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Kivonat

Ujfajta cukor elvalasztasi és meghatirozasi médszer Kifejlesztése kapillaris
elektroforézisre
A kutatomunka célja egy fluoreszcensen jelolt glikanok elvalasztasara szolgéald, nagy

felbontoképességii, on-line elektrokinetikus tisztitast —megvalositd  kapillaris
elektroforézis (CE) alapu analitikai, és az ehhez kapcsolddo, Glikkéz Egységen alapuld
szerkezetmeghatarozasi modszer kifejlesztése.

Az lrodalmi 0Osszefoglalo” a glikoproteinek diagnosztikai és gydgyszeripari
szerepén keresztill ismerteti az aszparaginhoz kotott glikanok (N-glikdnok) analitikajanak
fontossagat. Bemutatja az egyik legelterjedtebb glikan analitikdban hasznalt elvalasztasi
modszer, a kapillaris elektroforézis elvi hatterét, alap technikait, a kiilonbozo detektalasi
modokat, valamint az on-line prekoncentracids technikdk fajtait. Kitér a glikdnok
fluoreszcens jeldlésére és tisztitdsara, valamint bemutatja a glikdnok CE-vel torténd
szerkezetmeghatarozasi modszereit. Az ,,Anyagok és eszkdzok” fejezet a kisérletekhez
hasznalt anyagokat és berendezéseket foglalja 0ssze.

A Szerz6 kidolgoz egy on-line elektrokinetikus tisztitdst megvaldsitd elvalasztasi
rendszert, ami egy elektroozmotikus aramlés (EOF) vezérelt kapillaris zonaelektroforézis
glikédn analitikai mddszer, amely hattérelektrolitként 253 mM Tris bazis, 150 mM
kapronsav, pH=8,1 puffert alkalmaz. Ez a nagyhatékonysdgi moddszer képes a
mintatisztitasi 1épésen at nem esett, fluoreszcensen jeldlt glikanok vizsgalatara. A Szerzd
az Ujfajta glikan elvalasztasi rendszerrel nagy térfogatii mintafelhalmozas (LVSS) alapt
prekoncentracios eljarast is 1étrehoz.

Emellett a Szerz0 megvizsgalja az iparban elterjedten hasznalt, szilard fazist
extrakcion alapuld (szabad festéket eltavolitd) mintatisztitdsi modszer hatékonysagat, ami
- a Szerzd altal 1étrehozott rendszerrel ellentétben - a jelenleg iparban hasznalt kapillaris
gélelektroforézis esetén sziikséges mintaelOkészitési 1épés a fluoreszcensen jelolt
glikanok vizsgélatandl. Azt a megallapitast teszi, hogy ez a tisztitasi 1épés tobbféle
kiinduldsi minta esetén latszolag tendencia nélkiil a kiilonbozd glikédn strukturdk
mennyiségi meghatarozasanal kritikus hibat okoz.

A kidolgozott elvalasztasi modszerhez kapcsolddoan a Szerzd kifejleszt egy belsd
standardokat és maltodextrin 1étrat hasznalod, kis szorassal, valamint nagy
reprodukalhatosdggal rendelkezd Gliikoz Egységet (GU) meghatarozo algoritmust,
amelynek alkalmazasat egy konkrét példan keresztiil mutatja be. A GU értékek
robusztussdgat 36 human immunglobulin G1 glikdn minta mérés 8 véletlenszerlien
kivalasztott strukturdjan vizsgéalja (%RSD > 0,1%), illetve a reprodukalhatosagot
haromféle kapillaris hosszon végzett mérések soran kapott GU értékek 6sszehasonlitdsan
végzi, amely esetben szintén %RSD > 0,1% szorasértéket kap, ami rendkiviil jonak
mondhato.



Abstract

Development of a novel sugar separation and determination method for capillary
electrophoresis
The aim of this research is to develop a capillary electrophoresis (CE) based

analytical method for the high resolution separation of fluorescently labelled glycans,
with on-line electrokinetic cleanup, and develop a structure determination method based
on the Glucose Unit approach.

The "Literature Summary" describes the importance of the analysis of asparagine-
bound glycans (N-glycans) through the major role of glycoproteins in diagnostics and
pharmaceuticals. It introduces the principles of capillary electrophoresis, one of the most
widely used separation methods in glycan analysis, basic CE techniques, different
detection methods, and types of on-line preconcentration techniques. It covers the
fluorescent labelling and purification of glycans and describes methods for the structure
determination of glycans by CE. The chapter “Materials and instruments” summarizes
the materials, equipment and software used in the experiments.

The author develops a separation system for on-line electrokinetic purification using
an electro-osmotic flow (EOF) driven capillary zone electrophoresis method with 253
mM Tris-base, 150 mM caproic acid, pH=8.1 buffer as background electrolyte. This high-
efficiency method can detect fluorescently labelled glycans that have not undergone the
purification sample preparation step. The author also implements a preconcentration
procedure based on high-volume sample stacking (LVSS) with the novel glycan
separation system.

In addition, the Author investigates the efficiency of the commonly used sample
(excess dye removal) purification method based on solid phase extraction, which, in
contrast to the Author's system, is a necessary sample preparation step for the analysis of
fluorescently labelled glycans in the currently used capillary gel electrophoresis. It is
concluded that this purification step causes critical error in the quantification of different
glycan structures for several starting samples with apparently no trend.

In connection with the developed separation method, the author develops a Glucose
Unit (GU) determination algorithm using internal standards and a maltodextrin ladder
with low standard deviation and high reproducibility, then demonstrates its application
by a work example. The robustness of the GU values is tested on 8 randomly selected
structures of 36 human immunoglobulin G1 glycan sample measurements (%RSD >
0.1%) and the reproducibility is tested by comparing GU values obtained from triplicate
measurements on three different capillary lengths, in which case also %RSD > 0.1%
standard deviation is obtained, which is considered to be very good.



Auszug

Entwicklung einer neuartigen Zuckertrennungs- und -bestimmungsmethode fiir die
Kapillarelektrophorese
Ziel dieser Forschungsarbeit ist die Entwicklung einer auf Kapillarelektrophorese

(CE) basierenden  Analysemethode fir die  hochauflésende  Trennung
fluoreszenzmarkierter Glykane mit elektrokinetischer Online-Reinigung und einer damit
verbundenen Strukturbestimmungsmethode auf der Grundlage der Glukoseeinheit.

Die ,Literaturzusammenfassung® beschreibt die Bedeutung der Analyse von
Asparagin-gebundenen Glykanen (N-Glykanen) durch die groe Rolle von
Glykoproteinen in der Diagnostik und Pharmazie. Es werden die Grundsitze der
Kapillarelektrophorese, einer der am haufigsten verwendeten Trennmethoden in der
Glykananalyse, grundlegende CE-Techniken, verschiedene Nachweismethoden und
Arten von Online-Vorkonzentrationsverfahren vorgestellt. Es behandelt die
Fluoreszenzmarkierung und Reinigung von Glykanen und beschreibt Methoden zur
Strukturbestimmung von Glykanen durch CE. Das Kapitel ,,Materialien und Instrumente*
gibt einen Uberblick iiber die in den Experimenten verwendeten Materialien, Gerite und
Software.

Der Autor entwickelt ein Trennsystem fiir die elektrokinetische Online-Reinigung
unter Verwendung einer durch elektroosmotischen Fluss (EOF) angetriebenen
Kapillarzonenelektrophorese-Methode mit 253 mM Tris-Base, 150 mM Capronsiure,
pH=8,1-Puffer als Hintergrund-Elektrolyt. Mit dieser hocheffizienten Methode kénnen
fluoreszenzmarkierte ~Glykane nachgewiesen werden, die den Schritt der
Probenvorbereitung zur Reinigung nicht durchlaufen haben. Der Autor implementiert
auch ein Vorkonzentrationsverfahren auf der Basis von High-Volume Sample Stacking
(LVSS) mit dem neuartigen Glykan-Trennsystem.

Dariiber hinaus untersucht der Autor die Effizienz der {iblicherweise verwendeten
Probenreinigungsmethode (Entfernung des freien Farbstoffs) auf der Grundlage der
Festphasenextraktion, die im Gegensatz zum System des Autors ein notwendiger
Probenvorbereitungsschritt fiir die Analyse von fluoreszenzmarkierten Glykanen in der
derzeit verwendeten Kapillargel-Elektrophorese ist. Es wird geschlussfolgert, dass dieser
Aufreinigungsschritt  kritische Fehler bei der Quantifizierung verschiedener
Glykanstrukturen flir mehrere Ausgangsproben verursacht, wobei es offenbar keinen
Trend gibt.

Im Zusammenhang mit der entwickelten Trennmethode entwickelt der Autor einen
Algorithmus zur Bestimmung der Glukoseeinheit (GU) unter Verwendung interner
Standards und einer Maltodextrinleiter mit geringer Standardabweichung und hoher
Reproduzierbarkeit und demonstriert dessen Anwendung anhand eines Arbeitsbeispiels.
Die Robustheit der GU-Werte wird an 8 zufdllig ausgewihlten Strukturen von 36
menschliches Immunglobulin G1- Glykanprobenmessungen getestet (%RSD > 0,1 %),



und die Reproduzierbarkeit wird durch den Vergleich von GU-Werten gepriift, die aus
dreifachen Messungen an drei verschiedenen Kapillarlingen gewonnen wurden, wobei
auch in diesem Fall eine Standardabweichung von %RSD > 0,1 % erzielt wird, was als
sehr gut angesehen wird.
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2 BEVEZETES ES CELKITUZES

2 Bevezetés és célkituzés

A fehérjékhez kotott osszetett cukrok (glikanok) mindségi €s mennyiségi vizsgalata
egyre nagyobb szerepet jatszik egyes betegségek diagnosztizalasdban, valamint
fehérjealapu  gyogyszerek mindségi allandosdganak monitorozdsaban [1]. A
cukorstruktarak szadmos élettani folyamatban jatszanak kulcsszerepet, részt vesznek
példaul immunfolyamatokban, jelatvitelben, a fehérjék stabilitdsanak és oldatosaganak
kialakitasaban. Egyes betegségekben, tobbek kozott a rak és autoimmun betegségek
esetén az egyes fehérjékhez kotott cukorstruktirak mennyiségi aranya megvaltozik, igy
azok biomarkerként hasznalhatéak. Ahhoz, hogy a glikan struktirdk kiilon-kiilon
vizsgalhatoak legyenek, legtobbszor valamilyen elvalasztasi modszert hasznalnak,
példaul nagyteljesitményli folyadékkromatografiat, vagy kapilléris elektroforézist. Az
utobbi egy vilagszerte egyre gyakrabban alkalmazott mddszer, viszonylag 1j technika a
folyadékkromatografidhoz képest, vele ortogondlis. A kapilléris elektroforézissel torténd
glikdn analitika fejlesztésében még rengeteg potencidl van, emellett a glikdnok
betegségeknél betoltott szerepének kutatdsa még gyerekcipdben jar. A kapillaris
géleletroforézis alapu glikén analizis mintael6készitése tartalmaz egy 1épést, amely soran
a szabad, el nem reagalt fluoreszcens festéket -eltavolitjdk. Ez meglehetdsen
er6forrasigényes feladat, igy ennek kikiiszobolése jelentdésen konnyitené a kapillaris
elektroforézissel torténd glikan analizis folyamatat.

Munkam soran olyan kapillaris elektroforézis alapu glikdn elvalasztasi rendszert
terveztem kialakitani, amely az elektroozmotikus aramlas (EOF) jelenséget hasznositja
on-line tisztitdAs megvaldsitasara. Ez ugy ¢érheté el, hogy az EOF az
elvalasztokapillarisban a kimeneti vég felé mozog, amihez képest a szabad festek és a
festett cukrok relativ mozgésa ellentétes iranyd. Amig a szabad festék abszolut értékben
vett mozgékonysaga nagyobb, mint az EOF sebessége (igy a hidrodinamikusan injektalt
festék tavozik a kapillarisbol annak bemeneti végén), addig ez a jeldlt cukrok esetében
kisebb, igy azok a detektor felé mozognak, mikdzben elvalnak az egymashoz képest a
nem egyforma mozgékonysaguk miatt. Az ilyen elvalasztasi rendszer esetén nincs
sziikség a tisztitasi 1épésre.

Emellett a kialakitott Gijfajta elvalasztasi rendszerrel terveztem tesztelni a magneses
mikrogyongyokkel végzett mintatisztitdsi modszer hatékonysagat, illetve az elvalasztasi
modszerhez szerkezetmeghatdrozast lehetdvé tevd szamitasi algoritmust terveztem
kifejleszteni, ami kelléen nagy pontossaggal ¢€s reprodukalhatdésaggal képes az
elvalasztott molekulak strukturajat meghatarozni a kapillaris hossztatol fiiggetleniil.
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3 Irodalmi 6sszefoglalo

3.1 A glikoproteinek biologiai jelentésége

A glikoproteinek olyan biomolekuldk, amelyek az €16 szervezetek folyamataiban
kulcsszerepet jatszanak. Ezek egy fehérjevazbol és hozza kapcsolt szénhidratlancokbol,
masnéven glikanokbdl épiilnek fel. A glikoproteinek alapvetd funkcidit elsdsorban az
aminosavak altal kialakitott doménekhez kotik, de a glikozilacié is rendkiviil nagy
hatassal bir tobbek kozott a molekuldk stabilitasara, sejtfelszini kommunikaciora [2],
receptor-kotddési mechanizmusra, vagy éppen immunfolyamatokra, valamint segitik a
nagy jelentdséggel bir bizonyos betegségek diagnosztikajaban [3], mivel egyértelmiien
azonosithatok vele adott fizioldgiai allapotok [4], ezért a glikdnok biomarkerként valo
felhasznalasa egyre szélesebb kori szerepet kap.

A glikénok két leggyakoribb tipusa az O- és az N-glikanok. Az N-glikdnok a fehérjék
Asn-X-Ser/Thr szekvenciajahoz kapcsolodnak, ahol X a prolin kivételével barmilyen
aminosav lehet. Az N-glikdnok endoglikoziddzok segitségével Ilehasithatok az
aszparaginrol. Az egyik leggyakrabban alkalmazott endoglikozidaz — az N-kotott
glikénok eltavolitdsdhoz — a peptid-N4-(N-acetil-p-gliik6zaminil)-aszparagin-amidédz F,
vagy roviden PNGéz F enzim [5]. A human sejtekben ezen oligoszacharidok
leggyakoribb monomerjei az N-acetilgliikozamin, a mannoz, a galaktéz, a fukéz és az N-
acetil-neuraminsav. Az Y-alakot képzdé, uUn., core struktarat a két darab N-
acetilgliikozamin, és az ahhoz kapcsolodd harom mannoéz alkotja, amelyekhez tovabbi
monomerek kapcsolodnak. A kapcsolodd monomerek alapjan a glikdn lehet magas
mannoz-tartalmu, hibrid és komplex tipusu.

A glikozilacios folyamatok, a fehérjék érésekor, a ko- és posztranszlacios
modosulasok soran mennek végbe a riboszoOman (az N-glikozilacid esetén), az
endoplazmatikus retikulumban ¢és a Golgi-apparatusban. Nagyszamu enzimreakcio €s
szamos 1épés soran alakul ki a végleges szerkezet. Az aszparaginhoz kotott glikanok
esetén elsd 1épésként a tizennégy monomerbdl allé prekurzor az ER-ben szintetizalodik
és a dolicholhoz kotddik, majd a riboszoman a peptidszintézis sordn transzeferaz enzimek
segitségével a naszcens fehérje adott aszparaginjara keriil 4t. Nagy szerepet jatszanak a
nyerik el a végleges szerkezetiiket [6].

A glikozilacio osszetétele a glikoprotein alapu gydgyszerek hatékonysagat rendkiviili
mértékben befolyasolja [7, 8] igy sziikség van az aszparanginhoz (N-glikdnok) vagy
szerin/treoninhoz  (O-glikdnok) kovalensen kotott cukrok minél hatékonyabb
vizsgélatara. A glikdnok Osszetett és diverz szerkezete miatt, valamint a komplex
biologiai rendszerek kovetkeztében a kvalitativ és kvantitativ vizsgalatok gyakran
nehézségekkel jarnak.
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3.2 Kapillaris elektroforézis alapjai

A kapillaris elektroforézis (CE) az elmult évtizedek technoldgiai fejlodésének
eredményeként az egyik legmodernebb és leghatékonyabb elvalasztasi technikava valt. A
modszer a klasszikus elektroforézis eljardsok tovabbfejlesztéseként alakult ki, és
napjainkra a folyadék- és gazkromatografids rendszerek versenyképes alternativajava
nétte ki magat. A CE elonyei koz¢ tartozik a révid analizisidd, a kiemelkedéen magas
elvalasztasi hatékonysdg, a minimalis minta- és vegyszerigény, valamint a nagyfoku
automatizalhatésag [9].

A CE miikodésének alapja az, hogy az elektromos tér hatasara a kiilonbo6z0 toltéssel
rendelkezd ionok eltérd sebességgel mozognak egy vezetoképes kdzegben, amit az ionok
toltése és mérete (hidrodinamikai térfogata) hataroz meg, igy a kapilldris egy pontjan
rogzitett detektorablakban az egyes komponensek kiilon-kiilon detektalhatoak. Béar az
elektroforézis fizikai alapjai mar a 19. szazad végén ismertek voltak, az elsd jelentds
gyakorlati demonstraciéra az 1930-as években keriilt sor Tiselius Nobel-dijat érd
munkdassaga révén, aki szérumfehérjéket valasztott szét egy U-alaku livegesdben. Az
livegesOben torténd elvalasztasok soran jelentds hétermelés 1épett fel, ami negativan
befolyasolta a felbontast. A késébbi fejlesztések soran kiilonféle szilard hordozokat (pl.
papir, keményitd, agar6z, poliakrilamid-gél) alkalmaztak az elvalasztasokhoz, azonban a
Joule-hé hatésara kialakuld6 homérsékleti és viszkozitasi gradiensek konvekcids
aramléasokat idéztek eld, amelyek a csucsszélesedéshez vezettek. Az 1970-es években
tobb kutatocsoport is dolgozott a héhatas mérséklésén, ami elvezetett a kis atmérdji
(mikrométeres skaldju) iivegkapillarisok hasznalatdhoz, amelyeket gazkromatografiaban
mar korabban alkalmaztak. A technika egyik jelentds attorése Jorgenson és Lukécs
nevéhez flizédik, akik 75 pum belsdé atmérdjii kapillarisokat alkalmaztak, lehetdvé téve
akar 30 kV fesziiltség alkalmazédsat az elvalasztas soran, ugyanis a kapillaris nagy
feltilet/térfogat aranynak koszonhetd a Joule-ho leadasa hatékonyan torténhet meg [10,
11].

A CE berendezés altalanossagban két elektrodabol (andd és katdd), nagyfesziiltségii
tapegységbdl, elvalasztd kapillarisbol, puffer és mintaedényekbdl, detektorbol és
adatfeldolgozo egységbdl all (1. abra).
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Kapillaris

Szamitégép

Detektor
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Nagyfesziiltségii
tapegység

1. abra: A CE sematikus rajza

A legaltalanosabb kapillaris elektroforézis modszer a kapillaris zonaelektroforézis
(CZE), amely alkalmas mind a kis, mind a nagyméretli méreti toltéssel rendelkezd
molekulak elvalasztisira. Az elvdlasztdsi mechanizmus a toltés/tomeg arany
kiilonbségén alapul. A CZE alapvet6 feltétele a pufferoldat homogenitasa és az allando
térerdsség a kapillaris teljes hosszaban [12].

A Kkapillaris gélelektroforézist (CGE) elsdsorban fehérjék, illetve nukleinsavak
méret szerinti elvalasztasara vezették be. A kapillarist az elvalasztds elott egy
szlirdmatrixot (pl. linearis poliakrilamid, agar6z, dextran, stb.) tartalmaz6 gélpufferrel
toltik fel, amely annak sziir6hatdsa miatt képes nagy biomolekuldk méret szerinti
elvalasztasara. Ahhoz, hogy a fehérjéket méret szerint lehessen elvalasztani, el6szor
denaturaljak, majd egy feliiletaktiv anyaggal (legtobb esetben natrium-dodecil szulfattal
(SDYS)) fedik be, amitdl a fehérjek feliileti toltésstirlisége egyforma lesz, igy az elvalasztas
a molekulaméretiik alapjan valosul meg (CE-SDS-MW) [13].

A micellaris elektrokinetikus kromatografia (MEKC) esetén a futtatopufferhez
micellakat képz6 feliiletaktiv anyagot (altalaban SDS) adnak a kritikus micellaképzddési
koncentraciondl nagyobb mennyiségben. A toltéssel nem rendelkezd molekulak a
polaritasuknak megfelelden bizonyos megoszlasi hanyados szerint oszlanak meg a vizes
és a ,micellas” fazisok kozott, és minél apolarisabb egy molekula, annal nagyobb
aranyban talalhat6 meg a micelldk belsejében. A toltéssel rendelkezd micellak az
elvalasztofesziiltség hatdsara migralnak, €s az eltérd polaritasi molekuldkat kiillonb6zo
sebességgel viszik magukkal, mivel az megvaltoztatja a tomeg/toltés aranyokat. Az
elvélasztas igy a molekuldk polaritdsa szerint valosul meg. Ezzel a modszerrel az egyéb
elektroforetikus modszerrel nem vizsgalhatd, széles pH tartomanyban toltéssel nem
rendelkezd molekuldk elvalasztisa is megvalosithatd CE-vel [14].

