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1. Bevezetés

1.1.  Biomarkerkutatés

Az amerikai Elelmiszer- és Gyogyszerfeliigyelet (Food and Drug Administration,
FDA) definicidja alapjan a biomarker egy meghatarozott jellegzetesség, melynek
mérésével jelezhetd valamilyen fiziologias vagy patologias folyamat, illetve valamilyen
expozicidra adott valasz, beleértve a terapids beavatkozéasokat [1]. Megkiilonboztetliink
molekularis, szovettani, radiografids és fizioldgias biomarkereket [2,3]. A molekularis
biomarkerek valamely fizikai-kémiai tulajdonsaguk alapjan mindségileg vagy
mennyiségileg mérhetdk bioldgiai eredetli mintakban (pl. vércukorszint meghatarozasa).
A szdvettani biomarkerek sejtek, szovetek vagy testnedvek molekularis, illetve biokémiai
véltozasaira reflektdlnak (pl. daganatok stadiummeghatdrozasa szdvettani metszetek
alapjan). A radiografids markerek képalkotd technikdkkal torténd meghatarozason
alapulnak (pl. csontsiiriség mérése oszteodenzitometridval). A fiziologids biomarkerek
az el6z0 kategéridkba nem sorolhaté egyéb testi folyamatot jeleznek (pl.
vérnyomasmérés). Felhaszndlasi teriiletiik is igen szertedgazd, megkiilonboztetiink
diagnosztikus, prognosztikus ¢és sziirési célu biomarkereket, de alkalmazhatok
elérejelzésre, rizikofaktorok azonositdsara, illetve terdpia hatdsossdganak ¢és
biztonsagossaganak nyomonkdovetésére [4].

Az utobbi két évtizedben jelentdsen megnétt az igény uj, foként molekularis
biomarkerek azonositasara. Ennek egyik fontos oka, hogy uj, a gydgyszerek klinikai
kiprobalasa soran egyre inkabb elterjed a helyettesitd végpontok (markerek) alkalmazasa.
A jol megvalasztott helyettesitd végpont szoros Osszefliggésben van a terapia valddi
sikerét bizonyito, kemény klinikai végponttal, de annal lényegesen korabban értékelhetd,
nagymértékben gyorsitva olyan készitmények befogadasat, melyek életeket menthetnek,
vagy nyujthatnak meg (pl. daganatterapias szerek) [3,5,6]. A biomarkerek irant megnott
érdeklédés masik fontos tényezdje, hogy a bioinformatika és bioanalitika dramai
fejlddésen ment keresztiil az utobbi évtizedekben. Ez kiilondsen igaz a
tomegspektrometria (MS) alapti technikdkra, amelyek minden eddiginél nagyobb
érzékenységgel és specificitdssal biztositanak lehetdséget a potencidlis biomarkerek
azonositdsdra,  kvantitativ meghatdrozasara és  szerkezetfelderitésére  nagy

ateresztOképesség mellett. Ezzel parhuzamosan a technika egyre inkabb
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felhasznalobaratta és elérhetdveé valik a kutatok széles korének, eldsegitve az ilyen irdnyt
kutatasok fejlodését és elterjedését [7].

Mindezek ellenére elterjedt nézet, hogy a biomarker-felfedezés a biologiai
kutatasok egyik legosszetettebb, legnehezebben megvalodsithatod valfaja. Ez egyrészrdl a
biologiai rendszerek komplexitasabdl, az egyéni kiilonbségekbdl, illetve abbol adodik,
hogy a betegségek patomechanizmusai altaldban igen Osszetettek, ezért a szervezetben
fenndlld szamos egyéb fiziologias vagy koros allapot interferdlhat a folyamattal
molekularis szinten, nehezitve a biomarker azonositasat, és megkérddjelezve annak
valodi hasznossdgat [7]. Masrészrél az ilyen irdnyt kutatdsok multidiszciplinaris
szemléletmddot és szamos teriilet magasszintli ismeretét feltételezik, mint a betegség
koérélettana és biokémidja, a meghatarozni kivant molekulak bioanalitik4ja, valamint a
biostatisztika/bioinformatika. Ez alapjan torvényszerli, hogy a feladatok szertedgazo
mivoltabol adédoan az eredményes biomarkerkutatads egy kutatocsoport keretein beliil tud
megvalosulni, melynek tagjai kozott nélkiilozhetetlen a szoros egyiittmiikddés és a jo
kommunikaci6 [8].

Béar az 1) biomarkerek felfedezésére kiilonb6zé megkozelitések léteznek, a
szakirodalom altaldban 6t f6 fazisra osztja a folyamatot [9]. A kutatas kezdeti 1épése a
kisérleti terv feldllitdsa. Ez magéaban foglalja a kiinduldsi hipotézis megfogalmazasat a
kérfolyamat biokémiai hatterének ismeretében. Ebben a 1épésben keriil meghatarozasra a
biomarker-jelolt molekuldk kore, a vizsgalni kivant esetek klinikai jellemzése, valamint
a bioldgiai minta tipusanak ¢és sziikséges mennyiségének meghatarozasa. Tekintve, hogy
az esetek legnagyobb részében a biomarker-kutatds nem valosithaté meg beteg és
egészséges kontroll egyének bevondsa nélkiil, ebben a fazisban kell beszerezni a
vizsgalatokhoz sziikséges etikai engedélyeket. A folyamat masodik 1épése a klinikai
vizsgalatok tervezése, megszervezése ¢és lebonyolitasa. Ebben a fazisban kiilonos
hangsulyt kell fektetni a bioldgiai minta gytijtésének és tarolasanak koriilményeire, illetve
azok dokumentalasara. Az esetszdm altalaban néhany tiz, de elérheti a szédzas
nagysagrendet is [9]. A kutatis harmadik szakasza a bioldgiai mintak vizsgélata, melybe
beletartozik a mintaeldkészitési és bioanalitikai modszerek fejlesztése, alkalmazasa,
tovabba kvantitativ meghatarozas esetén az analitikai modszer validdlasa. A klinikai
vizsgalatok és a miiszeres analitikai mérések soran 9sszegytilt adatok elemzése alkotja a

folyamat negyedik fézisat. Ez daltaldban biostatisztikai/kemometriai moddszerek
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alkalmazéasaval valosul meg, de nem ritkdn a statisztikus szamdra kezelhetetlen
mennyiségli adat keletkezik, melyet kiilonb6z6 ,,adatbanydszati” technikakkal lehet
atlathatova tenni [10]. Ebben a szakaszban torténik a biomarker-jelolt(ek)
teljesitményértékelése, ezért ez a fazis fontos dontési pontként szolgal a kutatas tovabbi
kimenetele szempontjabdl. A folyamat utolso 1épésében a jol teljesité biomarkerjeldlt
validalasa torténik egy atfogé klinikai kutatas keretében, mely arra keresi a valaszt, hogy
a marker nagyobb és valtozatosabb populdcidban is alkalmas annak a kérdésnek a
megvalaszolasara, amelyre fejlesztették. A klinikai validalas 4ltaldban szazas
nagysagrendii mintaszamot igényel, de bizonyos esetekben elérheti az ezret is [9]. Annak
ellenére, hogy a biomarker-felfedezést a fent emlitett moédon fazisokra szokas osztani,
érdemes ezekre nem konszekutiv, hanem egymassal bizonyos mértékig atfedd,
parhuzamos 1épések folyamataként tekinteni, ahol visszacsatolds is megvaldsulhat az
egyes szakaszok kozott.

Jelen munka két, egymastol fiiggetlen, a molekularis biomarker-felfedezés
koncepcidja mentén meégis egységet képezd kutatdsi projektet mutat be, melyet a
Semmelweis Egyetem Gyogyszerészeti Intézet Bioanalitikai és Kémiai Ellendrzé
Laboratorium kutatocsoportjdban végeztem, Dr. Ludanyi Krisztina témavezetésével.
Kutatocsoportunk eltérd szerepet toltott be a két projektben, amelyre reflektal a dolgozat
terjedelmi megoszlasa is. Az elsd projekt a migrén patomechanizmuséban potencidlisan
szerepet  jatszo6  kismolekulds  markerek  azonositdsdra  iranyult, melybe
neurotranszmitterek, aminosavak és azok anyagcseretermékei tartoznak. Az emlitett
felosztas szerint kutatocsoportunk a folyamat harmadik fazisaban vett részt, tehat
feladatunk a mintaeldkészitési és miiszeres analitikai modszerek fejlesztése és validalasa,
tovabba az anyagok meghatarozasa volt, kozel ezer vérplazma mintabol. A masodik
munkaban egy szérumfehérje, a human ol-savanyu glikoprotein (AGP) biomarker
jellegét  vizsgaltuk  malignus melanomédban. A projekt  kutatécsoportunk
kezdeményezésére indult, és aktivan kozremiikodott a folyamat valamennyi — eddig
lezajlott — szakaszdban, beleértve a kisérleti terv felallitasat és az etikai engedélyek
beszerzését, a klinikai vizsgéalatok tervezését és lebonyolitasat, a bioanalitikai modszerek
fejlesztését és alkalmazasat, tovabba az adatok kiértékelését. Az 1. dbra bemutatja a
biomarker-felfedezés szakaszait, illetve kutatdocsoportunk részvételét a két projekt

fazisaiban.
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1. abra A biomarkerkutatas folyamata és kutatocsoportunk szerepvallaldsa a két bemutatasra keriild
kutatasi projektben

1.2.  Endogén anyagok kvantitativ analizise

Egy tipikus bioanalitikai modszervalidalds sordan a kalibrdldo egyenes
szerkesztéséhez sziikséges, illetve a mindségellendrzé (Quality Control, QC) mintak
készitéséhez a vizsgélati mintdkkal azonos természetli, de a mérendé komponensekre
nézve lires, blank bioldgiai matrixhoz adjuk hozza az analit és a belsdé standard (BST)
ismert mennyiségét. Ezzel biztositjuk, hogy a vizsgélati és a validalasi mintdk hasonld
kornyezetet jelentenck az analit és a BST szamara. Igy a mintael6készités soran
potencialisan fellépd anyagveszteség egyforman érinti a mintakat, tehat megegyezik az
extrakcios  hatdsfok. Tekintve, hogy a bioanalitikai —méréseket foként
folyadékkromatografiaval kapcsolt tomegspektrometridval (LC-MS) végzik, a biologiai
kozeg megegyezdsége azt is garantélja, hogy a matrixhatds mértéke is azonos a mérendd
komponensek és a belsé standardok szaméra. Az elmult iddszakban azonban egyre
nagyobb igény jelentkezik endogén anyagok bioldgiai matrixban torténd kvantitativ
meghatdrozasara. Ennek f6 okai, hogy szamos vegyiilet képezi biomarkerkutatasok
targyat, illetve szdmos gyogyszerként alkalmazott vegyiilet egyben endogén anyag is.

Ilyen esetekben viszont nem all rendelkezésre blank matrix, nehezitve a kvantitativ

10
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meghatarozast €s a modszervalidalast [11]. Az Eurdpai Gyogyszeriigynokség (European
Medicines Agency, EMA), valamint az FDA vonatkoz6 irdnyelvei csak a xenobiotikumok
(és azok metabolitjainak) kvantitativ bioanalizisét, illetve modszervalidalasat
szabdlyozza [12,13]. Az anyagok endogén eredetébdl adddd nehézségek lekiizdése
érdekében, egyre inkabb elterjednek az Un. ,fit for purpose” (a célnak megfeleld)
kvantitalasi/validalési stratégiak. A szakirodalom négy megkozelitést kiilonboztet meg: a
standard addicio (standard addition), a hattérkivonas (background subtraction), a
helyettesité analit (surrogate analyte in authentic matrix), valamint a helyettesitd matrix

(authentic analyte in surrogate matrix) modszerét [14-20].

1.2.1. Standard addicié modszere

A standard addiciéos modszer alkalmazésa sordn a vizsgélati mintat tobb egyenld
analitoldatot és azonos mennyiségli BST-t adunk (spikeoljuk a mintat). A mintarészletek
mérésével generalt analitikai jelet &brdzolva a hozzdadott analitkoncentracio
fliggvényében, egyenest kapunk, melynek negativ x tengely metszete megadja a minta
egyenest vesziink fel minden vizsgalati mintara, lehetdvé téve az endogén koncentracid
direkt meghatarozasat. A modszer vitathatatlan elénye, hogy a matrixhatasbol ad6do
potencialis mérési hibat teljes mértékben kikiiszoboli, tekintve, hogy a meghatarozas
teljes folyamata ugyanabban a (vizsgalati) mintaban valdsul meg, igy még az azonos
tipusu, de kiilonboz6 eredetli matrixbol adodo eltérések sem okoznak mérési hibat (pl.
ugyanazon betegtdl eltéré napszakban gyiijtott szérum). A modszer hatranya a nagy
mintaigény, tovabba egyetlen mérési eredményhez tobb (altalaban 6t) mintaeldkészitést
és mérést kell elvégezni, emiatt nagyon koltséges és munkaigényes. Igy a standard
addicié alkalmazésa erdsen korlatozott, ha az egyéni mintakbdl kis mennyiség all a

rendelkezésre, vagy ha a cél nagyszami minta meghatarozasa [20].

1.2.2. Hattérkivonds modszere
A standard addiciohoz hasonldan, hattérkivonasnal szintén ndvekvé mennyiségii
analitot adunk egy részletekre osztott mintdhoz. Ezt azonban csak egyetlen

(reprezentativ) mintdn végezziik el, melybdl meghatdrozzuk a matrix bazalis

rrrrrrrr
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a korrigalt értékekre illesztiink kalibralé egyenest, a tovabbiakban ezt alkalmazva az
egyéni mintak meghatarozéasara [20]. A mddszer elénye tehat, hogy a kalibrald egyenes
a vizsgalati mintakkal azonos tipusi matrixban vehet6 fel, és a folyamatot nem kell
minden egyéni minta esetén ismételni. Hatranya, hogy a kvantitalas alsé hatara (lower
limit of quantitation, LLOQ) nem hatdrozhaté meg kisérleti iton, és nagyban fligg a
reprezentativ. minta hattérkoncentracidjatol. Abban az esetben, ha a kalibraciohoz
vizsgalataban, ahol az analit alulexpresszalodik), lehetdség van a minta higitasara, ekkor
azonban figyelembe kell venni a kdzeg Osszetételének valtozasat, mely eltérd extrakcids
hatasfokot és matrixhatast eredményezhet. A modszer masik hatranya, hogy a kalibralo
minta eltérd hattérkoncentracidja miatt, alacsony a modszer laborok kozti

reprodukélhatésaga [20,22,23].

1.2.3. Helyettesitd analit modszere

A helyettesitd analit modszer sordan, a mérendé komponens stabilizotop-jelzett
standardjat alkalmazzuk a kalibracios egyenes felvételénél. Mivel a jelzett standardra
nézve a bioldgiai matrix iires, az valddi blanknek tekinthetd [20,24,25]. A modszer azzal
a feltételezéssel €1, hogy a molekulatomegét leszamitva, a jelzett analdog minden fizikai-
kémiai tulajdonsdgaban megegyezik az analittal (vagy csak minimalisan tér el attol), és
hasonloan viselkedik ahhoz retencids id0, extrakcios hatasfok, matrixhatas és detektor
valaszjel szempontjabol. Utdbbi gyakran nem teljesiil, mely az analdégok eltérd ionizacios
hatasfokabol adodik. Ilyenkor meg kell hatdrozni a jelzett és a nem jelzett analit
valaszjelének aranyat (response factor, RF). Ha RF nem egyenld eggyel, de értéke allando
a teljes kalibracios tartoméanyban, akkor a jelzett standard alkalmazhato, de RF értékével
korrigalni kell a kvantitativ mérések eredményét. Tovabbi kritérium, hogy az izotop-
jelzett standard monoizotdpos tomegének legalabb annyival meg kell haladnia az analitét,
hogy ne mutasson atfedést annak természetesen el6forduld '3C izotopjaival [26]. A
modszer legnagyobb elénye, hogy megfeleld helyettesitd analit valasztisa esetén a
mérések lebonyolitasa és a validalas kivitelezhetd az EMA ¢és FDA iranyelveinek
megfeleléen. Hatranya, hogy minden mérend6 komponensre két stabilizotop-jelzett
standarddal kell rendelkezni (egy helyettesitd analitként, egy pedig BST-ként szolgal)

[11]. Ez egyrészt rendkiviil koltségessé teszi az eljarast, kiillondsen nagyszdmi mérendd
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komponens esetén, masrészrél nagymértékben limitalja a mddszer alkalmazhatosagat,

mivel szamos anyagbol nem all rendelkezésre két kiilonb6z6 izotopjelzett standard.

