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Bevezetés és célkitiizés

A glikozilacié az egyik legmeghatarozobb poszttranszlacios modositas, mely kiemelkedd
szerepet jatszik a glikoproteinek szerkezetének, stabilitasanak és bioldgiai aktivitasanak
meghatarozasdban. Az N-glikdnok szerkezeti és mennyiségi analizise nem csupan a
biotechnologiai ipar szamara bir stratégiai jelentdséggel, hanem a biomarkerek kutatdsa és a
terapias fehérjék karakterizalasa szempontjabol is kulcsfontossagu. A jelen doktori disszertacio
célja olyan 0j és megbizhat6 analitikai modszerek fejlesztése volt, melyek lehetdvé tették az N-
glikanok gyors és hatékony vizsgélatat kapillaris elektroforézis (CE) technikaval, kiilonds
tekintettel a nehezen hozzaférhetd, vagy mesterségesen modositott glikoproteinek esetén. A
kutatds sordn négy f6 fejlesztési iranyvonal keriilt meghatarozasra, melyek egymasra épiilve
jérultak hozza egy széles spektrumon alkalmazhat6 analitikai mddszeregyiittes kialakitdsdhoz.
Elsoként egy tripszines eléemésztésen alapulod protokoll keriilt kidolgozasra, amely alkalmas a
mesterséges, gliko-moddositott fehérjéken gyakran eléforduld sztérikus gatlasok hatasanak
csOkkentésére. A tripszines elOkezelés révén a glikozilacids helyek hozzaférhetd véalnak az
enzim szamara a glikan profil mindségi, vagy mennyiségi valtozasai nélkiil. A masodik
fejlesztési IépcsOben egy homérsékletgradiens alapt denaturacios protokoll keriilt kidolgozésra,
amely hatékonyan csokkentette a fehérjekoncentracid novelése soran fellépd precipitacids
hatast. A kapillaris elektroforézisre, és kiilonosen a CE-MS kapcsolt rendszerekre jellemzd
fehérjemintakat. A detergens koncentraciok optimalizalasa, valamint a fokozatos hdmérséklet
emelés lehetové tette a denaturacios folyamat hatékonysaganak novelését anélkiil, hogy az
oldhatosagi problémak lépnének fel. A homérséklet gradienssel torténd denaturalasi 1épést
kiegészitve egy magneses mikrorészecskéken alapulé mintael6készitési eljards kertilt
kifejlesztésre, mely specifikus amin-funkciés csoportokon keresztiil kotdtte meg a
glikoproteineket. Ez a célzott immobilizacid nemcsak tovabb novelte a denaturicio
hatékonysagat precipitacid nélkiil, hanem lehetdséget adott a minta matrixabol szarmazo,
analitikai szempontbdl interferalo komponensek — pl. gliikéz — szelektiv eltavolitdsara. A
leemésztett és fluoreszcensen jelolt N-glikan struktirdk pontos mindségi meghatarozasa
c€ljabol a minta exoglikoziddz enzimekkel torténd szekvenalasanak automatizalasara kertlt
sor. Az egyes lépések optimalizalasaval — tobbek kozott az enzimek egyiittes alkalmazasaval és
az emésztési koriilmények finomhangoldsaval — az analitikai mérés teljes iddigénye egy Oran
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beliilre csokkenthetévé valt. A dolgozatban bemutatott modszerfejlesztések nagy mértékben

hozzajarulhatnak a glikan alaptl analitika fejlodéséhez, kiillondsen a mintakezelés

automatizalasa, valamint a nagy ateresztOképességli rendszerekhez valod illeszkedés és a kis

mintamennyiségek vizsgalhatosaga terén, mely kidolgozott modszerek potencialisan

integralhatok gyogyszergyartasi kdrnyezetbe is.
Kisérleti munka

A doktori kutatdmunka soran végzett vizsgdlatokhoz kiilonbdzd rekombindns és terdpias
fehérjéket (pl. Humira, Enbrel), biologiai mintakat (humén szérum), és referencia standardokat
(4gy, mint hIgG1) hasznaltam, melyek glikozilaciés mintazata reprezentativnak tekinthetoek a
gyogyszeriparban alkalmazott glikoproteinek korében. A mintael6készitési folyamat négy 6
1épésbdl allt: denaturdlds, enzimes N-glikan felszabaditas, fluoreszcens jeldlés, valamint a
felesleges jeloléanyag eltavolitasa. A denaturdcios 1épés célja a fehérjék nativ szerkezetének
felnyitasa, mely hozzaférhetové teszi a PNGase F enzim szdmara az aszparaginhoz kotott cukor
struktirdkat. A folyamat soran kiilonb6zd detergens kombinacidkat (pl. SDS, NP-40) és
hémérsékletgradiens alapu denaturdlést hasznaltam (30°C — 80°C), mely lehetové tette a
fehérjestruktirdk kiméletes, mégis hatékony kitekeredését, minimalizdlva a fellépd
precipitacios hatast, amely kiilonosen nagy fehérje koncentracidk esetén volt jelentds. Az N-
glikanok specifikus eltavolitdsdhoz Peptide-N-glycosidase F (PNGase F) enzimet hasznaltam.
A sztérikus gatlas csokkentése érdekében a fehérjéket tripszines eldemésztésnek vetettem ala.
Ez a modszer jelentdsen megnovelte a PNGase F hatékonysagat, kiilondsen a fazids-, vagy
gliko-modositott fehérjék esetében. A felszabaditott glikdnokat ezt kovetéen 8-aminopirén-
1,3,6-triszulfonsav (APTS) fluoreszcens festék alkalmazédsaval jeldltem meg, mely nagy
érzékenységli 1ézer indukdlt fluoreszcens detektalast (LIF) tett lehetévé a kapillaris
elektroforézissel torténd minta analizis soran. A jeldlést kovetden magneses mikrorészecskéket
alkalmaztam a felesleges jeloldanyag eltavolitasara. Az N-glikdnok szerkezetének mindségi
meghatarozasa — szekvenaldsa exoglikozidaz enzimek segitségével tortént, amelyek szelektiven
hasitjak le a glikan oldallanc monoszacharidjait. Az enzimes reakciokat azok paramétereinek
optimalizalasaval, valamint a kapillaris elektroforézis berendezés ujszerti alkalmazasaval a
szekvenalas automatizalhatova valt, igy az analizis teljes idOtartama egy oOran beliilre volt