A kapillaris izoelektromos fokuszalas (cIEF) alapja, hogy az elektromos térben egy
molekula addig vandorol, amig toltéssel rendelkezik, és ha semlegessé valik, akkor nem
vandorol tovabb. Az cIEF-et pH-gradiensben végzik, ahol a pH az anddnél alacsony, a
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katodnal pedig magas. Az EOF-et ennél a modszernél meg kell sziintetni, ugyanis az
ellehetetlenitené¢ a pH-gradiens kialakitdsat. A pH-gradienst egy sor zwitterionos
vegyszerrel, igynevezett hordozé amfolitokkal hozzék 1étre. Ha fesziiltséget kapcsolunk,
az amfolitkeverék szétvalik a kapillarisban. A pozitiv toltésti amfolitok a katod felé
vandorolnak, mig a negativ toltéstieck az andd felé. A pH-érték ekkor az anddos szakaszon
csokken, a katodos szakaszon pedig nd. Végiil az amfolitok vandorlasa megsziinik,
amikor az egyes amfolitok elérik izoelektromos pontjukat, és mar nem kapnak toltést. A
kezdetben a nett6 negativ toltéssel rendelkezd analit az anod felé vandorol, ahol csdkkend
pH-ju pufferrel taldlkozik. Végiil a mintakomponens eléri azt a pH-értéket, ahol netto
toltése nulla lesz (az izoelektromos pontjat (pl)), és a vandorlas leall. Minél nagyobb az
oldatban 1év6 amfolitok szama, annal simabb a pH-gradiens. Az anddpuffer pH-értékének
alacsonyabbnak kell lennie, mint a legsavasabb amfolit pI-értéke, hogy megakadalyozza
az analitba torténd migraciot. Hasonloképpen, a katolitnak magasabb pH-val kell
rendelkeznie, mint a legbazikusabb amfolitnak. A cIEF harom alapvetd lépése az
injektalas, a fokuszalas és a mobilizalas. Az injektalas soran az amfolitok és a fehérjék
keverékébol allo mintaval feltoltik a kapillaris teljes hosszat. A fokuszalds soran
puffertartdlyokat natrium-hidroxiddal (katod) és foszforsavval (anod) toltik fel, majd
kozéjiik 500-700 V/em térerdsséget kapcsolnak. A fokuszalas eldrehaladtaval az
aramerdsség 1 pA ald csdkken. A mobilizalds katédos vagy anoddos iranyban is
elvégezhetd. A katdédmobilizalashoz a katodtartalyt natrium-hidroxid oldattal toltik fel,
mig anddos mobilizacid esetén a natrium-hidroxidot az anddtartalyba toltik. Amikor
fesziiltséget kapcsolnak a rendszerre, a pH megvaltozik a kapillarisban, mivel az
anionok/kationok versenyeznek a hidroxidion/ox6éniumion véndorlasaval. A pH
megvaltozdsaval mind az amfolitok, mind a fehérjék mobilizalodnak a natrium-
hidroxidot tartalmaz6 puffertartdly irdnyaba. A mobilizacio elérehaladtaval az aram
emelkedik, ahogy a kisméretli ionok a kapillarisba vandorolnak. A detektalas a fehérjék
esetében 280 nm-en torténik, mivel az amfolitok erdsen elnyelnek az alacsony UV-
tartoményban [15].

Az clEF-hez hasonloan az Kkapillaris izotachoforézis (cITP) is nulla
elektroozmotikus aramlést, valamint heterogén pufferrendszer igényel. A kapillarist
olyan vezetd elektrolittal toltik fel, amelynek nagyobb a mozgékonysdga, mint a
meghatarozandd mintakomponensek barmelyikének. A végelektrolit az mintainjektalas
feldli puffertartdlyban helyezkedik el, amely elektrolitnak az elektroforetikus
mozgékonysaga alacsonyabb, mint barmelyik mintakomponensé. Az elvélasztas a vezetd
¢s a befejezd elektrolit kozotti ,,résben” torténik az analitok egyéni mozgékonysaga
alapjan. Az egyes komponensek kozott stabil zonahatarok alakulnak ki, ami rendkiviil
hatékony elvalasztast eredményez [16].

A Kkapillaris elektrokromatografia (CEC) egy hibrid technikdnak nevezhetd, amely
0tvozi egymasban a nagyhatékonysagu folyadékkromatografia (HPLC), valamint a CE
tulajdonsagait. A mozgofazist az EOF hajtja keresztiil a kapillarison, mig az allofazis
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(gyakran szilikagél) biztositja az elvalasztas alapjat a két fazis kozti megoszlas miatt. Az
elvalasztas kialakitdsaban mind az elektroforetikus, mind a kromatografids megoszlasi
hatasok szerepet jatszanak [17].

3.2.1 Detektalasi modok

A CE-hez csatolt detektalasi modokat négy nagy tipusba sorolhatjuk: az
abszorbancia, a fluoreszcencia, valamint az elektrokémiai detektalasi modba, emellett
lehetdség van a tomegspektrométerrel torténd csatolsra is.

Az abszorbancia detektalas a leggyakrabban alkalmazott modszer a CE esetén,
ugyanis sok szerves anyag 195-210 nm-es hullamhosszusagu elektromagneses sugarzast
képes elnyelni. A direkt abszorbancia detektalas azon az elven alapul, hogy az elvalasztott
vegyiiletek kiilonb6z6 mértékben nyelik el az UV/lathatd tartomanyba esd fényt, €s az
elnyelés mértéke aranyos a koncentracidjukkal a Lambert—Beer-torvény szerint [18].
Altalanossagban elmondhatd, hogy azok a molekuldk adnak jo jel-zaj aranyt (jol
detektalhatdak), amelyek tartalmaznak m-kotést. Lehetdség van a célmolekuldkat az
UV/lathato fényt elnyeld derivatizaloszerrel valo jeldlésre [19], ami egyrészt nagy
érzékenységet biztosithat a detektdlasnal, masrészt egyes specidlis reakcidk miatt
lehetdség van egy adott molekulat kiilon jeldlni, ndvelve ezzel a specificitast.

Ezzel szemben az indirekt abszorbancia detektalas elve az, hogy a hattérelektrolit
olyan UV/lathat6 fényt elnyeld iont tartalmaz, amely azonos t6ltésili, mint az analit, és
amikor az analit molekulak athaladnak a detektorablakon, kiszoritjak a hattérionokat,
megnovelve igy az atjutott fény intenzitasa, amit detektalni lehet. Ez egy sokkal
altalanosabban hasznalhat6 detektalasi mod, azonban a kell6 felbontashoz a célmolekula
és a ,hattérmolekula” elektroforetikus mobilitdsait minél jobban kozeliteni kell
egymashoz, igy a jo elvalasztasi modszer kifejlesztése nagy kihivast jelenthet.

A lézer indukalt fluoreszcens (LIF) detektalas a legérzékenyebb moddszer,
kapillaris elektroforézissel torténd alkalmazéasa esetén a kimutatasi hatar 107> M alatt van
[20]. A kiilonboz6 vizsgalni kivant molekulaknak nagyrészt nincs fluoreszcens
tulajdonsaguk, azonban lehetdség van ezek fluoreszcens festékekkel valo jeldlésére mind
kovalens, mind nem-kovalens modon. A fluoreszcens detektdlds érzékenysége amiatt
kiemelkedd, hogy a gerjesztd fény mas hullamhosszli, mint amit a molekula emittal. A
detektor elé helyezett optikai sziird csak az emittalt fényt engedi at, igy a gerjesztd fény
hullamhosszat szinte teljesen ki lehet sziirni, emiatt rendkiviil nagy jel-zaj arany érhetd
el.

Az abszorbancia detektalashoz hasonldéan a LIF detektdlds soran is lehetdség van
indirekt detektalasra, ebben az esetben a sokkal nagyobb érzékenység miatt elegendd
kevesebb fluoreszkald hattériont az elvalasztopufferbe tenni, ami azonban a kis
ionerdsség miatt csucsszélesedést okozva rontja a felbontast, igy ez a mddszer nem
kiilondsebben terjedt el [21].

Az elektrokémiai detektalas hirom {0 tipusi modszert foglal magaba: a

potenciometriat, a konduktometriat, valamint az amperometriat. Altalanossagban a
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potenciometria és a vezetOképesség detektorok jo érzékenységgel birnak az ionok széles
csoportjara egyidejlileg, az amperometrids detektdlds ezzel szemben szelektiv, és
,rahangolhatd” az adott analitra. Bar néhany esetben sikeresen alkalmaztak, az
elektrokémiai detektalas CE-vel torténé megvalositasa rendkiviil nehézkes és faradsagos
lehet, mivel az érzékeld elokészitése bonyolult gyartasi és kezelési eljarasokat foglalhat
magaban, ¢s az elektrédanak a kapillarisban valo pontos térbeli igazitasara van sziikség.

A potenciometria CE-ben torténd elsé alkalmazasa Haber és Simon csoportja
valositotta meg 1990-ben [22]. A jel akkor keletkezik, amikor az analit a detektor lipofil
membran részébe keriil. Az analit jelenléte megvaltoztatja az érzékeld belso toltdoldata
¢s a kapillarisban 1évé oldat kozotti potencialkiilonbséget. A potencialkiilonbség a
Nernst-egyenlet altal megadott ionaktivitas mérdszama, és kozvetlen kapcsolatban all az
ionkoncentracioval. A potenciometrids valasz altaldban elég gyors ahhoz, hogy
megakaddlyozza a cslcs alakjanak torzuldsat, és igy kvantitativ informacié nyerhetd az
analit koncentracidjar6l. A potenciometrias mikroérzékelok hatranyai kozé tartozik
azonban a szenzor el6készitésének ¢és kezelésének nehézkes kivitelezése (azaz a
mikroelektroda ionszelektiv membranfazisanak el6készitése) és az igazitashoz sziikséges
bonyolult mikromanipulaciok [22].

A CE-ben az UV/lathatd abszorbancias és fluoreszcens tulajdonsdgokkal nem
rendelkezd ionok vizsgalatat gyakran vezetOképesség detektalassal végzik. A
vezetoképesség detektorok altalaban két, az elektrolitoldattal érintkezd elektrédabol
allnak, amelyekre elektromos potencidlt kapcsolnak. Amikor az analit athalad az
elektroda résen, az elektroddk kozotti vezetdképesség az ionos célmolekuldk
detektalds kimutatasi hatara értéke 10° és 107 M kozott mozog az elektrokinetikus
injektalassal bevitt mintdk esetében [23-26].

Az amperometrias CE detektalast el6szor Wallingford és Ewing 1987-ben mutatta be
a CE detektalasi technikdjaként a katekol és a katekolamin mennyiségi meghatdrozasara
[27-29]. Az amperometrids detektdlds az elektrodfeliileten az alkalmazott
egyenfesziiltség hatdsara 1étrejove, a vizsgalt analitre vagy az analitrél torténd
elektrontranfszeren alapul. Az elektrontranszfer eredménye egy redoxireakcido az
Az amperometrids technikdk f0 hatranya az analit koztes reakcidtermékeinek erds
adszorpcidja az elektrodfeliiletre (szénelektrodok), ami késébb csokkenti az elektrod
aktivitasat (elektronatvitel) és zavarja a detektdlast. Ez a probléma csokkenthetd az
impulzusos amperometrids detektdlds (PAD) alkalmazasaval, amely folyamatos,
haromlépcsds potencialhullamformat hasznal (1. 1épés: detektalas; 2. Iépés: az
elektrodfeliilet anodos tisztitasa; 3. 1épés: reaktivalas) [30]. A PAD-rél el0szor a
szénhidratok kimutatasara szolgdlo CE detektaldsi technikaként szamoltak be. A
végoszlopos elrendezésili aranyelektrodak és a PAD alkalmazasaval az inozitol esetében
0,28 fmol ¢és a maltoz esetében 1,21 fmol kozotti kimutatasi hatarértéket értek el [31].
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3.2.2 Elektroforetikus mobilitas

Az elektroforetikus elvalasztas megvaldsitasdhoz sziikség van egy elektromosan
vezetd kozegre €s a rakapcsolt elektromos térre. CE esetén a vezetd kozeg szerepét a
kapillarisba toltott pufferoldat latja el, mig az elektromos teret a két elektroda kozott
alkalmazott fesziiltségkiilonbség hozza létre. Ez az elektromos tér mozgatja a toltéssel
rendelkez6 komponenseket a toltésiiknek megfelelé iranyba. Az elektroforetikus
mobilitas (per) azt fejezi ki, hogy egy adott kozegben az ionok milyen mértékben képesek
mozogni az elektromos tér hatasara, ami az ion toltésének és hidrodinamikai térfogatanak
aranyatol fiigg (1. egyenlet, 2. dbra). A kationok és anionok effektiv mobilitasa egy adott
elektromos térben ellentétes iranyu.

Detektor valasz
A

Id6

2. é4bra: A kiilonb6zé toltéstt  és  hidrodinamikai térfogati  ionok

crcr

[32].

e = (1)

- 6mNT;
ahol ¢ a részecske toltése, 7 a kozeg dinamikus viszkozitasa, r; pedig a részecske
hidrodinamikai sugara gdmbalakot feltételezve.

A CE soran a mintakomponensekrdl akkor gyiijthetd a legtobb informacid, ha az
azokhoz tartozé csticsok az elektroferogramon alapvonal szinten elvalnak egymastol. Az
elvalasztopuffer anyagi mindsége alapvetd szerepet jatszik az elvélasztas teljesitménye
szempontjabol. Az egyik ilyen mindségi szempont az, hogy a vizsgalni kivant
mintakomponensek elektroforetikus mobilitdsa minél kozelebb kell essenek a
pufferrendszer a mintakomponsensekkel azonos toltésli ionjainak elektroforetikus
mobilitadsaval, csokkentve ezzel a cstucsszélesedést okozd elektroforetikus diszperziot.
Ezt az elvet nevezi a szakirodalom ,,mobility matching”-nek. Ha az adott ko-ion
elektroforetikus mobilitasa nagyobb, mint az analité, akkor a csucs bal oldalt szélesedik
(,,fronting”), ellenkezd esetben jobb oldalt szélesedik (,,tailing”) (3. abra) [33].
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A B

3. abra: ,,Mobility matching” fontossdganak személtetése: A panel: ,,fronting”’-os
csucs, B panel: ,.tailing”-es cstcs

3.2.3 Elektroozmotikus aramlas

Az elektroozmotikus dramlds (EOF) a CE egyik alapvetd jelensége. Az EOF akkor
alakul ki, amikor egy vezet6képes oldattal t61tott kapillarisra fesziiltséget kapcsolnak, és
annak belsd feliiletén rogzitett toltések talalhatok. A CE soran alkalmazott kapillarisok
tobbnyire szilicium-dioxidbdl késziilnek, melyek belsdé felszinén szilanol (Si—OH)
csoportok helyezkednek el. Ezek a csoportok magasabb pH-n deprotonalddnak, igy
negativ toltéstiivé valnak. A kapillaris belso fala akkor fog szdmottevd negativ toltéssel
rendelkezni, ha a hasznalt elvalasztopuffer pH-ja meghaladja a 4-es értéket, mivel a
negativ feliileti toltések elektrosztatikusan vonzzék az oldatban jelen 1év6 pozitiv ionokat,
amelyek az Un. elektromos kettdsréteg kialakuldsdhoz vezetnek a kapillaris belsé fala
mentén [9].

Az EOF érzékenyen reagdl a kapillaris belsd falanak kémiai és fizikai tulajdonsagaira
[34]. Az elvalaszto kozeg, vagyis a hattérelektrolit 6sszetételének és pH-janak megfeleld
megvalasztisa alapvetd fontossagi annak érdekében, hogy a pozitiv toltésli ko-ionok
kelld meértéekben kolcsonhatdsba 1épjenek a negativ fallal. A kettdsréteg stirlisége
fokozatosan csokken a kapillaris fala feldl a kapillaris kozepe felé haladva. Ennek belso,
rogzitett része a Stern-réteg, amely gyakorlatilag mozdulatlan, mig a kiils6, diffazabb rész
- a Helmbholtz-sik - mar képes elmozdulni az elektromos tér hatasara. A kettdsrétegben
1étrejovo potencidlkiilonbséget zéta-potencidlnak nevezziik. Amikor elektromos tér éri a
rendszert, a diffiz réteg pozitiv ionjai elmozdulnak a katod iranyaba, és ezzel egyiitt
elmozditjak a hozzajuk kapcsolddo oldoszermolekulakat is. Ez az egyiittes mozgas hozza
l1étre az EOF-et. Az igy kialakul6 folyadékaramlas karakterisztikdja eltér a nyomas 4ltal
(hidrodinamikusan) eldidézett aramlédstol: nem parabolikus, hanem kozel egyenletes
profilu, ugynevezett "dugdaramlas" jon létre. Ez azt jelenti, hogy az aramlasi sebesség a
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kapillaris teljes keresztmetszetében kozel azonos, igy nem alakul ki szamottevd
nyomases¢s, €s elkeriilhetd a csucsok szélesedése az elvalasztas soran [9, 35].

Amennyiben az elvalasztas nem kelléen hatékony, tobbféle modszer is alkalmazhat6
az elvalasztas javitdsara. Az egyik lehetdség a kapillaris fizikai hosszanak novelése,
amely meghosszabbitja az elvalasztasi utat, igy az egyes komponenseknek tobb idejiik jut
a szétvalasra. Egy masik megkdzelités a kapillarison beliili effektiv elvalasztasi tavolsag
novelése az EOF irdnyitott alkalmazasaval. Ha az EOF az injektalasi oldal felé torténik,
az olyan hatdst eredményez, mintha hosszabb kapillarist hasznalndnk, anélkiil, hogy
ténylegesen megndvelnénk annak fizikai hosszat [9].

Az EOF sebessége szamos tényezotdl fligg, tobbek kozott az alkalmazott elektromos
tér intenzitdsatol. Bar a nagyobb elektromos tér noveli az aramlas sebességét, ezzel
egyidejiileg noveli az analitok effektiv mobilitdsat, ami nem feltétleniil javitja a
felbontasat. Az EOF fokozasanak hatékonyabb modja lehet a hattérpuffer
révén), illetve pH értékének emelése (a szilanolcsoportok deprotonaltsagi fokanak
novelése miatt). Az EOF jelenség sematikus rajza a 4. abran lathato.

— 1=

4. abra: Az elektroozmotikus aramlas elvi rajza

3.2.4 On-line prekoncentracios technikak

A CE modszerek hatranya az optikai detektalds soran, hogy kis érzékenységgel ¢€s
kimutathatosaggal rendelkeznek, amely a kis mintamennyiségek és a rovid detektaldsi
uthossz kovetkeztében tapasztalhatd. A detektalhatosdg javitdsa érdekében 1n.
prekoncentralési eljarasokat alkalmaznak, melyek lehetnek on-line és off-line technikak.
Az off-line el6tdményitési modszerek kozé tartoznak azok az eljarasok, ahol a
koncentralas még a mintaelkészités soran torténik meg, példaul extrakcidval, beparlassal
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stb. Ezzel szemben az on-line modszerek az elvalasztas kezdd 1épéseként valosulnak meg
a kapillarison beliil [36].

Az online modszerek — mint a mezd-erdsitéses mintafelhalmozas (field amplified
sample stacking, FASS), nagy térfogati mintafelhalmozas (large-volume sample
stacking, LVSS) a tranziens izotachoforézis (tITP), a sweeping, a dinamikus pH csatolés
¢s a folyadék-folyadék extrakcid (LLE), stb. —, a minta és a pufferrendszer eltérd
tulajdonsagain alapulnak [37]. Ezek a tulajdonsagok példaul a vezetoképesség, a koionok
mobilitasa, koncentracidja, a puffer rendszerek kémhatésa. Gyakran alkalmazzak ezek
valamilyen kombinéciojat, példaul FASS-sweeping [38], FASS-tITP [39], stb.

A leggyakrabban alkalmazott on-line médszerek az Un. ,,stacking” médszerek, mely
soran a mintadug6 injektaldsa utan, fesziiltség hatdsara, kiilonb6zé elvek alapjan, a
vizsgaland6 analitok egy keskeny szakaszon dusulnak fel a hattérelektrolit zonajanak
elején. A stacking elnevezést legjobban rétegzésként lehetne leforditani. Ez arra a
jelenségre utal, hogy az elvalasztand6 analitok keskeny zoénaban rétegzodnek. Az
elvalasztas soran tapasztalhatd csticsok élesek, ami jobb felbontast eredményez. A
prekoncentralas mechanizmusanak elve alapjan csoportosithatok a stacking modszerek.

A koncentracié kiilonbségbdl adodd prekoncentraldst Kolraush stackingnek is
nevezik, mely lényege a mintadugd és a hattérelektrolit eltérd vezetdképessége. A
mintazdna alacsonyabb vezetOképessége miatt kialakuld nagyobb elektromos térerdség
hatasara gyorsan vandorolnak az analitok, majd belépve a hattérelektrolit nagyobb
vezetoképességli rétegébe (alacsonyabb térerdsség) az analitok lelassulnak és a hatarréteg
mentén koncentralédnak [40]. Ezen az elven alapulnak a FASS és az LVSS modszerek.