1.2.4. Helyettesitd matrix modszere

A helyettesitd matrix modszerénél a vizsgalati mintadk biologiai kdzege helyett
valamilyen egyéb kozeget hasznalunk a kalibralo (és QC) mintak elkészitéséhez.
Helyettesitd matrixként alkalmazhatunk egyszerti oldatokat, mesterséges matrixot, vagy
kezelt matrixot, mely a biologiai kdzeg analitmentesitett valtozatat jelenti [27-32].
Egyszerli oldatok &ltaldban akkor johetnek szoba, ha az oldat és a bioldgiai matrix
Osszemérhetd extrakcids hatasfok és matrixhatds szempontjabol (jellemzden az eldbbi
magas, utobbi pedig elhanyagolhatd). Ha ismert a bioldgiai kozeg Osszetétele,
megkisérelhetd mesterséges uton vald eléallitasa, melynek célja, hogy a lehetd legjobban
szimulalja a bioldgiai mintat, kiiléndsen az analitok oldhatosdga, a pH és ionerdsség
szempontjabol. Vérszérum ¢és plazmamintdk szimuldldsara éppen azért gyakran
alkalmazzak a foszfat pufferes sooldatot (phosphate buffered saline, PBS), melyhez 2-
8% marha (BSA), vagy humén szérum albumint (HSA) adagolnak [20]. De mesterséges
matrix eldallithatd vizelet, konny, nyal, cerebrospindlis folyadék és hiivelyvaladék
helyettesitésére is [30,33-36]. A kezelt matrixok eléallitasat nagymértékben befolyasolja
az analit tulajdonsaga. Bomlékony vagy héérzékeny vegyiiletek esetén (pl. aszkorbinsav)
elegendd a matrix szobahdmérsékleten torténd tarolasa, vagy enyhe melegitése [37]. Az
analitmentesités azonban legtobbszor aktiv szenes kezeléssel torténik. Ebben az esetben
nagy gondot kell forditani az aktiv szén eltdvolitasara a kezelést kovetden, maskiilonben
a standard hozzaadasa utan is kifejtheti hatdsat, befolyasolva a mérési eredményket. Az
aktiv szénnel torténd analitmentesitést limitalja, hogy szdmos anyag nem, vagy nem teljes
mértékben tavolithato el igy a kozegbdl. Tovabbi hatranya, hogy drasztikusan
megvaltoztatja a matrix Osszetételét, és reprodukalhatosaga is csekély [20]. Akarmelyik
megkozelitést is kovetjiik, a helyettesitd matrix modszer elénye, hogy nagyszamu minta,
¢s sok analit egymas melletti meghatarozasara is alkalmas. Hatranya viszont, hogy a jol
megvalasztott helyettesitd matrix is csak bizonyos mértékig reprezentalja a bioldgiai
mintat, ezért kdzegek kozti parhuzamossagot (parallelizmust) értékelni kell, mellyel
részletesen foglalkozik az értekezés 3.2.3. és 4.1.2. fejezete. A fit for purpose stratégiakat

a 2. abra foglalja 6ssze.
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helyettesité analit modszerénél (C) a mérendé komponens stabilizotop jelzett valtozatat alkalmazzuk a
kalibracio elkészitésehez. A helyettesito matrix modszer (D) esetén analitmentesitett vagy mesterséges
matrixban készitiink kalibraciot.

1.2.5. A migrén potencialis biomarkerei

A migrén egy elsddleges fejfajasi rendellenesség, melynek globalis prevalenciaja
15-18% [38]. A betegség jellemzden liiktetd, altalaban féloldali, moderalt vagy erds
fajdalommal jar, melyet gyakran kisér hanyinger vagy hanyas, hang- és fényérzékenység,
¢s a tiintetek altalaban erdsodnek fizikai aktivitas hatasara [39]. Embereken és allatokon
végzett kutatdsok eredményei aldtdmasztjak, hogy az agy és a vérplazma krénikusan
alacsony interiktalis (a rohamok kozotti iddszakban mérhetd) szerotonin szintje
Osszefliggésbe hozhato a trigeminovaszkularis rendszer fokozott érzékenységével, mely
hozzajarulhat az ismételt migrénes rohamok kialakulasdhoz [38,40—42]. Osszhangban a
szerotonerg diszfunkcio elméletével, az 5-HTip/1p (az 5-hidroxitriptamin receptor 1B és
1D altipusa) agonista triptanok enyhitik a migrén tiineteit, mig a triptofan-kimertilés —
mely hatdsara gyorsan csokken az agy szerotonin koncentracidja — fokozza az agy

excitabilitasat és a migrénes tiinetek erdsségét [40,42,43]. Az agy szerotoninszintjét
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azonban nem kizardlag a triptofan, hanem mads nagy, neutralis aminosavak (large neutral
amino acid, LNAA) vérplazma koncentracidja is befolyasolja, melyek versengenek a vér-
agy gat L-tipusi aminosav transzporterének (L-type amino acid transporter, LATI)

elfoglalasaért. Az LNAA-k kozé tartozik a valin, a leucin, az izoleucin, a fenilalanin és a

crer

crer

és a szerotoninszintézist [44]. A triptofdn-LNAA ardny étrendi befolyasolasa
bizonyitottan  képes  viselkedésbeli  valtozdsok  kivaltasara a  szerotonerg
neurotranszmisszié befolydsolasaval (bar a pontos mechanizmus nem ismert), pl.
triptofan-mentes aminosavkeverék fogyasztasa akutan képes fokozni a szorongast, és
hangulatromlést okozni [43—45]. Hasonl6an, a triptofinhidny képes stlyosbitani a
migrénes rohamokat, az arra hajlamos egyéneknél. A triptofdn masik fontos
anyagcsereterméke a kinurenin, mely eldanyaga a kinurénsavnak. Utdbbi excitatorikus
receptorok ligandja, és neuroprotektiv hatdssal bir. A szerotonerg és glutamaterg
neurotranszmisszié befolyasoldsa révén szerepet jatszik a migrén patomechanizmuséaban.
Ezzel Osszhangban, kronikus migrénes betegek vérében a kinurénsav csokkent
koncentracioja figyelhetd meg, tovabba szamos kutatds irdnyul a kinurénsav-analogok

migréngyogyszerként torténd alkalmazésara [46].

1.3, Human al-savanyu glikoprotein (AGP)

A human al-savanyu glikoprotein, masnéven orozomukoid (ORM) egy 41-43
kDa kozotti molekulatomegli pozitiv akutfazis fehérje [47]. A 183 aminosavbol allo
peptidet harom gén kodolja (ORM-A, ORM-B, ORM-B’) melyek a IX. kromoszéma
hosszu karjan helyezkednek el. Az ORM-A gén kddolja az ORMI fehérjét, mely szérum-
AGP 75%-4at alkotja, az ORM-B és ORM-B’ pedig ugyanazt az ORM?2 fehérjét kodoljak.
A két genetikai varians 22 aminosavban kiilonbozik egymastol. Az ORMI1 esetén
kiilonbség lehet tovabbi két aminosavban, melyek harom varidnst eredményeznek
(ORM1*F1, ORM1*F2, ORM1%S) [48,49]. Az AGP-t féként a majsejtek termelik, de
megfigyelték extrahepatikus expresszidjat is, tobbek kozott a prosztatdban,
fehérvérsejtekben ¢és kiilonbozé daganatszovetekben [50-54]. A peptidlanc 15-0s, 38-as,
54-es, 75-0s és 85-0s pozicidiban talalhato aszparagin aminosavakhoz poszt-transzlacios
modositasként oligoszacharid oldallancok kapcsolodnak. Az AGP tehat egy N-glikozilalt
fehérje, mely molekulatomegének mintegy 45%-at szénhidratok alkotjdk [47]. Az
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oligoszacharidok o6t kiilonb6z6 monoszacharid egységbdl épiilhetnek fel, melyek a

mannéz (Man, M), galaktéz (Gal, G), N-acetil-glikézamin (GlcNAc, N), N-acetil-

neuraminsav vagy szialsav (NeuAc, S) és a fukéz (Fuc, F). Az AGP oligoszacharidjai

komplex szerkezetliek, mely a kdvetkezd szerkezeti sajatsdgokat takarja (3. abra):

a lanc egy Un. core (mag) szerkezettel kapcsolddik a peptidlanchoz, mely két N-acetil-
gliilkozaminbodl és harom manndzbdl allé konzervativ szerkezet.

A két lancvégi manndzhoz kettd, harom vagy négy N-acetil-glilkdzamin kapcsolddik,
mely meghatarozza, hogy hany eldgazast tartalmaz a szénhidrat. Ez alapjan
megkiilonboztetiink bi-, tri-, és tertraantennas szerkezeteket.

Az N-acetil-glikézamin egységekhez minden esetben kapcsolodik egy galaktdz is.
Az eldgazdsok szamatol fiiggetleniil, egy vagy tobb galaktdozegységhez mindig
kapcsolodik szialsav, ezért az AGP-t szokas szialoglikoproteinnek is nevezni.

A szidlsav két modon, a-2,3 vagy a-2,6 kotéssel kapcsolodhat a galaktozhoz.

Az oligoszacharid lanc egy vagy tobb fukdzt is tartalmazhat, bar jelenlétiik nem
torvényszeri az AGP esetén. A fukozegységek jellemzéen a fehérjelanchoz
legkozelebb esé (core fukozilacid) és/vagy az elagazd részben taldlhatd N-acetil-
glilkbzaminhoz (antenna fukozilacié) kapcsolddhatnak.

Gyakori megfigyelés tovabba az is, hogy a lancvégi galaktozhoz nem 6nmagéban all,
vagy szidlsavat hordoz, hanem egy N-acetil-gliikozaminbdl ¢és galaktézbol allo

lanchosszabbodast (elongaciot) tartalmaz.
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3. abra Az AGP oligoszacharid oldallancainak szerkezeti sajatsagai

Ezek a strukturalis sajatsagok rendkiviil nagy variacios lehetdséget biztositanak az AGP
glikozilacios szerkezetében, a molekulara Un. mikroheterogenitds jellemzd. A
glikozilacio helyspecifikus vizsgélataival megfigyelték hogy a peptidlanchoz bizonyos
torvényszertiségek alapjan kapcsolddnak az oligoszacharidok: a 15-0s pozicidoban nem
fordul eld tetraantennas szerkezet, a 38-as pozicidban nincs fukozilalt glikan, az 75-6s
pozicidban nincs biantennaris lanc, tovabba csak a 75-0s és 85-0s pozicidban talalhatod
tobbszorosen fukozilalt szerkezet [55].

Bar az AGP szerepét szamos, a szervezetben lezajlé folyamattal hoztdk
Osszefliggésbe, eddig két 6 bioldgiai funkcidjat azonositottak. Mint a lipokalin csalad
képviseldje, kis hidrofob molekuldk transzportjat végzi [56]. A lipokalin csalddon beliil
az Un. immunokalinok ko6zé tartozik, melyek gyulladasos folyamatok
akutfazis fehérje, hepatikus tilexpresszioja figyelhetd meg kiilonb6zd traumakra adott
szisztémds gyulladési reakciokban (pl. fizikai trauma, sebesiilés, bakteridlis fertézések)
[58]. Ezenfelil szamos daganatos megbetegedésben is az AGP emelkedett
petefészek rak, mellhartyardk, illetve szdmos hematoldgiai és gasztrointesztinalis

rendszeri daganat [59].
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1.3.1. Az AGP megvaltozott glikozilacidja daganatos betegségekben

A fehérjék (polipeptidek) és nukleinsavak bioszintézisével ellentétben, az oligo-
¢s poliszacharidok képzédése nem templat-medidlt folyamat [60]. A kialakulo
cukorlancok szerkezete nagymértékben fligg a felépitésiikért felelds glikotranszferaz és
glikoziddz enzimek aranyatdl, és a lancot felépitd monoszacharid egységek
mennyiségétdl. A szacharidok szintézisérdl, igy a fehérjék cukorlancokkal torténd poszt-
transzlaciés modositasarol, vagyis a glikozilaciordl kijelenthetd, hogy mikrokdrnyezet-
fiiggd folyamat [61]. Az igy kialakuld glikoproteineket pedig nagyfoku heterogenitas
jellemzi [62]. Daganatos sejtekben tobb glikozilacié-specifikus gén megvaltozott
expresszidjat, €s igy a normalistol eltérd glikoproteinek megjelenését figyelték meg [61].
Ezek szerepét eddig a sejtszignalizacioban, a tumorprogresszidban, valamint a
metasztazis folyamataban igazoltdk [63—-67]. Ennek ellenére a teriilet tovabbra is
meglehetdsen felfedezetlennek mindsiil.

Az AGP a glikozilacion alapuld biomarkerkutatdsok gyakori modellvegyiilete.
Erre részben viszonylagosan magas szérumkoncentracioja teszi alkalmassa (0,5-1
mg/ml), mely malignus folyamatokban még tovabb emelkedhet, és ezt elsésorban nem a
hepatikus talexpresszidjaval, hanem a daganat sajat AGP termeld képességével
magyarazzak [68]. Alkalmassa teszi tovabba a molekula dsszetett glikozilaciés mintdzata,
mely szamos lehetdséget nyujt a korfolyamatok hatasara bekdvetkezd valtozasok
azonositasara. Tekintettel a magas koncentraciora és a molekula jelentds cukortartalmara,
érzékeny analitikai modszerek alkalmazéasaval megvalosithatd - az ardnyukat tekintve
meglehetdsen kis mennyiségben jelenlevd — glikan szubfrakciok nyomonkovetése is. Bar
a molekula malignus folyamatokban betdltott szerepe nem tisztdzott, a kiilonbozd
daganatos szovetek nyujtotta eltérd mikrokornyezet feltételezhetéen az AGP eltérd
glikozildcidjat eredményezi, megnyitva a lehetdséget specifikus biomarkerek
azonositasara [61]. Bar az AGP glikanszerkezetének vizsgalatara irdnyuld kutatdsok
modszertana meglehetdsen kiilonbozo, jellemzden harom tulajdonsag megvaltozasarol
szamolnak be: a szializaltsag és fukozilaltsag mértékének megvaltozéasa, tovabba az
elagazasok szdmanak novekedése (tobb elagazast tartalmaz6 szerkezetek felszaporodasa)

[69-72].
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1.3.2. A melanoma malignum és biomarkerei

A melanoma malignum a bdr pigmenttermeld sejtjeibdl kiindulé daganatos
megbetegedés, melynek incidencidja vilagszerte meredeken emelkedik az elmult 6t
évtizedben. A betegség kiemelt fontossagat jelzi, hogy bar tovabbra is csak a daganatos
borbetegségek mintegy 5%-at képezi, a malignus melanoma felel a bdrrakbol adodo
halalozasok t6bb, mint feléért [73,74]. Ez elsdsorban a daganat kiemelkedd metasztatikus
potencialjaval fiigg 6ssze, mely révén rovid idé alatt attétet képez mas szervekben,
els6sorban a nyirokcsomodkban, az agyban, a majban és a tiidében [75]. A betegség
kezelése jelentds koltségekkel jar az egészségiigyi ellatorendszer szamara, mely egyarant
Osszefligg a ndvekvd esetszammal, az attétképzd hajlammal, a nagyszamu diagnosztikai
modszer alkalmazasaval, a mitétek sziikségességével, tovabba a draga biologiai terapidk
elterjedésével [76]. A hosszutava talélés elsdsorban a kezdeti stddiumt tumor mutéti
eltavolitasaval biztosithato, ezért kiilondsen fontos a melanoma korai felismerése [77].
Erre jelenleg az anyajegyek rendszeres dermatoszkopos sziirdvizsgalatat ajanljak, mely
magasan képzett szakembert igényel, ennek ellenére eredménye nagyban fligg a vizsgalod
személytdl [78]. A melanoma diagnézisa korszovettani (hisztopatoldgiai) alapokon
nyugszik, melyet a gyanus képlet kimetszését kovetden végeznek el. Pozitiv eredmény
esetén gyakran sor keriil egy 0jabb miitéti beavatkozasra is (reoperacio), mely sordn az
anyajegy kortil terjedd, megmaradt daganatsejteket tavolitjak el. Mivel a melanoma képes
gyorsan szorodni a szervezetben a nyirokkeringés altal, gyakran 1¢ép fel nyirokcsomo
érintettség, kiilondsen nyirokmirigyhez kozeli daganat esetén. Ezekben az esetekben
nyirokcsomo biopszidt is végeznek, ¢€s az érintettség beigazolodasa esetén a reoperaciora
gyakran a nyirokcsom¢6 eltavolitasdval egyiitt keriil sor. Nem egyértelmii eredmény
esetén alkalmazhatnak immunhisztokémiai modszereket a diagnézis tdmogatasara. A
célra leggyakrabban alkalmazott markerek, a HMB45 antigén, a melan-A fehérje és a
mikroftalmia-asszocidlt transzkripcidos faktor (MITF). Ezek hidnyossaga, hogy a
melanocitak pigmentaciés mechanizmusaban jatszanak szerepet, ezért bar érzékenyek a
melanomara nézve, specifikussaguk alacsony, mivel az anyajegyek joindulata elvéltozasa
(melanocytic nevus) is fokozza termelddésiiket [79]. Ezenfeliill az immunhisztokémiai
moddszerek nem jelentenek kevésbé invaziv alternativat a korszovettani vizsgélatokhoz

képest.
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A fent emlitett okok miatt szérum biomarkerek alkalmazasa jelentésen novelhetné
a szlrés sikerességét, illetve a betegség kevésbé invaziv mddon torténd diagnodzisat,
kiilondsen olyan paciensek esetén, akik nagyszdmu atipusos anyajeggyel rendelkeznek
[74]. A rutinszeriien alkalmazott markerek koz¢ tartozik a laktat dehidrogendz (LDH) és
az S100B kalciumkotd fehérje. A klinikai gyakorlatban féként utdbbit alkalmazzak, mivel
szérumkoncentracioja jol korrelal a tumortdmeggel. Ennek megfeleléen kitlinden
alkalmas a betegség progresszidjanak, illetve a terdpia sikerének értékelésére. Szlirési
célra és a diagndzis tdmogatasara viszont csak korlatozott mértékben alkalmas, tekintve
hogy alacsony tumortdmeg esetén gyakran szolgaltat fals negativ eredményt, tovabba

