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Bevezetés

Az utobbi évtizedekben szamottevoen megnétt az igény uj, foként
molekularis biomarkerek azonositiasara. Ennek egyik fontos oka, hogy egyre
jelentdsebb szerephez jutnak az 0j gydgyszerek klinikai kiprobalasa soran, kiilénbozo
egészségiigyi beavatkozasok eredményességének monitorozasaban, illetve betegségek
szlirésében, diagnosztikdjaban, valamint a progresszid vizsgalatdban. A biomarkerek
irant megnétt érdeklédés masik fontos tényezdje, hogy a miszeres analitika
szamottevd fejlodésen ment keresztiil az elmult idészakban. Ez kiilondsen igaz a
folyadékkromatografiaval kapcsol tomegspektrometriara (LC-MS), amely minden
eddiginél nagyobb érzékenységgel és specificitassal biztosit lehetdséget a potencialis
biomarkerek azonositasara, kvantitativ meghatarozasara és szerkezetfelderitésére nagy
ateresztoképesség mellett, és amely az ilyen iranyu kutatasok elsddleges technikdjava
valt.

A migrén egy elsodleges fejfajasi rendellenesség, melynek globalis
prevalenciaja 15-18%. Embereken ¢és allatokon végzett kutatasok alatdmasztjak, hogy
az agy ¢és a vérplazma alacsony interiktalis (a rohamok kozotti idészakban mérhetd)
szerotonin szintje Osszefiiggésbe hozhatd a trigeminovaszkularis rendszer fokozott
érzékenységével, mely hozzajarulhat az ismételt migrénes rohamok kialakulasahoz.
Az agy szerotoninkoncentraciojat azonban befolyasolja eléanyaga, a triptofén, illetve
a nagy neutralis aminosavak (valin, leucin, izoleucin, fenilalanin, tirozin) vérplazma
koncentracioja, melyek versengenek a vér-agy gat L-tipust aminosav transzporterének
elfoglalasaért, bar a folyamat pontos mechanizmusa egyelére nem ismert,
felderités¢hez tovabbi - az emlitett komponensek plazmaszintjének meghatarozasara
iranyul6 - klinikai kutatasok sziikségesek. Az FEurdpai Gyobgyszeriigynokség
(European Medicines Agency, EMA), valamint az amerikai Elelmiszer- és
Gyogyszerfeliigyelet (Food and Drug Administration, FDA) vonatkozd iranyelvei
részletesen szabalyozzak a kismolekulds gyogyszerek, illetve azok metabolitjainak

bioanalitikai mddszervalidalasat, azonban kevés tdmpontot szolgaltatnak endogén



anyagok meghatarozasara, melyek esetén nem all rendelkezésre analitmentes, un.
blank bioldgiai matrix a kalibracios és mindségellendérzo (quality control, QC) mintak
készitéséhez. Tekintettel a biomarkerkutatdsok térnyerésére, egyre nagyobb igény
jelentkezik az n. ,fit for purpose” kvantitalasi/validalasi megkozelitésekre, melyek
lehetéve teszik az endogén molekulak validalt modon torténd meghatarozasat. A
szakirodalom négy stratégiat kiilonboztet meg: a standard addicio, a hattérkivonas, a
helyettesit analit és a helyettesitd matrix modszerét, melyek kivalasztasat nagyban
befolyasolja az adott analitikai kihivas.

A melanoma malignum a bor pigmenttermeld sejtjeibdl kiinduld daganatos
megbetegedés, melynek incidencidja vilagszerte meredeken emelkedik az elmult 6t
évtizedben. A betegség felel a bérrakbol adodo halalozasok tobb, mint 50%-aért, mely
Osszefligg a melanoma rendkiviili metasztatikus potencidljaval, kiemelve a korai
felismerés fontossagat. A betegség szlirése dermatoszkopos, diagnozisa koérszovettani
vizsgalatokkal torténik. Nem egyértelmii diagnozis esetén segitségiil hivhatnak
immunhisztokémiai markereket is (HMB45 antigén, Melan-A fehérje, mikroftalmia-
asszocialt transzkripcios faktor), melyek nem jelentenek kevésbé invaziv alternativat a
korszovettani  vizsgalatokhoz képest, tovabba alacsony specifikussaguk. A
betegségben két szérum biomarker érhet6 el, a laktat dehidrogenaz, illetve az S100B
kalciumkotd fehérje. Utobbi jobban korreldl a klinikai stddiummal, de alacsony
érzé¢kenysége miatt nem alkalmas szlirési vagy diagnosztikus célokra, ezért jelentds
igény mutatkozik 1j, relevans diagnosztikus értékkel bird szérum-biomarkerek
azonositasara. Az al-savanyu glikoprotein (AGP) egy 41-43 kDa kozotti
molekulatomegli akutfazis fehérje. A molekula 183 aminosavbol allé peptidlancanak
15-0s, 38-as, 54-es, 75-0s és 85-0s pozicidjaban talalhatd aszparagin aminosavakhoz
komplex szerkezetli oligoszacharid oldallancok  kapcsolodnak, nagyfoku
mikroheterogenitast kolcsondzve a glikoproteinnek. Az AGP-vel kapcsolatban
altalanos megfigyelés, hogy rakos betegségekben megemelkedik
szérumkoncentracioja, illetve megvaltozik a molekulara jellemzd glikozilacios

mintazat, ezért a glikozilacio alapu biomarkerkutatasok gyakori modellvegytilete.