A mezb-erdsitéses mintafelhalmozas soran a pufferoldat vezetOképessége joval
meghaladja a mintamatrix vezetOképességét, igy a fesziiltségesés nagyobb a
mintamatrixban, mint a hattérelektrolitban, igy az analitok mobilitasa a mintapufferben
nagyobb lesz, mint a BGE-ben. Az injektalas utan, ahol a mintadug6 altalaban 1-5%-at
teszi ki a kapillarisnak, a vezetoképességbeli kiillonbség miatt, elektromos tér hataséra, a
puffer hataran az analitok feldiisulnak, ndvelve a detektalhatdsagot [41].

A FASS hatranya, hogy a korlatozott térfogati mintadugd sokszor nem javitja
kelloképpen az érzékenységet, valamint a mintamatrix rontja a felbontast. Az LVSS a
FASS-hoz hasonl6 elven miikodik, ahol a lényegi kiilonbség a nagy (akar a kapillaris
hosszanak fele) hossziisagt mintadugd hidrodinamikusan torténd injektalasa. Ennél a
araml6 EOF a mintadugot kinyomja, mig az analitok a kis vezetOképességii
mintadugdban gyorsan mozognak, majd a BGE ¢és a mintadug6 hataran feldisulnak a
fesziiltségesés kovetkeztében [42]. Ebben a megvalositasban az analitok abszolut effektiv
mobilitdsa nagyobb, mint az EOF effektiv mobilitasa. A nagytérfogati mintahalmozas,
alkalmazhat6 a CZE és a MEKC modszerek hasznalata soran is [40, 43, 44].

A mintamatrix eltavolitasara kétféle mod all rendelkezésre az LVSS soran, mely
végbe mehet polaritdsvaltassal vagy anélkiil. A polaritasvaltdsos LVSS soran nagy
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hidrodinamikusan t6rténd mintamennyiség injektalasa utdn megforditjdk a polaritast.
Ekkor az EOF iranyvektora az injektalasi oldal felé mutat, igy a pozitiv és semleges
toltésti komponensek gyorsabban haladnak a bemeneti oldal felé¢ az EOF kovetkeztében,
mikdzben a negativ toltésti analitok a detektalasi ablak fele mozdulnak el és egy
koncentracios zonaban dusulnak fel, de fokozatosan 0k is a bemeneti oldal felé haladnak
a hatarréteg mentén. Mieldtt ez a zona elhagynd a kapillarist, a polaritas irdnyanak
megforditdsdval megfordul az EOF irdnya is és megindul az anionok elvalasztasa a
toltésiiknek €s hidrodinamikus atmérdjiiknek megfeleléen. Ehhez sziikség van arra, hogy
az elvélasztand6 analitok ionos forméaban legyenek, ezen kiviill az ionok effektiv
mobilitdsanak kisebbnek kell lennie az EOF mobilitasanal. Polaritds valtas nélkiil ugy
kivitelezheté a mintamatrix eltavolitasa, hogy egy ponton az EOF sebessége megegyezik
a halmozott analit zona sebességével, ekkor a zona migralasa a bemeneti oldal fele leall
¢s az elvalasztas akkor kezdddik meg, amikor az elvélasztd pufferbe keriil at a kapillaris
bemeneti vége. A mintadugdban 1évé EOF sebessége nagyobb, mint a BGE-ben, mivel a
mintapuffer ellendllasa nagyobb, igy nagyobb fesziiltségesés tapasztalhatdo benne [42],
[45].

A FASI (field amplified sample injection) sordn a minta injektalasa
elektrokinetikusan torténik. Bar az LVSS noveli a mintadug6 térfogatat, a kapillaris kis
belsd térfogata korldtozza a magas detektalasi érzékenység kialakitasat. A FASI
lehetdséget teremt arra, hogy az analit koncentracid a kialakitott mintadugoban csak az
analitok migracios sebességétdl és az injektalas idétartamatol fliggjon. A matrix-FASI
(M-FASI) lényege, hogy a mintamatrix kialakitdsdhoz alacsony vezetdképességii kdzeget
alkalmaznak az elektrokinetikus injektalas eldtt, hogy a mintadugd ellenallasat noveljék.
Fesziiltség hatasara a nagy ellenalldsa miatt a mintamatrix elektromos térerdssége sokkal
nagyobb lesz, mint a hattérelektrolité, igy az analitok gyorsan vandorolnak a
mintadugdban, a BGE hataran pedig felhalmozodnak a hirtelen sebességcsokkenés
kovetkeztében. A nagy érzékenység ellenére a M-FASI soran nagy Joule-h6 keletkezik,
valamint korlatozott az injektalas ideje is [46].

A jobb hdelvezetés miatt alkalmazhat6 a kisebb érzékenységli PAEKI (pressure
assisted electrokinetik injection), mely soran a nyomas egyidejii alkalmazasaval végzik
el az elektrokinetikus injektalast, mivel ekkor az EOF kiegyenstlyozéasaval a futtato
puffer mozdulatlan marad a mintainjektalas soran és kialakul egy ellenion réteg az BGE
mintazona kialakuldsat [47]. Gyakran az elektrokinetikus injektalast vizdugd
hidrodinamikus injektalasa el6zi meg, amely technikat HC-FASI-nak (head column-
FASI) neveznek [46]. Az alacsony vezetdoképességli zonat a kapillaris elején hozzak 1étre,
ezzel nagy térerdsségli zonat 1étrehozva, amelyet egy hosszu elektrokinetikus injektalas
kovet. Ezek a technikdk kombinalhatok az EOF segitségével torténd felesleges vizdugd
kinyomasaval. Miutan az analitok a vizdugd elején keskeny zonédba rendezdédnek, a
vizdugod mérete csokkenthetd, vagy akar teljes egészében kinyomhat6, ha az analitok
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atlépnek az elvalaszto pufferbe még az elvalasztas el6tt. Ez a modszer FAEP néven terjedt
el (field amplified sample injection — EOF pump), amelynek sematikus abrajat az 5. dbra
mutatja be [46].

vizdugo
_/""\
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5. abra: A FAEP prekoncentracios technika sematikus abraja

Az M-FASI és a HC-FASI kombinaciojaval hoztak 1étre a C-FASI technikét. Ennek
lényege, hogy alacsony vezetoképességli mintamatrixot alkalmazva alacsony
vezetOképességli zona (vizdugo) injektalasat koveti az elektrokinetikus mintainjektalas,
igy a két modszer erdsiti egymads eldnyeit. A létrehozott fesziiltség hatdsdra nagyobb
térerdsség keletkezik mar a mintatarté edényben is, ezért nagyobb mennyiségli analit,
gyorsabban jut a kapillarisba, ahol szintén nagy sebességgel halmozddnak fel a vizdugéd
¢s a hattérelektrolit hatarfeliileten [46].

Az on-line prekoncentralasok kozé tartozik a tranziens izotachoforézis is, mely soran
nem csak egy hattérelektrolit van, hanem egy vezetd ¢és egy kovetd pufferoldat. A
kapillarist teljes hosszaban a vezetd pufferrel toltik fel, majd a mintat hidrodinamikusan
injektaljdk be. Az elvalasztas soran az injektalasi kapillarisvég a kovetd pufferoldatba,
mig a kapillaris masik vége a vezetd pufferoldatba ér. A médszer 1ényege, hogy a vezetd
pufferben az analitokkal megegyezd toltésti pufferkomponens effektiv elektroforetikus
mobilitdsa nagyobb, azonban a kdvetd BGE-ben kisebb, mint a vizsgalanddé analitok
mobilitasa. Elvalasztas kozben igy az analit nem tudja megeldzni a vezetd BGE megfeleld
komponensét, mig a kovet6 BGE emlitett komponense nem tudja megelézni az
analitokat. Az analitok egymastol elvalva, keskeny zondban feldusulnak, megvalositva a
prekoncentraciot [44].

A dinamikus pH csatolds esetén a mintakomponensek feldisuldsa a pH-

diszkontinuitas kdvetkeztében valdsul meg. A vizsgalt analitok a mintamatrixban olyan
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toltéssel rendelkeznek, mely kovetkeztében nagy effektiv mobilitassal birnak, majd a
hattérelektrolitba atlépve a fajlagos toltésiik kisebb lesz, igy a mobilitasuk is csokken. Az
elektroforetikus mobilitasuk csokkenésével a mintadugo és a BGE hataran lelassulnak és
1étrejon az eldtoményités. Az analitok toltésére kiilonbozo pH értékeken a molekulédk pKa
értékébol lehet kovetkeztetni. Olyan hattérelektrolitoknal, ahol a toltés széles pH
tartomanyban allando, ez a technika nem alkalmazhat6. Mig az alacsony pH-ju
mintapuffer és a magas pH-ju hattérelektrolit esetén nem jelentds az eldkoncentralas,
példaul peptidek esetében, addig a forditott pH-csatolassal (magas pH-ji mintapuffer,
alacsony pH-ji BGE) jo eldkoncentralas érheto el [48, 49].

A pH-kozvetitett stacking soran, azon beliil is a sav-kozvetitett toményités soran a
mintat elektrokinetikusan juttatjdk a kapillarisba, majd ezt koveti egy rovid savas, a
hattérelektrolitnal alacsonyabb pH-ju dugé hidrodinamikai injektalasa. A savbol a nagy
mozgékonysagu hidrogén-ionok a minta zonaba jutnak, ahol az ott jelen 1évd hidrogén-
ionokkal egyiitt a hattérelektrolitbol szarmazo hidroxid-ionokkal titralédnak ¢és
létrehoznak egy nagy ellenallasti zonat. Az analitok keskeny savba rendezddnek a titralt
régido és a BGE hataran. A bazis-kozvetitett stacking soran az alacsonyabb pH-ju
hattérelektrolit utan egy magasabb pH-ji BGE-t juttatnak a kapillarisba, ezutidn
injektaljak csak be a mintat. A magasabb pH-ji BGE a mintazona el6tt az analitok
elektromos mobilitdsanak csokkentésére szolgal, mivel megvaltoztatja azok toltési
allapotat és dinamikus pH kapcsolast hoz Iétre [50, 51].

Egy kevésbé ismert technika, az egycsepp mikroextrakciés (single drop
microextaction, SDME) modszer. Ebben az esetben az elvalasztopufferrel toltott
kapillaris bemeneti vége erdsen hidrofob, példaul oktanol réteggel van bevonva. Kis
nyomadsssal 1étrehozhat6 egy BGE-vel tolt6tt oktanol csepp a kapillaris bemeneti végén,
mely belemeriil a mintamatrixba. Mivel a mintapuffer pH-ja ugy van beallitva, hogy az
analitoknak nincs toltése, ezért az adott komponensekre jellemzd megoszlasi
hanyadosuknak megfeleléen bediffundalnak a hidrofob cseppbe. A cseppbdl szintén az
analitok megoszlasanak koszonhetden tovabb diffundalnak a BGE-be és itt mar toltéssel
rendelkeznek a hattérelektrolit pH-janak megfeleléen, ami megakadalyozza a visszafele
iranyul6 diffuziot. A médszer hatranya, hogy a prekoncentracio igen hosszi 1d6t vesz
igénybe, azonban mivel a jelerdsség jelentés ndvekedést mutat, ezért alacsony

A sweeping egy MEKC-ben alkalmazhaté prekoncentraldsi technika. Abban az
esetben, amikor az analitok nem rendelkeznek toltéssel, az analitok detergensek
segitségével (pl. SDS) vald micellaképzéssel elvalaszthatok egymastol a polaritasuknak
megfeleléen, ezen az elven alapul a MEKC is. A részecskéknek elektroforetikus
mobilitdsat a toltott detergens molekuldk adjak, mivel a micelldk kiviilrdl toltéssel
rendelkeznek. Az analit a micella apolaros belsejébe diffundal. Az analitok eltérd
megoszlasi hanyadossal rendelkeznek a vizes fazis és a ,,micellds fazis” kozott. Ennek
kovetkeztében az egyes analitok nagyobb szézalékban vannak jelen a micella belsejében,
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mint a puffer vizes fazisaban. Az elektromos erdtér hatdsara pufferben 1évé micelldk a
detektorablak fel¢ viszik az analitokat. Az elvalasztas az analitok hidrofobitasan alapul,
mivel amelyik analit szivesebben tartozkodik a micella belsejében az keriil eldszor
detektalasra, a tobbi kevésbé hidrofob analit pedig ezutdn sorban. A prekoncentralas
ebben az esetben igy valdsul meg a sweeping soran, hogy a hidrodinamikus injektalas
utdn a mintadugo6 elején 1évo analitok keriilnek elészor a BGE-be, ahol jelen vannak a
toltéssel rendelkezd micelldk. A micelldk az elvalasztas soran toltésiiknek megfeleléen
haladnak a detektor felé, az analitokat pedig a micellak szallitjak. Az analitok a mintadug6
elejétdl kezdenek el vandorolni, a mintadug6 végében 1évo analitok pedig az utan, hogy
a micellak elérik a mintadugd végét ezért a teljes analit mennyiség feldusul egy kis
szakaszon. [53, 54].

3.3 Glikanok fluoreszcens jelolése

A glikoproteinekrdl leemésztett glikan strukturdk kapilléris elektroforézissel torténd
vizsgalata derivatizalasi 1€pést igényel, ugyanis ezek a strukturak az elektromagneses
sugarzds UV/lathatdé tartomanyat szadmottevden nem nyelik el, igy kozvetlen
detektalhatosaguk akadalyba {itk6zik. Emellett elektromos toltéssel még széles pH-
tartomanyban sem rendelkeznek (kivéve a szidlsavat tartalmazo glikanokat), igy
elektroforetikus mobilitdsuk nem biztositott megfeleldé mértékben. A gyakorlatban
legelterjedtebb derivatizaloszer kapillaris elektroforézis modszerrel torténd glikan
analizis esetében a 8-aminopirén-1,3,6-triszulfonsav (APTS), amely egy fluoreszcens
molekula (gerjesztési hulldimhossz: 425 nm; emisszids hulldmhossz: 520 nm (6. abra)),
emellett 3 negativ toltéssel rendelkezik széles pH-tartoméanyban, igy mind a 1ézer indukalt
fluoreszcens detektalhatosagot, mind az elektromos térben torténd mozgékonysagot
biztositja [55].
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6. abra: Az APTS gerjesztési €s emisszios spektruma [55]
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Az APTS-sel torténd jelolés egy kétlépéses reduktiv amindlasi reakcid, amely soran
a szénhidratok redukalé végéhez kot be a fluoreszcens festék. Elsé 1épésben
savkatalizator jelenlétében Shiff-bazis keletkezik, majd masodik Iépésben redukcio soran
stabil konjugatum jon létre (7. 4&bra). Redukalészerként gyakran natrium-
cioanoborohidridet hasznalnak, azonban ennek kdrnyezetre valo karos hatdsa miatt egyre
gyakrabban 2-pikolin borant alkalmaznak, amely kisebb kornyezetkarosito hatassal bir.
A savkatilizatorként leggyakrabban ecetsavat alkalmaznak annak ellenére, hogy erdsebb
savakkal (pl. citromsav, vagy malonsav) nagyobb reakcidsebesség érhetd el, ugyanis ezek
az erOsebb savak a glikantrukturdk esetlegesen jelen 1évd szidlsavakat nagyobb
mértékben szakitja le, amely jelentds informéciovesztéssel jarhat a glikanprofil
kiértékelése soran.

O3
\JIBH CN
(H 3COOH

7. abra: Az APTS-sel torténo6 reduktiv aminalasi reakcio
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3.3.1 Szabad festék eltavolitasa szilard fazisu extrakcioval

Az APTS-sel torténd glikanjelolés esetén a nagy reakcidsebesség biztositasa
érdekében a derivaloszerbdl nagy felesleget hasznéalnak, nagysagrendekkel tobbet, mint
amennyit az ekvimolaris ardny igényelne. Ezért a legtobb esetben tisztitasi 1épésre van
sziikség a jelolt szénhidratok CE-analizise eldtt, mivel a nem reagalt derivaldszer nagy
csucsa atfedhet a minta néhany érdekes komponensével. A fluoroforral jelolt cukrok
kapillaris elektroforézises analizisében altalanosan hasznalt tisztitasi modszerek kozé
tartozik a hidrofil kélcsonhatason alapuldé mikrooszlopok [56] vagy karboxilbevonata
paramagneses gyongyok [57] hasznalata, mindkettd tdmogatja a teljes automatizalast
folyadékkezeld robotok haszndlataval.

A paramagneses mikrogyongyokkel végzett szabad APTS eltavolitasanak elve azon
a tényen alapul, hogy kelléen apolaris (magas acetonitril-tartalmi) mintamatrixban az
jelolt szénhidratok erdsebben kotnek ki a gyongyok hidrofil falahoz, mint a szabad
festékmolekuldk. A szuszpenzidban 1évé mikrogyongydk magneses tér segitségével a
mintaedény faldhoz vonzhatoak, igy aztan azokrdl a folyadékot el lehet tavolitani. A
tisztitadsi folyamat altaldban tobb ciklust tartalmaz, amelybdl egy ciklus a
kovetkezOképpen néz ki: 1. apolaris oldoszer helyezése a mikrogydngy szuszpenziot
tartalmazé mintamatrixba (ekkor a jelolt glikdnok a gyongyok falan vannak); 2. méagnes
mellett a folyadék leszivasa a gyongyokrdl; 3. kis mennyiségli vizben a gydngyok
felszuszpenzalasa (a jelolt glikdnok oldatba keriilnek). A tisztitds soran hasznalt
oldoszerdsszetétel — tipikusan magas acetonitril-tartalma koézeg — ugy van
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optimalizdlva, hogy a nagyobb hidrofil molekuldk (mint a jel6lt glikdnok)
visszamaradjanak, mig a kisebb szabad festék atmosodik. fgy a méret, a toltésmegoszlas
¢s a kolcsonhatasi lehetdségek kiilonbsége miatt a szabad APTS nem marad meg a
gyongyokon, mig a glikdn-APTS konjugatum igen [57].

3.4 Szénhidrat struktira meghatarozasi modszerek

Szamos modszert fejlesztettek ki a mintakban 1év6 ismeretlen glikdnok szerkezetének
azonositasara. Tobbek kozott lehetoség van a migracidés idoket normalizalni a
maltodextrin Iétrahoz, exoglikozidaz enzimekkel torténd szekvenalast végezni, valamint
tomegspektrométerrel (MS) vald kapcsolds révén nyerhetd szerkezeti informacié a
glikanokrol.

3.4.1 A migracios idé kalibralasa maltodextrin létraval és belsé standardokkal

Tobb szerkezetmeghatdrozdsi moddszer egy ugynevezett migracios iddindexet
alkalmaz a glikanok azonositdsdra, amelynél az analit migracios ideje leginkabb egy
linedris glikkdzpolimer homoldég sorozat altal 1étrehozott méretlétrahoz torténd
viszonyitasként értelmezhetd, hasonléan a Kovats Indexhez [58]. Az elvalasztas bizonyos
tényezOi valtozdsokat okozhatnak a migracios idében, azonban az ezekbdl fakado
eltérésekbdl eredd hibak kikiiszobolhetoek a maltodextrin 1étra, mint standard
hasznélataval. Az analit latszolagos mobilitdsa az elektroforetikus mobilitas és az EOF
algebrai 6sszegébdl adodik. Noha a klasszikus, alacsony pH-s kapillaris gélelektroforézis
modszereknél az EOF nagyrészt minimalis, egy kis mértékben még mindig jelen van, és
a kapillaris fal feliileti tulajdonsagainak valtozasa miatt futtatdsonként modosulhat. A
biomolekulak a kapillaris belsd faldhoz wvald adszorpcidja, a hattérelektrolit
ionerdsségének ingadozasa, illetve a pH-valtozasok — példaul az anddos és katddos
puffertartdlyban végbemend elektrolizis kovetkeztében — mind hozzajarulhatnak ehhez a
mérsékelt migraciods 1d6 csuszashoz. Az analit maltodextrin 1étrdhoz val6 viszonyitasaval
korrigalni lehet a migracids idok valtozékonysagabdl eredd hibat.

A Gliikoz Egység (GU) moddszer hasznélatdval [59] szdmszeriisithetd a struktura
monoszacharidjainak szdma ¢és azok kapcsoloddsi modjanak hatasa a CE alapu
elvalasztasokban (hidrodinamikai térfogat), valamint becstilhetévé valik az ismeretlen
glikanszerkezet. A GU modszer reprodukalhatdsagat kiilonféle paraméterek — példaul
térerdsség, effektiv elvalasztasi hossz, homérséklet, kapillaris feliileti bevonat vagy
mintainjektalasi technika — esetében is igazoltadk. A modszer figyelembe veszi tovabba a
maltodextrin  1étra  migracidés idejében  tapasztalhatd  valtozast, amely a
maltooligoszacharidok spiralis szerkezetének kialakulasaval fligg 6ssze, és jellemzden a
hétnél nagyobb polimerizacios fok folott jelentkezik, megvaltoztatva ezzel a migracios
tulajdonsdgokat [60]. Azonban — amint azt a 8. &bra is szemlélteti — a modszer
egyszerusithetd ugy, hogy minddssze harom egyiitt injektalt standardot alkalmaznak a
migracios idOk pontos indexelésére. Ezaltal elkeriilhetOk a 1étra és a minta ko-migracioja
miatt fellépd csticsatfedések [61].
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8. abra: A Glikozegység modszer maltodextrin l1étrahoz torténd migracios ido
normalizalasnak bemutatasa [61]

A GU értékek kiszamitasa a 2. egyenlet szerint torténik.