csokkenthet6.

Pannon Egyetem « University of Pannonia
8200 Veszprém, Egyetem utca 10.



Pannon Egyetem

7 . . . Oldalak: 3/5
,ﬁ University of Pannonia

Uj tudomanyos eredmények, tézisek

1) Bioldgikumok fejlesztése €s gyartasa soran létrehozott fizids (fusion) és gliko-modositott
(glycoengineered) glikoproteinek N-glikan analizise céljabol egy triszpszines eldemésztést
alkalmaz6 mintael6készitési modszert dolgoztam ki, mely a PNGase F enzimmel torténd
deglikozilacio soran fellépd sztérikus gatlast megsziinteti, ezaltal nagy hatékonysagu és
reprezentativ N-glikdn analizis hajthat6 végre. A glikoproteinek hatékony denaturalésa ellenére
is a mesterségesen létrehozott fehérjék esetén az N-glikan struktirdk hozzaférhetésége a
PNGase F enzim szdmara szamos esetben korlatozott lehet, mely jelentésen megnoveli az
enzimatikus reakcio idejét, vagy teljesen hozza nem férhetévé teszi az enzimet a glikdnok
szamara. A tripszin enzimet alkalmazva ez a sztérikus gatlds megsziintethetd anélkiil, hogy az

N-glikén profilt modositanank, igy reprezentativ mennyiségi ¢s mindségi analizis végezhetd el.

2) A fehérjék denaturdciojakor — tulajdonsdgaiktol fliggden, elsé sorban a koncentracid
novelésekor — fellépd precipiticios hatds csokkentés céljabol egy hdmérséklet gradiens
denaturacios modszert dolgoztam ki, melynek segitségével jelentdsen megnovelhetd a fehérjék
koncentracidja a mintaban, igy a kis mennyiségben jelen 1évo fehérjék is detektalhatova valnak,
valamint kiilonleges analitikai modszerek alkalmazasa esetén (tOmegspektrometria) a
precipitdcidja miatt korlatozott mértékben hajthato végre, azonban, ha az alkalmazott
detergensek mennyiségét és mindségét optimalizaljuk, és a hdmérséklet fokozatos emelésével
eldsegitjiik a reakcid hatékony végbemenetelét, jelentdsen megndvelhetd a mintaban a fehérjék

mennyisége célzott analitikai munkak elvégzése céljabol.

3) A célzott analitikai mérésekhez sziikséges fehérjekoncentracié tovabbi novelése céljabol egy
magneses mikrorészecskéket tartalmazé mintaeldkészitési moddszert dolgoztam ki a
denaturacios Iépés eldsegitése céljabol, mely amin-funkcids csoportokon keresztiil specifikusan
megkoti a glikoproteineket, eldsegiti a kapcsolodod reakciokat (PNgase F emésztés) a nem
kivanatos mintamatrix komponensek eltavolitasan keresztiil (gliikoz — inhibicid), tovabba
szignifikdnsan megnoveli a precipitdcid nélkiill denaturalhatdo fehérje mennyiségét. A
funkcionalizalt magneses mikrorészecskék alkalmazasaval jelentésen megndvelhetd volt a
precipitacid nélkiil denaturalhaté fehérjék mennyisége, tovabba a célzott immobilizaciot

kihasznalva a nem kivdnatos minta matrix komponensek is eltdvolithatéak a rendszerbdl.
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4) A leemésztett N-glikan struktirdk pontos mindségi meghatarozasa céljabol alkalmazott
exoglikozidaz szekvenalasi folyamatot jelentésen felgyorsitottam oly mértékben, hogy a
kapcsolodo analitikai méréssel egyiitt is akar egy oran beliil elvégezhetd tigy, hogy az analitikai
méréberendezés megfeleld parametrizalasaval a folyamat teljesen automatizalhatdé. A
kiilonbozo specifikus enzimeket alkalmazé exoglikozidaz szekvenalas mind mintaeldkészités,
mind mérés szempontjabol lassu, akdr napokat igénybe vevd folyamat, ahol az enzimek
egylittes alkalmazasaval, az emésztési koriilmények egyiittes optimalizalasaval, valamint a
mérésre szolgdld analitikai berendezés rendhagyd alkalmazasaval a teljes folyamat

felgyorsithat6 és automatizalhato volt.
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