Célkitiizések

Jelen doktori értekezés két, egymastol fiiggetlen, a molekularis biomarker-
felfedezés koncepcidja mentén mégis egységet képezd kutatasi projektet mutat be.
Munkam els6 része a migrén patomechanizmusaban potencidlisan szerepet jatszo, 8
kismolekulas marker vizsgalatara iranyul, melybe neurotranszmitterek (szerotonin),
aminosavak (valin, leucin, izoleucin, fenilalanin, tirozin, triptofan), illetve egy
triptofan anyagcsertermék (kinurenin) tartozik. Egy atfogé klinikai kutatas keretében
doktori munkdm célkitiizése, hogy kifejlesszek egy LC-MS/MS alapu validalt
bioanalitikai mddszert az emlitett anyagok egymas melletti gyors meghatarozasara,
relative kis mennyiségli vérplazmabdl (~1,5 ml). Az analitok endogén jellegébdl
adoddan egy olyan fit for purpose kvantitalasi/validalasi stratégia adaptaldsa
sziikséges, mely lehetdvé teszi a vonatkozo EMA és FDA iranyelvekben foglalt
kritériumok kielégitését. Tovabbi célkitlizés volt, hogy a modszert sikerrel
alkalmazzam 800 klinikai minta koncentracidinak meghatarozasara.

Doktori munkam masodik része az AGP biomarker jellegének vizsgalatara
iranyul malignus melanomaban, mely betegségnek jelenleg nincs sziirési és
diagnosztikus céli szérum biomarkere. Ennek keretében célom egy hidrofil
kolcsonhatasu  kromatografiaval kapcsolt tandem tomegspektrometrids modszer
(HILIC-MS/MS) fejlesztése az AGP enzimatikus uton felszabaditott, és antranilsavval
derivatizalt oligoszacharid oldallancainak vizsgalatdra. A modszerrel szemben elvaras,
hogy az adott monoszacharid-6sszetétellel jellemezhetd glikdnok vizsgalata mellett
nagy hangsulyt fektessen az izomerek kromatografias elvalasztasara is, lehetévé téve
az eddigi modszereknél nagyobb szamu AGP glikdnizomer azonositasat. A modszer
alkalmazéasaval high-risk melanomas betegek ¢és egészséges Onkéntesek mintait
vizsgalom annak érdekében, hogy azonositsam azokat a szerkezeti valtozasokat,
melyek a szérum AGP glikozilaciés mintdzatdban mennek végbe a betegség hatasara,
¢s az eredményeket értékeljem biomarkerként vald alkalmazhatosag szempontjabol.

Tovabbi cél, hogy az eredményeket kifejezzem biomarkerek értékelésére szolgalod



teljesitményjelzokkel (érzékenység, specifikussag, pozitiv prediktiv érték, negativ
prediktiv  érték) és a vizsgalt populacioban Osszehasonlitsam az S100B
teljesitményével, mely a melanoma legelterjedtebb, rutin szeroldgiai markere. Az
AGP glikozilacios profiljara iranyuld vizsgalatok végso célkitlizése annak a dontésnek
a tamogatasa, hogy a vizsgalati eredmények alapjan érdemes-e tovabbi kutatasokat

végezni, melyek a biomarker validalasara és széleskorti alkalmazasara irdnyulnak.

Modszerek

Migrén-biomarkerek meghatarozasa vérplazmabdl

A nyolc analithoz két stabil izotop jelzett belsd standardot (BST)
alkalmaztam az extrakcids hatasfokbol és matrixhatasbol adodod potencialis mérési
hibak kikiiszobolésére. Az alifas aminosavakhoz (valin, leucin, izoleucin) leucin-
5,5,5-d;-at (Leu-d;), az aromas komponensekhez (fenilalanin, tirozin, triptofan,
szerotonin, kinurenin) pedig tirozin-(fenil-3,5-d,)-t (Tir-d,) hasznaltam. A blank
vérplazma helyettesitésére 4% humén szérum albumin (HSA) tartalma foszfat
pufferes sooldatot (PBS) allitottam eld. A mintaelokészités fehérjekicsapassal tortént.
A kalibracios és QC mintak készitéséhez 900 pl helyettesité matrixhoz 100 pl
standard oldatot, és 20 ul BST keveréket adtam. A vizsgalati mintak esetén 900 pl
plazmahoz 100 pl ultratiszta (MQ) vizet és 20 ul BST mixet pipettdztam. Ezt kdvetden
a mintdkhoz 200 pl trifluorecetsavat (TFA) adtam fehérjekicsapas céljabol, 10
masodpercig razattam vortex késziilekkel, majd centrifugaltam (10 perc, 4 °C, 4000
rpm). A keletkezo feliiliszobol 150 pl-t mintatartoba pipettaztam, és 5 ul-t injektaltam
az LC-MS/MS rendszerbe. A kromatografias elvalasztasok egy Agilent 1260 Infinity
tipusut UHPLC rendszerrel torténtek (Agilent Technologies, CA, USA) egy Agilent
Zorbax Eclipse XDB C8 elo6tétoszloppal ellatott (4.6 mm x 12.5 mm, 5 um) Supelco
Ascentis® Express C18 kolonnan (3.0 mm x 150 mm, 2.7 pum, 100 A). A
kolonnatermosztatot 25, a mintaadagold talcajat pedig 4 °C-ra allitottam. A mérendd
komponensek elvalasztdsa izokratikus koriilmények kozott, viz (0,2% TFA) —