Jelenleg is tobb igéretes kutatas iranyul uj tumormarkerek kifejlesztésére. Zaenker
¢s munkatarsai 10 tumorspecifikus autoantitest kombinalasaval, 79%-os érzékenység és
84%:-os specificitas mellett képes volt megkiilonbdztetni primer melanomas betegeket és
egészséges Onkénteseket, egy 245 mintan végzett kutatds sordan [82]. A leglijabb
vizsgalatok a szervezetben keringd tumorsejteket, daganat eredetii DNS-t, valamint
kiilonbozé mikro-RNS molekuldkat vizsgalnak, de ezen fejlesztések tobbnyire
prognézisértékelésre és a melanoma patomechanizmusdnak mélyebb megértésére

iranyulnak [83].
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2. Célkitlizések

A doktori értekezés két fliggetlen kutatasi projektet mutat be. Az elsé projektet
kutatocsoportunk a Semmelweis Egyetem NAP 2 Genetikai Agyi Képalkoté Migrén
Kutatdcsoporttal végezte egyiittmiikodésben. Az atfogod klinikai kutatds keretén beliil
doktori munkam célkitlizése, hogy kifejlesszek egy validalt bioanalitikai mddszert nyolc
potencialis migrén-biomarker human vérplazmabol torténd kvantitativ meghatarozasara,
¢s a madszert sikerrel alkalmazzam mintegy 800 minta mérésére. A meghatdrozni kivant
kismolekulak kozé tartozik a triptofan, 6t LNAA (valin, leucin, izoleucin, fenilalanin,
tirozin), egy neurotranszmitter (szerotonin), tovabba egy triptofan metabolit (kinurenin),
melyet szintén Osszefiiggésbe hoztak a migrén kialakuldsaval [84]. A bioanalitikai
modszer magaban foglalja egy mintaeldkészitési eljaras és egy LC-MS/MS modszer
kifejlesztését, melyek lehetdvé teszik az analitok gyors és érzékeny meghatdrozasat,
viszonylag kis mennyiségii plazmabol (~1,5 ml). Mivel az aminosavak k6zott izomerek
is megtaldlhatok (leucin és izoleucin), kiillondsen nagy hangsulyt kell fektetni ezek
egymds melletti szelektiv meghatarozasara. Az analitok endogén jellegébdl addddan
tovabbi célkitlizés volt egy olyan fit for purpose kvantitalasi/validalasi stratégia
adaptaldsa, mely lehetévé teszi a vonatkozd iranyelvekben foglalt kritériumok
kielégitését. A relative sok analit, a nagyszamt minta, a kis mintamennyiség, valamint a
komponensek migrénes betegekben varhatd alulregulacidja miatt, valasztasom a
helyettesitd matrix megkdzelitésre esett. Tovabbi célom, hogy a vérplazma és a
mesterséges matrix kozti parallelizmus kérdését részletesen megvizsgaljam, &s
demonstraljam, hogy a kdzegek megfeleltethetok egymasnak, lehetdvé téve a kalibralo és
mindségellenérzd mintak helyettesitdé matrixban torténd elkészitését és a modszer
validalasat.

A masodik projekt kutatocsoportunk kezdeményezésére, a Semmelweis Egyetem
Bor-, Nemikortani és Béronkoldgiai Klinika munkatérsaival egytittmiikodésben valosult
meg. Célkitlizéslink egy atfogd klinikai kutatas megvalositasa, mely az AGP biomarker
jellegének vizsgalatara irdnyul malignus melanoméban, melynek jelenleg nincs szlirési és
diagnosztikus célu szérum biomarkere. A kutatds sordn melanomas betegek és egészséges
onkéntesek  szérummintdjat  gyljtottem. A mintdkbol  AGP-t  izolaltam,
szénhidrattartalmukat felszabaditottam enzimatikus emésztéssel, €és antranilsavas

szarmazékot képeztem beldlik. Célom egy olyan hidrofil kolcsonhatasu
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kromatografidval kapcsolt tandem tomegspektrometrids modszer (HILIC-MS/MS)
fejlesztése volt, mely az adott monoszacharid-Osszetétellel jellemezhetd glikdnok
vizsgalata mellett nagy hangstlyt fektet az izomerek kromatografias elvalasztasara is,
lehetévé téve az eddigi modszereknél nagyobb szdmu AGP glikdnizomer azonositasat.
Tovabbi célkitlizésem, hogy azonositsam azokat a szerkezeti valtozdsokat, melyek a
szérum AGP glikozildciés mintdzatdban mennek végbe a betegség hatasara, és az
eredményeket értékeljem biomarkerként vald alkalmazhatdsag szempontjabol. Tovabbi
cél, hogy az eredményeket kifejezzem biomarkerek értékelésére szolgalo
teljesitményjelzokkel (érzékenység, specifikussdg, pozitiv prediktiv érték, negativ
prediktiv érték) és a vizsgalt populacidban dsszehasonlitsam az S100B teljesitményével,
mely a melanoma legelterjedtebb, rutin szerologiai markere. Az AGP glikozilacios
profiljara irdnyulo vizsgalatok végsd célkitlizése annak a dontésnek a tdmogatasa, hogy a
vizsgalati eredmények alapjan érdemes-e tovabbi kutatdsokat végezni, melyek a

biomarker validalaséara és széleskorli alkalmazéasara irdanyulnak.
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3. Moébdszerek

3.1.  Anyagok

LC-MS mindségli acetonitrilt (ACN), metanolt, hangyasavat (FA), HPLC
mindségli abszolut etanolt, kloroformot és ammoniat (32%), valamint analitikai minéségii
ortoborsavat és natrium-acetat-trihidraitot a VWR Chemicals-tdl vasaroltunk (Pool,
Anglia). Humén szérum AGP-t (>99%) és HSA-t (>96%), molekularis bioldgiai
mindségli dikalium-hidrogén-foszfatot (K;HPOs), natrium-dodecil-szulfatot (SDS), B-
merkaptoetanolt (BME), etilén-diamin-tetraecetsavat (EDTA), foszfat pufferes sooldatot
(PBS) ¢s a kovetkezo standardokat a Sigma Aldrich-t6l (St. Louis, MO, USA) szereztiik
be: szerotonin (>98%), 1-leucin-5,5,5-d3 (99% D atom), I-tirozin-(fenil-3,5-d>) (98% D
atom). Fractogel TMAE-650 (M) anioncseréld toltetet a Merck-t6l (Darmstadt,
Németorszag), Sephadex G25 (superfine) gélt a GE Healthcare-t6l (Chicago, IL, USA)
vasaroltuk. LC-MS tisztasagu trifluorecetsavat (TFA), antranilsavat (2-aminobenzoesav)
(>99%) és molekularis bioldgiai tisztasagu natrium-kloridot (NaCl) a Fisher Chemicals-
tél (Hampton, NH, USA) rendeltiik. Leucin (99,9%), izoleucin (99,5%), valin (99,3%),
fenilalanin (99,0%) és tirozin (99,7%) standardokat a Dr. Ehrenstorfer cégtdl vasaroltuk
(Augsburg, Németorszag). Triptofant (>99%) és bisz-trisz-propant az Alfa Aesart6l
(Haverhill, MA, USA), kinurenint (>98%) a Cayman Chemicals-t6l (Ann Arbor, MI,
USA), natrium-ciaonoborohidridet (95%) az Acros Organics-tol, peptid:N-glikozidaz F
enzimet (PNG4z F) pedig a Roche Diagnostics-tol vasaroltunk. A Vacuette® és KsEDTA
vérvételi csoveket a Greiner Bio-One International-t6]l szereztilk be (Kremsmiinster,
Ausztria). Ultratiszta (Milli-Q) vizet egy Merck-Millipore Simplicity® viztisztitd

berendezéssel allitottunk eld (Darmstadt, Németorszag).
3.2.  Migrén-biomarkerek meghatarozasa vérplazmabol

3.2.1. Klinikai mintak, standard oldatok, mintaclokészités

A klinikai kutatasba dsszesen 98 migrénes beteget és egészséges kontroll egyént
vontak be, akikt6l mintegy 800 vérmintat gyijtottek. Az dnkéntesektdl vett 3 ml vért
K3EDTA csovekbe gytijtotték, centrifugaltak, az igy nyert plazmamintékat pedig —80 °C-
on taroltak a vizsgélatig. A validalasi vizsgalatokhoz hasznalt poolozott plazmamintdkat

hat egészséges Onkéntes plazmdjanak egyesitésével nyertiik. A mintdk gyijtését és
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kutatasi célu felhasznalasat a Semmelweis Egyetem Regionalis, Intézményi Tudomanyos
¢s Kutatasetikai Bizottsaga engedélyezte.

A nyolc analithoz két stabil izotop jelzett bels6 standardot (BST-t) alkalmaztam
az extrakciés hatdsfokbol ¢és matrixhatasbol adoédd potencidlis mérési  hibak
kikiiszobolésére. Az alifas aminosavakhoz (valin, leucin, izoleucin) leucin-5,5,5-ds-at
(Leu-ds), az aromas komponensekhez (fenilalanin, tirozin, triptofan, szerotonin,
kinurenin) pedig tirozin-(fenil-3,5-d>)-t (Tir-d2) hasznaltam. Az analitok ¢s BST-k

szerkezetét a 4. abra mutatja be.

CH; O 0 CH; O 0
H3C H3C -
HaC OH OH OH OH
NH; CH; NHp NH, NH,
Valin Leucin I1zoleucin Fenilalanin
NH2
(0]
HO 9
OH ) - \ -
HO Mg AN NH, N O NH,
Tirozin Triptofan Szerotonin Kinurenin
0 0}
D
CHs NH; HO L
Leucin-5,5,5-d; Tirozin-(fenil-3,5-d,)

4. abra Az analitok és stabilizotop jelzett belsd standardok szerkezete

Az analitok ¢és BST-k torzsoldatait viz (0,2% TFA) és ACN 85:15 aranyu elegyében
készitettem el és —20 °C-on taroltam. A vizsgalat napjan, a kalibracidhoz ¢és
mindségellendrzéshez kiilon elkészitett torzsoldatokbol vizzel készitettem higitast. A két
BST torzsoldatat szintén vizzel higitottam, igy Leu-ds-ra 250 pg/ml, Tir-d2-re nézve
pedig 25 pg/ml koncentraciot kaptam. A helyettesité matrix készitéséhez 4 g human
szérum albumint (HSA) feloldottam 100 ml foszfat pufferes s6oldatban (PBS).

A mintaeldkészités fehérjekicsapassal tortént. A kalibracidos és QC mintdk
készitésé¢hez 900 pl helyettesitd matrixhoz 100 ul standard oldatot, és 20 ul BST
keveréket adtam. A vizsgalati mintdk esetén 900 pl plazméhoz 100 ul MQ vizet és 20 pl
BST mixet pipettdztam. Ezt kdvetden a mintdkhoz 200 pl TFA-t adtam fehérjekicsapas
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céljabol, 10 masodpercig razattam vortex késziilékkel, majd centrifugéltam (4000 rpm,
10 perc, 4 °C). A keletkezd feliiluszobol 150 pl-t mintatartoba pipettaztam, és 5 pl-t
injektaltam az LC-MS/MS rendszerbe.

3.2.2. RP-HPLC-MS/MS

A kromatografids elvalasztasok egy Agilent 1260 Infinity tipusu UHPLC
rendszerrel torténtek (Agilent Technologies, CA, USA), egy Agilent Zorbax Eclipse
XDB C8 eldtétoszloppal ellatott (4.6 mm x 12.5 mm, 5 pm) Supelco Ascentis® Express
C18 kolonnan (3.0 mm x 150 mm, 2.7 um, 100 A). A kolonnatermosztatot 25, a
mintaadagol6 talcajat pedig 4 °C-ra allitottam. A mérenddé komponensek elvalasztasa
izokratikus koriilmények kozott, viz (0,2% TFA) — ACN 85:15 ardnyu eluensdsszetétel
mellett 6,5 perc alatt valosult meg 0,4 ml/perc-es dramlési sebességet alkalmazva. Az
athordas (carry-over) minimalizaldsa érdekében az injektalasok kozé 10 masodperces
tliimosast iktattam be.

Az elualodé komponensek tomegspektrometrids vizsgalata egy elektrospray
ionforrassal ellatott Agilent 6460 Triple-Quadrupole késziilékkel tortént (Agilent
Technologies, CA, USA), a kovetkezd beallitasok mellett: kapillaris fesziiltség, +3,5 kV;
szorofej fesziiltség, +400 V; nitrogén porlasztogdz aramlasi sebesség, 45 psi; vivogaz
aramlési sebesség, 10 I/perc (350 °C); kdpenygdz aramlési sebesség, 11 1/perc (350 °C).
A méréseket multiple reaction monitoring (MRM) modban végeztem, biztositva az
analitok érzékeny és szelektiv detektalasat. Az MRM atmeneteket, az iitkzési energia és
a fragmentor fesziiltség értékeit a MassHunter Data Acquisition szoftver (verzidszam:
B.04.01) Optimizer funkcigjaval allitottam be minden mérendé komponensre és BST-re.
Az adatok kiértékelését MassHunter Qualitative analysis (verziészam: B.05.00) és
Quantitative QQQ Analysis (verzioszam: B.05.01) szoftverekkel, illetve Microsoft

Excellel végeztem.

3.2.3. Bioanalitikai mddszervalidalas

A mérend6 komponensek kozos torzsoldatabol két parhuzamos, 8 pontos
kalibralé sorozatot higitottam, spikeoltam velik a mesterséges plazmat, és a
mintael6készitési procedira elvégzése utan, minden mérési sorozat elején és végén
lefuttattam ezeket. A kalibrald sor koncentracidtartomanyat minden analit esetén Ugy

allitottam be, hogy a legalacsonyabb pontja a kvantitalas alsé hataraval (lower limit of
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quantitation, LLOQ), legmagasabb pontja pedig a felsd hatarral (upper limit of
quantitation, ULOQ) essen egybe (I. tablazat). A kalibralo egyenesek felvétele ugy
tortént, hogy az analit és a BST cslcsteriilet ardnyat &brazoltam az analit

A QC mintdkat az EMA bioanalitikai modszervalidalasra vonatkozo6 iranyelvei
alapjan készitettem el. Az aminosavak esetén négy QC koncentracidszintet: LLOQ,
alacsony QC (low QC, LQC), kdzepes QC (medium QC, MQC), magas QC (high QC,
HQC), a szerotonin és kinurenin esetén pedig (a kis koncentraciotartomanyra valo
tekintettel) harmat (LLOQ, LQC, HQC) viszgaltam [12]. Tekintettel arra, hogy a QC
mintak helyettesitd matrixban késziiltek, a kvantitativ analizist potencialisan befolyasolo
kiilonb6z6 matrixhatdsok monitorozasara egy tovabbi mindségellenérz6 mintat is
standard addicioval hataroztam meg. A napon beliili torzitatlansdg (accuracy) és
pontossag (precision) nyomonkdvetése 6t parhuzamosan el6készitett minta mérésével
tortént, minden QC szinten. A napok kozotti torzitatlansag és pontossag meghatarozasa a

napon beliili procedura, 6t egymast kdvetd napon valo ismétlésével tortént.