GU, = Gy + X= )
IN+1 — N

ahol Gn a gliikozegységek szama a szomszédos maltooligoszacharid létracstcsban,
tx a célglikan, és a tn és tn+1 az N és N + 1 gliikoz egységet tartalmazo maltooligomer
migracios ideje. A maltodextrin 1étra és a GU értékek alkalmazasat tovabb fejlesztette a
nagy ateresztOképességli elemzésekhez késziilt GUcal adatbazis, amely elérheté a
www.gucal.hu weboldalon. A program automatikusan kiszamitja az elektroferogramban
talalhat6 csucsok GU értékeit, miutan betoltotték a standard maltooligoszacharid 1étra €s

a minta elektroferogramok ASCII fajljait [62].

3.4.2 Enzimatikus szekvenalassal torténo szénhidrat struktarameghatarozas

Az exoglikozidazok olyan enzimek, amelyek egy bizonyos monoszacharid egységet
hasitanak le a glikdnok nem redukald végérdl [63]. Ezek az enzimek specifikus
oligoszacharid-monomerekre  szelektivek. Az enzim tovabbi szelektivitassal
helyzetére (pl. a2-3 vagy 02-6 szidlsav). Egy szénhidrat exoglikozidaz altali emésztése
csak akkor lehetséges, ha az exoglikozidaz specificitasa megfelel a termindlis monomer
jellemzdinek. Amint az 1. tidblazatban Osszefoglaltam, a kereskedelemben szamos

exoglikozidéaz all rendelkezésre kiilonbozd specificitassal.
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1. téblazat: Példak a kereskedelmi forgalomban kaphaté exoglikozidaz enzimekre

monomer enzimkotési szelektivitas
N-acetil-neuraminsav n-acetil-neuraminidaz: 02-3; 02-3,6; a2—3,6,8; 02—-3,6,8,9
galaktoz galaktozidaz: B1-3; p1-4; p1-3.4; p1-3,6; B1-4,6
N-acetil-gliikozamin n-acetil- gliikozaminidaz: $1-2,3.,4,6
manndz mannozidaz: al—2; al-2,3; al-6; al-2,3,6
fukoz fukozidaz: al—2, al—6, al—3,4, al-2,4,6, a1-2,3,4,6

A szubsztrat termékké torténd atalakulasat a CE-vel ugy hasznositjak, hogy
analizaljak a mintdt az enzimatikus emésztés eldtt és utan. A termék képzddését a
migracids id6 eltolodasaként figyelhetjiik meg. A megfeleld exoglikozidazokkal torténd
emésztést kovetden lehetdség van az oligoszacharidok szekvenciajanak és kotodésének
feltarasara. Ezek az elemzések off-line vagy online végezhetk a CE-vel.

3.4.3 Glikan struktirameghatarozas CE-MS kapcsolassal

A CE elvalasztashoz kapcsolodoé glikén struktirameghatarozas egy masik lehetséges
modja a MS-sel torténd csatolas. A moddszer 1ényege, hogy a CE kivalo felbontasu
elvalasztoképességét 6tvozi az MS nagy pontossagl szerkezetazonositd képességével,
igy lehetové teszi egyes glikdnstrukturdk pontos szerkezeti beazonositdsat. Az azonos
Osszetételll, de az elagazasukban eltérd glikanok beazonositdsdban egyrészt segitséget
nyujt az, hogy a CE legtobbszor képes elvalasztani ezeket az izomereket, masrészt a hozza
kapcsolt tandem MS részletes fragmentacidos mintdzatai pontos szerkezeti informaciot
nyujthatnak az egyes szerkezetekrol [64].

Mint a CE-nél altaldban, a CE-MS mddszereknél is gyakran hasznéalnak
derivatizaloszereket a glikdn analizis soran. Az APTS ennél a csatolt modszernél is
gyakran hasznalt festék [65], ugyanis az elektroforetikus mobilitas biztositasan tul a
negativ MS modban a glikanoknak negativ toltést biztosit, igy azok MS-ban valo
detektalhatdsagat jelentés mértékben noveli.

Lehetdség van jelolést nem igénylé glikdn analizisre is CZE-MS rendszerrel,
amellyel rendkiviil nagy érzékenység érhetd el, valamint a hagyoméanyos modszereknél
egy nagysagrenddel tobb struktira azonosithatdo be [66]. A szerzOk kozlése szerint a
modszer annyira érzékeny, hogy akar egyetlen sejtrdl nyert glikanprofil is vizsgalhato
vele, illetve a tandem MS technika miatt a szerkezeti izomerek egymastol
megkiilonboztethetdek lettek.
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4 Anyagok és Eszkozok

4.1 Vegyszerek

A human immunglulin G1 (hIgG1), ribonukleaz B, fetuin, natrium-cianoborohidrid
(1 M THF-ben), aminopirénetriszulfonat (APTS) és a ditiotreitol (DTT) a Sigma-Aldrich-
tol (St. Louis, MO, USA) szarmazott. A hexansav, Tris bazis, glicerin, jégecet, acetonitril,
natrium-dodecil-szulfat (SDS) és tetrahidrofuran a VWR-t6l (Radnor, PA, USA)
szarmazott. A PNGaz F enzim a Pannon Egyetemen (Veszprém, Magyarorszag) késziilt
[67]. Az Agencourt CleanSEQ paramagneses tisztitogyongyok a Bio-Science Kft-t6l
(Budapest, Magyarorszag) szarmaznak. A maltooligoszacharidok M040-es létraja a
Grain Processing Co. (Muscatine, [A) szives ajandéka volt. A szénhidrat elvalasztd gél-
puffer (HR-NCHO) a Bio-Science Kft.-t6] (Budapest, Magyarorszag) szarmazott.

4.2 Mintaelokészités

4.2.1 N-glikan felszabaditas

A glikoproteinekrdl (ribonukledz B, fetuin, hlgGl), valamint a huméan szérum
glikoproteinjeirdl a glikanstrukturdkat PNGaz F enzim segitségével szabaditottam fel a
kovetkezd modon: 10 pL. 1 mg/mL-es gliprotein oldathoz, illetve 10 pL 10-szeresen
higitott human szérumhoz 2 pL denatural6 oldatot (0,375% NP-40, 12,75% glicerin és
0,625% SDS) adtam, majd 15 percig inkubaltam 70°C-on. Ezutan 2 pL (50% glicerinben
tarolt) 1,35 mg/mL (75 pUnit/uL) PNGaz F-et adtam a mintdkhoz, majd 37°C-on
temperaltam azokat 2 dran keresztiil.

4.2.2 Fluoreszcens jelolés

A fluorofor jeloléshez 20 pL reduktiv amindcios reakcidelegyet (15% HPLC
mindségl viz, 35% jégecet, 40% tetrahidrofurdan és 10% 1 M natrium-cianoborohidrid)
adtam 10 pL 1 mg/mL maltooligoszacharid 1étrdhoz, valamint a glikoproteinekrdl
felszabaditott glikan mintdkhoz. A jeldlési reakciot 1 pL 20 mM APTS hozzaadasaval
inditottam el, majd 60°C-on inkubéltam 1 oran at nyitott mintaedény fedéllel, mialatt a
minta teljesen beszaradt [68]. A jeldlési folyamat befejezése utan a mintakat 80 uL HPLC

mindségll vizben oldottam fel.

4.2.3 Mintatisztitas

A mintatisztitasi 1épést Biomek 3000 automata folyadékkezeld robot segitségével
végeztem. Mintanként 200 pL Agencourt CleanSEQ paramagneses gyongyrdl a
tarolofolyadékot eltavolitottam, majd a mikrogydngyokhoz 20 pl tisztitatlan, APTS jelolt
mintat adtam, €s felszuszpenzaltam. Harom tisztitasi ciklust végeztem, amelybdl egy
ciklus a kovetkezoképpen néz ki: 1) 170 puL acetonitrilt adtam a mintat tartalmazo
mikrogyongyszuszpenzidhoz, majd 120 mésodpercig vartam. 2) A mintatarto talcat egy
magneses tartdéra helyeztem, majd 60 masodpercig hagytam a mikrogyongyoket a
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magneshez vandorolni. 3) A mikrogyongyokrdl eltavolitottam a folyadékot, majd 20 uL.
vizzel ujra szuszpendaltam, amit 180 masodpercig torténd razatas kovetett. A harmadik
ciklus végén a 20 pL viz helyett 80 uL vizzel elualtam a gyongyok feliiletérdl a jelolt
glikanokat, majd 240 masodperc razatds utdn a magnesek segitségével az elualt mintat
egy Uj mintatarolo edénybe helyeztem at. A mintankénti 3 mosofolyadékot 37 °C-on egy
¢jszakan at beparoltam, majd 80 pL vizben visszaoldottam. A tisztitatlan mintakat az
analizis el6tt 4-szeresére higitottam, hogy elérjem a tisztitott mintdkkal azonos
koncentréciot.

4.3 Kapillaris elektroforézis

Az APTS-sel jelolt mintdk kapillaris elektroforézis analizisét PA800 Plus
berendezéssel (Beckman Coulter, Brea, CA) végeztem, amely szilardtest 1ézer indukalt
fluoreszcens detektorral (gerjesztés 488 nm, emisszid 520 nm) volt felszerelve, és a 32
Karat szoftver (ver 10.1) vezérelte. A 30 pm és 50 um belsé atmérdjli, belsé bevonat
nélkiili kvarckapillarisok (BFS) a Polymicro Technologies (Phoenix, AZ) cégtdl
szarmaztak. A kapillaris és a mintatalca hdmérsékletét egyarant 20 °C-ra allitottam be.
Az APTS-jelolt mintak elektroozmotikus aramlassal tamogatott CZE elvalasztasat 253
mM Tris-bazis és 150 mM kapronsav dsszetételii és 8,1 pH-ju (CATRIS-ként elnevezett)
hattérelektrolitban 30 cm effektiv hossziusaghi (40 cm teljes hosszisagu) BFS
kapillarisban végeztem. Az alkalmazott fesziiltség 30 kV volt, az andd az injekcids
oldalon, a katdd pedig a detektalasi oldalon (normal polaritas). A kapillarist a futtatasok
elétt 2 percig 0,5 N NaOH-oldattal kondicionaltam, majd a 2 percig hattértelektrolittal
toltottem fel. A mintdkat 5 masodpercig 1 psi nyomassal injektaltam. A hagyomanyos,
alacsony pH-értékli gélpufferrel végzett CGE-analizis egy 40 cm effektiv hossziisagl
(0sszesen 50 cm) 50 pm belsé atmérdjii BFS-kapillarisban tortént. Az alkalmazott
elektromos potencial 30 kV volt, a katdd az injekcids oldalon, az andd pedig a detektalasi
oldalon (forditott polaritas). Ebben az esetben a mintdkat 2 kV fesziiltséggel 2
masodpercig (forditott polaritassal) injektaltam, amit 5 masodperces 5 psi-vel torténd
vizdugo6 injektalas el6zott meg.
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5 Eredmények

5.1 CATRIS elvalaszto puffer kifejlesztése

A cukroknak 4ltaldnossagban nincs toltésiik, valamint az UV/lathato
frekvenciatartomanyaban nem nyelnek el fényt, nincs fluoreszcens tulajdonsaguk, igy CE
modszerrel kozvetleniil nem vizsgdlhatéak. Lehetséges azonban kiilonféle toltott
fluoreszcens festékkel torténd szarmazékképzésiik, amely altal biztositott lesz a
molekuldk elektromigracioja és detektalhatosaga. Az egyik leggyakoribb erre a célra
hasznalt festékkel, az APTS-sel valo reduktiv amindlési reakcid gyorsabb lejatszodasa
érdekében a festéket nagy feleslegben adjak a reakcidelegyhez. Az iparban jelenleg
alkalmazott kapillaris gélelektroforézis modszerekkel torténd vizsgalatukhoz a
mintamatrixban feleslegben 1évo festéket el kell tavolitani, ugyanis a nagy mobilitasu
szabad APTS-ionok a vizsgalni kivant struktirak eldtt érnek a detektorablakhoz, és nagy
relativ koncentracidja és ,tailing”-es karaktere miatt teliti a kapillarisoszlopot, elfedve
igy az analitokat (9. 4bra).
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9. abra: Human szérum APTS-sel jelolt N-glikanjainak CGE elektroferogramja.
Meérési paraméterek: 40 cm-es teljes hosszisagi (30 cm-es effektiv
hosszisagl), 30 um bels6é atmérdjii, BFS kapillaris; 2 psi — 5 masodperc
vizdugo injektalas, -5 kV — 5 masodperc minta injektalas; 20°C kapillaris, 10°C
mintatarolé hdmérséklet; -30 kV elvalasztofesziiltség. Also elektroferogram:
magneses gyongyokkel torténd tisztitassal kezelt minta. Felso elektroferogram:
tisztitas nélkiili minta.

Az 9. dbran a 6. perc utdni csticsok a glikan struktirak, mig a 3-5 percig savban a
szabad APTS cstcsok lathatoak. A felsd, tisztitatlan mintahoz tartozo elektroferogramon
jol latszik, hogy a szabad festék oly mértékben teliti a kapillarisoszlopot, hogy leszallo
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aga olyan mértékli alapvonal emelkedést okoz, amely elnyomja a vizsgélni kivant
glikanstruktarakat is. A 9. abra also elektroferogramjan a magneses gyongyokkel tortént
tisztitassal kezelt mintahoz tartozd mérés lathatd. Ebben az esetben ugyanugy 3-5 perc
kozotti idétartomanyban lathatdak a szabad festék csticsok, de sokkal kisebb intenzitassal,
mint a tisztitatlan minta esetén, €s az alapvonal is visszadll az eredeti értékre, igy az a
mérést nem zavarja. A tisztitasi 1épés tobbféleképpen torténhet, de minden esetben
munkaerd- ¢és koltségigényes 1épésekrol van szo, illetve egy késdbbi fejezetben
bemutatom, hogy cstcsarany valtozast is okozhat a glikanprofilban. Munkam soran
kifejlesztettem egy olyan kapillaris elektroforézis modszert APTS-jelolt glikanok
analiziséhez, amely esetén ez a tisztitasi lépés kihagyhatdo. A hagyomanyos CE
elvalasztas soran az analitok a hidrodinamikai 4&tméré/toltés aranyukhoz képest novekvo
sorrendben jutnak el a detektorablakig, ebbdl adoddan a szabad festék (amely 3 negativ
toltéssel rendelkezik, viszont nem kotddik hozza oligoszacharid) fog elséként
detektalasra keriilni.

A CE esetén tobb technika is kihasznalja az EOF jelenséget [69]. Ilyenkor egy
mintakomponens latszolagos mobilitasat az EOF mobilitdsanak és a komponens effektiv
mobilitasanak algebrai 6sszegeként kapjuk meg:

Hist = HEor + Hegf (3)

ahol pia a latszolagos (mért) mobilitds, peor az EOF mobilitasa és pefr az effektiv
mobilités.

Ha a mobilitasnak pozitiv az eldjele, akkor a mozgas a kapillaris bemeneti vége felol
a kimeneti vége felé torténik, ha negativ, akkor ellenkezd iranyba. Egy olyan rendszer
esetén, ahol a wgor pozitiv, a rendszer polaritdsabol (a bemeneti a pozitiv elektroda)
adoddan az Osszes negativan toltott részecskére a perr negativ értékll lesz. Lehetséges
viszont olyan rendszert 1étrehozni, ahol a pror abszolutértékben vett értéke nagyobb, mint
a vizsgalni kivant mintakomponensek pesr abszolutértékben vett értéke, ami altal a
vizsgalandd analitok pia értéke pozitiv lesz, vagyis eljutnak a detektorablakig, igy
vizsgalhatoak lesznek normal polaritasu elvalasztas esetén is. Ez azt is jelenti, hogy az
EOF-et nem hasznalé CGE-hez képest a glikancsucsok sorrendje (nagyrészt) forditott
lesz, vagyis a hidrodinamikai atmérd/toltés aranyukhoz képest csokkend sorrendben
migralnak. Van egy ,.hatarmobilitds” (az EOF mobilitasanak értéke), amelynél nagyobb
abszolutértékkel rendelkezd (egyébként negativ) mobilitassal bird6 molekuldk az
elvalasztas kozben nem jutnak be a kapillarisba, hanem legydézve az EOF ,,sodrasat”
kijutnak a kapillaris bemeneti végén. A rendszert Ugy allitottam be, hogy az EOF
mobilitdsa a szabad APTS és a vizsgalni kivant mintakomponensek abszolutértékben vett
mobilitasa koz¢é essen, ezéltal egy online elektrokinetikus tisztitasi 1épést valdsitottam
meg (10. abra) [70].
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10. 4abra: Az online elektrokinetikus tisztitdst megvaldsitod kapillaris elektroforézis
modszer sematikus abrazoldsa. A nyilak hossza aranyos az adott mobilitdsok
nagysagaval, igy a W €s a peor eljeles Osszege (jobb a pozitiv irany)
eredményezi a iz nagysagat mind a szabad festék, mind a jelolt glikanok
esetén. Az abrarol leolvashato, hogy mig a szabad festék elhagyja a kapillarist
annak bemeneti végén (Wiaresek<0), addig a jelolt glikanok eljutnak a
detektorablakig (Listglikan>0).

A megfeleld pufferrendszer kialakitdsdhoz tehat az EOF és a mintakomponensek
effektiv mobilitasainak megfeleld ardnyanak megtalaldsa a kulcs. Az EOF mobilitasa
tobb paraméter fliggvénye: a BGE vezetoképességével forditott ardnyossagban, mig a pH
értékével egyenes aranyossagban all. Az analitok effektiv mobilitdsara viszont csak a
BGE vezetoképességének van hatdsa, azzal forditott aranyossagban all. Ahhoz, hogy a
BGE egymas utani futtatdsok alkalmaval az EOF mobilitasa viszonylag alland6 érték
maradjon, arra van sziikség, hogy a puffer elektrolizisb6l adodé pH valtozasa nagy (30
kV-o0s) kapocsfesziiltség ellenére se valtozzon jelentésen. Minden puffernek a pKa
értekének megfeleld pH értéken a legnagyobb a pufferkapacitasa, ennek megfeleléen a
munkam sordn a puffereket mindig ezekre az értékekre allitottam be. Egy adott pH-n a
mobilitdsa, azonban az EOF mobilitdsa ennél is jobban csokken, ezért lehetséges
kisérletileg megtalalni azt a pufferkoncentracidt a puffer pKa-jdnak megteleld pH-n, ahol
teljesiilnek a 4. egyenletben feltiintetett viszonyok.

|ueff;glikén| < Ugor < IUeff;festékl (4)

Tobbféle puffer (ammonia, 4-metilmorfolin, trietil-amin stb.) tesztelése utan a Tris
bazis alapt puffernél allapodtam meg, ugyanis a pH=8 koriil tlintek optimalisnak a
mobilitasaranyok olyan aramerdsség mellett, ami megszokott a kapillaris elektroforézis
elvalasztasok kozben (~30 pA). A Tris bazis rendkiviil nagy (pH=7-9 pufferelési
tartomany) pufferkapacitdssal rendelkezik, pK.=8,1. Emellett ez egy aranylag nagy
méretll, egy toltéssel rendelkezd molekula, igy magasabb koncentracioban sem noveli
jelentds mértékben a BGE vezetdképességét, ami az elektroforézis kozben az ennek
megfelelden emelkedett aramerdsség esetén jelentkezd hodfejlodés kikiiszobolése,
valamint a CE berendezés terhelésének moderalasanak szempontjabol elonyos.

Az elvélasztas mindségére nagy hatast gyakorol az, hogy milyen anyagi mindséggel
birnak a BGE azon komponensei, amelyek a mintakomponensekkel azonos toltéssel
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rendelkeznek, tehdt amelyeknek veliik egy irdnyt az effektiv mobilitasuk. Ez a
gyakorlatban a deprotonalt savat jelenti, amivel a Tris bazis-t 8,1-es pH-ra allitjuk. Ennek
a pufferkomponensnek a jelentésége abban all, hogy ha nagy az effektiv mobilitas
kiilonbség (barmelyik iranyba) a BGE anion komponense ¢és a mintakomponens kdzott
akkor az elektroforetikus diszperzio jelensége miatt csticsalak valtozast (fronting vagy
tailing) ¢és ezaltal csucsszélesedést tapasztalunk, ami az elvéalasztds hatékonysagat
jelentésen rontja. A fejlesztés soran tehat olyan, kellden erés savat kerestem, amely a
mintakomponensek  mobilitdsaval  hozzavetdlegesen = megegyezd  mobilitassal
rendelkezik, minimalisra csokkentve ezzel az elektroforetikus diszperzidt. Nyilt lancu,
telitett monokarbonsav homolog sort teszteltem a hangyasavtol az oktansavig, ezek koziil
a hexansav, (kozismert néven kapronsav) adta a legjobb felbontast a kivant
csucstartomanyban. A hexansav egy kelléen erds sav (pK.=4,8), azonban erdsen apolaris,
igy tiszta vizben nagyon rosszul oldodik. Tris bazis oldatban viszont fel lehet oldani a
kapronsavat, ugyanis a bazikus kozegben a sav deprotonalodik, igy mar oldhato a polaris
oldoszerben. A puffer elkészitésénél mar csak egy fiiggetlen paramétert kellett
valtoztatnom a kisérletek soran, mégpedig a hexdnsav koncentraciot, ugyanis a pH-t 8,1-
es értéken rogzitettem, amit6l nem fiiggetlen a Tris bazis koncentracidja. Azért a
nehezebb pipettazni, igy a pH-ra ezzel térténd beallitasa koriilményes lenne. Ehelyett egy
higabb Tris bazis oldatba oldottam be a rdgzitett mennyiségii kapronsavat, majd 1
mol/dm3-es Tris bazis oldattal allitottam be a 8,1-es pH-t, ezutan jelre toltve értem el a
végkoncentraciot.