acetonitril (ACN) 85:15 aranyu eluensosszetétel mellett 6,5 perc alatt valosult meg 0,4



ml/perc-es  aramlasi sebességet alkalmazva. Az eludlodd komponensek
tomegspektrometrias vizsgalata egy elektrospray ionforrassal ellatott Agilent 6460
Triple-Quadrupole késziilékkel tortént (Agilent Technologies, CA, USA) multiple
reaction monitoring (MRM) modban, a kovetkezd beallitasok mellett: kapillaris
fesziiltség, +3,5 kV; szorofej fesziiltség, +400 V; nitrogén porlasztogaz aramlasi
sebesség, 45 psi; vivogaz aramlasi sebesség, 10 I/perc (350 °C); kopenygaz aramlasi
sebesség, 11 1/perc (350 °C).

A mérendé komponensek kozds torzsoldatabol két parhuzamos, 8 pontos
kalibral6 sorozatot higitottam, spikeoltam velilkk a mesterséges plazmat, és a
mintael6készitési procedura elvégzése utan, minden mérési sorozat elején és végén
lefuttattam ezeket. A kalibralé sor koncentraciotartomanyat minden analit esetén 0gy
allitottam be, hogy a legalacsonyabb pontja a kvantitalas also hataraval (lower limit of
quantitation, LLOQ), legmagasabb pontja pedig a fels6 hatarral (upper limit of
quantitation, ULOQ) essen egybe. A kalibralo egyeneseket 1/x szerint sulyoztam.

A QC mintdkat az EMA bioanalitikai modszervalidalasra vonatkozo
iranyelvei alapjan készitettem el. Az aminosavak esetén négy QC koncentracioszintet:
LLOQ, alacsony QC (low QC, LQC), kdzepes QC (medium QC, MQC), magas QC
(high QC, HQC), mig a szerotonin ¢és kinurenin esetén harmat (LLOQ, LQC, HQC)
vizsgaltam. Tekintettel arra, hogy a QC mintak helyettesitd matrixban késziiltek, a
kvantitativ  analizist  potencidlisan  befolyasolo  kiilonb6zd  matrixhatasok
monitorozasara egy tovabbi mindségellendrzd mintat is készitettem poolozott
plazmabdl, melyben a komponensek endogén koncentraciojat standard addicidval
hataroztam meg. A napon beliili torzitatlansag (accuracy) és pontossag (precision)
nyomon kovetése 6t parhuzamosan eldkészitett minta mérésével tortént, minden QC
szinten. A napok kozotti torzitatlansag és pontossag meghatarozasa a napon beliili
procedura, 6t egymast kdvetd napon vald ismétlésével tortént.

Az extrakcidés hatasfokot a mintaelokészités elott (prespiked) és utan
(postspiked) hozzaadott standard oldat valaszjeleinek Osszehasonlitdsaval vizsgaltam,

hat parhuzamos mintan. A pre-spiked mintak eldkészitése a QC mintakkal azonos



modon tortént, tehat 900 pl mintdhoz 100 pl standardot és 20 ul BST-t adtam, majd
elvégeztem a fehérjekicsapast 200 pl TFA-val, és centrifugaltam a mintat. Post-spiked
mintak esetén 1 ml helyettesitd matrixot (blank minta) 200 ul TFA-val kezeltem, ¢és a
centrifugalt minta feliilluszdjanak 90 ul-¢hez 10 ul standardot és 2 pl BST-t adtam.

Bioanalitikdban a parallelizmus kifejezést altaldban annak az értékelésére
hasznaljak, hogy a kalibraciés ¢és mindségellendrz6 mintdkban mért analitikai
valaszjel milyen mértékben képes leképezni a bioldgiai matrixban kapott
eredményeket, mennyire mutat parhuzamossagot azzal. Helyettesité matrix
alkalmazasa esetén ezek a vizsgalatok kritikus jelentdséggel birnak, tekintve, hogy
nagyfoku parallelizmus esetén a biologiai kdzeg €s a helyettesitd matrix kozott nincs
szamottevd  kiilonbség  extrakcios hatdsfok ¢és  matrixhatas  tekintetében,
megfeleltethetok egymasnak. A parallelizmus meghatarozdsit a Houghton ¢és
munkatarsai altal kidolgozott eljaras alapjan végeztem. Ennek soran hat egyéni
plazmamintat két-két részletre osztottam. Az egyik részletéb6l meghataroztam a
komponensek endogén koncentraciodit standard addicioval. A plazma masik részletét
MQC oldattal spikeoltam, majd a minta részleteit 2-szeresére, 5-szordsére, illetve 10-
szeresére higitottam a helyettesité matrixszal. Ezt kovetéen a higitott mintak
koncentraciojat meghataroztam a helyettesitd matrixban eldkészitett kalibralokat
alkalmazva. A teljes folyamatot harom alkalommal ismételtem meg. Tekintve, hogy a
parallelizmus vizsgalat soran a minta higitasa torténik, a kisérlet higitasi integritas
vizsgalatként is értelmezhetd.