I. tablazat Kalibracios tartomany és QC koncentraciok

QC Mesterséges plazma ll:l(; (;lr(;lz;)tt
Kalibracios QC szint (ng/ml)
Analit tartomany
(ng/ml) LLOQ LQC MQC HQC
Valin 1-100 1 3 20 80 24,05
Leucin 1-100 1 3 20 80 13,09
Izoleucin 0,5-50 0,5 1,5 10 40 7,82
Fenilalanin 1-100 1 3 20 80 6,98
Tirozin 0,5-50 0,5 1,5 10 40 11,88
Triptofan 0,5-50 0,5 1,5 10 40 7,81
Szerotonin 0,1-2,5 0,1 0,3 - 2 0,20
Kinurenin 0,1-2,5 0,1 0,3 - 2 0,44
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Az extrakcids hatdsfokot a mintaelOkészités eldtt (pre-spiked) és utan (post-
spiked) hozzaadott standard oldat vélaszjeleinek Osszehasonlitdsdval vizsgaltam, hat
parhuzamos mintan. A pre-spiked mintak eldkészitése a QC mintdkkal azonos modon
tortént, tehat 900 pl mintdhoz 100 pl standardot és 20 pul BST-t adtam, majd elvégeztem
a fehérjekicsapast 200 pl TFA-val, és centrifugaltam a mintat. Post-spiked mintdk esetén
1 ml helyettesité matrixot (blank minta) 200 pul TFA-val kezeltem, és a centrifugalt minta
feliiliszojanak 90 pl-éhez 10 pl standardot és 2 pl BST-t adtam.

Bioanalitikdban a parallelizmus kifejezést altaldban annak az értékelésére
hasznaljak, hogy a kalibracios és mindségellendrzé mintdkban mért analitikai valaszjel
milyen mértékben képes leképezni a bioldgiai matrixban kapott eredményeket, mennyire
mutat parhuzamossagot azzal [24]. Helyettesitd matrix alkalmazasa esetén ezek a
vizsgalatok kritikus jelentdséggel birnak, tekintve hogy nagyfoku parallelizmus esetén a
biologiai kozeg €s a helyettesité matrix kozott nincs szamottevd kiilonbség extrakcios
hatasfok ¢és matrixhatas tekintetében, megfeleltethetok egymasnak. A parallelizmus
meghatdrozasat a Houghton és munkatarsai altal kidolgozott eljaras alapjan végeztem
[85]. Ennek sordn hat egyéni plazmamintat két-két részletre osztottam. Az egyik
részletébdl meghataroztam a komponensek endogén koncentracidit standard addicioval.
A plazma masik részletét MQC oldattal spikeoltam, majd a minta részleteit kétszeresére,
Otszordsére, illetve tizszeresére higitottam a helyettesitd matrixszal. Ezt kdvetden a
kalibralokat alkalmazva [85]. 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 tdrzsoldatok és munkaoldatok stabilitasat vizsgaltam szobahdmérsékleten (20
°C) 24 6raig ¢és 10 °C-on 10 napig. A nyolc analit standard munkaoldatainak vizsgalata
bracketing megkdzelitéssel tortént: csak a legalacsonyabb ¢és a legmagasabb
koncentraciot vizsgaltam, utobbi a tdrzsoldatot is jelentette. Az analitok matrix-
stabilitasat LQC ¢és HQC, valamint poolozott plazmamintdkban is vizsgaltam, harom
parhuzamos eldkészitést végezve, kiillonbozd koriilmények kozott: szobahdmérsékleten
24 oraig, —20 °C-on két honapig, illetve harom fagyasztas-olvasztas cikluson keresztiil.
Az elokészitett mintdk stabilitasat szobahdmérsékleten 12 6rdig, és a mintaadagold

talcahdmérsékletén (4 °C) 24 6raig vizsgaltam.
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Az egymast kovetd kromatografids futasokndl fellépd athordas tesztelésére
mintat feldolgoztam a fent emlitett mintaeldkészitési modszerrel, és a minta mérése utan
kozvetleniil blank mintat injektaltam a rendszerbe, majd értékeltem az analitok és a belsd

standardok valaszjelét.
3.3. Az AGP biomarker jellegének vizsgalata melanomaban

3.3.1. Klinikai mintdk

A klinikai mintak gytjtését és kutatasi céli felhasznalasat a Semmelweis Egyetem
Regiondlis, Intézményi Tudoméanyos ¢és Kutatasetikai Bizottsdga engedélyezte
(regisztracios szam: SE RKEB 30/2020). A mintak gytijtése a Semmelweis Egyetem Bor,
Nemikortani és Bdéronkologiai Klinikdjan tortént. A vérvétel a melanoma malignum
gyanus primer tumorral rendelkezd paciensektdl, a képlet mitéti eltavolitdsanak napjan
tortént. A kutatasba csak a szovettani diagnozis felallitasa utan, a mintak egy kisebb kore
kertiilt be. A bevalasztas fontos szempontja volt a primer tumor staddiuma, mely alapjan a
pT3B, pT4A ¢és pT4B stddiumu daganatok keriiltek bevalogatdsra. A pT stadium a
tumorvastagsag (in. Breslow vastagsag) alapjan osztalyozza a daganatokat, az ,,a” és ,,b”
jelzések pedig a tumoros ulcerdcié hianyat és meglétét jelzik. Az emlitett stadiumokban
a betegek 20%-a varhatoan tiz éven beliil meghal, ezért a primer tumortdmeg alapjan ezek
a betegek magas rizikdcsoportba sorolhatok, un. high-risk melanomaés betegnek
tekinthet6k [73]. Tovabbi fontos szempont volt, hogy a betegek szentinel negativ
nyirokcsom¢ statusszal rendelkezzenek, tehat ismert attétiik ne legyen, tovabba az egyéb
daganatos betegség megléte is kizard okként szolgalt. Az emlitett kritériumok
figyelembevételével, a hozzavetdlegesen 70 beérkezett mintdbol 18-at valogattunk be a
tovabbi vizsgalatokba, ebbdl 5 nd és 13 férfi volt, 60,2 év atlagéletkorral. A betegcsoport
klinikai paramétereit a II. tablazat foglalja Ossze. A kutatas keretében kontroll
vérmintakat is gyljtottiink egészséges egyénektol, 6sszesen mintegy 19-et, koztiik 14 nd
és 5 feérfi volt, 59,5 éves atlagéletkorral. A vérmintak egy részét elkiildtik az S100B
marker koncentracid meghatarozasara, masik részletét pedig adalékmentes vérvételi
csovekbe gylijtottiik, két oran at allni hagytuk szobahdmérsékleten, centrifugaltuk (20
perc, 4 °C, 4000 rpm), majd a szérumot (feliiluszot) Falcon csdvekbe pipettaztuk, és a

feldolgozas napjaig —20 °C-on taroltuk.
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I1. tablazat A kutatasba bevont melanomas betegek klinikai paraméterei

. Breslow S100B szérum szint
Eset Statusz .

vastagsag (mm) (ng/l)
1 MM (nem besorolt) (pT4b) 4,53 0,05
2 NMM (pT3b) 3,28 0,06
3 NMM (pT4a) 7,70 0,06

SSM (masodlagos nodularis

4 komponenssil) (pT4b) 3,50 0,04
5 NMM (pT4b) 9,30 0,16
6 MM (nem besorolt) (pT3b) 2,54 0,05
7 SSM (pT4a) 4,80 0,06
8 SSM (pT4a) 6,30 0,02
9 NMM (pT4b) 5,15 0,13
10 MM (nem besorolt) (pT3b) 2,40 0,34
11 NMM (pT4b) 11,00 0,8
12 NMM (pT4b) 13,00 1,9
13 SSM (pT3b) 3,93 0,04
14 NMM (pT4b) 7,50 0,05
15 NMM (pT4a) 4,50 22,24
16 NMM (pT4a) 5,50 1,33
17 NMM (pT4b) 7,60 0,08
18 NMM (pT4b) 4,33 0,03

A stadiumbesorolds a 8" edition of the American Joint Committee on Cancer (AJCC) tumor, node,
metastasis (TNM) classification system alapjan tortént [77]. A Breslow vastagsag a bor felszinétdl, a
primer tumor legmélyebb pontjdig mért vastagsagot jelenti, mikroszkop alatt vizsgalva. pT3 esetén a
Breslow vastagsag 2,0 as 4,0 mm kozétt van, pT4 esetén pg 4,0 mm felett. A tumorvastagsag utani betii az
ulceracio meglétére (a) vagy hianyara (b) utal. NMM nodularis, SSM pedig szuperficidlisan terjedo
melanoma malignumra utal.

3.3.2. Mintael6készités

A szérummintdk el6készitése harom fobb szakaszra oszthatd: az AGP izolalasa
vérszérumbol, az oligoszacharid oldalldncok enzimatikus uton torténd felszabaditasa a
fehérjérdl és a glikanlancok antranilsavas szarmazékképzése. Az AGP szérumbol torténd
kinyerésére elsd lépésben nem elegyedd fazisu olddszeres extrakcidt alkalmaztam,
amelyet Kremmer €¢s munkatarsai dolgoztak ki [86]. Ennek sordn egységnyi térfogatu (kb.
5 ml) szérumot 1:1 aranyban higitottam MQ vizzel. Ezt kdvetden a szérum tizenotszords
térfogatanak megfeleld kloroform-metanol (2:1) elegyet adtam a mintdhoz. Az extrakciot
csiszolatos dugoval ellatott Erlenmeyer lombikokban végeztem egy korkords sikrazod
géppel, 0-4 °C-ra temperalt vizflirddn. A razatasi sebességet 120/perc-re allitottam. 45

perc elteltével a szérum 2,5-szeres térfogatdnak megfelelé mennyiségli jéghideg MQ
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vizet adtam a mintdkhoz, majd tovéabbi 15 percig folytattam a razatast. Az extrakciot
kovetden centrifugédltam a lombikok tartalmat (20 perc, 4°C, 4000 rpm), majd a felsd
(vizes-metanolos) fazist centrifugacsébe gyiijtottem €s haromszoros térfogat abszolut
alkohol hozzaadasaval csaptam ki az oldat fehérjetartalmat. A mintat centrifugaltam (5
perc, 4°C, 4000 rpm), a feliiluszot eltavolitottam, és a csapadékot a preparativ ioncsere
kromatografia ,,A” jelli pufferének 2 ml-ében oldottam, és 0,5 ml-es részletekben
injektaltam. Az AGP tovabbi tisztitdsa azért sziikséges, mert az extrakciot kovetden a
minta tartalmazhat kisebb mennyiségben egyéb szérumfehérjéket, foként albumint. A
tisztitasi 1épésre egy Pharmacia kozépnyomasu kromatografot hasznaltam, az elvalasztas
pedig egy erds anioncseré¢ldvel, 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 eliciés 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).
Az eredeti modszert kissé modositottam, igy 1,5 ml/perc aramlasi sebesség mellett az
eluens-Osszetétel a kovetkezOképp alakult az elvalasztas soran: 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 elualoddo AGP
frakciot f6zOpoharba gylijtottem, az ugyanazon mintabol szarmaz6 frakcidkat
egyesitettem, majd fagyasztva szaritottam. A liofilizalds koriilményei a kdvetkezok
voltak: a mintdkat —40 °C-on fagyasztottam 2 oran keresztiil, ezt kovetéen 10 6ran at
széritottam 20 °C-os talcafiités mellett, majd tovabbi 10 6ran keresztiil 30 °C-os
talcafiitéssel. 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 sotdl, 2 ml/perc dramlési sebességli MQ vizes elucidval. A
detektalas ebben az esetben is UV detektorral, 280 nm-en tortént. Az AGP 12 és 22 perc
kozott eludlodott, melyet f6zOpoharba gylijtottem, liofilizaltam, majd 2-8 °C kozott
taroltam tovabbi felhasznalasig.

Az AGP oligoszacharid oldallancainak enzimatikus emésztését az Elliott és
munkatarsai altal kidolgozott modszer alapjan végeztem, melyet kutatécsoportunk kis
mértékben modositott [87]. A fehérje 2 mg-os mennyiségét 600 pul 50 mM KoHPO4 és 2
mM EDTA tartalmu pufferben oldottam (pH=7,4). 12 ul 5%-o0s SDS ¢és 16 ul 10%-o0s
BME (frissen higitott) hozzaadasat kovetden az AGP-t 10 percig denaturaltam 100 °C-os
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blokk termosztatban, majd a mintat 10 percen at —20 °C-on hiitdttem. A hiités soran
kicsapod6d SDS-t centrifugéldssal tavolitottam el a rendszerbdl (5 perc, 20 °C, 14800
rpm). A feliiliszot Eppendorf csébe pipettaztam, hozzaadtam 6 nemzetkdzi egység
PNGaz F enzimet, és 26 oran keresztiil 37 °C-on inkubaltam blokk termosztatban. Az
enzimreakciot kdvetden az oldat fehérjetartalmat 6 ml abszolut etanol hozzaadaséaval
csaptam ki, a csapadékos rendszert centrifugaltam (5 perc, 4 °C, 4000 rpm), a feliiluszot
pedig nitrogénaram alatt szaritottam (30 perc, 40 °C). A mintat 2-8 °C kozott taroltam
tovabbi felhasznalésig.

Az AGP szénhidrat tartalméanak antranilsavas szarmazékképzését az Anumula és
munkatarsai altal kidolgozott protokoll alapjan végeztem [88]. Az antranilezd reagens
alapoldata 4% natrium-acetat-trihidratot és 2% ortobodrsavat tartalmaz. Kozvetleniil az
antranilezési reakcid elétt ml-enként 20 mg ndtrium-cianoborohidridet és 30 mg
antranilsavat oldottam fel az alapoldatban. Az igy elkészitett reagensbdl 2 ml-t adtam a
mintdkhoz, és az elegyet lezart centrifugacsében 60 percen keresztiil, 80 °C-on
inkubaltam. A reakcid végeztével a mintat szobahdmérsékletre hiitottem, majd
haromszorosara higitottam MQ vizzel. Az oldatot a fent emlitett gélkromatografias
madszerrel tisztitottam meg a reagens feleslegétol, a mintak viztartalmat pedig fagyasztva

szaritassal csokkentettem, és az analizis napjaig —20 °C-on taroltam.

3.3.3. HILIC-MS/MS

A szadrmazékolt szénhidratok analitikai vizsgélataira HILIC-MS/MS modszert
fejlesztettem. A kromatografias elvalasztdsokat egy Dionex UltiMate 3000 UHPL
késziiléken végeztem (Thermo Scientific, Bremen, Németorszag), egy Phenomenex
Luna® NH2 aminopropil-szilika alléfazison (250 mm x 3 mm, 5 pum, 100 A). A
mintaadagol6 talcahiitését 4 °C-ra, a kolonnatermosztatot pedig 50 °C-ra allitottam. Az
elvalasztas ,,A” eluenseként 200 mM ammonium-formiatot (pH=3,5), ,,B” eluensként
ACN-t alkalmaztam. 0,4 ml/perc aramlasi sebesség mellett az eluens-Osszetétel a
kovetkezdképpen 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 mintakat 200 pl kiinduldsi eluensben oldottam (70% B), és 100 pl-t
injektaltam az LC-MS rendszerbe.

Az elualodo glikanok MS és MS/MS vizsgalatai egy Q Exactive Focus Orbitrap

tomegspektrométerrel torténtek (Thermo Scientific, Bremen, Németorszag). A késziilek
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elektrospray ionforrassal felszerelt, melyet negativ moédban mitkodtettem. Az optimalt
MS paraméterek a kdvetkezok voltak: kapillaris fesziiltség, 2,8 kV; porlasztogaz aramlasi
sebessége, 32 psi; segédgdz aramlasi sebessége, 7 psi; fliggdnygaz dramlasi sebessége, 0
psi; automatikus erdsitésvezérld (automatic gain control, AGC) célértek, 3000000;
maximalis befecskendezési ido, 200 ms. A detektalas 17500-as felbontas mellett, 1000 és
2500 kozotti m/z tartomanyban tortént. Annak érdekében, hogy az MS/MS vizsgalatok
soran a kis intenzitasu csucsokrol is értékelhetd felvételt lehessen késziteni, egy poolozott
beteg, és egy poolozott kontrollmintéat készitettem tiz egyéni minta felhasznalasaval. Az
egyesitett mintdkat vakuumcentrifuga segitségével szarazra paroltam, és a szarazanyagot
felvettem 150 pL kiindulasi eluensben. Ezt kovetden a tandem MS felvételeket adatfiiggd
modon, a pontos tdmeg alapjan beazonositott prekurzor ionokrol vettem fel. A
fragmentacio {itk6zés indukalt disszociacidval (collision induced dissociation, CID),
35%-o0s relativ {itkozési energia alkalmazasaval tortént. A spektrumokat 17500-as
felbontas mellett, 1000-2500 kozti m/z tartomanyban regisztralta a késziilék.

