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Ko0szonom az Analitikai mddszerfejlesztés az N-glikanok kapillaris elektroforézissel torténd
elvalasztasahoz cimmel irt Ph.D. értekezésemmel kapcsolatos irt biralatat, részletes szakmai
véleményét, észrevételeit. A miihelyvitan elhangzottak, valamint az eldbirdlat kapcsan javasolt
javitasok legjobb tudasom szerint bekeriiltek a disszertacioba. Koszondm biztatod szavait és a
biralataban megfogalmazott gondolatait. Megfogalmazott kérdéseire azok sorrendjének

megfelelden roviden az aldbbiakban valaszolok.

1) A ,Vizsgalati eredmények és Kiértékelésiik” fejezet 4.1. pontjaban olvashatunk a
glikomaddositott (glycoengineered — geAb) fehérje analizisérél. Ezek a fehérjék miben
kiilonboznek a konvencionalis biologiai készitményektol (szerkezet, eloallitas modja, stb.),
van esetleg nyilvanos / nyilvanossagra hozhato informacio?

A doktor1 munkam soran rendelkezésemre allt, a Roche GmbH altal készitett fejlesztési
fazisban levd fehérjérdl sajnos nem allt rendelkezésre mélyre hat6d szerkezeti — vagy egyéb
informacio. Az N-glikanok analizisével kapcsolatos probléma annak kapcsan meriilt fel, hogy
a linkerekkel kapcsolt részegységek térbeli orientacidja kapcsan a kotott cukor strukturdk olyan
térbeli pozicioba kertiltek, hogy az emésztéshez hasznalt PNGase F enzim nem fért megfeleléen
hozza, ami nem csak az enzimes folyamat idébeli lefutdsara volt hatassal, hanem csticsardnybéli
véltozast is okozott, mely fals analitikai eredményekhez vezetett. A napjainkban folyo — a
szabadalmak lejarasaval kapcsolatban egyre nagyobb mértékben meghatdroz6 — bioszimilaris

gyartas, €és természetesen az Ujabb és Ujabb originator fejlesztések titkositott jellege limitalt
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lehetdséget adnak a disszertdiciomban bemutatott jellegli kutatdsok valos elmélyitésére,

részletes informaciok megszerzésére.

2) Ugyan ebben a pontban (4.1.) lathatjuk a fehérjék cIEF analizis eredményeit (40. oldal).
Az eredményeket értékelve milyen kiilonbséget lathatunk a klasszikus ioncseréld
oszlopkromatografiaval osszehasonlitva? Tortént 6sszehasonlitas a modszerek kozott? Az
eredmények alapjan ez a modszer sokkal jobbnak és gyorsabbnak tiinik.

Ugyan mind a két — HPLC ¢és CE — technika jelen van a gydgyszeripari gyakorlatban, egyre
nagyobb teret kap a kapillaris elektroforézis technikaval torténd izoelektromos pont
meghatarozas. Ahogy a kérdésben is megjelenik, szignifikans kiillonbség van nem csak az
analizis idében, hanem a mintaelOkészités iddvonzatat illetden is, mely jelentdsen lecsokkenti
a mérés koltségét. Mindemellett, a kapillaris elektroforézissel végzett izoelektromos pont
meghatarozas kozelebb 4all a valds elméleti ponthoz, mert a mérés soran csak karbamid
segitségével denaturaljuk a mintat, és a kapillarisban valos gradiens hozhatd 1étre. A két

technika a vizsgalt fehérjével kapcsolatban nem lett 6sszehasonlitva.

3) A fejezet 4.2. pontjaban olvashatunk a glikananalizis mintael6készitéshez kapcsolhato
gliikoz hatas problémardl (48. oldal). Az eddigi tudomanyos (és ipari analitikai) méréseket
mennyiben befolyasolja az, hogy idézve a jeloltet: ,,csupan marginalis utalasokat tett az
esetleges jelenségre.” Az eddigi biomarker keresések — ahol a glikozilacio is szoba keriil —
nem valhatnak kérdésessé?

A biomarkerek és gyogyszeripari fehérjék esetén abban az esetben jelentkezhet ez a probléma,
ha a formulalé puffer a fehérje tulajdonsagai okan, vagy az alkalmazasboél kifolyolag nagy
mennyiségli cukrot tartalmaz. Az ekkor alkalmazott puffer cseréhez képest a kidolgozott
modszer elénye, hogy nem igényel koltséges, hosszadalmas centrifugélassal torténd sziirési

eljarasokat, konnyen automatizalhato, egyszerlibb €s gyorsabb eljarast tesz lehetové.

4) Ugyan ebben a pontban, az 53. oldalon olvashatunk arrol, hogy a csucsaranyok
szignifikansan nem valtoznak a modositott mintafeldoltozas soran. Ez melyik abran
lathatjuk a nem modositott mintafeldolgozashoz viszonyitva?

Kiemelt fontossagu az analitikai modszerek fejlesztése soran, hogy az esetleges valtoztatasok

soran nem hozzunk létre miiterméket. A glikdnok abszolut és relativ mennyisége kiemelten
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fontos a biologikumok mindsitése soran, mert ezek alapjan allapithatd meg a szervezet
potencialis immunvalasza a készitménnyel szemben. A médszerfejlesztés soran minden esetben
hlgG1 standard fehérjével végeztem a fejlesztési folyamat kezdeti fazisaiban a méréseket, ahol
a kapott eredményeket mindig a kontrol futtatasokhoz hasonlitottam mind intenzitas, mind a
kapott profil kiilonbségeinek szempontjabol. A doktori dolgozat sziikségszeriien tartalmaz
egyszerlsitéseket, igy nem minden I€pés volt mélységeiben kifejtve, igy nem minden

részeredmény keriilt megjelenitésre.

5) A ,Vizsgilati eredmények és Kkiértékelésiik” fejezet utolsé, (4.4.) pontjaban az
»Automatizalt N-glikan szekvenalas” részletesen foglalkozik a glikananalizis ipari
szempontbol is nagyon fontos gyorsitasi és automatizalasi lehetdségével, annak
eredményeivel. Vannak-e tovabbi tervek a tovabbfejlesztésre? Van-e mar esetleg a piacon
hasonlo fejlesztés? Van-e esetleg ipari partner részérol érdeklédés?

Tervek vannak mind a mai napig, sajnos az élet tigy hozta, hogy ezeket a jelen tudasom szerint
nem ¢én fogom megvaldsitani. Az automatizalas kérdése sokkal inkabb jelen 1év6 tendencia mar
a mindennapjainkban, mint azt szeretnénk bevallani. Gazdasagi szempontbdl tovabbra is az
ember a legdragabb a folyamatban, és a mesterséges intelligencia megjelenésével komplex
feladatok az automatizalds iranyaba mozdulnak. Mindezek ellenére az automatizélasa egy
mintaelOkészitésnek csak az elsd pillanatban tlinik trividlisnak, egy teljes glikan analizis robotra
iiltetése ugyan nem megvalosithatatlan feladat, azonban a kialakitott modszer
reprodukalhatdsaganak és mindségbiztositisanak feladata ma még nagyobb koltséget hordoz

magaban, minthogy megérje vele érdemben, mélységében foglalkozni.

Veszprém, 2025. november 19.

Szigeti Marton Géza
doktorjelolt