30 um bels6 atmérdji, 40 cm teljes (30 cm effektiv) hosszisagu BFS kapillarist
hasznalva allitottam be a koncentraciot. Azért a 30 pm belsd atmérdre esett a valasztasom,
mert tapasztalatom szerint az EOF dugdszerii d&ramlasa jobban meg tud valdsulni (a
kisebb kapillarisjaratban l1étrejovo sugar irdnyl sebességgradiens miatt), ndvelve ezzel a
felbontast. Emellett a kisebb keresztmetszet miatt a kialakuld dramerdsség is kisebb, mint
az 50 um-es belsd atmérdjii kapillaris esetén a nagyobb ellenallas miatt, aminek
koszonhetden magasabb pufferkoncentraciot is elvisel a CE berendezés 30 kV
elvalasztofesziiltség mellett, igy a jelentdsen nagyobb vezetOképességli BGE hatasara
jobban meg tud valosulni a ,stacking”, igy a tisztitatlan, nagyobb vezetOképességii
mintak esetén is joO felbontas érhetd el. A 40 cm-es hosszra azért esett a valasztasom, mert
ettdl lefelé (30 cm) és felfelé (50 — 90 cm) is el lehet térni attdl fliggden, hogy rovidebb
elvalasztasi id6, vagy estleg nagyobb felbontas elérése a cél.

APTS jeldlt maltodextrin létramintdn teszteltem 50 mmol/dm® és 200 mmol/dm?
atmérdji BFS kapillarison 30 kV-os elvalasztofesziiltséggel, 20°C-os kapillaris
hémérséklettel, 1 psi 5 masodperc mintainjektaldssal. Ezek koziil a 150 mmol/dm? és
253 mmol/dm® Tris bazis (pH=8,1) Osszetételii puffer bizonyult az optimdlisnak az
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analizisidé (DP3- ig kb. 13 perc) és a felbontds (alapvonali elvalasztds kb. DP16-ig)
tekintetében (11. abra).
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Migracios ido (perc)

11. abra: Tisztitatlan maltodextrin 1étra minta elektroferogramja; CATRIS BGE;
40 cm teljes (30 cm effektiv) hosszisagh, 30 um belsé atmérdjii BFS kapillaris;
20°C kapillaris, 10°C mintataroldé homérséklet; 1 psi 5 masodperc
mintainjektalas; 30 kV normal polaritast elvalasztofesziiltség.

Annak érdekében, hogy bebizonyitsam, hogy olyan elvélasztasi rendszert hoztam
létre, aminél a szabad festék az elvalasztas kezdetén a kapillaris bemeneti végén elhagyja
arendszert (10. abra), megmértem a 11. abran lathat6 elektroferogramhoz tartoz6 APTS-
jelolt maltodextrin mintat, tigy, hogy minden elvalasztasi paraméter megegyezett, mint a
11. dbra mérési paraméterei, azzal az eltéréssel, hogy az elvalasztofesziiltség polaritasat
megforditottam, tehat a negativ elektroda volt a bemeneti végen. Ez azt eredményezte,
hogy az EOF a kapillaris bemeneti vége felé dramlott, ugyanakkor a szabad festék
(valamint a DP1 is) az EOF-nél nagyobb abszolut értékii mobilitdsa miatt eljut a
detektorablakig (12. abra). Mivel ilyen polaritds mellett detektalhatd a szabad festék,
ebbdl kovetkezik, hogy az ellenkezd polaritds mellett nem jut el a detektorablakig, igy
normal polaritds mellett megvalosul az on-line elektrokinetikus tisztitas.
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12. abra: Tisztitatlan maltodextrin Iétra minta elektroferogramja; CATRIS BGE;
40 cm teljes (30 cm effektiv) hosszsagl, 30 um bels6 atmérdjti BFS kapillaris;

20°C kapillaris, 10°C mintatarold6 homérséklet;
mintainjektalas; 30 kV forditott polaritast elvalasztofesziiltség.

1 psi

5 masodperc

Ezutan a CATRIS elvalasztasi hatékonysagat dsszehasonlitottam egy kereskedelmi

forgalomban 1évé (HR-NCHO) géllel, ugy allitva be a kapillarisok hosszat, hogy az

analizisid6 kozel egyforma legyen. Jelen esetben mindkét kapillaris 50 cm teljes (40 cm

effektiv) hosszusagu volt. A gél esetében a BFS kapillaris 50 um belsé atmérd;i volt,

ugyanis ennél az elvalasztokozegnél a 30 pm belsé atmérdjii kapillaris gyakran

eltomddik, emiatt a gyakorlatban nem haszndljdk. Az analiziseket hlgGl mintan
végeztem, a CATRIS esetén felesleges festektdl tisztitatlan, mig a HR-NCHO esetén

tisztitott mintan (13. &bra).
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13. abra: A panel: tisztitatlan hIgG1 minta elektroferogramja; CATRIS BGE; 50 cm teljes (40
cm effektiv) hossziisagt, 30 um bels6 atmérdji BFS kapillaris; 20°C kapillaris, 10°C
mintatarolé hdmérséklet; 1 psi 5 masodperc mintainjektalas; 30 kV normal polaritasa
elvalasztofesziiltség. B panel: tisztitott hIgG1 minta elektroferogramja; HR-NCHO BGE;
50 cm teljes (40 cm effektiv) hosszusagi, 50 um belsé atmér6jii BFS kapillaris; 20°C
kapillaris, 10°C mintatarolé hémérséklet; 5 psi 5 masodperc vizdugo-, 2 kV 2 masodperc
mintainjektalas; 30 kV forditott polaritast elvalasztofesziiltség. A két abran lathatd azonos
szdmu csucsok nem feleltethetéek meg egymasnak, a szamozés csak a csticsok szdmarol
ad informéciot.

A két elektroferogramot megvizsgalva megallapithatd, hogy az elvalasztasi
teljesitmény a két modszer esetén nagyon hasonld, errdl arulkodik, hogy ugyanannyi a
csucs darabszam. Fontos kiemelni, hogy mig a HR-NCHO esetén a mintat a vizsgalat
elétt id6- és munkaigényes tisztitasi 1épéssel kellett kezelni, addig a CATRIS esetében
erre nem volt sziikség. Megfigyelhetd tovabba, hogy a struktardk sorrendje a két
modszernél kozel ellentétes, ez az elvalasztdsi mechanizmus kiilonbozdségébdl adodik.
A gél esetén ugyanis nincs EOF, a mintakomponensek az idében az effektiv mobilitasuk
novekvd sorrendében valnak el. Ehhez képest a CATRIS puffer elleniranyu EOF-et hoz
létre az elvalasztas kozben, amihez képest a mintakomponensek a bemeneti vég felé
mozdulnak el, igy az analitok idobeli elvalasztisa az effektiv mobilitasuk csékkend
sorrendjében valosul meg. Az, hogy miért nem teljesen tiikorképe a két elektroferogram
egymasnak, azzal magyardzhat6, hogy mig a CATRIS esetén a mozgasvektorra szamitott
hidrodinamikai keresztmetszet az elsddleges effektiv mobilitast befolyasolé tényezd, ugy
a gél esetén (a struktardk gél térhalds szerkezetén vald atjutdsa révén) ez a tényezd
nagyobb mértékben a hidrodinamikai feliilet, valamint a térhaloval vald kiilonféle
intermolekularis kdlcsonhatasok 6sszege.

5.2 Prekoncentracios modszer fejlesztése CATRIS elvalasztasi modszerre

A kapillaris elektroforézis modszerek (példaul a HR-NCHO elvalasztasi mddszer)
gyakran alkalmazzak a ,,stacking”-nek nevezett prekoncentracios eljarast, ami azon a
fizikai jelenségen alapul, hogy ha a kapillaris egy szakasza egy kisebb, mig egy masik
szakasza egy nagyobb vezetOképességli oldattal van tdltve, majd erre raadva a
kapocsfesziiltséget, a rendszeren teljes hosszan egyforma nagysdgi éaram fog
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keresztiilfolyni, de a fesziiltségesések kiillonbozdek lesznek. Ez azt is jelenti, hogy a két
szakaszon ugyanakkora aram folyik 4t adott pillanatban, és mivel ezt az aramerdsséget a
kisebb vezetOképességii oldat esetén kevesebb ion hozza Iétre, mint a nagyobb
vezetOképességli oldat esetén, igy értelemszerlien az elsé oldatban nagyobb lesz a
fesziiltségesés, és ennek megfelelden gyorsabban fognak mozogni az ionok, mint a
masodik esetben. A HR-NCHO g¢lt alkalmazo elvalasztasi modszernél a tisztitott minta
elektrokinetikus (fesziiltséggel torténd) injektalasa eldtt egy vizdugoét injektalnak a
kapillaris elejébe. A mintainjektalasndl a mintamatrix ezzel a nagyon alacsony
vezetoképességl vizdugoval érintkezik, az injektalod fesziiltséget rdadva a rendszerre a
mintakomponensek a vizdugén keresztiil gyorsan mozognak, majd amint elérik a gél
feltiletét, ott lelassulnak, igy ott egy rovid szakaszon betoményednek (prekoncentracio).
Ezaltal kis csucsszélesség, valamint nagy €rzékenység érheto el.

A CATRIS modszer alapesetben (1 psi 5 masodperc mintainjektalds) is megvalosit
,stacking”-et, ugyanis a puffer jelentésen nagyobb vezetoképességgel rendelkezik, mint
a mintamatrix, igy a mintadugobol az anionok (koztiik az analitok) az elvélasztofesziiltség
hataséara gyorsan a mintadug6 kapillaris bemeneti vége feloli hatardhoz migralnak, majd
lelassulnak, igy feldusulnak. Meg kell jegyezni, hogy amint az elvalasztofesziiltség a
rendszerre keriil, a mintadug6 az EOF megindulasa miatt a kapillaris kimeneti vége felé
megindul, emiatt az EOF-nél kisebb abszolutértékben vett mobilitdsi mintakomponensek
nem jutnak ki a kapillarisbol, ugyanis az EOF hatasara a puffer bearamlik a kapillaris
elején. Ennél a kis 1 psi 5 masodperces injektalasnal olyan rovid ez a mintadugo, hogy ez
az EOF-et, valamint az elvalasztast nem befolyasolja nagymértékben, igy a 13. dbran
lathat6 jo felbontast kaphatjuk.

Az LVSS technika a ,,stacking” egy valtozata oly modon, hogy a nyomadssal a
kapillaris hosszanak akar 10-20%-at feltdltik mintaval, majd a ,,stacking” miatt a teljes
mintadugobol az analitok egy kis sdvba toményednek be, jelentdsen ndvelve ezzel a
detektalasi érzékenységet. Az LVSS-t az irodalomban nagyrészt forditott polaritas és
EOF létrehozéasa mellett valositjak meg, ami azért eldnyos, mert a mintadug6 a kapillaris
eleje fele elhagyja a rendszert, igy az az elvalasztdst nem zavarja. Ekdézben a
mintakomponensek az EOF-nél nagyobb effektiv mobilitdssal vandorolnak a kapillaris
kimeneti vége felé, igy azok detektalhatdak.

A CATRIS esetén is adja magat, hogy LVSS-t alkalmazzunk, azonban akar mar 5 psi
5 masodpercre novelve az injektalast, a felbontds csokken, és hidba novekedett meg a
cslicsmagassag, a nagy mintadugd végig haladéasa a kapillarisban elrontja az elvalasztast

(14. ébra ,,a” elektroferogram).
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14. abra: LVSS megvalositisa CATRIS elvalasztasi rendszeren kiilonbozd
hossztsagl, forditott polaritasi SMRS-sel. A ,b”, ,c¢” és ,d7

ER]

elektroferogramok az ,a” elektroferogram migracios idejére lettek
normalizalva. Minta: tisztitatlan hIgGl minta (ugyanaz minden esetben);
CATRIS BGE; 40 cm teljes (30 cm effektiv) hosszisagt, 30 um belsé atmérdji
BFS kapillaris; 20°C kapillaris, 10°C mintatarold6 hémérséklet; 5 psi 5
masodperc mintainjektalas; 30 kV forditott polaritasu elvalasztofesziiltség. ,,a”
elektroferogram: nincs SMRS; ,)b” elektroferogram: 10 kV 20 masodperc
SMRS; ,,c” elektroferogram: 10 kV 30 masodperc SMRS; ,,d” elektroferogram:
10 kV 40 mésodperc SMRS. A szaggatott vonalak az adott elektroferogramhoz
tartoz6 aramgorbét jelentik.

Ezt a problémat tigy oldottam meg, hogy a nagy térfogati injektalas utan, de az
elvalasztas elott beiktattam egy forditott polaritdst, mintamatrix eltavolitasi 1épést
(sample matrix remove step, SMRS). Ezt 10 kV fesziiltséggel hoztam 1étre (igy, hogy a
kapillaris mindkét vége pufferben volt), keresve azt az id6hosszt, aminél a mintamatrix
mar elhagyja a rendszert, a mintakomponensek pedig a kapillaris elejében még bent
maradnak (15. &bra).

A 14. abra ,,a” jelli elektroferogramjan lathato, hogy SMRS nélkiil ekkora mintadugé
nagyban rontja a felbontast. A szaggatott vonallal dbrazolt aramgorbén latszik, hogy
kicsivel 4 perc utan hagyja el a mintadugé a kapillaris annak kimeneti végén, innentdl
beall egy kozel konstans aramerdsség, ezzel egyiitt egy konzisztens EOF sebesség is. A
felbontas romlasa sajat meglatdsom szerint amiatt kovetkezik be, hogy a nem konstans
aramerdsség nem konzisztens EOF-et jelent. Mivel az EOF-et a kapillaris belso felén
kialakulo6 pozitiv toltésti réteg mozgasa okozza, ennek a sebességnek at kell terjednie a
kapillaris kozepén 1év0 folyadékrétegbe is. Egy bedllt, konzisztens EOF-nél nincs jelentds

mértékll sugariranya gradiens, igy a lamindris rétegek mar nem csusznak el egymason,
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igy nem tapasztalhaté cslcsszélesedés. Azonban egy inkonzisztens EOF esetén a
kapillaris fala mentén létrejott pozitivan toltott réteg mozgasat a belsébb rétegek
folyamatosan ,,lekovetik” igy egy folyton valtakozo sugar iranyt sebességgradiens alakul
ki. Abbdl kifolyolag, hogy a mintakomponensek a kapillaris teljes keresztmetszetében
megtalalhatoak, az egymason elcsuszo folyadékrétegek csticsmagassag csokkenést, €s
ami még fontosabb, cstucsszélesedést hoznak 1étre.

A 14. abra ,,b” jelli elektroferogramhoz tartozé mérésnél a 10 kV-on, 20 méasodpercig
tartd forditott polaritasi SMSR-t alkalmaztam. A szaggatottal dbrazolt aramgdrbén
latszik, hogy a mintadugd mérete, ami az elvalasztas kdzben keresztiilment a kapillarison,
jelentdsen lecsokkent az ,,a” elektroferogramhoz képest. Ez azon latszik, hogy sokkal
konzisztensebb az d&ram, mint az ,,a” mérés esetén, azonban kicsivel 4 perc utan latszik a
pont, ahol a mintadug6 elhagyja a rendszert. A felbontas mar elérte azt a szintet, mint ami
a ,,hagyoményos” 1 psi 5 masodperc injektalas esetén tapasztalhato.

A 14. ébra ,.c” jeli mérésnél a 10 kV-on, 30 masodpercig tartd forditott polaritast
SMSR-t alkalmaztam. Az ehhez tartozd, szaggatott vonallal dbrazolt aramgorbén mar
nem talalhat6 torés, igy elmondhat6, hogy az egész mintadugd elhagyta a rendszert. A
felbontas gyakorlatilag megegyezik a ,,b” elektroferograméval.

A 14. 4bra ,,d” jelli mérésnél a 10 kV-on, 40 masodpercig tart6 forditott polaritast
SMSR-t alkalmaztam. Az ehhez tartoz6, szaggatott vonallal abrazolt aramgoérbén
ugyancsak nem latszik torés, azonban itt mar olyan hosszu volt az SMRS [épés, hogy az
hlgG1 legkisebb abszolutértékben vett effektiv mobilitassal rendelkezd struktarait
(nyillal jelolve) mar ,,utolérte” az EOF, és azoknak nagy részét a kapillaris bemeneti
oldalan eltavolitotta a rendszerbdl. A felbontds ugyanakkor megegyezik a ,,b” és a ,,c”
elektroferogram felbontasaval. Kovetkeztetésiil elmondhato, hogy a felbontas akkor is
eléri a maximalis értékét, amikor olyan hosszisagli SMRS-t alkalmazunk, hogy még
marad egy kis méretli mintadugoé a rendszerben. A ,,b” és a ,,c” mérés egyarant megfelel
az elvarasoknak, Gigymint a felbontds a maximalis, illetve nem veszik el informéci6 a
struktirak SMRS révén torténd kilokésével. Az, hogy milyen hosszusagh SMRS-t kell
alkalmazni, fiigg az adott minta vezetOképességétdl, pH-jatol, a kapillaris hosszatol,
valamint a beinjektalt mintadugo6 hosszatol, amit az adott rendszerre meg kell allapitani.
Latszik azonban, hogy az SMRS hossza nagy hataron beliil valtoztathaté az adott
rendszerben a megfeleld eredmény elérése mellett, példaul a 14. abran lathaté rendszer
esetén 67%-kal novelve az SMRS hosszat is még a kivant eredményt kapjuk.
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15. abra: A polaritasvaltasos LVSS on-line prekoncentraldsi modszer sematikus
abrgja

A 16. abran egy 0sszehasonlitast mutatok be ugyanazon hlgG1 mintara a standard 1
psi 5 masodperces (16. abra ,,a” jeli mérés), valamint 5 psi 5 masodperces (16. abra ,,b”
jelli mérés) és 8 psi 8 masodperces (16. abra ,,c” jelit mérés) LVSS + SMRS-t alkalmazo
mérést. Errdl megallapithatd, hogy az LVSS-t SMRS-sel kiegészitve akar egy
nagysagrendnyi jelintenzitds novekedés is elérhetd az egyes strukturdk esetében a
felbontas jelentds csokkenése nélkiil.
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16. abra: A prekoncentracios modszer hatékonysaganak bemutatasa CATRIS
rendszerben. A ,,b” és ,,c” elektroferogramok az ,,a” elektroferogram migracios
idejére lettek normalizalva. Minta: tisztitatlan hIgG1 minta (ugyanaz minden
esetben); CATRIS BGE; 40 cm teljes (30 cm effektiv) hosszusagu, 30 pm bels6
atmérdja BFS kapillaris; 20°C kapillaris, 10°C mintatarold homérséklet 30 kV
forditott polaritasti elvalasztofesziiltség. ,,a” elektroferogram: 1 psi 5
masodperc mintainjektalas, SMRS; ,,b” elektroferogram: 5 psi 5 masodperc
mintainjektalas, 10 kV 30 masodperc SMRS; ,,c¢” elektroferogram: 8 psi 8
masodperc mintainjektalas, 10 kV 60 masodperc SMRS;

5.3 A magneses mikrogyongyokkel végzett mintatisztitas hatékonysaganak

vizsgalata

Az egyes glikanstruktirdk egymashoz viszonyitott mennyiségi aranya (mely
informaciot a kapillaris elektroforézis esetében a migracios iddvel korrigalt csucs alatti
teriilet hordoz) fontos biomarker egyes betegségek esetén, illetve a glikoprotein
hatéanyagli gyogyszerek mindségi jellemzdjének egyik alapja. Az iparban jelenleg
glikanok analizisére hasznalt kapillaris elektroforézis modszerek mintael6készitési
1épései kozott szerepel a nagy feleslegben adott, el nem reagélt fluoreszcens festék
mintamatrixbol val6 eltavolitasa valamilyen mddon. Az egyik ilyen gyakran alkalmazott
(példaul a Fast Glycan Labeling and Analysis Kit, melynek része a HR-NCHO gél is)
tisztitasi miivelet Agencourt CleanSEQ paramagneses mikrogyongyoket hasznal.