A tomegspektrumok kiértékelésére az Xcalibur 3.1. szoftver QualBrowser
funkciojat hasznaltam (Thermo Scientific, Bremen, Németorszdg). Az adatok
feldolgozasa Microsoft Excellel (Microsoft, Redmond, WA, USA) tortént. A statisztikai
vizsgalatokhoz az RStudio (RStudio, Boston, MA, USA), az adatok vizualizalashoz pedig

az mMass nevill programot hasznéltam.
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4. Eredmények
4.1.  Migrén-biomarkerek meghatarozasa vérplazmabol

4.1.1. RP-HPLC-MS/MS

A kutatas célkitiizése olyan, validalt LC-MS/MS mddszer fejlesztése volt, amely
alkalmas valin, leucin, izoleucin, fenilalanin, tirozin és triptofan aminosavak, tovabba
szerotonin ¢és kinurenin egymas melletti gyors meghatdrozasara, nagy ateresztoképesség
mellett. A lehetd legnagyobb szelektivitas €s szenzitivitas elérése érdekében az MRM
mérések paramétereit egyénileg optimaltam minden mérendé komponensre és belsd
standardra, amelynek eredményeit a III. tabldzat mutatja be. Tekintve, hogy a leucin és
az izoleucin izomer molekulak, nagyfoku szerkezeti hasonlosaguk miatt MRM atmenetiik
azonosnak adodott. A probléma kikiiszobolését az analitok kromatografids
elvalasztasaval lehet elérni, a mintaeldkészités munkaigényének szamottevd novelése
nélkil. Ahogy a 5. dbran lathato reprezentativ MRM kromatogram mutatja, a kifejlesztett
kromatografids modszer alkalmasnak bizonyult a két komponens elvéalasztasara
izokratikus koriilmények kozott is, igy nem kell szdmolni a kromatografias futasok kozti
reekvilibracios iddvel, kiilondsen alkalmassd téve a moddszert nagyszdmu minta

analizisére.

I11. tablazat Az analitok és bels6 standardok optimalt MRM paraméterei

Komponens Atmenet (m/%) Fragmentor Utkozési
fesziiltség (V) energia (eV)

Valin 118 — 72 10 8

Leucin 132 — 86 2 8
Izoleucin 132 — 86 2 8
Fenilalanin 166 — 120 2 8
Tirozin 182 — 136 30 12
Triptofan 205 — 188 40 4
Szerotonin 177 — 160 45 4
Kinurenin 209 — 192 45 4
Leucin-5,5,5-d3 135 — 89 45 4
Tirozin-(fenil-3,5-d2) 184 — 138 45 10
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5. abra Az analitok és bels6 standardok extrahalt MRM kromatogramjai
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4.1.2. Bioanalitikai médszervalidalas

A Kkalibracios egyenesek regresszids koefficiensei (r?) minden analitra legalabb
0,998-nak adodott, biztositva a kalibracids tartomany megfeleld linearitasat. Néhany
plazmamintat leszamitva (<1%), ahol egy-egy analit koncentracidja kiugréan magasnak
bizonyult, a kalibraci6 lefedte a mérendé komponensek teljes koncentracidtartomanyat.
LLOQ alatt azt a legalacsonyabb koncentraciot értjiik, amelyet elfogadhat6 torzitatlansag
¢és pontossag mellett meg tudunk hatdrozni, értéke nagymértékben fiigg a késziilék
érzékenységétol. Endogén anyagok esetén az LLOQ eredeti definicid szerinti értékének
ismerete kevésbé fontos, mint a gydgyszermolekuldk, illetve azok metabolitjai esetén,
mivel ez az érték jo eséllyel jelentdsen kiviil esik a fizioldgias szempontbdl relevans
koncentraciotartomanyon. Jelen kutatisban csak a szerotonin és a kinurenin LLOQ
értékét hatdroztam meg ezzel a modszerrel, melyek egy-két nagysdgrenddel kisebb
koncentracioban voltak jelen, mint az aminosavak. Ezért az aminosavak esetén egy
hozzavetdlegesen egytizedére allitottam be az LLOQ értékét. Ezzel a megkdzelitéssel
megkonnyithetd a kalibracios standardok és a higitasi sorozatok elkészitése, kiilondsen
nagyszami mérendd komponens esetén, ¢és lefedhetd a teljes (relevans)
koncentraciotartomany, még akkor is, ha a mérendé komponens alulexpresszioja varhatod
[89].

A torzitatlansagot a nominalis koncentracidé szazalékban kifejezett értékeként
adtam meg (relative error, RE), a pontossag értékeit pedig relativ szorassal fejeztem ki
(relative standard deviation, RSD). Az elfogadési hatar mindkét paraméter esetén +15%,
kivéve az LLOQ-ndl, ahol az EMA irdnyelve +20%-ot engedélyez. A validalés 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 kozotti pontossag pedig 11,8 és 14,3%-on beliil
volt (IV. tablazat). Az eredmények alapjan tehat a modszer megfeleléen pontosnak és

torzitatlannak bizonyult [12].
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IV. tablazat a QC mintak napon beliili és napok kozotti torzitatlansaga és pontossaga

QC Mesterséges plazma II)’loaozl:;z;tt
QCszint LLOQ LQC MQC HQC
RE RSD  RE RSD  RE RSD RE RSD  RE RSD
(%) (%) (%) (%) (%) (%) (%) (%) %) (%)
Napon  Valin 11,7 74 93,0 11,8 1004 113 110,8 88 924 37
beliili
Leucin 102,757 95,3 2,5 93,8 49 89,7 33 90,9 4,0
Izoleucin 1143 72 1048 33 1080 32 133 7,0 101,339
Fenilalanin 1002 52 102,156 99,8 6,4 1029 2,8 1023 6,4
Tirozin 98,6 43 87,4 2,5 88,9 10,5 103,7 42 107,033
Triptofan 1068 68 1060 6,5 95,8 10,2 108,0 46 97,2 6,7
Szerotonin 10,0 8,1 92,7 2,9 - - 87,8 4,7 95,1 72
Kinurenin 110,7 82 1143 10,1 - - 1134 94 1109 9,7
Napok  Valin 107,6 10,2 96,5 11,9 97,0 9,7 11,7 90 91,5 53
Kozotti
Leucin 102,5 64 95,6 7,8 91,5 5,6 92,4 7,1 958 82
Izoleucin 1144 82 106,7 96 1030 68 12,6 83 1064 8,7
Fenilalanin ~ 102,1 74 100,01 72 96,5 6,9 1046 88 108,8 59
Tirozin 11,2 143 1023 133 102,9 10,7 109,5 76 104,5 3,5
Triptofan 102,9 8.1 96,7 7,6 95,4 6,3 1133 47 109,5 7,0
Szerotonin 99,5 14,2 87,7 7,7 - - 91,1 7.4 892 9,1
Kinurenin 92,4 13,8 90,7 10,6 - - 95,0 12,8 912 114

Az extrakcios hatasfok (%) megallapitasdhoz a standard oldattal mintael6készités
elétt (pre-spiked) és a mintael6készités utan (post-spiked) spikeolt mintakat készitettem.

Ertékét az analitok csucs alatti teriiletébdl (AUC) szamitottam ki a kovetkez6 képlettel:

AUCyre—spi
1.képlet Extrakcios hatasfok = pre=spiked » 100

AUCpost—spiked
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A belso standardra normalizalt extrakcids hatdsfokot (%) szintén kifejeztem az analit és

a BST csucsteriiletének hanyadosabdl:

2.képlet

o y i Extrakcibés hatasfok a1t
BST-normalizalt extrakcios hatasfok = — -~ x 100
Extrakciés hatasfokggr

Az extrakcios hatasfok értékei 85,2 és 101,4% kozott alakultak, tehat a mintaelokészitési

crer

mintdkban, a BST normalizalt extrakcios hatasfok 93,6 és 111,8% kozotti értékei alapjan

pedig a belsd standardok jol reprezentaljak az analitokat (V. tablazat).

V. tablazat extrakcios hatasfokok és BST-normalizalt extrakcios hatasfokok

BST-normalizalt

Komponens Extrakcios hatasfok (%) extrakciés hatésfok (%)
Valin 87,5 96,6
Leucin 101,3 111,8
Izoleucin 88,6 97,8
Fenilalanin 101,4 111,3
Tirozin 95,0 104,4
Triptofan 95,1 104,5
Szerotonin 85,2 93,6
Kinurenin 97,2 106,7
Leu-ds 90,6 -
Tir-d» 91,0 -

A parallelizmus vizsgalatokhoz meghataroztam hat egyéni plazmaminta
hattérkoncentracidjat standard addiciéval. Ugyanezen mintdk koncentraciojat
meghatdroztam a helyettesitd matrixban felvett kalibral6 egyenes alapjan is, mely minden
komponensre nagyon hasonldé eredményt adott (10%-on beliili eltérés) (6. abra). A
mintdk masik részletét MQC oldattal spikeoltam, majd kétszeresére, Otszordsére és
tizszeresére higitottam mesterséges plazmaval. Minden higitdsi szinten héarom
parhuzamos mintael6készitést végeztem, majd meghataroztam a koncentraciokat. Ahogy

a 7. abran lathato, az analitkoncentracid minden higitasi szinten az elfogadasi hataron

beliil volt, kdvetkezésképpen a mesterséges plazma hasonld extrakcios hatdsofokot és
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matrixhatast biztosit, mint az emberi vérplazma, igy alkalmas annak helyettesitésére a

kalibral6 és QC mintak készitéséhez.

1,6

Csucsterilet arany

-10 -9 -8 -7 -6 -5 -4 -3 -2 -1 0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15

Izoleucin koncentrécié
7,80 pg/ml 7,82 pg/ml (ng/ml)
6. abra A parallelizmus standard addicioval torténd vizsgalatanak illusztracidja az izoleucin példajan

A standard addicios egyenes X-tengely metszetérdl leolvasott analitkoncentracio megegyezik a mesterséges
plazmaban felvett kalibralo egyes alapjan szamitott értékkel, parallelizmust feltételezve a matrixok kozott.

X Valin
¢ Leucin

A Fenilalanin
X Tirozin
# Triptofan

Torzitatlansag (%)
g8

A Kinurenin

nem higitott 2X higitas 5X higitas 10X higitas

7. abra Parallelizmus értékelése higitasi integritas vizsgalattal

Az értékek harom parhuzamos mérés atlagaibol adodtak, a kapott koncentraciot minden szinten
megszorozva a higitasi faktorral.

38



DOI:10.14753/SE.2022.2634

A standardok torzsoldatai és munkaoldatai stabilnak bizonyultak 20 °C-on 24
ordig és 10 °C-on 10 napig. A human és mesterséges plazmamintdk haromszori
lefagyasztasa és felolvasztdsa nem befolyéasolta az analitkoncentraciot, ahogy 24 6raig
szobahOmérsékleten (20 °C), illetve 2 honapig —20 °C-on torténd tarolasuk sem. A
feldolgozott mintdk koncentracidiban szintén nem tortént szamottevo valtozas 24 ora alatt
a mintaadagold homérsékletén (4 °C) valamint 12 o6ra alatt szobahdmérsékleten [12].

Az egymast kdveté LC-MS/MS mérések soran fellépd athordas vizsgalatdhoz a
hasznaltam, igy biztositva, hogy a kialakulé minta koncentracigja biztosan magasabb
legyen, mint a fizioldgias szempontbol relevans tartomany. Ahogy a VI. tablazat
bemutatja, analitok esetén az 4thordas nem haladta meg az LLOQ mennyiségének 17,2,
BST-k esetén pedig az 1,0%-4t, igy megfelelt az EMA irdnyelveiben foglalt 20, illetve
5%-0s hatarnak [12].

VI. tablazat Az analitok és bels6 standardok athordasi értékei

Komponens Athordas (%)
Valin 17,2
Leucin 4.8
Izoleucin 8,3
Fenilalanin 2,1
Tirozin 8,7
Triptofan 0,7
Szerotonin 2,6
Kinurenin 2,7
Leu-ds; 1,0
Tir-d» 0,8

4.1.3. Klinikai mintak vizsgalata

A validalt bioanalitikai moédszert mintegy 800 szérumminta meghatarozasara
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 mintékat is futtatva.

Utobbiak esetén a pontossdg ¢€s torzitatlansdg nem romlott a moddszervalidalas
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eredményeihez viszonyitva. Az EMA irdnyelveinek megfelelden vizsgaltam a mérések
reprodukalhatosagat, a mintdk 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 irdnyelvben foglalt kritériumokat, miszerint az
eredményeknek 20%-o0s hibahataron beliil kell lennie, legaldbb az esetek 66,7%-aban. A
mintak kevesebb, mint 1%-aban a valin, izoleucin vagy tirozin koncentracié meghaladta
az ULOQ-t. Ezekben az esetekben a plazmamintakat kétszeresére higitottam mesterséges
plazmaval, és a mintaelOkészitést kovetden ismét lemértem Oket. A VII. tablazat

bemutatja az analitok koncentracio-tartomdnyait a 800 plazmamintaban [12].

VII. tablazat A mérend6 komponensek koncentracio tartomanya a 800 plazmamintaban

Analit Koncentracio tartomany (ng/ml)
Valin 4,63-115,58

Leucin 6,31-71,42

Izoleucin 1,68-97,66

Fenilalanin 1,65-36,76

Tirozin 1,16-82,20

Triptofan 1,17-39,35

Szerotonin 0,27-1,70

Kinurenin 0,10-2,04

4.2. Az AGP biomarker jellegének vizsgalata melanoméban

4.2.1. HILIC-MS/MS

A malignus melanomanak az AGP glikozilacids mintdzatara gyakorolt hatasaval
foglalkoz6 kutatds keretében 18 high risk melanomas beteg €s 19 egészséges Onkéntes
szérummintdjat dolgoztam fel. A mintakbol AGP-t izolaltam, enzimatikus emésztéssel
felszabaditottam a szénhidrat oldallancokat, és antranilsavas szarmazékokat képeztem
beldliik. Ezt kdvetden a mintakat egy ujonnan kifejlesztett és optimalt HILIC-MS/MS
madszerrel vizsgaltam. A tovabbiakban az oligoszacharidokat cukordsszetételiik alapjan

fogom jeldlni, ahol a betiik a lancot felépitd monoszacharid egységeket jeldlik: H (hexdz,
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amely lehet mann6z vagy galakt6z), G (galakt6z), M (mannéz), N (N-acetil-gliikkozamin),
S (szialsav), F (fuk6z), a betlik utani szdm pedig azt jeloli, hogy az adott
monoszacharidbdl héany taldlhat6 a lancban. Tekintve, hogy az AGP-ben kizarélag
komplex szerkezetli oldallancok talalhatok, amelyek core része konzervativ szerkezett,
két N-acetil-gliikozaminbol és harom manndzbdl épiil fel, belathatd, hogy a N4HS jelolés
bi-, az N5SH6 tri-, az N6H7 tetraantenndris, az N7HS8 pedig lancelongalt szerkezetre utal.
Ahogy az extrahalt ionkromatogramok mutatjdk a 8. abrdn, az antranilsavas
glikanszdrmazékok harom, egymastol jol elkiilonithetd csucsegyiittesben jelentek meg
szidlsav 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. Ezekbdl a megfigyelésekbdl arra kovetkeztethetiink,
hogy HILIC elvalasztasok sordn a retenciot elsOsorban a lancvégi szialsavak szdma
befolydsolja, mig az antenndk, a fukozegységek, illetve egyéb szerkezeti sajatsagok, mint
az N-acetil-gliikozaminbdl és galaktozbol all6 lancelongacidk, mérsékelten befolyasoljak
a visszatartast. Pontos tomeg alapjan mintegy 102 izomert sikeriilt beazonositani, amely
jelenlegi tudasunk alapjan az eddigi legnagyobb szdm, amelyet az AGP esetében
kimutattak. Ennek legf6bb oka, hogy a nagyfelbontasu kromatografiads modszer lehetdvé
tette az olyan glikanizomerek elvalasztasat is, amelyek egymadstol csak a szidlsav
kiilonboztek egymastol. A relative nagy feldolgozott fehérjemennyiség (mintanként kb.
2 mg), illetve az érzékeny tomegspektrometrids detektdlds révén pedig a Kkis
mennyiségben jelenlévd izomerek is azonosithatok voltak, amelyek sok esetben a f6
izomerekhez viszonyitva két-harom nagysagrenddel kisebb intenzitéssal jelentkeztek az
ionkromatogramokon. Tekintve, hogy az AGP egy szialoglikoprotein, a beazonositott
izomerek mindegyike tartalmazott legalabb egy szidlsav egységet, tovabba megtalalhatok
voltak egyszeresen, kétszeresen és haromszorosan fukozilalt, illetve elongélt lancu
szerkezetek is. A 8. abra bemutatja a fobb komponensek extrahalt ionkromatogramjait,

tovabba az azonositott glikdnizomerek szerkezeti megoszlasat.
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8. abra A mono- (A,D), bi- (B,E), tri- és tetraszalizalt (C,F) oligoszacharidok extrahalt
ionkromatogramjai és szerkezeti sajatsagaik

NG az N-acetil-gkiikozaminbol és galaktozbol allo lancelongaciora vonatkozik. A diagrammok kiilsé
rétegében talalhato szamok bemutatjak az adott oligoszacharid esetén igazolt izomerek szamat.