A torzsoldatok és munkaoldatok stabilitdsat vizsgaltam szobahémérsékleten
(20 °C) 24 o6raig és 10 °C-on 10 napig. A nyolc analit standard munkaoldatainak
vizsgalata bracketing megkozelitéssel tortént: csak a legalacsonyabb és a legmagasabb
koncentraciot vizsgaltam, utobbi a torzsoldatot is jelentette. Az analitok matrix-
stabilitasat LQC ¢és HQC, valamint poolozott plazmamintakban is vizsgaltam, 3
parhuzamos elokészitést végezve, kiilonb6z6 koriilmények kozott:

szobahdmérsékleten 24 o6raig, —20 °C-on 2 honapig, illetve 3 fagyasztds-olvasztas



cikluson keresztiil. Az elokészitett mintak stabilitdsat szobahomérsékleten 12 6raig, és
a mintaadagolo talcahdmeérsékletén (4 °C), 24 6raig vizsgaltam.

Az egymast kovetd kromatografids futasoknal fellépd athordas (carry-over)
kalibral6 oldattal. A mintat feldolgoztam a fent emlitett mintaelokészitési modszerrel,
¢s a minta mérése utdn kozvetleniil blank mintat injektaltam a rendszerbe, majd

értékeltem az analitok és BST-k valaszjelét.

Az AGP biomarker jellegének vizsgalata melanomaban

Az AGP szérumbdl torténd kinyerésére a MQ vizzel 1:1 aranyban higitott
szérumot tizendtszords térfogatu kloroform-metanol (2:1) eleggyel extrahdltam
korkoros sikrazo késziiléken (120/perc, 0-4 °C). 45 perc extrakciot kovetden a szérum
2,5-szeres térfogatdnak megfelelé mennyiségii MQ vizet adtam a mintdkhoz, majd 15
percig folytattam a razatast. Az extrakciot kovetden a lombikok tartalmat
centrifugaltam (20 perc, 4°C, 4000 rpm), majd a felsd (vizes-metanolos) fazis
fehérjetartalmat haromszoros térfogati abszolut alkohollal csaptam ki, és
centrifugalast kovetden (5 perc, 4°C, 4000 rpm) az ismét feloldott csapadékot
preparativ ioncsere kromatografiaval tisztitottam a szennyez6 fehérjéktol. A tisztitasi
Iépésre egy Pharmacia k6zépnyomasu kromatografot hasznaltam, az elvalasztas pedig
egy er0s anioncseréldvel, Fractogel EMD TMAE-650-nel t6ltott Pharmacia oszlopon
(5 x 0,5 cm) tortént. A detektalast 280 nm-es hullamhosszon UV detektorral
végeztem. A gradiens elucios modszer ,,A” eluense 25 mM bisz-trisz-propant
tartalmazott (pH=7,5), a ,,B” eluens pedig 25 mM bisz-trisz-propant és 350 mM NaCl-
ot (pH=9,5). 1,5 ml/perc aramlasi sebesség mellett a gradiens elucio a kdvetkezéképp
alakult: 0-1,7 perc, 0% B; 1,8- 10,0 perc 50% B; 10,1-18,0 perc, 60% B; 18,1-21,0
perc, 100% B; 21,1-25,0 perc, 100% B; 25,1-26,0 perc, 0% B; 26,1-30,0 perc, 0% B.
A 11 ¢és 17 perc kozott elualodd AGP frakcidt f6zOpoharba gytijtéttem, az ugyanazon
mintabol szdrmazoé frakciokat egyesitettem, majd fagyasztva szaritottam. A

liofilizatumot feloldottam 5 ml MQ vizben, majd gélkromatografias modszerrel egy



Sephadex G-25 kolonnan (15 x 2,5 cm) tisztitottam meg a pufferkomponensektdl és a
sotol, 2 ml/perc aramlasi sebességiit MQ vizes elicioval. A detektalas ebben az esetben
is UV detektorral, 280 nm-en tortént. Az AGP 12 és 22 perc kozott elualodott, melyet
féozopoharba gyljtottem, liofilizaltam, majd 2-8 °C kozott taroltam tovabbi
felhasznalasig. Az AGP oligoszacharid oldallancainak enzimatikus emésztését a
kovetkezoképp végeztem. 2 mg fehérjét 600 pl 50 mM K,HPO, és 2 mM etilén-
diamin-tetraecetsav tartalmu pufferben oldottam (pH=7,4). 12 ul 5%-os natrium-
dodecil-szulfat (SDS) ¢és 16 ul 10%-os PB-merkaptoetanolt (frissen higitott)
hozziadéasat kovetéen az AGP-t 10 percig denaturdltam 100 °C-os blokk
termosztatban, majd a mintat 10 percen at —20 °C-on hiitdttem. A hiités soran
kicsapodod SDS-t centrifugalassal tavolitottam el a rendszerbdl (5 perc, 20 °C, 14800
rpm). A feliiliszohoz hozzdadtam 6 nemzetkdzi egység PNGaz F enzimet, és 26 6ran
keresztiil inkubaltan 37 °C-on. Az enzimreakciot kovetden az oldat fehérjetartalmat 6
ml abszolut etanol hozzaadasaval csaptam ki, a csapadékos rendszert centrifugaltam (5
perc, 4 °C, 4000 rpm), a feliiliszot pedig nitrogénaram alatt szaritottam (30 perc, 40
°C). A mintat 2-8 °C kozott taroltam tovabbi felhasznalasig. Ezt kdvetéen az AGP
szénhidrat tartalmabdl antranilsavas szarmazékot képeztem. Az antranilez reagens
alapoldata 4% natrium-acetat-trihidratot és 2% ortoborsavat tartalmaz. Kozvetleniil az
antranilezési reakcid el6tt ml-enként 20 mg natrium-cianoborohidridet és 30 mg
antranilsavat oldottam fel az alapoldatban. Az igy elkészitett reagensbdl 2 ml-t adtam
a mintdkhoz, és az elegyet lezart centrifugacsdben 60 percen keresztiil, 80 °C-on
inkubaltam. A reakcid végeztével a mintat szobahdémérsékletre hiitdttem, majd
haromszorosara higitottam MQ vizzel. Az oldatot a fent emlitett gélkromatografias
modszerrel tisztitottam meg a reagens feleslegétl, a mintdk viztartalmat pedig
fagyasztva szaritdssal csokkentettem, és az analizis napjaig —20 °C-on taroltam. A
szarmazékolt  szénhidratok  analitikai  vizsgalataira  hidrofil  kolcsonhatasu
kromatografiaval kapcsolt tandem tomegspektrometrias (HILIC-MS/MS) modszert
fejlesztettem. A kromatografias elvalasztasokat egy Dionex UltiMate 3000 UHPLC

