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Bevezetés és célkitiizés

A fehérjékhez kotott osszetett cukrok (glikanok) mindségi és mennyiségi vizsgalata egyre
nagyobb szerepet jatszik egyes betegségek diagnosztizalasaban, valamint fehérjealapu
gyogyszerek mindségi allandosadganak monitorozasaban. Ezek a cukorstruktirdk szamos
¢lettani folyamatban jatszanak kulcsszerepet, részt vesznek példaul immunfolyamatokban,
jelatvitelben, a fehérjék stabilitdsanak €s oldatosaganak kialakitasaban. Egyes betegségekben,
tobbek kozott a rak és autoimmun betegségek esetén az egyes fehérjékhez kotott
cukorstruktardk mennyiségi ardnya megvaltozik, igy azok biomarkerként hasznalhatoak.
Ahhoz, hogy a glikédn strukturdk kiilon-kiilon vizsgalhatdak legyenek, legtobbszor valamilyen
elvalasztasi modszert hasznalnak, példaul nagyteljesitményti folyadékkromatografiat, vagy
kapillaris elektroforézist. Az utobbi egy vilagszerte egyre gyakrabban alkalmazott modszer,
viszonylag 1j technika a folyadékkromatografidhoz képest, vele ortogonalis, mindkettonek
megvannak az elényei és hatranyai. A kapillaris elektroforézissel torténd glikan analitika
fejlesztésében még rengeteg potencial van, emellett a glikdnok betegségeknél betoltott
szerepének kutatdsa még gyerekcipdben jar. A kapillaris géleletroforézis alapt glikan analizis
mintaelokészitése tartalmaz egy lépést, amely sordn a szabad, el nem reagalt fluoreszcens
festéket eltavolitjdk. Ez meglehet6sen erdforrasigényes feladat, igy ennek kikiiszobolése
jelentdsen konnyitené a kapillaris elektroforézissel torténd glikan analizis folyamatat.

Munkam sordn olyan kapillaris elektroforézis alapu glikan elvalasztdsi rendszert
terveztem kialakitani, amely az elektroozmotikus dramlés (EOF) jelenséget hasznositja on-line
tisztitds megvaldsitasara. Ez uigy lehetséges, hogy az EOF az elvalasztokapillarisban a kimeneti
vég felé mozog, amihez képest a szabad festék €s a festett cukrok relativ mozgasa 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 jelolt 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 jfajta elvalasztasi rendszerrel terveztem tesztelni a magneses
mikrogyongyokkel végzett mintatisztitisi modszer hatékonysagat, illetve az elvalasztasi
modszerhez szerkezetmeghatarozast lehetdvé tevd szamitdsi algoritmust terveztem
kifejleszteni, ami kellden nagy pontossaggal és reprodukalhatdsadggal képes az elvalasztott

molekulak struktarajat meghatarozni a kapillaris hossztatol fiiggetlendil.



Kisérleti munka

Kutatomunkam soran egy olyan ujfajta, fluoreszcensen jelolt glikanok elvalasztasara
szolgal6 kapillaris elektroforézis modszert kidolgoztam ki, amely esetén elhagyhato a szabad
festek eltavolitasat célzo mintaeldkészitési 1épés. Ehhez egy olyan pufferrendszert alakitottam
ki, amely az elektroozmotikus aramlast hasznalja az elvalasztas soran. A pufferkoncentraciot,
a pH-t, és egyéb paramétereket ugy allitottam be, hogy a kapillaris kimeneti vége fel¢ aramlo
EOF sebessége a jelolt glikanok és a szabad festék abszolutértékben vett (egyébként negativ
elgjellt) effektiv mobilitasértékei kozé essen, igy a szabad festék az elvalasztds kezdetén a
kapillaris bemeneti részén elhagyja a rendszert, mig a jelolt glikanok — azok pozitiv irdnyu
latszolagos mobilitasaik miatt — detektalhatoak. A kialakitott pufferosszetétel 253 mM Tris-
bazis, 150 mM kapronsav, pH=8,1 lett. A kialakitott rendszerrel ezenkiviil megvaldsitottam egy
nagytérfogatu mintafelhalmozason (LVSS) alapuld prekoncentracids moddszert, amivel egy
nagysagrendnyi intenzitas novekedést értem el.

A 1étrehozott Gjfajta elvalasztasi modszert ezutan felhasznaltam arra, hogy vizsgaljam az
iparban  hasznalt paramagneses mikrogyongyokkel végzett mintatisztitdsi eljaras
hatékonysagat. Megallapitottam, hogy kiilonb6z6 mintdk esetén (maltodextrin 1étra, human
immunoglobulin G, ribonukledz b és fetuin glikdnmintak) a tisztitasi 1épés szignifikans
valtozést eredményezett egyes glikanstruktirak mennyiségében, ami kritikus hibat okozhat a
glikdnprofil kiértékelése soran, ugyanis a strukturdk mennyiségi ardnyaibol nyerhetd
informécio torzul.

Tovabba az EOF alapu kapillaris elektroforézis modszerhez megalkottam egy Gliikoz
Egységen (GU) alapul6 szerkezetmeghatarozasi mddszert, amely a maltodextrin 1étrat veszi
alapul. A modszer két belsd standardot haszndl, amely két struktiira (maltotrioz (DP3) és
maltodekapentadz (DP15)) megtalalhatd a maltodextrin 1étraban is. A modszer robusztussagat
6 napon keresztiil, napt 6 alkalommal mért human immonoglobulin G glikdnminta 8
véletlenszerlien kivalasztott strukturajanak GU szamitasaval végeztem, amely esetén a szoras
%RSD > 0,1% volt. A mddszer reprodukalhatéosagat 3 kiilonbozd hossziusagu kapillarison
végeztem ugyanezzel a mintaval, triplikat mérésekkel, amelyek esetében a 8 glikanstruktarara

atlagosan szintén %RSD > 0,1% szorasértéket kaptam, amely rendkiviil jonak mondhato.