A tandem tomegspektrumok kiértékelése lehetdvé tette a legintenzivebb 39 izomer
szerkezeti jellemzését. A fragmensionokat a Domon ¢és Costello altal javasolt
nomenklatira alapjan neveztem el [90]. Az optimalt koriilmények kozott az MS/MS
spektrumok féként ,,Y”, ,,Z” és ,,B” tipust fragmensionokat tartalmaztak, de szintén
megfigyelhetdk voltak gytliriihasadassal keletkezd ,,A” ionok is. A nagyszamu azonositott
glikanizomer abbol adoédik, hogy a lancvégi szidlsavak a-2,3 és a-2,6 kotéssel
kapcsolddhatnak az oligoszacharid lanchoz, lehetdvé téve az izomerek nagy szerkezeti
variabilitdsat. Mindkét kotéstipusra jellemzd diagnosztikus fragmension megfigyelhetd
volt az MS/MS spektrumokban, igy meg lehetett allapitani, hogy az egyes izomerek
melyiket tartalmazzak. Fontos megjegyezni, hogy a spektrumok szoftveres kiértékelése
sordn az ionkromatogramok megfeleld részét kijeldlve, az egyes izomerek akkor is
értekelhetok voltak, ha bizonyos mértékli koelucio 1épett fel kozottik. Az a-2,6 kotés
jelenlétének igazolasara a “*A,—~CO, (306,12 m/z) iont, a-2,3-hoz pedig a B»—CO> (408,15
m/z) iont alkalmaztam, bar utobbi tipikusan kis intenzitassal jelentkezett a spektrumokon
[91-93]. A biantennas, N4HS5S2 Gsszetételti glikdn harom csucsban eludlodott 70,53 és
75,31 perc kozott, alapvonali elvalasztassal. A diagnosztikus fragmensionokkal sikertilt
igazolni, hogy az elsé izomer 0-2,3 szialsavat tartalmazott, a mésodikban egyarant

kimutathat6 volt az 0-2,3 és az a-2,6, a harmadik izomer pedig tisztan a-2,6 szializalt
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volt. A megfigyelések aldtdmasztjak, hogy az izomerek eltcios sorrendje nem kizarolag
a szidlsavegységek szamdval, de a cukorlanchoz valé kapcsolodasuk modjaval is
szorosan Osszefiigg, ugyanis az 0-2,6 szidlsav nagyobb retenciot eredményez a HILIC
elvalasztasok soran, mint az a-2,3. Egy masik biantennaris glikanszdrmazék, az N4HSSF
Osszesen Ot kromatografias csucsban eludlodott 43,49 és 47,11 perc kézott, mikozben
egyetlen szialsavegységet hordoz. Az 6t cstcs koziil az 1., a 3., illetve az 5. volt
elegendden intenziv az értékelhetdé MS/MS spektrumok felvételéhez, melyeket a 9. abra
mutat be. A spektrumok alapjan az 1. izomer a-2,3, mig a 3. és az 5. 0-2,6 szializalt. Az
1. izomer spektruman fellelhetd tovabba egy sorozat Y (és megfeleld Z) ionfragmens,
amely core fukozilacio jelenlétére utal: Y1 (487,19 m/z), Y2 (690,27 m/z), Y3/Y4(1014,37
m/z) and Y4/Ys4 (1176,43 m/z) (9A abra). A 3. izomer szintén tartalmazta Y és Y»
ionokat, viszont Y3/Y4 és Y4/Y4 nem taldlhaté meg az izomer kisebb intenzitasa miatt (9B
abra). Mésrészrol az 5. izomer spektruman az Y1 (341,13 m/z) és Y2 (544,21 m/z) ionok
nem tartalmaznak fukézt a megel6z6 két izomerrel ellentétben, mely egyértelmiien
antenna fukozilaciora utal (9C abra). Ezt erdsiti az a tény is, hogy az Y4/Ys/Ys (1233,45
m/z) €s Ya/Ys (1395,51 m/z) ionfragmensek szintén fuk6z nélkiil jelentkeznek a
spektrumon, annak ellenére hogy ezeken egyarant megtalalhat6 a core és antenna rész N-
acetil-glilkozamin egysége. Ennek a valdsziniisithetdé oka, hogy az antenna fukoz
gyengébben kotddik a szacharidgerinchez, mint a core fukdz, tehat fragmentécio kozben
konnyebben lehasad arrdl [91,93,94]. Egy masik biantennaris glikan, a 67,93-73,50
kozott elualodo N4HSS2F esetén szintén fellelhetod két core fukozilalt izomer. Tekintve,
hogy ezek az izomerek egyarant megtalalhatok az egészséges ¢és a beteg mintakban is,
kizarhato, hogy a korfolyamat eredményeként jonnek 1étre. Kovetkeztetésképpen, a jelen
munka nem tdmogatja azokat a koradbbi megfigyeléseket, miszerint az AGP kizarolag
antenna fukozilalt oligoszacharid oldallancokat tartalmaz [95,96]. A VIIL., a IX. és a X.
tablazat 0sszefoglalja az azonositott bi-, tri- és tetraantennds glikanizomerek retencios
iddit, az azonositds tOmegpontossagat, tovabba a szidlsavak kotéstipusait és a

fukozegységek pozicidit (ahol lehetséges).
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9. abra Az N4HSSF 1. (A), 3. (B) és 5. (C) izomereinek MS/MS spektruma

A csillag szimbolum az antranilsavat jel6li az oligoszacarid lanc redukalo végen.
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tomegpontossaga és szerkezeti jellemzoik

Oligoszacharid Izomer il}l‘:in(a;gi; ’(l;)iipn;:a)gpontosség Etziitilsst?;us llj:Zklle;
Izomer 1 43,49 2,57 o-2,3 core
Izomer 2 4471 -3,04 - -
N4HSSF Izomer 3 45,33 3,90 0-2,6 core
Izomer 4 46,43 4,32 - -
Izomer 5 47,11 3,56 0-2,6 antenna
Izomer 1 70,53 2,86 o-2,3 -
N4H5S2 Izomer 2 73,02 3,00 o-2,3, 0-2,6 -
Izomer 3 75,31 2,92 0-2,6 -
Izomer 1 67,93 7,40 o-2,3 core
Izomer 2 69,26 13,22 - -
Izomer 3 69,99 8,32 o-2,3, 0-2,6 core
N4HSS2F Izomer 4 70,60 12,73 - -
Izomer 5 71,16 9,39 - -
Izomer 6 72,28 8,57 o-2,3, 0-2,6 antenna
Izomer 7 73,50 14,75 - -

45



DOI:10.14753/SE.2022.2634

IX. tablazat Az AGP-bdl azonositott triantennas glikanizomerek retencios iddi, detektalasuk
tomegpontossaga és szerkezeti jellemzoik

Otgosrchria romer endis Tomepmiosiy Sl bt
Izomer 1 43,94 4,07 - -
Izomer 2 44,90 4,16 - -
Izomer 3 45,27 3,86 0-2,6 -
NSH6S Izomer 4 46,06 5,95 - -
Izomer 5 46,67 4,17 0-2,6 -
Izomer 6 4711 1,79 0-2,6 -
Izomer 1 65,94 1,56 - -
Izomer 2 66,80 2,57 - -
Izomer 3 67,41 2,15 - -
Izomer 4 68,57 0,48 0-2,6 -
NSH652 Izomer 5 69,39 1,41 0-2,6 -
Izomer 6 70,06 2,46 0-2,6 -
Izomer 7 71,13 2,51 - -
Izomer 8 71,72 1,94 - -
Izomer 1 63,78 -4,98 - -
Izomer 2 66,15 -5,16 - -
Izomer 3 65,98 -4,87 - -
NSH652F Izomer 4 67,62 0,02 0-2,6 antenna
Izomer 5 69,32 0,48 0-2,6 antenna
Izomer 6 70,92 1,01 - -
Izomer 1 106,35 2,74 - -
N5H6S3 Izomer 2 108,49 4,05 0-2,6 -
Izomer 3 111,10 1,73 0-2,6 -
Izomer 1 101,56 0,16 0-2,3, a-2,6 antenna
N5H6S3F Izomer 2 104,04 0,76 0-2,6 antenna
Izomer 3 106,62 -3,14 - -
Izomer 1 96,54 6,62 - -
Izomer 2 99,08 3,39 - -
Izomer 3 102,40 3,61 - -
N5H6S3F2
Izomer 4 106,30 -3,49 - -
Izomer 5 108,70 -4,46 - -
Izomer 6 112,60 0,43 - -
Izomer 1 94,10 -9,58 - -
Izomer 2 102,00 -8.,98 - -
NSH6S3F3 Izomer 3 104,23 -7,08 - -
Izomer 4 108,77 -6,81 - -
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X. tablazat Az AGP-bdl azonositott tetraantennas glikanizomerek retencios id6i, detektalasuk
tomegpontossaga és szerkezeti jellemzoik

Oligoszacharid Izomer Ret encios Tomegpontossig S{i{fls:’w Fuk’().z:
ido (perc) (ppm) kotéstipus pozicio
Izomer 1 44 44 0,97 - -
Izomer 2 45,06 -0,35 - -
N6H7S Izomer 3 45,43 1,75 - -
Izomer 4 45,86 1,71 - -
Izomer 5 46,52 1,73 - -
Izomer 1 43,62 2,11 - -
Izomer 2 44,17 -1,30 - -
Izomer 3 44,56 8,65 - -
N6H7SF Izomer 4 44,94 4,29 - -
Izomer 5 45,66 2,93 - -
Izomer 6 46,38 2,44 - -
Izomer 7 47,04 6,94 - -
Izomer 1 63,28 4,27 - -
Izomer 2 65,07 433 - -
N6H7S2 Izomer 3 65,66 3,32 - -
Izomer 4 66,83 3,94 0-2,6 -
Izomer 5 67,54 3,97 0-2,6 -
Izomer 1 64,33 3,39 0-2,6 antenna
Izomer 2 65,01 3,23 0-2,6 antenna
N6H7S2F Izomer 3 66,00 2,83 a-2,6 antenna
Izomer 4 66,76 3,30 0-2,6 antenna
Izomer 5 67,32 5,37 - -
Izomer 1 92,20 -0,91 - -
Izomer 2 94,31 1,65 - -
Izomer 3 95,87 1,07 - -
N6H7S3 Izomer 4 96,76 -3,32 0-2,3, 0-2,6 -
Izomer 5 97,99 -3,50 0-2,3, a-2,6 -
Izomer 6 99,27 -3,88 0-2,3, a-2,6 -
Izomer 7 101,17 -2,98 0-2,6 -
Izomer 1 87,74 5,42 - -
Izomer 2 90,29 5,98 - -
Izomer 3 93,38 6,09 0-2,6 antenna
N6H7S3F Izomer 4 94,88 3,66 a-2,6 antenna
Izomer 5 96,18 1,19 0-2,3, a-2,6 antenna
Izomer 6 97,68 7,11 0-2,6 antenna
Izomer 7 99,85 6,22 - -
Izomer 1 87,44 2,87 0-2,6 -
N6H754 Izomer 2 89,74 -3,40 - -
Izomer 3 103,90 -2,97 - -
Izomer 1 83,46 1,81 - -
N6H7S4F Izomer 2 93,77 3,25 - -
Izomer 1 99,39 3,67 - -
N6H754F2 Izomer 2 108,76 5,36 - -
N6H7S4F3 Izomer 1 90,15 -3,56 - -
Izomer 1 85,61 -1,5 - -
Izomer 2 88,24 4,83 - -
Izomer 3 90,28 1,73 - -
N7HS8S3 Izomer 4 91,09 -1,17 - -
Izomer 5 92,49 -1,44 0-2,6 -
Izomer 6 93,73 -1,49 0-2,6 -
Izomer 7 95,27 -5,03 - -
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A kutatas eredeti célkitlizései kozott szerepelt olyan rendellenes szerkezetli
oligoszacharidok (izomerek) azonositasa, amelyek csak a kéros mintakban fordulnak eld,
igy biomarkerként szolgalhatnak. A mintdk spektrumainak részletes kiértékelése soran
azonban nem taldltam ilyen szerkezetet, ¢és a mintaeldkészitésbél adodod
intenzitaskiilonbséggel fligg 0ssze, hogy nem minden mintdban sikeriilt azonositani az
Osszes izomert. Ennek megfeleléen a tovabbiakban a glikozildciés mintdzat relativ
mennyiségi valtozéasaira koncentraltam. Annak érdekében, hogy a korfolyamat hatasara
bekovetkezd potencidlis valtozasok értékelhetdk legyenek, tovabba kikiiszobdljem a
mintaelokészitésbél  addodd  intenzitdskiillonbségeket, meghataroztam  minden
glikanizomer csucs alatti teriiletét az egyéni mintakban, majd kifejeztem az adott
mintaban taladlhatdé Osszes oligoszacharidhoz viszonyitott relativ mennyiségiiket. Az
adatkomplexitds tovabbi csokkentése, illetve a vizualizacid eldsegitése céljabol az
értekeket atlagoltam beteg és a kontrollcsoportban is, majd a betegcsoport értékeit
normalizaltam a kontrollcsoportra. Végiil indokoltnak lattam kihagyni az
Osszehasonlitasbol azokat az izomereket, melyek nem voltak értékelhetok minden egyéni
mintaban. Az 6sszehasonlitdsba igy bekeriilt 52 izomer normalizalt relativ mennyiségeit
mutatja be az 10. dbra. Ez alapjan egyértelmiien lathato a fukozildlt oligoszacharidok
tulexpresszioja a melanomas csoportban, kiillondsen a jobban elagazo szerkezetek esetén.
Néhany triantennds (NSH6S3F, NSH6S3F2, NSH6S3F3) és tetraantennas (NO6H7S4F,
N6H7S4F2) glikdnizomer példdjan pedig az is belathatd, hogy a ndvekedés mértéke
hozzavetdlegesen ardnyban van a szénhidrat lanchoz kapcsolodd fukozegységek
szamaval, jol demonstradlva a fukozilacio Kkitlintetett szerepét a korfolyamatban.
Valoszintileg az el6z6 folyamat eredményeként, néhany nem fukozilalt glikdn (NSH6S2,
N5H6S3, N6H7S3) relativ mennyiségi csokkenése is megfigyelhetd a betegesoportban.
Egy adott oligoszacharid kiilonb6z6 izomereit 6sszehasonlitva aranyeltolodas figyelhetd
meg a késobb elualodd komponens javara. A jelenség leginkabb a triantennas NSH6S2
¢s NSH6S3F, tovabba a tetraantennds N6H7S2 és NO6H7S2F esetén jelentkezett.
Osszhangban a szializalt izomerek eliciés sorrendjérdl levont kovetkeztetésekkel, az
NSH6S3F és N6H7S2 esetén MS/MS kisérletekkel igazolhato volt, hogy a jelenség az a-
2,6 szializaci6 fokozott mértékével fiigg Ossze, ahogy azt korabban megfigyelték [71,94].
Bar a melanoma hatdsara végbemend és a glikozilacidés mintdzatban megfigyelhetd

véltozasok egyértelmii tendenciat mutatnak, a nagy inter-individualis kiilonbségek miatt
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(lasd a 10. abra oszlopdiagramjan a relativ szoéras értékek) nem azonosithatd olyan
karakterisztikus valtozas, mely 6nmagaban olyan biztonsadggal képes kategorizalni az
egyéni mintakat, hogy az alkalmas lehet a diagndzis tAmogatasara. Indokoltnak tlint tehat
olyan kemometriai mddszer keresése és alkalmazasa, amely a valtozasokat kombindlva

képes a glikozilacids mintazat felismerésére, és a klasszifikacids hatékonysag ndvelésére.