késziileken végeztem (Thermo Scientific, Bremen, Németorszag), egy Phenomenex



Luna® NH2 aminopropil-szilika &ll6fizison (250 mm x 3 mm, 5 um, 100 A). A
mintaadagol6 talcahiitését 4 °C-ra, a kolonnatermosztatot pedig 50 °C-ra allitottam.
Az eclvélasztas ,,A” eluenseként 200 mM ammoénium-formiatot (pH=3,5), ,,B”
eluensként ACN-t alkalmaztam. 0,4 ml/perc aramlasi sebesség mellett az eluens-
Osszetétel a kovetkezOképpen valtozott a kromatografias futas soran: 0-3 perc, 70% B;
3-95 perc, 70-5% B; 95-110 perc, 5% B; 110-111 perc, 5-70 B%; 111-130 perc, 70
B%. Az analizishez a liofilizalt mintdkat 200 pl kiindulasi eluensben oldottam (70%
B), és 100 pl-t injektdltam az LC-MS rendszerbe. Az elualodo glikanok MS
vizsgalatai egy Q Exactive Focus Orbitrap tomegspektrométerrel torténtek (Thermo
Scientific, Bremen, Németorszag). A késziilek elektrospray ionforrassal felszerelt,
melyet negativ modban mikodtettem. Az optimalt MS paraméterek a kovetkezok
voltak: kapillaris fesziiltség, 2,8 kV; porlasztogaz aramlasi sebessége, 32 psi; segédgaz
aramlasi sebessége, 7 psi; fliggdonygdz aramlasi sebessége, 0 psi; automatikus
erdsitésvezérld  (automatic  gain  control)  célérték, 3000000; maximalis
befecskendezési id6, 200 ms. A detektalas 17500-as felbontas mellett, 1000 és 2500
kozotti m/z tartomanyban tortént. Ezt kdvetden a tandem MS felvételeket adatfiiggd
mddon, a pontos tomeg alapjan azonositott prekurzor ionokrél vettem fel. A
fragmentacié iitk6zés indukalt disszociacioval, 35%-os relativ iitk6zési energia
alkalmazasaval tortént. A spektrumokat 17500-as felbontas mellett, 1000-2500 kozti

m/z tartomanyban regisztralta a késziilék.

Eredmények

Migrén-biomarkerek meghatarozasa vérplazmabdl

A 8 analit analizisére fejlesztett 6,5 perces, izokratikus LC-MS/MS moédszer
lehetéve tette a komponensek szelektiv és érzékeny meghatarozasat. Ezt egyrészt
MRM modban torténd detektalds, masrészt pedig az izomer aminosavak, a leucin és
az izoleucin kromatografids szeparacidja tette lehetévé. A kalibracios egyenesek
regresszios koefficiensei (r?) minden analitra legaldbb 0,998-nak adddtak, biztositva a

kalibracios tartomany megfeleld linearitasat. A validalds soran, a napon beliili és



