazonositasi
megkdzelités sem, ezért kidolgoztunk egyti GU érték szamolasi eljarast is, amely numerikus
kozelités segitségével figyelembe veszi a rendszerben megjelend elektroozmotikus aramlés
hatasat is [29-31] [VII, VIII].

10
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