4.2.2. Statisztikai analizis

Az LC-MS mérések eredményeit linearis diszkriminancia analizissel (LDA)
értekeltem ki, amely folytonos fiiggetlen valtozok linearis kombinéciojat alkalmazva,
képes megkiilonboztetni kettd vagy tobb kategoriat, mint fiiggd valtozot [98]. Az AGP
glikozilaciés mintazataban bekovetkezd valtozasok ismeretében, a fiiggetlen valtozok
keresése kdzben harom tipusu mennyiséget vettem figyelembe: 1) egy glikan, tehat egy
adott oligoszacharid Osszes izomerének relativ mennyisége az adott mintdban jelenlévo
Osszes szénhidrat viszonylatdban, 2) egy adott glikanizomer relativ mennyisége, 3) egy
adott glikan izomereinek egymaéshoz viszonyitott aranya. Altalanos szabaly az LDA
esetében, hogy a fliggetlen valtozok szdma nem haladhatja meg az Osszes minta
egyharmadat (esetiinkben 12-t), maskiilonben felléphet az alacsony mintaszdm
problémaja [69,98]. Ezenfelill a legnagyobb diszkrimindld képességgel rendelkezd
valtozokat kell kivalasztani annak érdekében, hogy megvalosuljon a kategoriak lehetd
legnagyobb mértékii elkiiloniilése. Ezt az ugynevezett Fisher index (F) kiszdmitasaval

érhetjiik el:

3 képlet F = (mkontroll B Tnmelanoma)2

VUkontroll + Umelanoma

ahol m az adott csoport értékeinek atlaga, v pedig a szorasnégyzete. Minél nagyobb tehat
F értéke, az adott valtozé anndl jobban képes diszkriminélni a kategoridk kozott. Ahogy
a XI. tablazat bemutatja, a tiz legnagyobb F értékkel rendelkezd valtozé minddssze négy

oligoszachariddal fiigg 6ssze.
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10. abra Relativ csucsteriilet atlagok a beteg €s a kontrollcsoportban

A beteg csoport értékei atlagolva a kontrollcsoportra.
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Az ¢értékek megerdsitik azokat az észrevételeket miszerint bizonyos fukozilalt
szerkezetek talexpresszidja (NO6H7S2F, F=0,85), illetve nem fukozilalt szerkezetek
alulexpresszidja (NSH6S2, F=0,99) kulcsszerepet jatszik a beteg illetve kontrollmintadk
megkiilonboztetésében. Megfigyelhetd tovabba, hogy ugyanazon glikan kiilonb6zd
izomerei nem egyenld mértékben képesek differencidlni a kategoéridk kozott, ugyanis
N5H6S2 4. (F=1,20) és 5. (F=0,46) izomere, tovabba NO6H7S2F 3. izomere (F=0,98)
magasabb F értéket adott, mint a tobbi izomer. Ugyanazon oligoszacharid izomerei kozott
megfigyelhetd aranyeltolodas (amelynél tobb esetben sikeriilt igazolni, hogy az a-2,6
szializacio fokozott mértékével fiigg 0Ossze), szintén magas Fisher indexeket
eredményezett. Ez legfoképp NSH6S2 4. és 5. (F=0,74), NSH6S3F 1. és 2. (F=0,27),
N6H7S2 3. ¢s 5. (F=1,12), valamint 4. és 5. (F=0,97), tovabba N6H7S2F 2. és 3. izomere
(F=1,23) esetében volt a legnagyobb mértékii.

XI. tablazat A klasszifikacioban legjelentdsebb oligoszacharidok, a diszkriminalé faktorok, a valtozas
iranya és megfelel6 Fisher indexek

Oligoszacharid Diszkriminalo faktor Valtozz’ls Fisher index
melanomaban
Izomer 4/Izomer 5 ! 0,74
Izomer 4 ! 1,20
N5H6S2
Izomer 5 ! 0,46
Osszes izomer ! 0,99
N5SH6S3F Izomer 1/izomer 2 ! 0,27
Izomer 3/izomer 5 ! 1,12
N6H7S2
Izomer 4/izomer 5 ! 0,97
Izomer 2/izomer 3 ! 1,23
N6H7S2F [zomer 3 ) 0,98
Osszes izomer 1 0,85
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A 11. dbra mutatja be a tiz fiiggetlen valtozoval elvégzett linearis diszkriminancia
analizis eredményét. A pontdiagramon megfigyelhetd, hogy a modell képes volt jol
elkiiloniteni egymastol a beteg és a kontrollcsoportot, kis atfedés azonban megfigyelhetd,
mely eredményeként a modell hdrom melanomas mintat kontrollként, egy kontrollmintat
pedig melanomasként azonositott. Ezek alapjan a modell klasszifikacios hatékonysaga

89,2%.
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11. abra A 37 klinikai minta klasszifikacigja linedris diszkriminancia analizissel

Z0old szin jeloli a kontroll, kék a melanomdas mintdakat, a voros korvonal pedig a helytelen osztalyzast.

A fiiggetlen valtozok modellre gyakorolt hatasat szintén vizsgaltam. Ennek soran
tiz alkalommal Gjraképeztem az LDA modellt ugy, hogy mindig kihagytam egy valtozot.
Ez minden esetben rontotta a modszer elvalasztoképességét, mely tipikusan a daganatos
mintak kontrollként valo felismerésében nyilvanult meg. Kovetkezésképpen mind a tiz
fiiggetlen valtozo fontos szerepet jatszik a modszer eredményességében. Fontos
megjegyezni, hogy Ujabb valtozd bevezetése (melynek Fisher indexe értelemszertien
alacsonyabb, mint a modellhez felhasznalt tiz véaltoz6é) nem vezetett eredményesebb
klasszifikaciohoz. Ertékeltem tovabba a modell teljesitményét, az un. ,.egyharmad—
kihagyasos” kereszt-validalasi modszerrel. Ennek sordn a 37 vizsgdlati minta

véletlenszerlien kivalasztott kétharmadabol (25 minta) megalkottam a modellt, a
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visszamarad6 egyharmadra (12 minta) pedig ismeretlenként tekintettem, ¢és
kategorizaltam 6ket a modell alapjan. A ciklust tiz alkalommal ismételtem meg, Gsszesen
120 véletlenszertien kivalasztott minta besoroldsat elvégezve. A mddszer 55 melanomas
mintabol 52-t, €s 65 kontrollmintabol 64-et helyesen ismert fel, mely kimagaslo, 96,7%-

os klasszifikacios hatékonysagot jelent.

4.2.3. Az AGP biomarker jellegének értékelése

A biomarkerek értékelését az aldbbi teljesitményjelzékkel lehet elvégezni:
érzékenység, specifikussag, pozitiv prediktiv érték, negativ prediktiv érték [99].

Az érzékenység megadja annak a valoszinliségét, hogy az elvégzett diagnosztikus
proba pozitiv eredményt mutat olyan egyénnél, akinél valdoban fennall a korallapot, tehat

a betegség azonositasanak megbizhatdsagat:

valodi pozitiv

képlet érzék g =
4.keplet  érzekenyseg = o pozitiv + fals negativ

A specifikussag annak a valoszinliségét fejezi ki, hogy a teszt eredménye negativ
lesz olyan egyénnél, akinél nem 4ll fenn a kordllapot, tehat azt, hogy milyen

megbizhatéan azonositja az adott betegségben nem szenvedd egyéneket:

valodi negativ

>-képlet  specifikussag = valddi negativ + fals pozitiv

A pozitiv prediktiv érték megmutatja, hogy pozitiv proba esetén mekkora a
valosziniisége, hogy valoban fenndll a betegség, tehat a pozitiv teszteredmény

megbizhatdsdgarol szolgaltat informéciot:

valédi pozitiv

6.képlet pozitiv prediktiv érték =
P P P valddi pozitiv + fals pozitiv

A negativ prediktiv érték azt mutatja meg, hogy negativ proba esetén mekkora

annak a valdszinlisége, hogy valoban nem 4all fenn a korallapot, tehat a negativ

teszteredmény megbizhatosagarol ad tajékoztatast:
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valédi negativ

7.képlet negativ prediktiv érték =
P g P valddi negativ + fals negativ

A teljesitményjelzék értékeit kiszamitottam az LDA modell alapjan kapott
eredményekre, a kereszt-validalas eredményeire, tovabba a kordbban mar emlitett, a
melanoma diagnosztikaban jelenleg alkalmazott S100B fehérje szérumkoncentraciokra
(XII. tablazat). A borgyogyaszati gyakorlat alapjan, utobbinal 0,15 pg/l-es hatarértéket
vettem figyelembe. Ekkor azt tapasztaltam, hogy 19 kontroll egyénbdl 18-nal hatarérték
alatt volt, 18 melanomas betegbdl viszont csak 6 esetén volt emelkedett az érték. A
biomarkerek 0sszevetése soran azt tapasztaljuk, hogy bar az S100B specifikus, és magas
pozitiv prediktiv értékkel rendelkezik, az AGP magasan feliilmulta azt érzékenység és
negativ prediktiv érték tekintetében. Kovetkezésképpen, az itt bemutatott eredmények
alapjan az AGP glikozilacidos mintdzata hatékonyabb biomarkerként szolgéalhat a

malignus melanoma diagnosztikdjaban, mint az S100B fehérje.

XII. tablazat A biomarkerek teljesitményjelzoi a vizsgalt populacidban

Erzé(l‘()/eor)lység Speci(i;l/lo()u ssig predl;lgfii\tfi:':’rték pre(ll\ii%iavt iévrték
(“0) (“o0)
S100B fehérje 333 94,7 85,7 60,0
AGP 83,3 94,7 94,7 85,7
AGP 94,6 98,5 98,1 95,5

kereszt-validalas
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5. Megbeszélés

5.1.  Migrén-biomarkerek kvantitativ analizise vérplazmabol

Az aminosavak mennyiségi meghatarozasanak jelentds szakirodalma van mind
novényi, allati és human eredeti bioloégiai mintdkban [100-102]. Jelenlegi tudasom
szerint azonban nem kozdltek eddig olyan modszert, mely aminosavak, szerotonin és
kinurenin egymas melletti kvantiativ meghatdrozasat tette lehetévé vérplazmabol, vagy
mas biologiai kozegbdl. Az aminosavakat nagyon gyakran derivatizaljdk annak
érdekében, hogy eldsegitsék kromatografids elvalasztasukat és javitsdk a detektélas
érzékenységét [102,103]. A szarmazékképzés azonban nem kivant interferencidk forrasa
lehet, nehezitve a modszer validalasat, tovabba jelent6sen noveli a mintaelokészités
munka ¢és idéigényét [103]. Az analitok megfelelden érzékeny és szelektiv detektalasat a
tomegspektrométer MRM moédban valdé miikodtetésével, és az MRM paraméterek
(iitkdzési energia, fragmentor fesziiltség) optimalizalasaval biztositottam. A vizsgalatok
soran beigazolddott, hogy a késziilékérzékenységbdl adoddo LLOQ értékeket sikertilt
olyan alacsony értékre bedllitani, hogy az egyes analitokra nézve legkisebb
mintaelokészités és kromatografias elvalasztds optimaladsakor a meghatarozni kivant
analitok koncentraci6 tartomanyaban jelentkezd jelentds kiilonbség. A szerotonin és
kinurenin, aminosavakénal joval alacsonyabb varhaté plazma koncentracioja volt
alapvetden a szlik keresztmetszet, tehat nem volt lehetdség a kiinduldsi mintamennyiség
csokkentésére a mintael6készités soran. A leucin és izoleucin esetén azonban mind a
molekulatdmeg, mind az MRM tomegatmenet azonosnak adodott, tehat a
tomegspektrométer nem biztositja a két anyag szelektiv meghatdrozasat. Hasonlo fiziko-
kémiai tulajdonsagaik miatt, a két anyag kozott gyakran koelucio 1ép fel, ezért sok kutatas
a leucint és az izoleucint egyiitt kezeli, és 0sszmennyiségiiket hatdrozza meg. A nagy
mintaszam miatt kutatdcsoportunk torekedett elkeriilni mind a szarmazékképzést, mind
a hosszabb gradiens eluciéos moddszereket. A kromatografids kolonna helyes
megvalasztasaval sikeriilt izokratikus koriilmények kozott is megvaldsitani az izomerek
elvalasztasat, mely a héjszerkezetii toltet csokkent anyagatadasi ellenallasanak, és az igy
megnovekedett hatékonysaganak is kdszonhetd.

A biomarkerkutatasok térnyerésével egyre nagyobb igény jelentkezik endogén

anyagok kvantitativ meghatarozasara alkalmas moédszerek fejlesztésére és validalasara.
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Az igény azonban sokaig reflektalatlanul maradt a szabalyozast végzd hatésagok részérdl
(EMA, FDA), melyek irdnyelvei els6sorban a gyogyszervegyiiletek és azok
metabolitjainak bioanalitikai meghatarozasara, tovabba a modszervalidalas kritériumaira
fokuszalt, teret engedve a fit for purpose kvantitalasi/validalasi stratégidk elterjedésének.
Tekintve, hogy a bevezetésben ismertetett négy megkozelités rendelkezik elénydkkel és
hatranyokkal is, kivalasztasukat nagyban befolyasolja az adott analitikai feladat. Jelen
kutatds esetében, ahol a cél nagyszamll egyéni minta meghatdrozasa, melyekbdl
viszonylag kis mennyiség all rendelkezésre (~1,5 ml vagy kevesebb), a standard addicio
alkalmazasat korlatozza, hogy a mintak részletekre osztva, tobbszori mérést igényelnek.
szamolnunk. A hattérkivonas mddszerénél igy el6fordulhat, hogy a kontrollmatrix altal
meghatarozott LLOQ érték ala kell extrapolalni, ahol a kalibracids egyenes linearitasarol
nincs informacionk, igy szisztematikus hibdval terhelheti a mérési eredményt, ezért
alkalmazasa keriilendd. Bar a helyettesitd analit megkdzelités széles korben elfogadott,
analitonként két stabilizotop jelzett BST-t igényel. Esetiinkben ez 16 standard beszerzését
igényelte volna, nagymértékben emelve a mérések koltségeit, és a jelzett standardok
korlatozott elérhetdsége miatt nem is bizonyult megvaldsithatonak. Vélasztasom ezért
esett a helyettesité matrix modszerére, mellyel kis laborintenzitas mellett megvaldsithatd
tobb analit széles koncentracidtartomanyban torténd meghatarozasa, nagyszamu egyéni
mintaban. Az eljards potencialis hatrdnya a szisztematikus hiba, melyet a biologiai és a
helyettesitd matrix kozotti parallelizmus hidnya okoz. Ezért fontos a helyettesité matrix
Osszetételének gondos megvalasztasa, mely az analitokra vonatkoztatott matrixhatas és
extrakcios hatasfok szempontjabol is reprezentdlja a bioldgiai mintat. Szakirodalmi
adatok alapjan leggyakrabban PBS-ben oldott HSA-t alkalmaznak a vérplazma
helyettesitésére, igy €n is ezt valasztottam. Az eldvizsgalatok soran aktiv szénnel kezelt
poolozott plazméval is végeztem kisérleteket, de nem sikeriilt maradéktalanul
analitmentesiteni a plazmat, tovabba az eredmények reprodukalhatatlannak bizonyultak.
A mesterséges plazma alkalmazhatésagat mindkét rendelkezésre all6 moddszerrel,
standard addicioval és higitasi integritds vizsgéalatokkal is értékeltem. Mindkét vizsgalat
a matrixok parallelizmusat mutatta, bizonyitva, hogy az 0Osszetétel reprezentalja a
vérplazmat. Fontos kiemelni, hogy ez az allitds csak a vizsgalataim targyat képezo

analitokra igaz, s bar ezek a tapasztalatok erdsitik a valasztott helyettesitdé matrix

56



DOI:10.14753/SE.2022.2634

széleskorii alkalmazhatdsagat — melyet szamos irodalmi adat tdmaszt ala-, i modszerek
validalasa esetén kiilon értékelni kell [104-107]. A mesterséges matrix tehat
alkalmazhatonak bizonyult a kalibracios és QC mintdk elkészitésére. Tekintve, hogy a
matrix analitmentes kozeget biztosit, az irdnyelvekben foglalt Osszes QC szint
elkészithetd benne. Ennek ellenére a validalas és az egyéni mintak mérésének teljes ideje
alatt, egy 6todik, poolozott plazmabdl készitett QC mintat is hasznaltam a parallelizmus
meg. Bar a bemutatott bioanalitikai mddszer a helyettesité matrix megkozelitésen alapul,
a modszer validalas tobb pontjan kihaszndltam a standard addiciés modszer elényeit is.
Erdemes tehat a fir for purpose stratégiakat nem egymastol élesen elhatérolt
modszerekként kezelni, hanem ugy tekinteni rdjuk, mint a bioanalitikai eszkoztar
elemeire, melyek tetszélegesen kombinalhatok annak érdekében, hogy a validalasi
kritériumok maradéktalanul teljesiiljenek. Bar a kutatas célkitlizéseinek megfogalmazasa,
¢s a projekt lebonyolitasa idején még nem allt rendelkezésre, a Nemzetkozi Egységesitési
Konferencia (International Conference on Harmonization, ICH), - mely az Eurdpai Unio,
az Egyesiilt Allamok és Japan szabélyozasi rendszerét hivatott 5sszehangolni - 2019-ben
megjelend iranyelv-tervezetében emlitést tesz az endogén anyagok meghatarozasanak
kihivasairol, illetve a fit for purpose stratégidkrol, mellyel nagy 1épést tesz annak
iranyadban, hogy a hasonlo kutatdsok egy jol szabalyozott hatdsagi kornyezetben

valdsuljanak meg a jovében [108].