napok kozotti torzitatlansag értékei 87,4-114,3%, valamint 87,7-113,3% kozott
alakultak, a napon beliili és napok ko6zotti pontossag pedig 11,8 és 14,3%-on beliil
volt. Az extrakcidés hatasfok értékei 85,2 és 101,4% kozott alakultak, tehat a
mintael6készitési procedura nem befolyasolta szdmottevéen a mérendé komponensek
koncentraciojat a mintakban, a BST normalizalt extrakcios hatasfok 93,6 és 111,8%
kozotti értekei alapjan pedig a belso standardok jol reprezentaljak az analitokat. A
parallelizmus vizsgalatok soran felhasznalt 6 egyéni plazmaminta koncentracioi
standard addicidval és helyettesitd matrixban felvett kalibralo egyenes alapjan is
elfogadasi hataron beliil volt (10%-on beliili eltérés). A higitasi integritas vizsgalatok
esetén az analitkoncentracio minden koncentracioszinten az elfogadasi hataron beliil
volt, kovetkezésképpen a mesterséges plazma hasonld extrakcios hatasofokot és
matrixhatast biztosit, mint a human vérplazma. A standardok torzsoldatai és
munkaoldatai stabilnak bizonyultak 20 °C-on 24 6raig és 10 °C-on 10 napig. A human
és mesterséges plazmamintdk haromszori lefagyasztdsa ¢és felolvasztdsa nem
befolyasolta az analitkoncentraciot, ahogy 24 oraig szobahémérsékleten (20 °C),
illetve 2 honapig —20 °C-on torténd tarolasuk sem. A feldolgozott mintak
koncentracidiban szintén nem tortént szamottevd valtozas 24 ora alatt a mintaadagold
hémérsékletén (4 °C), valamint 12 ora alatt szobahdmérsékleten. Az athordas nem
haladta meg az LLOQ mennyiségének 17,2, BST-k esetén pedig az 1,0%-at, igy
megfelelt az EMA iranyelveiben foglalt 20, illetve 5%-os hatarnak. A validalt
bioanalitikai modszert mintegy 800 szérumminta meghatarozdsara alkalmaztam,
melyet potencialis migrén biomarkerek azonositasa céljabol gytjtottek 98 migrénes
betegtdl, illetve egészséges Onkéntestdl. A mintakat tiz mérési sorozat keretében
mértem le, minden sorozat elején és végén kalibralo, illetve QC mintakat is futtatva.
Utobbiak esetén a pontossag és torzitatlansig nem romlott a modszervalidalas
eredményeihez viszonyitva. Az EMA iranyelveinek megfelelden vizsgaltam a
mérések reprodukalhatdsagat, a mintak 10%-anak (n=80) ismételt mérésével. Tekintve
hogy az ismétlések soran mért hiba egyik minta esetén sem haladta meg a 18,2%-ot,

az eredmények messzemendkig kielégitik az iranyelvben foglalt kritériumokat,
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miszerint az eredményeknek 20%-os hibahataron beliil kell lennie, legalabb az esetek
66,7%-aban. A mintdk kevesebb, mint 1%-aban a valin, izoleucin vagy tirozin
koncentraci6 meghaladta az ULOQ-t. Ezekben az esetekben a plazmamintakat
kétszeresére higitottam mesterséges plazmaval, és a mintaeldkészitést kovetden ismét

lemértem Oket.

Az AGP biomarker jellegének vizsgalata melanomaban

Az AGP antranilalt oligoszacharid oldallancainak vizsgélatara fejlesztett
HILIC-MS/MS moédszer alkalmazasa soran a szarmazékok harom, egymastol jol
elkiilonithetd cstcsegyiittesben jelentek meg szialsav tartalmuk alapjan: 43,49-47,15
perc kozott az egyszeresen, 61,36—75,31 perc kozott a kétszeresen, 83,46—112,60 perc
kozott a haromszorosan, illetve négyszeresen szializalt szerkezetek elualodtak. A
tovabbiakban az oligoszacharidokat cukordsszetételilk alapjan fogom jeldlni, ahol a
betiik a lancot felépitdé monoszacharid egységeket jeldlik: H (hexdz, amely lehet
mannéz vagy galaktéz), G (galaktdoz), M (manndéz), N (N-acetil-glikdozamin), S
(szidlsav), F (fuko6z), a betlk utdani szam pedig azt jeloli, hogy az adott
monoszacharidbol héany talalhaté a lancban. Tekintve, hogy az AGP-ben kizardlag
komplex szerkezetl oldallancok talalhatok, amelyek core része konzervativ szerkezeti
(két N-acetil-gliikkozaminbdl és harom mannozbdl épiil fel), belathatd, hogy a N4HS
jelolés bi-, az NSH6 tri-, az N6H7 tetraantenndris, az N7H8 pedig lancelongalt
szerkezetre utal. A nagyfelbontasti kromatografids modszerrel mintegy 102
glikanizomert sikeriilt azonositani. Ennek f6 oka, hogy a modszer lehetévé tette az
olyan glikédnizomerek elvalasztasat is, amelyek egymastdol csak a szidlsav
kiilonboztek egymastol, és amelyeket diagnosztikus fragmensionokkal Ilehetett
igazolni. Tekintve, hogy az AGP egy szialoglikoprotein, az azonositott izomerek
mindegyike tartalmazott legalabb egy szidlsav egységet, tovabba megtalalhatok voltak
egyszeresen, kétszeresen ¢és haromszorosan fukozilalt, illetve elongalt lanca

szerkezetek is. A tandem tomegspektrumok kiértékelése lehetové tette a
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legintenzivebb 39 izomer szerkezeti jellemzését. Az optimalt koriilmények kozott az
MS/MS spektrumok féként ,,Y™, ,,Z” és ,,B” tipusu fragmensionokat tartalmaztak, de
szintén megfigyelhetok voltak gytriihasadassal keletkezd ,,A” ionok is. Mind az a-2,3
(B2—CO2, 408,15 m/z), mind a 0-2,6 (**A2-COz, 306,12 m/z) szializiciora jellemz6
diagnosztikus fragmension megfigyelhetd volt az MS/MS spektrumokban, igy meg
lehetett allapitani, hogy az egyes izomerek melyiket tartalmazzak. Egy biantennas
glikan, N4H5S2 vizsgalataval lehetdség nyilt annak demonstralasara, hogy az
izomerek eltcids sorrendje nem kizardlag a szialsavegységek szamaval, de a
cukorlanchoz valé kapcsolédasuk modjaval is szorosan Osszefligg, ugyanis az a-2,6
szialsav nagyobb retenciot eredményez a HILIC elvélasztasok soran, mint az a-2,3.
Annak ellenére, hogy a szakirodalom az AGP-re tisztin antenna fukozillt
glikoproteinként hivatkozik, két oligoszacharid (N4HSSF, N4HS5S2F) esetén is
sikeriilt igazolni a core fukozilacié meglétét.