Uj tudomanyos eredmények, tézisek

1.

Online elektrokinetikus tisztitast megvalositd kapilldris elektroforézis modszert
dolgoztam ki APTS-jelolt glikanok nagy felbontast elvélasztdsara, amely alkalmas
olyan mintdk vizsgélatira, amelyek mintamatrixabol elézéleg nem lett eltavolitva a
nagy feleslegben adott fluoreszcens festék. Optimalizadltam az elvalasztdo hattér
elektrolit Osszetételét €s pH-jat, valamint az elvalasztasi paramétereket, majd
bizonyitottam, hogy az ipariban jelenleg hasznalatos, tisztitasi Iépést kivano kapillaris
gélelektroforézis modszerhez Gsszemérhetd felbontast értem el a 253 mM Trisz-
(hidroximetil)-aminometan - 150 mM kapronsav, pH=8,1 pufferrendszerrel felesleges
festéktol meg nem tisztitott mintdk esetén, emellett egy specidlis, fokuszaldssal
egybekotott nagy térfogati mintafelhalmozassal elddusitast valdsitottam meg, amellyel
akér egy nagysagrendnyi jelintenzitds ndvekedés érhetd el.

A kifejlesztett kapillaris elektroforézis modszerrel igazoltam, hogy karboxilcsoportokat
tartalmazd magneses gyongyokkel torténd, az iparban alkalmazott mintatisztitasi
folyamat sordn bizonyos glikdnstruktirdk mennyiségi aranya megvaltozhat, ezaltal a
mindségi informacid torzulhat. A mintakomponensek aranyat megvizsgaltam fetuin,
human immunglobulin G, ribonukleaz B, valamint maltodextrin létra tisztitott,
tisztitatlan, valamint a tisztitdsi 1épés harom eluensében, ¢és bizonyitottam az

csucsaranyvaltozast.

Ujfajta megkozelitéssel, numerikus médszert alkalmazé Glikoz Egység szamitasi
moddszert hoztam létre a kifejlesztett kapillaris elektroforézis technikdra, ami a
maltodextrin létra polimerizacios fokahoz viszonyitja az ismeretlen glikanstruktiurak
effektiv.  migraciés idejét, ami alapjan rendkiviill nagy pontossaggal ¢és
ismételhetdséggel, kapillaris hossz €s minta vezetoképességtol fiiggetleniil lehetséges
azonositani az analitokat. Hat napon keresztiil napi hat human immunoglobulin G N-
glikdnprofillal végzett vizsgalattal bizonyitottam az algoritmus ismételhetOségeét,
valamint 40 cm, 50 cm és 60 cm teljes hossziisagl kapillarison torténd 3-3 méréssel
bizonyitottam a szdmitasi modszer jo reprodukalhatosagat a kapillarisoszlop hosszatol

fiiggetlentil.



Tézisek alapjaul szolgalo cikkek:

Szabadalom

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

Farsang, R., Jarvas, G., & Guttman, A. Glucose unit determination based on a numeric virtual eof
marker search method; WO2025141293A1

Tudomanyos cikkek

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

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. TrAC Trends in Analytical Chemistry, 176, 117762.

Egyéb a dolgozat témajahoz kapcsolodo publikaciok:
Szabadalom

Kovécs, N., Farsang, R., Szigeti, M., Jarvas, G., & Jankovics, H.; Tagged exoglycosidase enzymes and
immobilized glycan sequencing approach; US20240417708A1

Tudomanyos cikkek

Farsang, R., Kovacs, Z., Jarvas, G., & Guttman, A. (2022). Ultrahigh-sensitivity capillary
electrophoresis analysis of trace amounts of nitrate and nitrite in environmental water samples.
Separations, 9(11), 333.

Kovacs, N., Farsang, R., Szigeti, M., Vonderviszt, F., & Jankovics, H. (2022). Enhanced recombinant
protein production of soluble, highly active and immobilizable PNGase F. Molecular Biotechnology,
64(8), 914-918.

Filep, C., Szigeti, M., Farsang, R., Haberger, M., Reusch, D., & Guttman, A. (2021). Multilevel
capillary gel electrophoresis characterization of new antibody modalities. Analytica Chimica Acta,
1166, 338492.

Szabo, M., Sarkozy, D., Szigeti, M., Farsang, R., Kardos, Z., Kozma, A., ... & Guttman, A. (2022).
Introduction of a capillary gel electrophoresis-based workflow for biotherapeutics characterization: size,
charge, and N-glycosylation variant analysis of bamlanivimab, an anti-SARS-CoV-2 product. Frontiers
in bioengineering and biotechnology, 10, 839374.

Farsang, R., Kovacs, N., Szigeti, M., Jankovics, H., Vonderviszt, F., & Guttman, A. (2022).
Immobilized exoglycosidase matrix mediated solid phase glycan sequencing. Analytica Chimica Acta,
1215, 339906.

Sarkozy, D., Farsang, R., Szigeti, M., Austin, S., Lock, S., & Guttman, A. (2023). Capillary
electrophoresis analysis of industrial galactooligosaccharides. Journal of Pharmaceutical and
Biomedical Analysis, 233, 115434,

Torok, R., Auer, F., Farsang, R., Jona, E., Jarvas, G., & Guttman, A. (2022). The effect of sample
glucose content on PNGase F-mediated N-glycan release analyzed by capillary electrophoresis.
Molecules, 27(23), 8192.