Mivel a CATRIS elvélasztasi modszer alkalmazhat6 felesleges festéktdl tisztitatlan
mintékra is, igy ennek segitségével lehetdségem volt megvizsgalni, hogy kiilonb6zo
mintdkon hogyan viszonyulnak egymashoz a tisztitatlan, a magneses mikrogydngydkkel
tisztitott, valamint a 3 mosasi ciklus eluenseinek glikanprofiljai. A tisztitasi [épéseket egy
Biomek 3000 automata folyadékkezeld robot segitgetésével végeztem, melynek
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crer

kalibraciojat, valamint programjanak megirdsat is ¢én végeztem. El8szor azt
bizonyitottam, hogy a robot nagy reprodukalhatdsaggal képes véghez vinni a tisztitasi
folyamatot. Ehhez jelolt (és tisztitatlan) emberi szérum N-glikdn mintat hasznaltam,
melybdl 3 parhuzamos tisztitast, majd mérést végeztem (17. abra). A human szérumminta
vizsgalatat a Helsinki Nyilatkozat iranymutatasai szerint végeztem, az etikai engedély
szama 6152-2024, amelyet 2024 oktober 19-én hagytak jova.
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17. abra: Magneses mikrogyongyokkel végzett, parhuzamosan tisztitott —mintdk
elektroferogramjai. Minta: human szérum; CATRIS BGE; 40 cm teljes (30 cm effektiv)
hossztsagl, 30 um belsé atméréji BFS kapillaris; 20°C kapillaris, 10 °C mintatarold
hémérseéklet; 1 psi 5 masodperc mintainjektalds; 30 kV normal polaritisu
elvalasztofesziiltség. ,,A” panel: a parhuzamos elektroferogramok egymas felett abrazolva.
»B” panel: az elektroferogramok egymasra helyezve abrazolva. Mindkét panel: ,,a”
elektroferogram: #1 parhuzamos, ,b” elektroferogram: #2 parhuzamos, ,,c”
elektroferogram: #3 parhuzamos.

A 17. abra alapjan megallapithato, hogy az automata folyadékkezeld robot beallitasai
megfeleldek voltak, ugyanis a hdrom parhuzamost egymasra helyezve szinte tokéletesen
atfednek, igy a tisztitasi 1€pés reprodukalhatosaga nagy. Ezutan négyféle mintamatrixua és
glikanprofila (maltodextrin 1étra, hIgG1, ribonukleaz B és fetuin) tisztitatlan mintan a
folyadékkezeld robot segitségével elvégeztem a tisztitast az eluenseket minden esetben
kiilon gytlijtve. Ezt kdvetden a tisztitatlan mintakat négyszeresére higitottam, valamint az
eluenseket beszaritottam, majd 80 uL HPLC tisztasdgu vizben visszaoldottam, igy a
kapott koncentraciok egymassal 6sszehasonlithatoak lettek. fgy mind a négy mintatipusra
5-5 minta jott létre, melyeket kiilon-kiilon analizdltam a CATRIS moddszerrel. Az
elektroferogramokon ezutdn kivélasztottam a legfontosabb struktardkat, melyek
teriiletszazalék valtozasat megvizsgaltam a tisztitott és a tisztitatlan mintak esetén (18-
21. abrék).
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18. abra: A magneses mikrogyongyokkel végzett tisztitasi 1épés vizsgalata
maltodextrin létra mintan. A ,,b”, ,.c”, ,,d” és ,,e” elektroferogramok az ,,a”
elektroferogram migracios idejére lettek normalizalva; CATRIS BGE; 40 cm
teljes (30 cm effektiv) hosszusaga, 30 pm bels6 atmérdjii BES kapillaris; 20°C
kapillaris, 10°C mintatdroldo hémérséklet; 1 psi 5 masodperc mintainjektalas;
30 kV forditott polaritasu elvalasztofesziiltség. ,,a” elektroferogram: tisztitatlan
minta; ,,b” elektroferogram: tisztitott minta, ,,c” elektroferogram: els6 moso
eluens; ,,d” elektroferogram: masodik moso eluens; ,,e” elektroferogram:
harmadik mosoé eluens.

A 18. abra szammal jelolt struktirainak teriiletszazalék valtozasat az 2. tablazat
mutatja be.

2. tablazat: A maltodextrin 1étra glikanstruktirainak teriiletszazalék valtozasa a tisztitasi 1épés soran

Csiics No. Struktira T(l:/i t;’t:::;n '(l;:ztit::)t (:f)é)lﬁ)gez?s)
1 DP15 1,72 2,70 57,5%
2 DP14 1,93 3,40 75,9%
3 DP13 2,24 4,18 86,7%
4 DP12 2,62 5,00 91,0%
5 DP11 3,10 5,99 92,9%
6 DP10 3,76 7,25 92,7%
7 DP9 4,71 9,01 91,3%
8 DP8 6,03 11,35 88,1%
9 DP7 8,23 14,74 79,2%
10 DP6 8,34 13,24 58,8%
11 DP5 7,32 8,70 18,9%
12 DP4 10,39 6,30 -34,6%
13 DP3 17,22 5,05 -70,7%
14 DP2 22,39 2,61 -88,4%
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A 18. abra, illetve az 2. tdblazat alapjan megallapithatd, hogy a tisztitasi 1épés soran
nagymértékben valtozik a maltodextrin 1étra glikanprofilja. Minél kisebb a polimerizécios
foka a maltodextrin 1étra komponensnek, a tisztitas soran annal jobban elveszik. Ez azzal
magyarazhatd, hogy minden struktura végén egy APTS molekula talalhat6, ami a
molekuldnak egy polaris véget ad. Minél rovidebb az ehhez kapcsolédo cukorlénc, a
molekula 0sszességében annal polarisabb lesz, ami nem kedvez a tisztitas soran a
hidrofob kdlcsonhatas kialakulasanak, igy ezek a strukturdk nagyobb aranyban maradnak
az eluensekben. Az is latszik, hogy mig az elsd eluensben (18. dbra ,,c” elektroferogram)
az Osszes struktura kozel azonos ardnyban veszik el, addig a mésodik és harmadik
eluensben (18. abra ,,d” €s ,,e” elektroferogramok) inkabb a révidebb struktarak vesznek
el, mert ezekben az esetekben mar jelentdsen kisebb koncentracioban van jelen a szabad,
nagyon polaris APTS.

A magneses mikrogyongyokkel végzett tisztitasi lépés hlgG1 mintara kifejtett hatasat
a 19. dbra mutatja be.
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4.

19. abra: A magneses mikrogyongyokkel végzett tisztitasi 1épés vizsgalata higG1
mintan. A ,)b”, ,,c”, ,,d” és ,e” elektroferogramjai az ,,a” elektroferogram
migracios idejére lettek normalizalva; CATRIS BGE; 40 cm teljes (30 cm
effektiv) hosszasagu, 30 pm belsé atmérdji BFS kapillaris; 20°C kapillaris, 10
°C mintatarolé hdmérseéklet; 1 psi 5 masodperc mintainjektalas; 30 kV forditott
polaritasu elvalasztofesziiltség. ,,a” elektroferogram: tisztitatlan minta; ,,b”
elektroferogram: tisztitott minta; ,,c” elektroferogram: els6 moso6 eluens; ,,d”
elektroferogram: masodik mosoé eluens; ,,e” elektroferogram: harmadik mosé
eluens.

A szadmozott csucsok teriiletszdzalékdnak valtozasait a hlgGl minta esetében a 3.
tablazatban foglaltam ossze.
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3. tablazat: A hlgG1 glikan struktirainak teriiletszazalék valtozasa a tisztitasi 1épés soran

Csucs Struktira Tisztitatlan  Tisztitott %Area Csucs Struktira Tisztitatlan  Tisztitott %Area
No. (% Area) (%Area)  valtozas No. (YoArea) (Y%eArea)  valtozas
1 FA2BG2 2,94 3,18 8,23% 14 A2B 1.23 1,30 5,21%
2 FA2G2 13,44 13,37 -0,53% 15 FA2BG2S1 4.92 4,88 -0,83%
3 FA2B(3)G1 0,81 0,84 3,35% 16 FA2G2S1 8.49 8,54 0,64%
4 A2G2 0,58 0,82 42,45% 17 A2BG2S1 0.99 1,03 4,42%
5 FA2(3)Gl 2,48 2,50 0,63% 18 A2G2S1 0.98 0,92 -5,77%
6 FA2(6)Gl 10,09 10,28 1,87% 19  FA2(3)G1S1 3.97 4,04 1,76%
7 A2B(3)Gl 17,39 17,72 1,91% 20  FA2(6)GIS1 1.66 1,66 0,46%
8 A2B(6)Gl 0,99 1,10 10,99% 21 FA2BG2S2 1.57 1,37 -12,72%
9 A2B(6)Gl 0,76 0,76 0,00% 22 FA2G2S2 1.73 1,62 -6,41%
10 FA2B 2,76 2,83 2,46% 23 A2G2S2 0.93 0,87 -5,93%
11 A2(6)G1 1.29 1.41 9.57% 24 ismeretlen 0.57 0.00 -100.00%
12 A2(6)G1 1.30 1.25 -4.04% 25 ismeretlen 0.69 0.00 -100.00%

13 FA2 17.45 17.77 1.83%

A hIgGl minta esetén egyes strukturak csucsalatti teriiletének aranya az Osszes
csucsteriilethez képest jelentds mértékben valtozik. Nem lehet egyértelmi
szabalyszerliséget megallapitani, hogy mi alapjan veszik el jobban egyik, vagy masik
struktira, de megfigyelhetd, hogy a negativan toltott szidlsavat tartalmazo struktarak
terliletszazaléka nagyobb ardnyban csokken a tisztitas sordn. Emellett a 24-gyel és 25-tel
jelzett strukturdk a tisztitds soran teljesen eltlinnek.

A tisztitasi 1épés a ribonukleaz B mintara kifejtett hatasat a 20. abra mutatja be.
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20. abra: A magneses mikrogyongyokkel végzett tisztitasi 1épés vizsgalata
ribonukledz B mintan. A ,b”, ,c”, ,,d” és ,e” elektroferogramjai az ,,a”
elektroferogram migracios idejére lettek normalizalva; CATRIS BGE; 40 cm
teljes (30 cm effektiv) hosszusaga, 30 pm belsé atmérdjii BFS kapillaris; 20°C
kapillaris, 10 °C mintatarolé homérséklet; 1 psi 5 masodperc mintainjektalas;
30 kV forditott polaritasu elvalasztofesziiltség. ,,a” elektroferogram: tisztitatlan
minta; ,,b” elektroferogram: tisztitott minta; ,,c” elektroferogram: elsé mos6
eluens; ,,d” elektroferogram: masodik moso eluens; ,,e” elektroferogram:
harmadik mosoé eluens.

A ribonukledz B egyes struktirainak tisztitds sordn végbemend csucsteriilet

valtozasainak Osszegzése a 4. tdblazatban lathatdak.

4. tablazat: A ribonukleaz B glikan struktirainak teriiletszazalékvaltozasa a tisztitasi 1épés soran

Csiics No. Struktira T(l:/i itfetr;n '(l;;s,zAt:"t:;)t g?lﬁ)l;ea?s)
1 Man 9 9,86 8,24 -16,4%
2 Man 8¢ 14,25 12,92 -9,3%
3 Man 8b 1,10 1,02 -6,5%
4 Man 8a 1,99 1,98 -0,6%
5 Man 7¢ 2,35 2,29 -2,6%
6 Man 7b 1,78 1,77 -0,8%
7 Man 7a 2,39 2,28 -4,5%
8 Man 6 22,92 23,91 4,3%
9 Man 5 43,37 45,58 5,1%

A ribonukledz B egy magasan mannozilalt N-glikozilacidju fehérje, amely esetén a
tisztitatlan és a tisztitott elektroferogramok elsd pillantdsra meglehetésen hasonlonak
tintek (20. &bra, ,,a” és ,,b” elektroferogramok). Mig az els6 mosofolyadék (,,.c”
elektroferogram) a minta Osszes komponensének jelentds mennyiségét tartalmazta,
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hasonl6 eloszlasban, mint a tisztitatlan minta, addig a masodik moso6oldat a nagyobb
manné6z 8 és manndz 9 komponensek irdnyaba mutatott nagyon torz eltolodast (1. és 2.
csucs). Bar a harmadik mosofolyadék nem sok mintakomponenst tartalmazott, az elso és
a masodik mosofolyadék tartalma kozotti kiillonbség mar elegendd volt a glikanprofil
jelentds mértékli megvaltoztatasara, amint azt a 4. tablazatban szerepld cstcsértékek
mutatjak. Példaul a Man 9 szerkezetben a veszteség 16,4%-0s volt, és a tobbi komponens
esetében is kiilonboz6 mértékii veszteségek voltak megfigyelhetok. Megallapithato tehat,
hogy a tisztitott profil nem a magas mannoz-tartalmi mintakomponensek eredeti
mennyiségi eloszlasat reprezentalta.

Az erOsen szialilalt fetuin N-glikanok szintén finom profilkiilonbségeket mutattak,

amelyeket nyilvanvalodan a tisztitasi folyamat okozott, amint azt a 21. abra mutatja az ,,a”

¢és ,,b” jell elektroferogramok 6sszehasonlitasaval.
70
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21. abra: A magneses mikrogyongyokkel végzett tisztitasi 1épés vizsgalata fetuin
mintan. A ,)b”, ,c”, ,,d” és ,e” elektroferogramjai az ,,a” elektroferogram
migracios idejére lettek normalizalva; CATRIS BGE; 40 cm teljes (30 cm
effektiv) hosszusdgu, 30 pm belsd atmérdji BES kapillaris; 20°C kapillaris, 10
°C mintatarolo hémérséklet; 1 psi 5 masodperc mintainjektalas; 30 kV forditott
polaritasu elvalasztofesziiltség. ,,a” elektroferogram: tisztitatlan minta; ,,b”
elektroferogram: tisztitott minta; ,,c” elektroferogram: els6 mosoé eluens; ,,d”
elektroferogram: masodik mosoé eluens; ,,e” elektroferogram: harmadik mosé
eluens.

A legszembetlindbb, hogy a csticsok teriiletének aranya felcserélodott a két o
komponens, az A3G3S(3)2S(6)1 és az A3G3S(3)1S(6)2 kozott a tisztitasi folyamat soran.
A mosofolyadékok elektroferogramjai (c-e) mind jelentOs csucs alatti teriiletszazalék
valtozast okozott a tisztitott €s a nem tisztitott minta kdzott (5. tablazat).
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5. tablazat: A fetuin N-glikan struktirainak teriiletszazalék valtozasa a tisztitasi 1épés soran

Csiics No. Struktira T(l:/i it::gn ’(fOZZAtit;);)t (‘Z]lﬁ)r:;)
1 A3G3S(3)2 S(6)1 2.01 4.83 139.9%
2 A3G3S(3)1S(6)2 4.28 7.33 71.5%
3 A3G3S(6)3 1.97 2.59 31.7%
4 A3G3S(3)2 S(6)1 2.95 1.42 -51.8%
5 A3G3S(3)2S(6)1 28.63 22.96 -19.8%
6 A3G3S(3)1 S(6)2 29.87 33.37 11.7%
7 A3G3S(3)1 S(6)2 3.76 331 -12.0%
8 A3G3S(6)3 3.96 8.65 118.6%
9 A3G3S(3)2 S(6)2 13.90 8.97 -35.5%
10 A3G3S(3)1 S(6)3 7.90 4.76 -39.7%
11 A3G3S(3)2 S(6)3 0.78 0.23 -70.1%

Osszességben elmondhato, hogy kisebb oligoszacharidok felé iranyuldé mennyiségi
profileltolédas mar a maltooligoszacharid 1étra analizisénél is jol lathato volt. Tobb, jol
ismert glikoprotein (IgG, ribonukledz B és fetuin) APTS-jelolt N-glikdn profiljanak
elemzése soran szintén nem vart mindségi €s mennyiségi mintakomponens veszteségeket
tartam fel a mosasi 1épések soran. Szintén fontos megjegyezni, hogy a véletlenszertien
kivalasztott csiicsok szdzalékos teriiletének atlagos standard eltérése harom parhuzamos
tisztitasi 1épéssel kozel 4%RSD volt, ami viszonylag nagy reprodukalhatosagot jelent,
ami az eredmények tiikrében hamisan azt a latszatot keltheti, hogy a kiillonb6z6 mintak

esetén a nyert informaci6 a valds képet mutatja [71].

5.4 Struktira meghatarozasi modszer kidolgozasa a CATRIS elvalasztasi

modszerhez

5.4.1 Elvi hattér

A kromatografids modszerektdl eltéréen kapillaris elektroforézis esetén az adott
struktarak latszolagos migracids idejei jelentds szorassal rendelkezhetnek a vizsgélatok
kozott akar egy adott elvalasztasi rendszeren beliill is. Ez amiatt van, hogy az
elektromigracid sebessége rendkiviil érzékeny kiilonb6zd paraméterekre (pl. kapillaris
hossz, hémérséklet, BGE pH ¢és vezetOképesség, kapillaris belsé falanak allapota stb.),
igy a CE-vel torténd glikanszerkezet meghatdrozasa a strukturdk és kiilonb6zd belsd
standardok migracids idejeinek egymashoz torténd viszonyitasaval végezhetd. Az
irodalmi dsszefoglaloban bemutatott GU szdmitasi modszer jol hasznalhatdo CGE analizis
esetén, ugyanis a gélelektroforézis esetén az EOF nem jatszik szerepet, igy a latszolagos
migracids 1dok kozvetleniil hasznalhatéak a maltodextrin 1étracsucsokhoz valo
,,hormalashoz” akar mar két belso standard felhasznalasaval is.

A CGE-vel (pl. HR-NCHO g¢l puffer) torténd maltodextrin létra elvalasztas esetén a
létracsticsok migracios idejeinek aranyai allandok egy adott rendszerben, ezt hasznaljak
fel a GU értek meghatarozasanal [61]. Ezen felil megfigyeltem, hogy ebben a
rendszerben a DP8 - DP15 Iétracsucsok polimerizacids fok értékei és migracios idejei



42 EREDMENYEK

kézé R*>0,9999 illeszkedéssel egyenes illeszthetd az elvalasztasi paraméterektdl
fiiggetlentil.

A CATRIS moddszer esetén a GU modszer nem alkalmazhato, ugyanis a latszolagos
mobilitas az effektiv mobilitas és az EOF mobilitdsanak algebrai 6sszegeként szamithatd

ki, amelyet (a mar korabban is feltlintetett) 5. egyenlet mutat be:

Hiae = Hgor t+ Hefr (5)

ahol i a latszolagos (mért) mobilitas, ueor az EOF mobilitasa €s pesr az effektiv
mobilités.

A mobilitas érték és a migracios 1d6 kozott forditott aranyossag all fent, és mivel csak
a mobilitdsok egymashoz viszonyitott ardnyait elegendd a szdmolashoz hasznélni, igy az
egyszeriség kedvéért a mobilitdst a migracios érték reciprokaként adom meg a
tovabbiakban, nincs sziikség a tényleges mobilitasértékek megadasara (6. egyenlet).

1
e X Lyae (6)

ahol a pjy a latszolagos mobilitas, a tix pedig a latszélagos migrécios ido.
Az 5. és 6. egyenlet felhasznalasaval felirhatdak a mobilitdsviszonyok a migracios
idok felhasznalasaval (7. egyenlet).

|teff|=—(L— : )_1 (7)

tise  tEOF

ahol a t, s az effektiv migracios id6 (ami az EOF-fel korrigalt latszolagos migracios
1d0); a tys; a latszolagos migracios 1d6; a tpor az EOF migracios ideje (az EOF front
detektorablakig torténd eljutdsanak ideje). Az abszolutérték hasznéalatira a jobb
abrazolhatosag miatt volt sziikség.

A 7. egyenletet, valamint azt a megfigyelést felhasznalva, hogy a CGE esetén a DP§-
DP15 a polimerizacios fokok és migracios 1dok kozé linearis illeszthetd, feltételeztem,
hogy ha a 7. egyenletbdl kiszamitom a CATRIS modszerrel mért maltodextrin 1étra
|toff| és [tDF15| kozotti értékeket, ezekre is illeszthetd az elébb leirt modon egyenes.
Ahhoz, hogy ezt megtegyem, meg kell hatarozni az EOF migracios idejét, amit EOF
markerekkel tehetiink meg. Ez olyan anyag lehet, amely (akar negativ, akar pozitiv) jelet
ad a detektorban, valamint nem rendelkezik toltéssel, igy csak az EOF mozgatja a
detektorablak felé. Ilyenek lehetnek pl. a 2-aminoakridon, amely t6ltéssel nem rendelkezd
fluoreszcens festék (22. dbra, ,,A” panel), valamint a dimetil-szulfoxid, amely szintén
nem rendelkezik toltéssel, azonban a torésmutatdé megvaltozdsa miatt negativ jelként
detektalhat6 (22. ébra, ,,B” panel).
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22. ébra: Kiilonb6z6 EOF markerek CATRIS elvalasztas esetén. A panel: 2-aminoakridon. B
panel: dimetil-szulfoxid.

Az igy kapott [t2FF| — [t2f#3| értékek kozé azonban nem lehetett kellden nagy

illeszkedésti egyenest illeszteni amiatt, mert amig a mintadugoé (amit az EOF a kapillaris
kimeneti vége felé visz) nem hagyja el a kapillarist a kimeneti végen, addig a nem
konzisztens vezetoképesség érték miatt az EOF sebessége nem konstans értékll. Ez azért
probléma, mert a CATRIS rendszer esetén altaldban az EOF marker migraciés ideje
kisebb, mint az az id6, amig a mintadug6 elhagyja a kapillarist (ami az aramgorbén
megfigyelhetd ugrasként jelenik meg). Ezt a jelenséget a 23. dbran mutatom be.

