Pannon Egyetem

) ) . Oldalak: 1/2
University of Pannonia

Valasz Dr. Mizsey Péter Professzor Emeritus ur

opponensi véleményére

Doktorjelolt: Szigeti Marton Géza
Doktori disszertacio cime: Analitikai modszerfejlesztés az N-glikanok kapillaris
elektroforézissel torténd elvalasztasahoz

Témavezeto: Dr. Guttman Andras, D.Sc.

Tisztelt Dr. Mizsey Péter Ur!

Koszondm az Analitikai modszerfejlesztés az N-glikanok kapillaris elektroforézissel torténd
elvalasztasahoz cimmel irt Ph.D. értekezésemmel kapcsolatos irt biralatat, részletes szakmai
véleményét, észrevételeit. A birdlatdban megfogalmazott szakmai észrevételek, illetve a
miihelyvitan elhangzott javaslatok alapjan elvégeztem a sziikséges modositasokat, amelyeket a
disszertacid végleges valtozataba beépitettem. Nagyra értékelem a tdmogatd gondolatait és a
konstruktiv visszajelzéseit. Megfogalmazott kérdéseire azok sorrendjének megfeleléen roviden

az alabbiakban valaszolok.

1) A hoémérsékletgradiens alapi denaturaciés protokollnal mely paraméter volt a
legkritikusabb a precipitacio elkeriilésében?

A kisérleti eredmények azt bizonyitottdk, hogy dnmagaban a gradiens mddszer alkalmazésa
mellett mar jelentdsen novelhetd a precipitdlodas nélkiil denaturdlhato fehérjék mennyisége,
amely a tomegspektrometrids mérésekhez sziikséges. Negativ ionizdcios mod mellett is
megfelelden nagy intenzitdsu jelet add jelolt N-glikdn koncentracid eléréséhez azonban
elengedhetetlen a fehérjék rogzitve torténd denaturdldsa, mely a disszertaciomban bemutatott
moédon nagy hatékonysaggal kivitelezhetd. Mindezt gyakorlati oldalrol vizsgalva fontos
megemliteni, hogy ha kis térfogat tartomanyon beliil is, de szignifikdnsan eltérd térfogatok
alkalmazasa mellett folyik a mintaeldkészitési folyamat, ami, mint faktor hatdrozottan

megjelenik, mint kritikus tényez0 a folyamatban.
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2) A Humira fehérje alkalmazasa mellett végzett validalasi kisérleteknél milyen jellegii
glikan strukturaknal mutatkozott a legnagyobb mérési szoras? Az elvégzett kisérletek
alapjan mely szerkezettipusok a médszer legkritikusabb pontjai?

A 4.8. tablazatban indukalt médon a kis koncentracidban megjelend csucsok statisztikai
elemzése kapcsan jol lathatd, hogy mind a méréstechnika korlataibol, mind a kiértékelés
bizonytalansagabol addddan a kapott adatok jelentdsen terheltek. Ami viszont a gydgyszeripar
szempontjabol kiemeltté teszi ezt a kérdést az az, hogy ezen struktiarak kozott megjelennek azok
a magas mannoz tartalmu szerkezetek melyek jelentds hatast fejtenek ki a biologimukora adott
immunvalasz kapcsan, igy ezek pontos analizise, habar koncentraciojuk latszolag kicsi, akar

elhanyagolhato, a mddszer valos kritikus pontjait alkotjak hatasukbol kifolyolag.

3) A gyorsitott exoglikozidaz szekvenalasi 1épésnél milyen kompromisszumot kellett kotni
a reakcioid6 és az enzimatikus specificitas kozott, a modszer jelen formajaban milyen
paraméterek mellett mar nem alkalmazhato torzitas nélkiil?

Az elvégzett kisérletek alapjan elmondhatd, hogy az emésztési id6 a legmeghatidrozobb
paraméter a torzitatlansag biztositdsa szempontjdbdl. A szialidaz enzim esetén elmondhato,
hogy 40°C felett technikailag megsziinik az aktivitdsa, a galaktoziddz és hexdzaminidaz
enzimek esetén a homérséklet valtoztatdsa egy bizonyos hatarig befolyasolja a folyamat
hatékonysagat, azonban a hdmérséklet optimumok figyelembevételével, a vizsgalt fehérjére
specifikusan az emésztési id0 lesz a teljes folyamatra nézve a kritikus és sebesség meghatarozo

1épés.
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