5.2. Az AGP biomarker jellegének vizsgalata melanomaban

Az AGP szénhidrat Osszetételének megvaltozasa a glikozilacion alapuld
biomarkerkutatdsok gyakori targyat képezi, kiilondsen daganatos betegségek esetén,
melyek korai felismerése kiemelt jelentdségli. A jol alkalmazhatd sziirési és
diagnosztikus céli biomarkerek hozzajarulhatnak ehhez, valamint a terapia sikeréhez. Az
AGP-re iranyuld kutatdsok modszertana meglehetdsen szertedgazd, de altalanos
tendencia, hogy az intakt fehérje és a glikopeptid szintli vizsgéalatokkal szemben,
elényben részesitik felszabaditott glikdn szintli vizsgélatokat. Sajat tapasztalataimat
figyelembe véve, ennek valdszinlisitheté oka, hogy bar a glikozilacié helyspecifikus
véltozasarol nem ad informacidt, az elvalasztastechnikai modszer (kromatografia vagy
kapillaris elektroforézis) képes sokkal jobban elvalasztani a (derivatizalt)

oligoszacharidokat, mint a glikopeptideket, részletesebb informacidt szolgaltatva az
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izomerek szamarol ¢és szerkezetérdl. Ahogy azt jelen kutatds alatamasztja, a
glikanizomerek felbontasa fontos szerepet jatszott a daganatos és kontrollmintdk
megkiilonboztetésében, tekintve, hogy a legnagyobb F értéki fiiggetlen valtozok mind
izomerszintli megfigyelésen alapultak.

Erdemes kitérni ra, hogy a kutatds eredeti célkitiizése az AGP biomarker
jellegének vizsgalata volt malignus melanomdban, melyet sikeriilt egyértelmiien igazolni
a vizsgalt populacidban. Ehhez olyan egyének mintait hasznaltam fel, akiknek a primer
tumortdmeg alapjan betegségiik elérehaladott allapotban volt (pT3 és pT4 stadium), de
attéttel nem rendelkeztek. A vizsgalt betegpopulacidban az S100B fehérje koncentracioja
csak 33,3%-ban jelezte a betegséget, az AGP viszont 83,3%-ban, a kereszt-validalas
sordn pedig az ardny ennél is magasabbnak adodott (94,6%). Ez alapjan valoszintisithetd,
hogy az AGP a betegség korai stddiumaiban (pT1, pT2) is képes az S100B-t6l jobb
érzékenységgel kimutatni a korképet, de természetesen ennek meghatirozasa tovabbi
vizsgalatokat, validalast igényel.

A validalasi procedura sordn a biomarker jeldltet Iényegesen nagyobb ¢s
heterogénebb populdcidban vizsgaljak, mint egy pilot study-ban. A folyamat részét
képezi, hogy az egészséges dnkéntesek mellett bevonnak a kutatasba a vizsgalt korképpel
valamilyen mdédon 0sszefliggd egyéb betegségben szenvedd egyéneket, pl. olyanokat,
akik valamilyen mas (bdr)daganatos betegségben szenvednek. Abban az esetben, ha a
biomarker nem reprezentalja megfelelden a betegséget, a fals pozitiv esetek szamanak
novekedése miatt, a specifikussag és a pozitiv prediktiv érték csokkenését tapasztaljuk.
Bér az AGP melanoma markerként torténd validalasa még nem zajlott le, a szakirodalmi
adatok, és kutatocsoportunk korabbi vizsgéalatai alapjan bizonyos kovetkeztetéseket le
tudunk vonni a kis szadmu, hasonl6 moddszertanu vizsgélatok alapjan. A jelen munka
elézményeként is felfoghatd kutatdsban, Imre és munkatarsai az AGP oligoszacharid
oldallancainak antranilsavas szdrmazékait vizsgidlta MALDI-TOF MS technikéval
(matrix assisted laser desorption ionization — time of flight). A vizsgalatba 12 egészséges
onkéntest, 16 ovarium tumoros és 15 limfomas beteget vontak be. A 34 azonositott glikan
cstcsintenzitdsait linedris diszkriminancia analizissel kiértékelve harom tetraantennds
(N6H7S3, N6H7S4, N6H7S4F), két lancelongalt tetraantennas (N7H8S3F, N7H8S4F2),
tovabba két dupla lancelongaciot tartalmazd tetraantennas szerkezetnél (NSH9S3F,

N8HIS4F) talaltak jelentds diszkrimindlo képességet, mellyel a modszer képes volt 88%-

58



DOI:10.14753/SE.2022.2634

os klasszifikaciés hatékonysag mellett besorolni a mintdkat [69]. Kisszamu (3)
bazélsejtes karcinomas betegtdl gyiijtott mintdn végzett vizsgalataink soran pedig
kutatocsoportunk azt tapasztalta, hogy bizonyos glikdnok esetén (NSH6S2, NSH6S3F,
N6H7S2) épp ellentétes iranyt folyamatok zajlottak le, mint melanoma malignumban, és
az LDA eredményeit bemutatd pontdiagrammon a kontroll és melanomas mintaktol jol
elhatarolodva jelentek meg, lehetdvé téve azok megkiilonboztetését. Mancera-Arteu és
munkatarsai szintén AGP oligoszacharidok relativ mennyiségi valtozasait vizsgalta
duktalis adenokarcinémas (19), kronikus hasnyalmirigy gyulladasos betegeken (6), és
egészséges Onkénteseken (5). Az anilinnel szarmazékolt oldallancokat zwitterionos
hidrofil kolcsonhatast kromatografiaval kapcsolt tomegspektrometriaval (ZIC-HILIC-
MS) vizsgaltdk, ¢és az eredményeket parcidlis legkisebb négyzet-diszkriminancia
analizissel értékelték ki. Ekkor azt talaltak, hogy a mintak megkiilonboztetésében harom
triantennas (NSH6S2F, NS5H6S3, N5H6S3F2), két tetraantennas (NO6H7S2F,
N6H7S3F2), illetve egy elongalt lanct szerkezet (N7H8S4F) jatszotta a legnagyobb
szerepet [72]. Ha 0sszevetjiik a kiilonb6z6 munkak eredményeit, azt tapasztaljuk, hogy a
biomarker jellegli oligoszacharidok kozott egyaltalan nincs atfedés a kiilonbozo
betegségekben. Ezek az eredmények erdsitik azt az elképzelést, hogy a daganatos
betegségekben észlelhetd megvaltozott glikozilacido erésen specifikus a daganat
biztositotta mikrokornyezetre, hozzajarulva a kivalo specificitassal (és pozitiv prediktiv

értékkel) rendelkezd, glikozilacid alapti biomarkerek kifejlesztéséhez [61].
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6. Kovetkeztetések

Doktori munkam egyik {6 célkitiizése egy LC-MS/MS alapu bioanalaitikai
modszer kifejlesztése volt nyolc kismolekuldas anyag vérplazméabdl —torténd
meghatarozasara, mint a valin, leucin, izoleucin, fenilalanin, tirozin, triptofan, szerotonin
¢és kinurenin. A mintaelOkészités fehérjekicsapassal tortént. Izokratikus koriilmények
kozott végzett RP-HPLC-s modszerrel 6,5 perc alatt megvaldsult a komponensek
elicidja, és az izomer aminosavak (leucin, izoleucin) elvalasztidsa. Az analitok MRM
modban torténd detektalasa lehetdvé tette érzékeny és szelektiv meghatdrozasukat, mas
matrixkomponensbdl szarmazd interferencia nem jelentkezett a kromatogramokon. Az
analitok endogén természetébdl adéddan a bioanalitikai modszervalidalasra vonatkozo
hatdsagi iranyelvek csak korlatozottan alkalmazhatok, melyek eldirjak, hogy a validalasi
mintakat a vizsgalati mintdkkal azonos matrixban kell elkésziteni. A nagyszamu analit és
meghatdrozni kivant vérplazma minta miatt, a helyettesitd matrix megkozelitést
alkalmaztam a probléma megolddsara. Ennek sordn 4% HSA tartalmi PBS oldatot
alkalmaztam a kalibraldé és mindségellendrzé mintdk elkészitésére. A vérplazma ¢és a
mesterséges matrix kozotti parallelizmust vizsgaltam standard addicidos moddszerrel, és
higitasi integritds vizsgalattal. Az eredmények azt mutattdk, hogy a matrixok kozotti
parhuzamossag fennall minden analit esetén. Kovetkezésképp, a kivalasztott dsszetétel
megfeleden reprezentdlja a vérplazmat a mérendd komponensek esetében, mind
extrakcios hatasfok, mind matrixhatas tekintetében. A modszer tovabba lehetové tette a
quality control mintak elkészitését, az iranyelvek altal eldirt 6sszes koncentracio szinten.
gy lehetéség nyilt a kifejlesztett modszer validilasara az EMA és FDA Altal
meghatarozott 6sszes paraméterre. A validalt mddszert sikerrel alkalmaztam a nyolc
analit meghatarozasdra 800 huméan vérplazma mintaban, egy migrén biomarkerekre
iranyuld kutatas tdimogatasa céljabol.

Doktori kutatdsom masik részében az AGP glikozilacids profiljat vizsgaltam
malignus melanomédban, mely betegségnek jelenleg nincs érdemi, sziirési ¢és
diagnosztikus célu biomarkere. A 18 high-risk melanomas beteg, és 19 egészséges
onkéntes bevonasaval végzett klinikai kutatdsban, a glikozildciés mintdzatban harom
jellemzd valtozas volt megfigyelhetd: bizonyos fukozilalt szerkezetek felszaporodasa,
nem fukozilalt szerkezetek alulexpresszidja, tovabba az a-2,6 szializacié mértékének

fokozddasa. Nem sikertiilt azonban olyan szerkezetet azonositani, mely kizarolag az egyik
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mintatipusban (daganatos vagy kontroll) van jelen, esetleg mennyiségi valtozasa
onmagaban megbizhatdan jelezné a betegséget. Ez valdszintileg annak tudhat6 be, hogy
a szamottevo individualis kiilonbségek nagy csoporton beliili szorast eredményeznek, s
bar az értékek atlagabol a tendencidk egyértelmiien kiolvashatok, a mintdkat egyénileg
vizsgalva nem jelentenek eldrelépést az S100B fehérjéhez képest, diagnosztikus értékben.
A mintazatfelismerésre széles korben alkalmazott statisztikai modszerrel, a linearis
diszkriminancia analizissel viszont jelentds elérelépést sikeriilt elérni ezen a téren. A
modszer lehetdvé tette a csoportok megkiilonboztetését leginkabb eldsegité két
triantennas (N5SH6S2, NSH6S3F) ¢és két tetraantennds (N6H7S2, NO6H7S2F)
oligoszacharid, illetve a hozzajuk kothetd filiggetlen valtozok azonositdsat. Annak
ismeretében, hogy a tiz legnagyobb Fisher indexszel rendelkezd valtozo koziil nyolc
izomer szinti megfigyelésen alapul, a biomarker jelleg eredményes igazolasahoz
nélkiilozhetetlennek bizonyult a nagy felbontoképességli elvalasztastechnikai modszer
(esetiinkben a HILIC modszer), mellyel megvaldsithatd az izomerek elvalasztasa. Masik
fontos tapasztalat, hogy az egyes valtozok Oonmagukban nem, kombindlva viszont
kiemelked6 klasszifikacios hatékonysagot eredményeztek. Fontos tanulség tehat, hogy a
glikozil&ciora iranyuld biomarker-vizsgalatoknak célravezetd nem egyedi szerkezeteket
monitoroznia, hanem a teljes mintdzatot figyelembe vennie. Ez alapjan az ilyen irdnyu
kutatasok szerves részét kell képeznie a mintazatfelismerésre alkalmas biostatisztikai
modszereknek, mellyel tapasztalataim alapjan lekiizdheté a nagy egyéni kiilonbségek
zavard hatésa, illetve a valtozasok olyan egyedi kombindcioja taldlhaté meg, mely nagy
specifikussdgot mutat a vizsgalt korképre. Ezzel a megkozelitéssel sikertilt igazolnom az
AGP glikozilacios mintazatanak biomarker jellegét high-risk melanomas betegekben. A
vizsgalt populacidban a biomarker felillmulta az S100B fehérjét, kiilondsen érzékenység
¢s negativ prediktiv érték tekintetében. Az eredmények ismeretében egyértelmiien
indokoltnak latszik a vizsgdlatok folytatdsa, és a validalas megkezdése. Reményeim
szerint ezzel a kutatdssal sikeriilt lefektetni az alapjait egy, a jelenleginél hatékonyabb
szerologiai biomarkernek, amely eredményesen jarulhat hozzd a malignus melanoma

diagnosztikdjanak tdmogatasahoz.
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7. Osszefoglalas

A doktori munkam els6 részében kidolgoztam egy LC-MS/MS alapu bioanalitikai
modszert, mely alkalmas kinurenin és szerotonin, aminosavak (valin, leucin, izoleucin,
tirozin, triptofan) melletti meghatarozédsara vérplazmabol. Az eljaras lehetévé teszi az
izomer aminosavak (leucin, izoleucin) szepardldsat, valamint a nagy
koncentraciokiilonbségek ellenére, az anyagok kvantitativ meghatarozasat. Az egyszerti
mintaeldkészités, a kalibracios modszer megfeleld megvalasztasa, és a nagyfelbontasu
kromatografids elvalasztais MS/MS méréssel vald kapcsolasabol adéddan, a modszer
alkalmas volt nagyszamu plazmaminta elemzésére. A validdlast az endogén anyagok
mennyiségi meghatarozasanak ,.fit for purpose” megkozelitése alapjan, a helyettesitd
matrix modszer €s standard addiciéo megfelel6 kombinalasaval végeztem, mely lehetové
tette a modszer és a mérés teljeskorti validalasat. A vizsgalat soran kapott koncentracio
adatok hozzajarultak a migrén patomechanizmusdnak mélyebb megértésére iranyuld
atfogo klinikai kutatashoz.

Doktori kutatdsom masodik felében egy HILIC-MS/MS modszert dolgoztam ki
az AGP szénhidrattartalmanak antranilsavas szdrmazékképzést kovetd vizsgalatara, mely
a nagyfelbontdsu kromatografids modszernek koszonhetéen lehetdvé tette az eddigi
kutatasoknal nagyobb szdmu glikdnizomer azonositasat. A modszerrel 18 high-risk
melanomas beteg, és 19 egészséges dnkéntes szérum mintajabol izolalt AGP glikozilaciods
mintazatat vizsgéaltam. Jellemeztem a betegség glikozilacids profilra gyakorolt hatasat,
illetve két triantennds (NSH6S2, NSH6S3F) ¢és két tetraantennas (N6H7S2, N6H7S2F)
oligoszacharidot, valamint hozzajuk kapcsolodd valtozokat, melyek leginkabb
alkalmasak voltak a beteg és kontrollcsoport kozotti kiilonbségtételre linedris
diszkriminancia analizis moédszerével. Igazoltam az AGP glikozilacidos mintdzatanak
biomarker jellegét high-risk melanomas betegeken, mely mind érzékenységben, mind
negativ prediktiv értékben messze folillmulja a jelenleg alkalmazott SI00B biomarkert.
A vizsgéalatok soran kapott eredmények alapjan kijelenthetd, hogy a kidolgozott és
alkalmazott analitikai és kemometriai moddszerek Osszessége alapjat képezheti egy

jovObeni, hatékony melanoma malignum diagnosztikai eljarasnak.
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8. Summary

In the first part of my doctoral research, I developed an LC-MS/MS based
bioanalytical method for the simultaneous determination of serotonin and kynurenin with
amino acids (valine, leucine, isoleucine, tyrosine and tryoptophan) in human plasma. The
procedure was able to separate isomeric amino acids (leucine, isoleucine) as well as to
determine the analytes quantitatively, despite the significant differences in their
concentrations. The simple sample preparation procedure, the proper selection of the
calibration method, and the high resolution chromatographic method in combination with
the MS/MS measurements enabled the analysis of a large number of samples. Validation
of the analytical method was carried out based on the so-called fit-for-purpose” approach
combining authentic analyte in surrogate matrix and standard addition method resulting
in a successful validation of the method. The concentration data obtained from this study
supported a comprehensive clinical study focusing on the more in-depth understanding
of the patomechanism of migraine disorder.

In the second part of my doctoral research, I developed a HILIC-MS/MS method
for the analysis of anthranilic acid derivatives of oligosaccharides released from AGP.
The method enabled the identificiation of the highest number of isomers ever detected in
AGP, which is primarily due to the high resolution chromatographic method. The method
was applied for the measurement of serum AGP obtained from 18 high-risk melanoma
malignum patients and 19 healthy control individuals. I discovered how the disease
affects the gylcosyaltion profile of AGP, and identified two triantennary (NSH6S2,
N5H6S3F) and two tetraantennary (N6H7S2, N6H7S2F) oligosaccharides with their
related variables being the most meaningful to differentiate between malignant and
control samples. I verified that the glycosylation pattern of AGP can serve as a biomarker
for high-risk malignant melanoma that is superior to S100B protein in terms of sensitivity
and negative predictive value. Based on the results presented here, it can be stated that
the set of analytical and chemometric methods developed and applied can serve as a basis

of a future, effective diagnostic procedure for malignant melanoma.
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