120
DP3 eléri a detektorablakot —;
«—DP15 eléri a detektorablakot
100
80+ EOF front eléri a—»,
detektorablakot
D
& 60
40
] -l M,J
0 T 1 T 1 1 T 1 T 1 T 1
32 2 4 6 8 10 12
. Migracios id6é (min)
<
=
2 30-
& rf&‘/“_x’_—‘_m < EOF front eléri a kapillaris végét
o) T
e
g 28 Nem Kkonzisztens EOF sebesség a mintadugé és a hattérelektrolit
© kozotti pH- és vezetoképességbeli kiilonbségek miatt, ami
'<' virtualis EOF marker hasznalatat teszi sziikségessé.
26 < Konzisztens EOF

23. é4bra: Az EOF marker hasznalatanak problémajanak bemutatasa CATRIS
rendszer esetén. Az aramerdsség gorbén 4 perc utan figyelhetd meg a téréspont,
amely a mintadugo kapillarist torténd elhagyasat jelzi.

A feltételezés, hogy a |t£;f8

és |tof| kozotti értékek kozé a CATRIS rendszerben

is illeszthetd R?>0,9999 illeszkedéssel egyenes, azt jelenti, hogy kell lennie olyan
(virtudlis) EOF értéknek, amely segitségével a 7. egyenlet felhasznalasaval olyan
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|toF8 | és |[eDFfs, | értékeket kapunk, amelyre teljesiil az emlitett illeszkedés. (A tagokban
a v index azt jeloli, hogy az érték a 7. egyenlet szerint korrigalva van a t,por értékkel.)

A virtudlis EOF marker migracios idejének (t,zor) kiszamitasat numerikus modszerrel

végeztem, igy, hogy a 8. egyenletbe (ami a 7. egyenlet 4talakitott formaja) 0-tol tF*>-

ig milliszekundumos felbontéssal t,gor.yp €rt€ékeket helyettesitettem, majd kapott 8

DP(n)
tef fivr

értéket ado tUEOF értéket.

,n); n=8-15 kozé egyeneseket illesztve megkerestem a legnagyobb R

szampar (

-1
DP(n), _ 1 1
|teff;v/| - <tlDP(n) - > (8)
at

tvEOF;MD

A 24. abran bemutatok egy példat, amelyen 3 behelyettesitett értékre kapott

illeszkedést mutatok be.

16 16 16
14 14 14
4 = -
o ) )
T2 r12 T2
= =}
a @ @
10 10 10
3 . topor= 2 perc 8 t.ror= 3,3748 perc 8{ « turor= 4 perc
R2 = 0,99590 R?=0,99994 R?=0,99550
28 30 ) 34 7 8 9 10 10 12 14 16 18 20
t,eor-korrigalt migracids id6 (perc) t,eor-kKorrigalt migracios id6 (perc) t,eor-korrigalt migracios id6 (perc)

24. é4bra: A t,pop-korrigalt migracios id6k és a maltodextrin 1étra komponenseinek
polimerizacids foka kozatti illesztési példak kiillonbozo t,pop-értékekre. A panel: t, por =
2 perc, R? = 0,99590. B panel: t,zor = 3,3748 perc, R? = 0,99994 (legjobb illeszkedés).
C panel: t,por = 4 perc, R? = 0,99550. A GU érték definicio szerint megegyezik a
polimerizacios fokkal.

A 24. abran jol latszik, hogy van egyfajta tendencia a pontok egymashoz viszonyitott
elhelyezkedésében. Kisebb behelyettesitési értékek esetén a pontok ,konvexen”
helyezkednek el (,,A” panel), majd a legjobb illeszkedést ado t,por értéknél szinte
tokéletesen egy vonalban (,,B” panel), majd ennél nagyobb behelyettesitési érték esetén
,konkav” alakban allnak a pontok (,,C” panel). Ebbdl vizuélisan is latszik, hogy mindig
lehet talalni egy maximalis illeszkedést ado t,gor -értéket.

Ezzel a modszerrel, hasonloan a HR-NCHO elvalasztashoz (ahol az effektiv és a
latszolagos mobilitdsok megegyeznek az EOF kikiiszobolése miatt), 1étre lehet hozni egy
virtudlis 1étrat, ahol a DP8-DP15 koz6tti tartomanyban az egymast kdvetd 1étracsticsok
tavolsadga kozel megegyezik. Egy CATRIS rendszerrel mért 1étra elektroferogramot lehet
abrazolni Ggy, hogy annak minden x-tengely értékét behelyettesitjiik a 8. egyenletbe,

majd a kapott értékeket normaljuk a |tor ., | értékre, igy nulla és egy kozotti értékeket

kapva. Ennek abrazolasat a 25. dbra mutatja be.



EREDMENYEK 45

; 0.041 | 0.042 ; 0.043 . 0.043 :.0.043 . 0.042 , 0.041
P L < e e A B ) e o
i

DP3

DP8

RFU

| QMUUU

0.5 0.6 0.7 0.8 0.9 1.0
Relativ t,gop-korrigalt migracios idé (a DP15-h6z viszonyitva)

25. abra: Egy CATRIS rendszerrel mért maltodextrin létra CE-LIF &brazolasa a 8.
egyenlet szerint modositva a DP15 csucsra normalva.

A 25. abran lathatoak a DP8-D15 tartomanyban az egymast kovetd csucsok kozotti
relativ t,por kiilonbségek, amelyek szinte teljesen megegyeznek, ami vizualizélja a
liniaris tartomanyt.

Abbdl kiindulva, hogy a HR-NCHO rendszerben a létracsticsok migracios idejeinek
aranyai allandoak, feltételezhetd, hogy a 25. dbran lathatd 1étracsticsok relativ t,gop-
korrigalt migracios iddaranyai is allandoak lesznek egy adott rendszeren beliil, amit
felhasznaltam az 4j GU szamolasi mddszer kidolgozasanal.

Szembetlind, hogy a 25. abra DP3-DP8 kozotti csucsok nem linearisan kovetik

DP(n)
eff;vr

R?>0,9999 értékkel. Az ok, ami miatt a DP8-nal nagyobb polimeriziciés foku
maltodextrin struktirdk mashogy migralnak, mint az anndl kisebbek, az, hogy a nagyobb

t

egymast, azonban ( ,n); n=3-8 pontokra masodfokt polinom illeszthetd

struktarak helikélis szerkezetet vesznek fel, ami miatt megvaltozik a hidrodinamikai
atmérdjiik [60]. Ez megmutatkozik mind a HR-NCHO, mind a CATRIS moédszer esetén
1s.

A valés glikanminta kiértékelése azon a megfigyelésen alapszik, hogy a létramérés

DP(n+1) / DP(n)
effvr effvr

rendszerben. A mintamérésnek tartalmaznia kell belso standardként két maltodextrin 1étra

t t

soran meghatarozott ; n=3-14 aranyok allanddéak az adott mérési

strukturat, a DP3-at, illetve a DP15-6t. A mintamérés soran a t,gor.mineq €rt€ket ugy lehet
kiszamitani, hogy a belsd standardok latszolagos migracios idejeit behelyettesitjiik a 9.
egyenletbe, és numerikus kereséssel azt a t,pop.mintq €rtéket keressiik meg, amelyre a

/

tDPlS

DP3
ol emi t
eff;v ;minta

ef f-v'minta megegyezik a létramérés kiértékelése soran kapott
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tf Jf fl;i,; MD| /|t f f o MD| arannyal. Az igy meghatarozott t,zor.mintq €rt€k €s a korabban
meghatarozott, allandonak vett ffpf(ﬁl)| / ffpf(?, ; n=3-14 aranyok, valamint a belso

standardok migracios idejeinek felhasznalasdval a 9. egyenlet segitségével a

mintamérésre egy virtualis 1étra allithato a DP3-DP15 tartomanyban. A virtualis létra

( tf; ;_Z),_min tal W n=3-8 kozotti pontjaira masodfoku polinomot, illetve n=8-15 kozott
egyenest illesztve megkapjuk a kalibracios gorbéket a GU érték meghatarozasahoz. Egy
ismeretlen mintacstics GU értékének meghatarozasa gy torténik, hogy a latszolagos

migracios idejét behelyettesitjiik az 9. egyenletbe.

-1
¥ 1 1
|tg]§1}?gll = (tlc§tﬂcs - ) (9)

tvEOF;minta

A kapott |t§}‘}c,§,

csﬁcsll > |tDP8

az egyenes egyenletébe, ha |tg¢ 5 o ff;v,;minm|, vagy a masodfokl polinomba,

ha |t§}‘}f5,l < |t5; fs_vf_ml.nmL A GU szamitasi algoritmus folyamatdbrajat a 26. abra

mutatja be [72].

[ A maltodextrin létra CE vizsgalata ]
v
[ A létracsiicsoklitszélagos migricios idejé meghatirozisa DP3 és DP15 kozott ]

megvizsgailjuk, melyik érték behelyettesitésével kapjuKka (| tg::g?”
egyenest

v

{ A Kapott t2] EO.F érték segitségével meghatarozzuk az ésszes létracsics DP15-hoz viszonyi itértékben vett relativ

A létraméréshez tartozé virtualis EOF marker (tub‘o’:mu) numerikus meghatarozasa az 8. egyenlet alapjan tgy, hogy
|, n); n= 8-t6l 15-ig pontokra a legjobban illeszkedd

tﬁ’EoF -korrigalt migracios idejét DP3 és DP15 kozott

v
A belsé standarddal (DP3 és DP15) egyiitt injektalt ismeretlen glikinminta CE vizsgalata
v
Az vizsgalni kivant glikancsicsok, és a belsé standard csicsoklatszolagos migracios idejének meghatarozasa

v

L A glikinminta méréshez tartozé virtuilis EOF marker (£,gof.minte) DUmerikus meghatirozisa oly médon, hogy azt az

) ) J

értéket Keressiik meg, melyhez képest a DP3 DP15-hoz vi yitott, 8. egy amitott relativ t,ror. ningg -KOITIgalt
migricios ideje megegyezik azzal az értékkel, amelyet a DP3-ra meghatiroztunk létramérés esetén

v

‘ Virtuilis 1étra felépitése a mintamérésre a {,cor. minta |tgﬁ'1::nminml s a létracsticsok DP3 és DP15 kozotti, DP15-hoz ‘

viszonyitott relativ £, poF. nineq -KOITigAlt migraciés idejeinek felhasznalisaval

DP(n) e o ey =
Gorbeillesztés a virtuilis 1éfracsicsok (|teﬁ.v mmtnl n) pontjaira: egyenest az n = 8-t6l 15-ig és
masodfokii polinomot n = 3-t61 8-ig
A Kkiértékelni kivant glikdncsicsok abszolit £ po . pintq -KOIrigalt migracids idejének meghatirozdsa az adott csics
1 gosmigricids idejének és a t,ror.mintq felhasznalisival
A glikdancsiicsok GU értékeinek meghatawzasaa kalibracios gorbék egyikébe térténd behely ité
ha \ti?}”l‘f minta |2 |teffv .minta| » A2 €E¥enes egyenletét hasznilva, ‘
ha \te”" minta | < |teﬁu nuntﬂl’ a masodfoki polinom egyenletét hasznilva

26. ébra: A GU szamitasi modszer folyamatabraja.

5.4.2 A GU szamitasi algoritmus implementalasa Excel tablazatban

A GU szamitasi algoritmus automatizalasat a Microsoft Excel programban végeztem.
A cstcsok migracios idejének meghatarozasara egy kvazi grafikus feliiletet hoztam létre,
amelynél egy adott cstics eldtt és utan kézzel meg lehet adni a keresési intervallumot,
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amik kozott egy képlet megkeresi a maximum y-tengely értéket (az adott csucs migracios

idejét), amelyet egy fiiggdleges vonallal jelez is, segitve igy a csucsok kijelolését (27.

abra).

pp15s | pp14 | pp13 | pp12 | pp1a | ppio | opo | pes | ez | ops | pes | pea | bp3

4.8208 49208 5.0385 5.1760 5.3396 5.5323 5.7604 6.0312 6.3698 6.8531 7.5740 8.8208 11.3400
Mig time

I I [ ! | | [ 6.0 | 1 [ 1000

485 | 495 | 51 | [ 5] | 50 [ 62 | 66 | 72 ] [ [ 12

46458 10.61 51 51885 52656 54583 5599 6.124 6.5687 83365 O
Mig time

pPis|iora| s | o | m nIlrsI:vﬁI:rrjnsjma]=m]m]mj=13J=14]=15]~1€]a17j:ua
o 0 0 0 o ] 0 0 0

5.15 [ [ [ [ 800 | [ [ I [ [ I I I I

a8 | 15 [sas | sas [ ses | 62 | [ [ [ T 1 | I [ 1 1 \

&0 B

I‘ | h ”

'WMUIJ-J(\.'W w\ﬁ_/\_ —Ann . ~ A -

27. abra: Az Excel tablazat létracstucsok (A panel), valamint a
(hIgG1) mintacsticsok és belso standard cstcsok (B panel)
migraciés idejeit meghatarozd grafikus felillete. A
meghatarozott migracios idok fliggbleges vonallal vannak

jelezve.

A grafikus feliiletekrél szdrmazd migracids idoket alapul véve az Excel tablaba

implementalt GU szamitési algoritmus automatikusan kiszdmitja a csiicsok GU értékeit
(28. abra).
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abra: Az Excel tadblazat GU szamitési algoritmust végrehajto feliilete, amely
teljesen automatizalt, a migraciés idoket a 27. abran lathatd feliiletekrdl
exportéalja (sargaval kiemelve), a csticsok GU értékeit kékkel jeldltem.
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5.4.3 A GU szamitasi modszer bemutatasa egy példan keresztiil

Elsé 1épében meghatarozzuk a maltodextrin létra elektroferogramjan a DP15-DP3

létracsucsok latszolagos migracids idejeit (23. abra felso elektroferogram, 6. tablazat).

6. tablazat: A maltodextrin 1étra komponenseinek latszolagos migracios idejei

Létracsucs 15 14 13 12 11 10 9 8 7 6 5 4 3

Migraciés idé

(perc) 5,045 5,155 5285 5,440 5,621 5,837 6,094 6,398 6,783 7,339 8,180 9,671 12,846

Ezutan a DPI15 és a DP8 kozotti csucsok latszolagos migracios idejeit
behelyettesitjiik a 8. egyenletbe, majd a t,gor helyére 0-t6l tgf(ls)-ig (5,045 perc)
milliszekundumos felbontasti behelyettesitéssel minden kapott 8 pontra illesztett
egyenesek illeszkedései (R?) koziil megkeressiik a legnagyobbat, és az ehhez tartozod
tyror.mp €rtéket hasznaljuk a tovabbi szamitasok soran.

A 7. tablazatban illusztrdlom a numerikus keresés harom kiragadott pontjat, melyek
koziil a kozépsd typormp érték adja a legjobb (R?=0,9999424) illeszkedést, amit
sziirkével emeltem ki. A tdblazatban a hdrom pont tovabbi értékeket jelol, amelyek nem
lettek feltlintetve, mert a tényleges szamuk tobb ezer lenne, amit nem lehet megjeleniteni
hely hidnyaban.

7. tablazat: Példak a numerikus keresés soran a 8. egyenlet alapjan szamitott kiillonb6z06 vt,gor.mp legjobb
illeszkedési értékeire.

tyeor;mp (Perce) 3,1378 3,37480 3,8320

Egyenes illeszkedés (R?) 0,9996830 0,9999424 0,9980192

A meghatarozott t,gor.yp érték segitségével a DP15 és DP3 ko6zotti 1étracstucsokra

ki lehet szamitani azok |tf;D f(?)“ értekét a 8. egyenlet segitségével. A kapott értékeket a 8.

tablazatban mutatom be.

8. tablazat: A maltodextrin Iétra komponenseinek szamitott |t£;f(;2| értékei a legjobb illeszkedést adod
3,3748 perces t,gor,mp felhasznalasaval.
Létracsucs
1 14 1 12 11 1 4
(DP) 5 3 0 9 8 7 6 5 3
|tf;(;:2| (perc) 10,195 9,772 9,336 8,891 8,446 8,001 7,564 7,142 6,716 6,248 5,745 5,184 4,577

A 8. tiblazatban lathato |¢/")| értékeket a DP15-re normalizalva a 9. tiblazatban

lathato értékeket kaptam (25. abra).
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9. tablazat: A létrakomponensek relativ |t£fp}(;2 | értékei a DP15-re normalizalva.
Létracsucs
15 14 13 12 11 10 9 8 7 6 5 4 3
(DP)
Relativ

Dp(n)l 1,000 0,959 0,916 0,872 0,828 0,785 0,742 0,701 0,659 0,613 0,564 0,508 0,449

|t€f fivr

Ezutan a vizsgalni kivant elektroferogramrél (ami jelen esetben egy DP15 és DP3
bels6 standard csticsokat tartalmazo hlgG1 N-glikanprofil) meg kell hatarozni a vizsgalni
kivant csucsok, és a belsd standard csucsok latszolagos migracids idejét (29. abra, 10.
tablazat.

6
Cstcs #1 DP3
5-
4-
T
e 37
2-
DP15 Cstics #2
1_
0 MJLIJJU‘J : LJLW :
5 6 7 8 9 10 1 12 13

Migracios id6 (perc)

29. ébra: hlgGl glikanprofil, feltiintetve a két kivalasztott kiértékelendd csucs,
valamint a belsd standard cstcsok

10. tablazat: A két belsd standard és a két véletlenszeriien kivalasztott cstics latszolagos migracios ideje a 29. abran.

Csucs ID DP15 Csucs#1 Csucs#2 DP3

Migraciés id6é (min) 4,973 5,603 7,256 12,601

A maltodextrin létra és a hIgG1 minta mérése ugyanazon a rendszeren tortént, emiatt

DP(3)
|eff;v'%tDP ) (9. tablazat, sziirkén szedett érték, 0,449 perc) a két mérésben
effir

megegyezik, igy a 9. egyenletet hasznalva numerikus médszerrel meg lehet keresni azt a

| DP(3), o |tDP(3)’ |
tyror.minta €rtéket, amelyre teljesiil, hogy = ¢//viminte A e = effwiMD A e A

eff;v’;mintal eff;v’;MDl
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11. tablazatban néhany kiragadott példat mutatok be kiilonbozd behelyettesitett

DP(3)
-y . [t e | _y
tyror:minta €rtékek esetén kapott = ¢//viminte (2PaS) értékekre.

eff;v';minta

11. tablazat: Killonboz0 t,gor.mineq értékekre kapott relativ t,gor.mintq-korrigalt migracios idok a DP3 esetén.

toEOFminta 3,0931 3,3303 3,6835
DP(3) . . .
|teff;v';minta|
oP(LS) 0,5010 0,4490 0,3664
|teff;v’;minta|

Ezzel a 1épéssel a t,pop.minta €rtéket 3,3303 percben hatdroztam meg, amely a

lto imeal €TtEK kiszamitasihoz haszndlhato, ismét a 9. egyenlet alapjan. Ezt és a DP3-
DP15 kozotti létracsiicsok (a 9. tdblazatban felsorolt) relativ |eorn | értékeit

felhasznalva a 12. tablazatban lathatd, mintamérésre vonatkozo virtualis létrat lehet

létrehozni.

12. tiblazat: A mintaméréshez tartozo virtualis létracsticsok t,goF,mintq-korrigalt migracios idejei.

Létracsucs
(DP) 15 14 13 12 11 10 9 8 7 6 5 4 3
DP(n)
t o
leffi"immfa| 10,082 9,664 9,233 8,792 8,352 7913 7,480 7,063 6,642 6,179 5,681 5,126 4,527

(perc)

A GU szamitashoz sziikséges kalibracios gorbék létrehozasdhoz a 12. tablazatban
lathatd értékparokat hasznéltam fel: egyenest illesztettem a DP8-DP3 értékparokra,
illetve méasodfokl polinom-ot a DP15-DP8 értékparokra. A kapott kalibracids gorbéket a
30. dbra mutatja be.

9 16
y =0,17213x2 - 0,02976x — 0,38496 y =2,30448x — 8,25475
8| R2 = 0,99997 2 =0,99994 “
7
L 2 &
o5 g
4 DP3-DP8 DP8-DP15 v
3
A B[®

4 5 6 7 8 6 7 8 9 10 11
tyeoF:minta-KOrTigalt migracios idé (perc) t,eoF:minta-KOrTigalt migracios id6 (perc)

30. abra: Kalibracios gorbék a GU szamitashoz: A panel DP3-DPS. B panel: DP8-DP15.

Ahhoz, hogy megallapitsam, hogy egy ismeretlen mintacsucs GU értékét melyik

kalibracios gorbével tudom kiszamolni, meg kellett vizsgalnom, hogy az adott |t§]§‘}f§,|

hogyan viszonyul a |t7ff . ineq| (12. tablézat, sziirkével szedett) értékhez. Abban az
esetben, ha annal nagyobb, akkor a linearis egyenletbe (pl. 29. abra, cstics#1), ha annal

kisebb, akkor a méasodfokt polinomba kell behelyettesiteni (pl. 29. dbra, csucs#2). A GU
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értékek a két strukturara a kovetkezd lettek: GUcsucst1) = 10,665, illetve GUcsucst2) =
5,953.