A daganatos ¢s kontroll mintdk Osszehasonlitd elemzése céljabol
meghataroztam minden glikanizomer csucs alatti teriiletét az egyéni mintdkban, majd
kifejeztem az adott mintaban talalhat6 Osszes oligoszacharidhoz viszonyitott relativ
mennyiségiiket. Ezt kdvetden az értékeket atlagoltam beteg és a kontrollcsoportban is,
majd a betegcsoport értékeit normalizaltam a kontrollcsoportra. Ez alapjan
egyértelmiien lathato a fukozilalt oligoszacharidok tilexpresszidja a melanomas
csoportban, kiilondsen a jobban elagazd szerkezetek esetén. Néhany triantennds
(NSH6S3F, NS5SH6S3F2, NS5SH6S3F3) ¢és tetraantennas (NO6H7S4F, N6H7S4F2)
glikanizomer példajan pedig az is belathatd, hogy a novekedés mértéke
hozzavetblegesen aranyban van a szénhidrat lanchoz kapcsolodd fukoédzegységek
szamaval, jol demonstralva a fukozilacid Kkitiintetett szerepét a korfolyamatban.
Valosziniileg az el6z6 folyamat eredményeként, néhany nem fukozilalt glikan
(NSH6S2, NSH6S3, N6H7S3) relativ mennyiségi csokkenése is megfigyelhetd a
betegcsoportban. Egy adott oligoszacharid kiillonboz0 izomereit Osszehasonlitva
aranyeltolodas figyelhetd meg a késébb elualodd komponens javara. A jelenség

leginkabb a triantennas NSH6S2 és NSH6S3F, tovabba a tetraantennas N6H7S2 és
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N6H7S2F esetén jelentkezett. Osszhangban a szializalt izomerek elticiés sorrendjérdl

levont kovetkeztetésekkel, az NSH6S3F és N6H7S2 esetén MS/MS Kkisérletekkel

igazolhato volt, hogy a jelenség az a-2,6 szializacio fokozott mértékével fligg Gssze.

Az LC-MS mérések eredményeit linedris diszkriminancia analizissel (LDA)

értékeltem ki, amely folytonos fiiggetlen valtozok linedris kombinacidjat alkalmazva

képes megkiilonboztetni ketté vagy tobb kategoriat, mint fliggd valtozot. A

legnagyobb diszkriminald képességgel rendelkezd valtozok kivalasztisa az értékek

csoportokon beliili atlagabdl és szorasnégyzetébol keriilt kiszdmitasra. Ez alapjan a

legerdsebb valtozok a kovetkezok. A legjelentdsebb diszkrimindld képességgel

rendelkez6 valtozok a kdvetkezok:

e N5H6S2 csokkent relativ mennyisége a daganatos csoportban

e N5H6S2 4. izomerének csokkent relativ mennyisége a daganatos csoportban

e N5H6S2 5. izomerének csokkent relativ mennyisége a daganatos csoportban

e N5H6S2 4. és 5. izomerének egymashoz viszonyitott ardnya csokken a daganatos
csoportban

e NS5H6S3F 1. és 2. izomerének egymashoz viszonyitott aranya csokken a daganatos
csoportban

e NOH7S2 3. és 5. izomerének egymashoz viszonyitott ardnya csokken a daganatos
csoportban

e NOH7S2 4. és 5. izomerének egymashoz viszonyitott ardnya csokken a daganatos
csoportban

e NOH7S2F novekedett relativ mennyisége a daganatos csoportban

e NO6H7S2F 3. izomerének novekedett relativ mennyisége a daganatos csoportban

e NOH7S2F 2. és 3. izomerének egymashoz viszonyitott aranya csdkken a daganatos

csoportban.

A melanomas ¢és kontroll csoport megkiilonboztetésére alkalmas 10 valtozoé tehat
Osszesen 4 oligoszacharidhoz kotodik. A fiiggetlen valtozok segitségével képzett LDA

modell teljesitoképességét az un. ,egyharmad-kihagyasos” kereszt-validalasi
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modszerrel értékeltem. Ennek soran a 37 vizsgalati minta véletlenszertien kivalasztott
kétharmadabol (25 minta) megalkottam a modellt, a visszamarad6 egyharmadra (12
minta) pedig ismeretlenként tekintettem, és kategorizaltam dket a modell alapjan. A
ciklust tiz alkalommal ismételtem meg, Osszesen 120 véletlenszertien kivalasztott
minta besorolasat elvégezve. A moddszer 55 melanomas mintabol 52-t, és 65
kontrollmintabdl 64-et helyesen ismert fel, mely kimagaslo, 96,7%-os klasszifikacios
hatékonysagot jelent. A biomarkerek értékelésére szolgald teljesitményjelzokkel
kifejezve az AGP érzékenysége 94,6%, specifikussaga 98,5%, pozitiv prediktiv értéke
98,1%, negativ prediktiv értéke pedig 95,5%. Ugyanebben a populacidoban az S100B
fehérje 33,3%-o0s érzékenységgel, 94,7%-os specifikussaggal, 85,7%-0s pozitiv
prediktiv értékkel, 60,0%-os negativ prediktiv értékkel rendelkezik.