A kalibracios gorbéket felhasznalva lehetdség nyilik arra, hogy az
elektroferogramokat GU érték szerint &brazoljuk. Ez ugy lehetséges, hogy az
elektroferogram minden pontjat behelyettesitjiik a fentebb leirt médon a megfeleld

egyenletbe, majd ezt dbrazolva megkapjuk a GU szerinti abrazolast (31. abra).
10.0 -

RFU

DP5

2.5

T4 5 & 7 8§ 8§ 10 m 12 13 11 15
GU erték

31. dbra: GU-értékre normalizalt maltodextrin létra (also elektroferogram) és hlgG1l N-
glikan (felsé elektroferogram) abrazolasa a GU szamitasi modszerrel. Az elektroferogram
minden adatpontjat beillesztettem a megfelel6 egyenletbe, azaz linearisba, ha az adatpont t,zor-
korrigalt migracios ideje nagyobb volt, mint a DP8-¢é, és a masodfoku egyenletbe, ha kisebb. A
létramérés kalibracios gorbéi nincsenek feltlintetve. A csillaggal jelolt strukturakat a kovetkezo
fejezetben haszndlom robusztussag vizsgalatra, a nyil a késébb leirt toréspontot mutatja be.

A 31. abran torténd abrazoldsmod az elektroferogramok egymassal torténd konnyebb
Osszehasonlithatosdga miatt hasznos, ugyanis a ,,nyers” elektroferogramok esetén egy
adott struktura latszolagos migracios idejei mérések kozott (a kordbban mar emlitett
tényezOk miatt) nagyban eltérhetnek. A 31. dbran a GU=8 értéknél lathatd, hogy a
rendszer ,,fliggvényt valt”. Ez egy szinte alig észrevehetd (nyillal jelzett) torést jelent az
elektroferogramban, amit a nem teljesen tokéletes gorbe illeszkedésekbdl adodo hiba
okoz. Ha nem lenne ilyen nagy mértékli a gorbék illeszkedése, a toréspont sokkal
jelentdsebb lenne, és a GU szamitasi modszer hatékonyséaga is jelentdsen csokkenne.

5.4.4 A GU szamitasi modszer robusztussaganak vizsgalata

A szamitasi modszer robusztussaganak vizsgalatat 40 centiméter teljes hosszisagu
(30 centiméter effektiv hosszusagu) kapillarissal végeztem. A méréseket 6 napon
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keresztlil végeztem, minden nap egy létramérést 6 hlgGl mintamérés kovetett, igy
Osszesen 36 mérés GU értékeit hasonlitottam 6ssze 8 kivalasztott struktura esetén (7 db
hlgG1 struktara, illetve a DP4 struktira, ami a DP3 bels6 standard szennyezdjeként
megjelent cstucs). A 36 ,nyers” elektroferogram (,,A” panel) és a hozzajuk tartozé
elektroferogramok GU-ra normalizalt dbrazoléasa (,,B” panel) a 32. abran lathatoak.
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Migracios ido6 (perc) GU érték
abra. Hat napon keresztiil napi hat belsd standardokkal egyiitt injektalt hIgG1 glikanminta elektroferogramjai. 30 cm effektiv hosszlisagu kapillaris segitségével
(40 cm teljes hossz). Szamozas: az elektroferogram els6 és masodik szama az adott napot, illetve az adott napon végzett mérés sorszamat jeloli. A panel:
,hyers” elektroferogramok. B. panel: Az A panelen lathato elektroferogramok a 31. abran leirtak szerinti abrazolasa.
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A robusztussagvizsgalat legelsé mérése elott 1) kapillarist fliztem be, ami miatt a
kapillaris fala eleinte nem volt teljesen kondicionalt allapotban, ami a masodik napra mar
megvaldsult. Emiatt az els6 napon (a gyorsabb EOF miatt) a migracios idok jelentdsen
kisebbek, mint a kés6bbi napokon (32. abra, ,,A” panel). Ennek ellenére a GU-normalizalt
abrazolason (32. éabra, ,,B” panel) az egyes csucsok szinte tokéletesen egymas alatt
helyezkednek el, ami mutatja a modszer kiemelkedd reprodukalhatdosagat. A 8
kivalasztott glikan struktarara szamitott GU értékek statisztikai adatait a 13. tdblazatban

mutatom be.

13. tablazat: Hét véletlenszertien kivalasztott hIgG1 glikan struktra és a DP4 (31. abra csillaggal jeldlt
cstcsok) GU-értékeinek statisztikaja a hat nap alatt végzett 36 mérés soran.

Struktira Atlag (GU) SD %RSD
FA2(3)G1 11,196 0,012 0,103
FA2(6)G1 10,659 0,008 0,075
A2B(3)G1 10,229 0,008 0,076
FA2B 9,281 0,007 0,074
FA2 8,686 0,007 0,079
FA2(6)G1S1 6,931 0,007 0,098
FA2BG2S2 5,953 0,006 0,108
DP4 3,991 0,002 0,041

A 13. tdblazatban lathato statisztikai adatokbdl az latszik, hogy a GU értékek szorasa
rendkiviil alacsony mindkét kalibracios gorbe esetén, igy elmondhatd, hogy a mddszer
rendkiviil robusztus a 32. abra ,,A” panelén lathatd, nagy szorassal rendelkez0 latszolagos
migracios 1dOk ellenére is. A pontossagot a DP4 struktara elméleti (GU=4,000), valamint
a szamitott (GU=3,991) kozotti minddssze 0,225%-o0s GU kiilonbség mutatja.

5.4.5 A GU szamitasi modszer reprodukalhatésaganak vizsgalata

A GU szamitasi modszer reprodukalhatosagat kiilonb6z6 hosszusagu (40; 50 és 60
cm teljes hosszisagn) kapillarisokon végeztem. Mindharom hossz esetén egy létrameérést
harom hlgG1 glikdnminta mérése kovette. (A 40 cm-es kapillaris esetén a mérések a 32.
abran lathato 6-1; 6-2 és 6-3 sorszdmu elektroferogramok voltak.) A ,nyers”
elektroferogramok ¢és a GU-normalizalt 4brazolasok a kiilonbdzd hosszusagu kapillarisok

esetén a 33. abra mutatja be.
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33. abra: Harmas mérések kiilonb6z6 hosszsagt kapillarisok esetén belsd standardokkal
egyltt injektalt hIgG1 glikanmintara. A panel: ,,nyers” elektroferogramok. B panel: Az ,,A”
panelen lathat6 elektroferogramok a 31. abran leirtak szerinti abrazolasa.

A 31. abran lathato csillaggal jelzett struktirak Osszesité GU érték statisztikaja a

kiilonb6z6 hosszasagh kapillarison mért hdrmas mérésekre a 14. tablazat mutatja be.

14. tablazat: A GU-értékek altalanos statisztikaja 40 cm, 50 cm és 60 cm teljes hosszusagt kapillaris esetében, harmas

mérésekre.

40 cm (n=3) 50 cm (n=3) 60 cm (n=3)
Struktura Atlag SD  %RSD Struktira Atlag SD  %RSD Struktara Atlag SD  %RSD
FA2(3)G1 11,188 0,003 0,029 FA2(3)G1 11,177 0,009 0,076 FA2(3)G1 11,185 0,007 0,058
FA2(6)G1 10,655 0,002 0,022 FA2(6)G1 10,643 0,008 0,071 FA2(6)Gl 10,646 0,004 0,038
A2B(3)G1 10,225 0,003 0,026 A2B(3)G1 10,216 0,007 0,064 A2B(3)G1 10,218 0,003 0,030
FA2B 9,280 0,002 0,025 FA2B 9,267 0,004 0,044 FA2B 9,262 0,003 0,032
FA2 8,684 0,002 0,018 FA2 8,674 0,006 0,063 FA2 8,671 0,004 0,040
FA2(6)G1S1 6,928 0,001 0,014 FA2(6)GIS1 6,922 0,005 0,073 FA2(6)GIS1 6,919 0,004 0,058
FA2BG2S2 5,948 0,001 0,010 FA2BG2S2 5,942 0,005 0,076 FA2BG2S2 5,940 0,003 0,042
DP4 3,991 0,000 0,000 DP4 3,991 0,002 0,038 DP4 3,986 0,001 0,014

A 14. tablazatban lathatd atlagok szorasanak atlagos szordsa %RSD = 0,068, ami

mutatja, hogy szamitdsi modszer az adott rendszertdl fiiggetleniil reprodukalhato, és

minden kapillarishossz esetén kiilon-kiilon is kicsi a kapott GU értékek szorasa.
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5.4.6 GU szamitasi modszer vizsgalata DP4 és DP15 belso standardok
hasznalataval
Mivel az el6zd fejezetekben bemutatott elektroferogramokon megjelenik a DP4-es
maltodextrin 1étra struktura, igy adta magat, hogy megvizsgaljam, milyen eredményt
kapok, ha nem DP3 és DP15 a bels6 standard, hanem DP4 és DP15. Ebben az esetben a
létramérés kiértékelése valtozatlan modon, DP3-DP15-ig tortént, azonban a t,ror.minta

|tDP(4-), . |tDP(4-)’ |
numerikus kereséséhez a = /7 minta = e/fvMD teljesiilését vettem
|tDP(15) |tDP(15)
effv';MD

eff;v’;mintal
alapul. A kalibracios gorbék illesztése, illetve a GU meghatarozasa az 5.4.1. fejezetben
leirtak szerint tortént. A szamitdshoz az eldzd fejezetben ismertetett 50 cm-es teljes
hosszl kapillarison mért harmas mérést (€s a hozzajuk tartoz6 1étramérést) vettem alapul.
A 7 db glikén struktura (31. &bra csillaggal jeldlt struktirai a DP4 kivételével (ami jelen
esetben az egyik bels6é standard csucs) Osszesitett GU statisztikdjat, valamint
viszonyitasképpen ugyanezen mérésekhez tartozo, de DP3 ¢és DP15 belsé standardokat

hasznalo statisztikéjat (14. tablazat kozEépso oszlop) a 15. tablazat mutatja be.

15. tablazat: A GU-értékek altalanos statisztikdja 50 cm hosszu kapillaris esetén, harmas mérésekkel, DP3 + DP15
(bal oldali panel) és DP4 + DP15 (jobb oldali panel) belsé standardokat hasznal6 GU-szamitassal.

50 cm (n=3; DP3 + DP15) 50 cm (n=3; DP4 + DP15)
Struktira  Atlag SD %RSD Struktira  Atlag SD %RSD
FA2(3)Gl1 11,177 0,009 0,076 FA2(3)G1 11,172 0,007 0,065
FA2(6)Gl1 10,643 0,008 0,071 FA2(6)Gl 10,639 0,006 0,058
A2B(3)Gl 10,216 0,007 0,064 A2B(3)Gl 10,211 0,005 0,052

FA2B 9,267 0,004 0,044 FA2B 9,262 0,003 0,030

FA2 8,674 0,006 0,063 FA2 8,668 0,004 0,047
FA2(6)G1S1 6,922 0,005 0,073 FA2(6)G1S1 6,915 0,003 0,043
FA2BG2S2 5,942 0,005 0,076 FA2BG2S2 5,936 0,003 0,044

A 15. tablazatban lathatd atlagok szorasanak atlagos szorasa 0,046 %RSD, ami
mutatja, hogy a kétfajta, kiilonb6z6 bels6 standardokat hasznald szdmitas esetén a kapott
GU értékek szinte megegyeznek. A DP4-et hasznaldé modszer elénye, hogy a
mintaméréseket, amennyiben az §sszes érdekes cstics latszolagos migracios ideje kisebb,
mint a DP4-¢, elegendd a DP4-es csticsdetektalasig futtatni, ami ebben az adott esetben
kb. 4,5 perccel rovidebb analizisidot tesz lehetové.
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6 Osszefoglalas

A fehérjékhez kotott N-glikan strukturdk mindségi és mennyiségi vizsgalata egyre
nagyobb szerepet jatszik kiillonboz0 Dbetegségek (pl. autoimmun, rdk stb.)
diagnosztikdjaban, valamint a fehérjealapu gyogyszerek gyartasi hatékonysaganak egy
fontos indikatora. Ezeknek a nagy szerkezeti variancidt mutatd molekulaknak az
elvalasztasat gyakran kapillaris elektroforézissel (CE) végzik. Azonban a glikanok
altalanossagban nem rendelkeznek az elektroforézishez sziikséges elektromos toltéssel,
valamint abszorbancia alapon detektalhaté csoportokkal, igy a CE-vel vald
vizsgélatukhoz gyakran toltott fluoreszcens festékkel jelolik. A hagyomanyos kapillaris
gélelektroforézissel torténd vizsgalat eldtt a nagy feleslegben adott, el nem reagalt
fluoreszcens festéket el kell tdvolitani a mintamatrixbol, ugyanis az az analizist ezzel a
modszerrel lehetetlenné teszi.

Munkam célja egy olyan ujfajta, fluoreszcensen jelolt glikdnok elvalasztisara
szolgalo kapillaris elektroforézis modszer kidolgozasa volt, amely esetén elhagyhat6 a
szabad festék eltavolitasat célzo mintaeldkészitési 1épés. Ehhez egy olyan pufferrendszert
alakitottam ki, amely az elektroozmotikus aramlast haszndlja az elvalasztas soran. A
pufferkoncentraciot, a pH-t, és egyéb paramétereket tigy allitottam be, hogy a kapillaris
kimeneti vége fel¢ aramld6 EOF sebessége a jelolt glikanok és a szabad festék
abszolutértékben vett (egyébként negativ eldjelil) effektiv mobilitasértékei kdzé essen,
igy a szabad festék az elvélasztas kezdetén a kapillaris bemeneti részén elhagyja a
rendszert, mig a jelolt glikdnokat — azok pozitiv irdnyu latszélagos mobilitdsaik miatt —
detektalni lehet. A kialakitott pufferosszetétel 253 mM Tris bazis, 150 mM kapronsav,
pH=8,1 lett. Ezzel megvalositottam az on-line elektrokinetikus tisztitast, ami
sziikségtelenné teszi a szabad festék eltavolitasat a mintaelokészitési fazisban, amellyel
sok er6forras takarithatd meg a vizsgélatok sordn. A kialakitott rendszerrel ezenkiviil
megvaldsitottam  egy  nagytérfogati  mintafelhalmozason  (LVSS)  alapuld
prekoncentraciés modszert, amivel egy nagysagrendnyi jelnovekedést értem el.

A létrehozott 1Ujfajta elvalasztdsi modszert ezutan felhasznéaltam arra, hogy
vizsgéljam az iparban hasznalt paramagneses mikrogyongyokkel végzett mintatisztitasi
eljaras hatékonysagat. Megallapitottam, hogy kiilonb6zé mintdk esetén (maltodextrin
létra, huméan immunoglobulin G, ribonukledz b és fetuin glikdnmintak) a tisztitasi 1€pés
szignifikans valtozast eredményezett egyes glikanstruktirak mennyiségében, ami kritikus
hibat okozhat a glikanprofil kiértékelése soran, ugyanis a struktirdk mennyiségi
aranyaibol nyerhetd informacié torzul. Latszélag nincs tendencia arra, hogy melyik
struktirak mennyiségi aranya csokken az egyes mintdk esetében, igy a mintatisztitas
elhagyasanak egy tovabbi eldnye a valdsdgoshoz kdzelebb 4ll6 mennyiségi informaciok
nyerése az N-glikan analizis soran.

Az EOF vezérelt kapillaris elektroforézis modszerhez 1étrehoztam egy Gliikoz
Egységen (GU) alapu szerkezetmeghatarozasi modszert. Az algoritmus maltodextrin
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1étrat veszi alapul, valamint két bels6 standardot hasznal, amely két struktura (maltotrioz
(DP3) és maltodekapentadz (DP15)) megtalalhaté a maltodextrin 1étrdban is. A mddszer
azon alapszik, hogy az algoritmus numerikus mddszerrel keres egy olyan ,,virtualis EOF”
migracios idot, amelyet (€s egy, a disszertacioban részletezett 6sszefiiggést) felhasznalva
a DP15-DP3 maltodextrin létracsucsok ,,vEOF-korrigdlt” migracios idejei kozé
illeszthetd egyenesnek legjobb az illeszkedése. Azt allapitottam meg, hogy az igy kapott
,»VEOF-korrigalt” migraciés idok minden strukturdra egy adott elvéalasztasi rendszerben
allandok. Ezt felhasznalva a mintamérés belsd standarjainak migracios idejeibdl (egy
ujabb numerikus kereséssel) megkaphatd a mintamérésre vonatkozé ,,virtualis EOF”
migracioés id6, amellyel a mintamérésre meg lehet alkotni a kalibracios gorbéket,
amelyeket aztan a GU szdmitésra lehet felhasznalni. A modszer robusztussagat 6 napon
keresztiil, napi 6 alkalommal mért human immonglobulin G1 glikdnminta 8
véletlenszerlien kivalasztott struktirdjanak GU szdmitisaval végeztem, amely esetén a
szoras %RSD < 0,1% volt. A mddszer reprodukélhatésagat 3 kiilonb6zé hosszusagu
kapillarison végeztem ugyanezzel a mintaval, harmas mérésekkel, amelyek esetében a 8
glikén strukturara atlagosan szintén %RSD < 0,1% szorasértéket kaptam, amely rendkiviil
jonak mondhato.
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Tézispontok

1. Online elektrokinetikus tisztitdst megvaldsitod kapillaris elektroforézis modszert
dolgoztam ki APTS-jelolt glikdnok nagy felbontasu elvalasztasara, amely
alkalmas olyan mintdk vizsgalatara, amelyek mintamatrixabdl el6zéleg nem lett
eltavolitva a nagy feleslegben adott fluoreszcens festék. Optimalizaltam az
elvalasztd hattér elektrolit Osszetételét és pH-jat, valamint az elvalasztasi
paramétereket, majd bizonyitottam, hogy az ipariban jelenleg hasznalatos,
tisztitasi 1épést kivand kapillaris gélelektroforézis modszerhez 6sszemérhetd
felbontast értem el a 253 mM Trisz-(hidroximetil)-aminometdn - 150 mM
kapronsav, pH=8,1 pufferrendszerrel felesleges festéktél meg nem tisztitott
mintak esetén, emellett egy specialis, fokuszalassal egybekotott nagy térfogata
mintafelhalmozassal elddusitast valdsitottam meg, amellyel akar egy

nagysagrendnyi jelintenzitas ndvekedés érhetd el.

Farsang, R., Hogyor, K., Jarvas, G., & Guttman, A. (2023). Capillary zone electrophoresis of
8-aminopyrene-1, 3, 6-trisulfonic acid labeled carbohydrates with online electrokinetic sample
cleanup. Analytical Chemistry, 95(45), 16459-16464.

Farsang, R., Jarvas, G., & Guttman, A. Method for purification free capillary
electrophoresis of labeled carbohydrates; W02025078849

2. A kifejlesztett kapillaris  elektroforézis modszerrel igazoltam, hogy
karboxilcsoportokat tartalmazé magneses gyongyokkel torténd, az iparban
alkalmazott mintatisztitasi folyamat soran bizonyos glikanstruktirdk mennyiségi
ardnya megvaltozhat, ezaltal a mindségi informacié torzulhat. A
mintakomponensek aranyat megvizsgaltam fetuin, humén immunglobulin G,
ribonukleaz B, valamint maltodextrin létra tisztitott, tisztitatlan, valamint a

tisztitasi 1épés harom eluensében, €és bizonyitottam az csticsaranyvaltozast.

Farsang, R., Jarvas, G., & Guttman, A. (2024). Purification free N-glycan analysis by
capillary zone electrophoresis: Hunt for the lost glycans. Journal of Pharmaceutical and
Biomedical Analysis, 238, 115812.

3. Ujfajta megkozelitéssel, numerikus modszert alkalmazé Glitkoz Egység szamitasi
moddszert hoztam létre a kifejlesztett kapillaris elektroforézis technikéara, ami a
maltodextrin 1étra polimerizaciés fokdhoz viszonyitja az ismeretlen glikan
struktarak effektiv migracios idejét, ami alapjan rendkiviil nagy pontossaggal és
ismételhetdséggel, kapillaris hossz és minta vezetOképesseégtdl fliggetleniil
lehetséges azonositani az analitokat. Hat napon keresztiil napi hat human
immunoglobulin G1 N-glikdnprofillal végzett vizsgalattal bizonyitottam az
algoritmus ismételhetdségét, valamint 40 cm, 50 cm és 60 cm teljes hossziisagi
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kapillarison torténd 3-3 méréssel bizonyitottam a szadmitdsi modszer joO

reprodukalhatdsagat a kapillarisoszlop hosszatol fliggetlentiil.

Farsang, R., Farkas, A., Jarvas, G., & Guttman, A. (2024). Glucose unit computation in
capillary zone electrophoresis of carbohydrates using a numerical approximation based
search for a virtual EOF marker. A tutorial. 7rAC Trends in Analytical Chemistry, 176,
117762.

Farsang, R., Jarvas, G., & Guttman, A. Glucose unit determination based on a numeric
virtual eof marker search method; W02025141293A1
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Theses
1. T have developed a capillary electrophoresis method for the high-resolution
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