Kovetkeztetések

Doktori munkam soran elséként fejlesztettem bioanalitikai modszert a valin,
leucin, izoleucin, fenilalanin, tirozin, triptofadn, szerotonin és kinurenin egymas
melletti kvantitativ meghatarozasara. Izokratikus koriilmények kozott végzett forditott
fazisti kromatografias modszerrel 6,5 perc alatt megvalosult a komponensek eltcioja,
és az izomer aminosavak (leucin, izoleucin) elvéalasztasa. Az analitok endogén
természetéb6l adodoan a bioanalitikai modszervalidalasra vonatkozo hatdsagi
iranyelvek csak korlatozottan alkalmazhatok, melyek el6irjak, hogy a validalasi
mintakat a vizsgalati mintakkal azonos matrixban kell elkésziteni. A nagyszamu analit
¢s meghatarozni kivant vérplazma minta miatt, a helyettesitd matrix megkozelitést
alkalmaztam a probléma megoldasara. Ennek sordn 4% HSA tartalmi PBS oldatot
alkalmaztam a kalibralo és mindségellen6rzé mintak elkészitésére. A vérplazma és a
mesterséges matrix kozotti parallelizmust vizsgaltam standard addiciés maodszerrel, és
higitasi integritds vizsgalattal. Az eredmények azt mutattdk, hogy a matrixok kozotti
parhuzamossag fennall minden analit esetén. Kovetkezésképp, a kivalasztott dsszetétel
megfelelden reprezentalja a vérplazmat a mérendé komponensek esetében, mind

extrakcios hatasfok, mind matrixhatas tekintetében. A modszer tovabba lehetdvé tette
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az analitok relevans endogén koncentracio-tartomanyanak lefedését kalibrald és
quality control mintdkkal, tovabba az extrakcios hatasfok értékének szdmszerisitését.
Végsosoron pedig lehetdség nyilt a kifejlesztett modszer és a mérések validalasara az
EMA ¢és FDA altal meghatarozott Osszes paraméterre. A validalt modszert sikerrel
alkalmaztam a nyolc analit meghatarozasara 800 human vérplazma mintaban, egy
migrén biomarkerekre irdnyul6 kutatas tdmogatasa céljabol.

Doktori kutatasom masodik felében egy HILIC-MS/MS modszert dolgoztam
ki az AGP szénhidrattartalmanak antranilsavas szarmazékképzést kovetd vizsgalatara,
mely a nagyfelbontdsti kromatografidas modszernek koszonhetden lehetéve tette az
eddigi kutatdsoknal nagyobb szami, mintegy 102 glikdnizomer azonositdsat. A
maodszerrel els6ként vizsgaltam a malignus melanoma glikozilaciora gyakorolt hatasat,
18 high-risk melanomas beteg, és 19 egészséges Onkéntes bevondsaval. Ennek soran
azt tapasztaltam, hogy a beteg és kontroll mintak megkiilonboztetésére két triantennas
(NSH6S2, N5H6S3F) és két tetraantennas (N6H7S2, N6H7S2F) oligoszacharid,
illetve hozzédjuk kotheté 10 valtozas bizonyult leginkabb alkalmasnak. Annak
ismeretében, hogy a 10 legnagyobb diszkriminal6 erdvel rendelkez6 valtozo koziil 8
izomer szinti megfigyelésen alapul, a biomarker jelleg eredményes igazolasdhoz
nélkiilozhetetlennek bizonyult a nagy felbontoképességii elvalasztastechnikai modszer
(esetiinkben a HILIC modszer), mellyel megvalosithaté az izomerek elvalasztésa.
Masik fontos tapasztalat, hogy az egyes valtozok dnmagukban mérsékelt, kombinalva
viszont kiemelkedd klasszifikacios hatékonysagot eredményeztek. Fontos tanulsag
tehat, hogy a glikozilaciéra iranyuld biomarker-vizsgalatoknak célravezeté nem
egyedi szerkezeteket monitoroznia, hanem a teljes mintazatot figyelembe vennie. Ez
alapjan az ilyen iranyu kutatasok szerves részét kell képeznie a mintazatfelismerésre
alkalmas biostatisztikai modszereknek, mellyel tapasztalataim alapjan lekiizdhet6 a
nagy egyéni kiilonbségek zavaré hatdsa, illetve a valtozasok olyan egyedi
kombinacidja talalhato meg, mely nagy specifikussagot mutat a vizsgalt korképre.
Ezzel a megkozelitéssel sikeriilt igazolnom az AGP glikozilaciés mintazatanak

biomarker jellegét high-risk melanomas betegekben, mely mind érzékenységben,
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mind negativ prediktiv értékben jelentdsen foliilmulja a jelenleg alkalmazott S100B
fehérjét. A vizsgélatok soran kapott eredmények alapjan kijelenthet6, hogy a
kidolgozott és alkalmazott analitikai és kemometriai modszerek Osszessége alapjat

képezheti egy jovobeni, hatékony melanoma malignum diagnosztikai eljarasnak.
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